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RESUMO

Com o crescimento da populagdo mundial, aumenta-se a necessidade da producdo de
alimentos, gerando consigo o uso indiscriminado de fertilizantes com o objetivo de manter os
solos férteis e a producdo em alta. O objetivo deste trabalho foi analisar o efeito do cadmio
como contaminante de superfosfato simples na rizosfera e no crescimento de milho (Zea Mays
L.) transgénico e ndo transgénico sob condicBes controladas. Foi instalado um experimento
fatorial em casa de vegetacdo com cinco doses crescentes de cadmio, trés espécies de fungos
micorrizicos arbusculares (mais o controle) e dois tipos de plantas (milho ndo transgénico e
transgénico), com trés repeticbes por tratamento, totalizando 160 vasos, com quatro sementes
cada um. O experimento foi conduzido por 45 dias e cada vaso foi mantido com umidade a
60% de sua capacidade de campo. No vigésimo dia de cultivo foi realizado o desbaste para
apenas uma planta por vaso. Apos 45 dias, foi realizada a coleta e foram analisadas as
variaveis-resposta: diametro do colo, matéria seca de raiz e de parte aérea, comprimento de
micélio extrarradicular total, percentual de colonizacdo de raiz e numero de esporos. Os
resultados foram submetidos a analises estatisticas com comparacdo de médias por Tukey a
5% e andlise de regressdo. A partir dessas analises percebeu-se que ndo houve resposta
positiva de inoculagdo de fungos micorrizicos arbusculares em milho transgénico, pois 0s
vasos controle sem inoculacao de fungo foram os que apresentaram os maiores resultados nas
variaveis de crescimento estudadas. Esse resultado pode ser confirmado pela variavel
microbioldgica colonizacdo de raiz, que se mostrou muito menor para esta espécie de
hospedeiro do que para 0 milho ndo transgénico, o que pode ter ocorrido devido a transgenia,
0 que pode ter interferido no seu micotrofismo. Quanto ao milho ndo transgénico, a eficacia
dos fungos estudados variou bastante, mas em ambito geral, 0 que mais se destacou foi o
Scutellospora heterogama, principalmente em doses mais altas de cadmio (142,5 e 285,0 mg
kg™'). Nas doses mais baixas (0, 28,5 e 71,25 mg kg™) seu comportamento apresentou
semelhancas com o Glomus clarum que se mostrou também eficiente para essa situacdo. Com
base nesses resultados, concluiu-se que os fungos micorrizicos podem nao ser recomendados
para a utilizacdo em caso de plantio de milho transgénico, visto que a associacdo micorrizica
nem sempre apresentou correlacdo positiva com o crescimento da planta. J& para milho ndo
transgénico a utilizacdo desses fungos pode ser indicada, pois existe a possibilidade de o
agricultor obter beneficios da simbiose, mesmo em solos contaminados por cadmio.

Palavras-chave: Metal pesado. Micorrizas arbusculares. Fertilizantes comerciais. Fungos

micorrizicos arbusculares.



ABSTRACT

With the growth of the world population the need for food production increases, generating
the indiscriminate use of fertilizers in order to maintain fertile soils and high production. The
aim of this study was to analyze the effect of cadmium as a contaminant of superphosphate in
the rhizosphere and growth of corn (Zea Mays L.) transgenic and non-transgenic under
controlled conditions. A factorial experiment was installed in a greenhouse with five
increasing doses of cadmium, three species of mycorrhizal fungi (more control) and two types
of plants (transgenic and non-transgenic corn ) , with three replicates per treatment , totaling
160 vessels , with four seeds each. The experiment was conducted for 45 days and each pot
was kept with humidity at 60 % of its field capacity. On the twentieth day of cultivation was
conducted for roughing only one plant per vessel. After 45 days, we collected and analyzed
the response variables: diameter, dry root and shoot length of extraradical mycelium total
percentage of root colonization and number of spores. The results were submitted to statistical
analysis with comparison of means by Tukey test at 5% and regression. From these analyzes,
it was found that there was no positive response to inoculation with mycorrhizal fungi in
transgenic corn, because the control vessels, without inoculation of the fungus, were those
with the greatest results in the growth variables studied. This result can be confirmed by
microbiological variable root colonization, which proved to be much smaller for this host
species than for non-transgenic corn, which may be due to genetic changes made in this plant
in order to get more resistance pests, which may also affect this species of corn, develop
efficiency with the mycorrhizal association. As for the non-transgenic corn, the efficacy of the
fungi studied varied widely, but in general scope, what stood out was the Scutellospora
heterogama, especially at higher doses of cadmium. At lower doses their behavior showed
many similarities with Glomus clarum that also proved effective in this situation. Based on
these results, it is concluded that mycorrhizal fungi are not recommended for use in case of
planting of transgenic corn, since the mycorrhizal association did not benefit the plant growth.
For further details regarding this interaction and the reasons for it not to have positive
characteristics, basic research will be needed in specific laboratories, within a PHD thesis, for
example. As for non-transgenic corn the utilization of these fungi can be indicated because it
is possible for the farmer to obtain the benefits of the symbiosis even in soils contaminated by
cadmium.

Keywords: Heavy metal, arbuscular mycorrhiza, commercial fertilizers, arbuscular

mycorrhizal fungi.
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1. INTRODUCAO

A populacdo mundial superou recentemente a marca de 7,2 bilhdes de pessoas,
segundo a ONUBR. Esse crescimento populacional traz consigo uma grande demanda no uso
dos recursos naturais do planeta, como o consumo de alimentos cuja produgao precisa suprir
essa necessidade.

Por causa disso, os produtores rurais passaram a intensificar a sua producdo, o que
causou a expansao das areas agricolas e o consumo maior de fertilizantes quimicos. Esses
fertilizantes além de possuirem os nutrientes considerados essenciais para o crescimento das
plantas possuem também, em sua composi¢cdo quimica outros elementos como 0s metais
pesados, que podem ser prejudiciais tanto para 0 meio ambiente quanto para 0 homem.

No Brasil, a maioria dos solos utilizados para a producdo agricola é extremamente
pobre em fésforo disponivel, considerado um macronutriente essencial as plantas. A
utilizacdo de fertilizantes fosfatados nas suas diversas formas como o superfosfato simples,
superfosfato triplo, fosfato monoamoniado, termofosfato e fosfato natural, tem contribuido
com a adi¢do de cadmio dos solos e consequentemente aos animais e plantas.

Outra questdo que esta sempre em discussdo € a introducdo de alimentos transgénicos
na alimentacdo da populacdo. A maioria das pessoas apresentam muitas desconfiangas e
duvidas e tem receio de utilizar este tipo de alimento, pois como se tratam de produtos com
alteracOes genéticas, existem suspeitas de que 0s mesmos possam causar danos a saude.

Sabe-se que dentro dos produtos agricolas. As alteracbes ocorrem na maioria das
vezes com o objetivo de deixar a planta mais resistente a acdo de agrotoxicos, microrganismos
patdgenos e pragas. Mas serd que essas alteracdes também deixam essas plantas resistentes
também as acdes de organismos benéficos que podem contribuir para o0 seu crescimento e
sobrevivéncia tais como os fungos micorrizicos arbusculares?

A associacdo entre plantas e microrganismos do solo, como os fungos micorrizicos
arbusculares (FMASs) pode contribuir para a protecdo dos efeitos negativos do cadmio no seu
crescimento. Uma das mais comuns é a micorriza arbuscular, formada entre as raizes de certas
especies de plantas e FMAs.

Tais fungos formam simbiose com cerca de 80% das espéecies vegetais, sendo
prioritariamente caracterizada por uma relagdo benéfica para ambos, com a planta fornecendo
nutrientes para manutencdo do metabolismo e sobrevivéncia do fungo e o fungo oferecendo a

planta protecédo contra estresses diversos e doencas.
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Diversos estudos ja foram realizados a fim de se avaliar a influéncia da contaminacéo
por metais pesados na formagdo de micorriza e no crescimento de plantas hospedeiras, mas
muito pouco foi estudado em como se da essa relacdo com plantas transgénicas
(PAWMOWSKA; CHARVAT, 2004; KIM et al. ,2004; SIQUEIRA et al.,1999; SILVA et al.,
2006).

O presente trabalho objetiva conhecer a relacdo entre fungos micorrizicos arbusculares
e hospedeiros de milho transgénico, que é resistente a acdo de insetos da ordem Lepidotera e
ndo transgénico mediante doses crescentes de cddmio como contaminante de fertilizante

fosfatado.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Avaliar o efeito do cadmio no crescimento e na rizosfera de milho transgénico e nao

transgénico inoculado com fungos micorrizicos arbusculares, sob condi¢Ges controladas.

2.2 Objetivos especificos

Registrar o efeito do cadmio no crescimento inicial de milho transgénico e néo
transgénico inoculado com fungos micorrizicos arbusculares, em condi¢des controladas, por
meio das variaveis resposta didmetro de colo, matéria seca de raizes, matéria seca da parte
aerea.

Identificar o efeito do cadmio na formacédo de propagulos na rizosfera e micorrizacdo de

milho transgénico e nao transgénico.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Alimentos transgénicos com destaque para o milho

Organismos transgénicos, ou geneticamente modificados, possuem material genético
alterado pelo homem, feita através da transferéncia de genes de uma espécie para outra. Essas
alteracbes comecaram a ser feitas na década de 70 e atingiram o mundo todo, principalmente
os alimentos (ALMEIDA; LAMOUNIER, 2005).

Na agroindudstria, os organismos geneticamente modificados sdo considerados um
grande avanco cientifico, pois caminham para a busca da melhoria e para o aumento do
processo produtivo tdo perseguido pelos produtores agricolas da atualidade, pois pela
tecnologia do DNA recombinante, conferem caracteristicas que ndo sdo obtidas com o
melhoramento das plantas por métodos convencionais, ou seja, pode conferir as culturas,
melhor resisténcia a diversas condi¢cdes consideradas criticas, € que em organismos normais
causariam drasticas quedas produtivas (ALVES, 2004).

Mas, a introducdo deste tipo de produto no mercado mundial gera inUmeras discussoes,
duvidas e inseguranca a respeito de riscos que 0s mesmos possam trazer quando adicionado a
cadeia alimentar, mesmo porque, quando se diz respeito a utilizacdo dessas biotecnologias em
longo prazo, os riscos, tanto para 0 meio ambiente quanto para a salde, ainda sdo pouco
conhecidos e um tanto quanto controversos. Essas incertezas acabam gerando conflitos e
polémicas dentre os grupos da sociedade favoraveis e daqueles contréarios a utilizacdo deste
tipo de préatica (RIBEIRO; MARIN, 2012).

Sendo assim, em 2000, estabeleceu-se pelo Protocolo de Cartagena o principio da
precaucao, que visa a protecdo da diversidade bioldgica e da saide humana em relacdo aos
danos que possam ser advindos da liberacdo dos organismos geneticamente modificados. Este
principio ainda estabelece normas-padrdo de biosseguranga e institui a utilizacéo de rotulagem
para os alimentos geneticamente modificados, para que os produtos possam ser rastreados e
acompanhados de perto. A avaliacdo dos riscos de consumo desses tipos de alimentos deve
ser realizada, bem como, normas de biosseguranca a fim de que os mesmos sejam consumidos
de maneira segura para a populacdo (PRUDENTE 2004).

Segundo Mosquero (2005), a FAO — Organizacao das NacGes Unidas para a Agricultura

e Alimentagdo, afirma que os primeiros experimentos de campo realizados ocorreram em
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1986 nos Estados Unidos e na Franca, mas, o primeiro pais a dar inicio a comercializagdo de
plantas transgénicas foi a China no inicio da década de 90, pela introducdo do fumo resistente
a virus e, posteriormente, do tomate também resistente a virus.

No Brasil, o primeiro produto a ter sua producdo liberada foi a soja Roundup Ready,
cuja patente pertence a multinacional norte americana Monsanto, que a desenvolveu pela
introdugdo de um gene de uma bactéria do género Agrobacterium, que pertence ao solo, a fim
de se aumentar a tolerancia da soja ao herbicida glifosfato. Isso se deu no ano de 1995 por
meio da lei de biosseguranca nimero 8.974 (RIBEIRO; MARIN, 2012)(ALMEIDA,;
LAMOUNIER, 2005).

ApoOs a concessdo dessa autorizagdo, organizagfes ndo governamentais, como 0
Greenpeace e o Instituto Nacional de Defesa do Consumidor — IDEC entraram com um
processo contra a empresa Monsanto e o Governo Federal, com o intuito de proibir a
comercializacdo deste tipo de produto. Com isso, essa comercializacdo ficou suspensa entre
1998 e 2003, quando o entdo presidente Luis Inacio Lula da Silva autorizou a medida
provisoria 113 em 26 de marco de 2003 que permitia 0 uso comercial da soja transgénica para
consumo humano e animal até janeiro de 2004. Mas, apenas em marco de 2005 a lei 11.105
foi sancionada, regulamentando definitivamente a comercializagdo de produtos transgénicos
no Brasil e revogando a lei nimero 8.974. A lei nimero 11.105 do ano de 2005 estabelece as
normas de seguranca e 0s mecanismos de fiscalizacdo de atividades que envolvam
organismos geneticamente modificados e seus derivados. Também cria o Conselho Nacional
de Biosseguranca — CNBS, reestrutura a Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranga —
CTNBiIo, e dispde sobre a Politica Nacional de Biosseguranga — PNB (PELAEZ, 2007).

Atualmente, além da soja, também sdo comercializados no Brasil o milho e o algodao
transgénicos, juntos dominam cerca de 15,8 milhGes de hectares de terras destinadas a
producdo agricola, tornando o Brasil o terceiro pais no mundo em producdo de organismos
transgénicos (RIBEIRO; MARIN, 2012).

O milho (Zea Mays L.) é uma graminea anual, monocotileddnea pertencente a familia
Poaceae, género Zea Mays L. que teve origem nas Américas, possivelmente no México,
América Central ou Sudoeste dos Estados Unidos. Logo ap6s, o milho foi levado para a
Europa onde passou a ser cultivado em jardins até que seu valor alimenticio foi descoberto e a
partir dai tornou-se conhecido. Desde entdo, passou a ser plantado em escala comercial e
espalhou-se pelo mundo (OKUMURA et al., 2011).

O milho possui ampla adaptacdo a diferentes condi¢des ambientais. E uma planta que

armazena bastante energia, e a partir de uma semente que pesa pouco mais de 0,3 g, surge
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uma planta com cerca de dois metros de altura em um curto espago de tempo (PEREIRA
FILHO, 2003).

A producdo mundial de grédos de milho em 2009 ficou em torno de 817 milhdes de
toneladas, onde os Estados Unidos foram responsaveis por 333 milhdes de toneladas, a China
por 163 milhGes de toneladas e o Brasil por 51 milhGes de toneladas (OKUMURA et al.,
2011).

Essas altas produtividades de milho tém sido garantidas em funcdo da adaptacdo de
cultivares as diversas variedades de situagdes, tais como, o clima, o solo, 0 melhoramento
genético e a utilizacdo de fertilizantes quimicos (OKUMURA et al., 2011).

Em paises como Canadé, Estados Unidos e Franca, o rendimento médio do milho chega
a ultrapassar os 12.000 kg ha™ de gréos, o que é bastante expressivo quando comparados ao
Brasil que fica em torno de 3.000 kg ha™ de grédos (ALVES et al., 2002).

No Brasil, 0 milho € cultivado por todo o territorio, com producdo razodvel em funcéo
da utilizacdo de baixa tecnologia devido a pouca capitalizagcdo dos pequenos produtores que
respondem por aproximadamente 60 % da producdo nacional. Acredita-se que uma das
formas de aumentar essa producdo seria a utilizacdo de programas de adubacdo que
considerem, além da quantidade de fertilizantes fornecidos, o balango entre os nutrientes
requeridos, aliado as condi¢cdes climaticas adequadas, principalmente em termos de
precipitacdo, ou do manejo de agua no solo, através da irrigacdo (ALVES et al., 2002).

Na industria o milho é empregado como matéria prima na fabricacdo de amido, 6leo,
farinha, produtos quimicos e ra¢des de animais. Estima-se que hoje esse cereal participe como
matéria prima de cerca de 600 produtos, além de outras areas como explosivos, baterias,
cabecas de fosforo e borrachas (PEREIRA FILHO, 2003).

3.2 Contaminacao do solo pela adubacao

Uma das limitacGes para a producdo de milho, no Brasil, tem causa na fertilidade do
solo, principalmente nos teores disponiveis de P. A maioria dos solos brasileiros tem
deficiéncia de fésforo, possuindo uma forte interacdo com este, e para que se mantenham as
producdes em niveis altos, a adubacgdo fosfatada é muito utilizada, sendo que no Brasil em

maior quantidade do que em outros paises (ALVES et al., 2002).
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Essa adubacdo fosfatada promove entdo, aumentos significativos na producdo de gréos
de milho e também nos teores de fosforo disponiveis no solo. A resposta das culturas de milho
a esse tipo de adubacéo tem sido altas e cada vez mais frequente (ALVES et al., 2002).

O que acaba se tornando preocupante, é a utilizacdo desse tipo de adubacdo acima dos
limites julgados necessarios ao desenvolvimento adequado da cultura, podendo causar no solo
e na prépria planta, acimulos de substancias toxicas tanto para as plantas quanto para quem
dela se alimentar.

De acordo com Gongalves Junior e Pessoa (2002), existe uma crescente preocupacao
com a deficiéncia de nutrientes em solos agricultaveis, pois o cultivo em solos com baixa
fertilidade, sem a préatica de correcdo do solo, aliado ao aumento da produtividade tem
contribuido cada vez mais com a deficiéncia de nutrientes. Por isso, o uso de adubos ou
fertilizantes tem se tornado cada vez mais intenso e, freqientemente feito de maneira
indiscriminada por agricultores do pais todo, a fim de, suprir os problemas da producédo
agricola atual. Mas esses fertilizantes possuem em sua composicdo quimica além de
micronutrientes, outros compostos dentre 0s quais, 0S mais preocupantes sdo 0s metais
pesados.

O aumento da concentracdo de metais pesados nos solos agricultaveis resulta da
deposicdo atmosfeérica, aplicacdo de agrotoxicos, residuos organicos e inorganicos urbanos e
industriais, fertilizantes e corretivos (GONCALVES JUNIOR; PESSOA, 2002).

No mundo todo existem 6rgaos governamentais que estabelecem limites com o objetivo
de se controlar a quantidade de metais pesados presentes na composi¢cdo quimica dos
fertilizantes, como por exemplo, a Organizacdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento
Econdémico (OECD) que é uma organizacdo internacional com 34 paises, a Associacao
Americana de Controle Oficial de Fertilizantes, nos Estados Unidos, entre outras.

No Brasil a Instrugcdo Normativa SDA n°27 de 05 de julho de 2006, elaborada pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, estabelece os limites para o0s
contaminantes na composi¢do quimica dos fertilizantes, corretivos, inoculantes e
biofertilizantes para serem produzidos, importados ou comercializados.

Segundo o artigo 2°, os estabelecimentos que produzem ou importam fertilizantes
devem manter um controle periddico de matérias-primas e dos seus produtos. Ja o artigo 3°
estabelece que nos resultados analiticos obtidos, sdo admitidas tolerancias limitadas a 30%
dos valores que séo definidos pela Norma. Sdo estabelecidos valores, através de tabelas, para

cada tipo de fertilizante e também para substratos para plantas e condicionadores de solo.
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No Brasil trabalhos vém sendo realizados continuamente, a fim de se determinar 0s
teores de metais pesados presentes em fertilizantes comerciais, quantificando a contribuigéo
dos mesmos a contaminacao de solos e aguas, que trazem sérias consequéncias negativas ao
meio ambiente e, consequentemente, para as plantas, animais e seres humanos.

Segundo Mc Bride e Spiers (2001), os fertilizantes fosfatados possuem maiores
concentragfes de metais pesados em sua composicdo quimica do que os nitrogenados e
potassicos, por consequéncia, o cadmio, apresentando uma maior propensao a contaminacao
dos solos.

O fosforo, que € um macronutriente de extrema importancia para 0S processos
metabdlicos das plantas, € um dos maiores responsaveis por queda de produtividade em
culturas agricolas e a fim de se evitar esse problema, os agricultores fazem uso tanto de
fosfatos naturais como de fosfatos parcialmente acidulados e fosfatos soltveis. (BIZARRO,
2007).

Esses fosfatos, mais utilizados na agricultura sdo obtidos a partir das rochas fosfaticas
e podem apresentar, portanto, diversas concentracdes de cadmio, dependendo da origem da
rocha utilizada (McCLAUGHLIN et al., 1999).

De acordo com Teixeira et al. (2000) as rochas séo produtos consolidados resultantes
da unido natural de minerais, onde seus cristais ou graos constituintes séo muito bem unidos.
Da maneira que ocorre o processo de formacdo dessas rochas, a forca de ligacdo desses grédos
varia resultando em rochas “duras” e rochas “brandas”. Essas rochas podem ser magmaticas
ou igneas, metamdrficas ou sedimentares, que se ddo de acordo com a maneira que Sao
encontradas na natureza.

As rochas igneas podem ser intrusivas, quando o resfriamento do magma acontece no
interior do globo terrestre e extrusiva ou vulcanica, quando ocorre na superficie, sendo a mais
comum o basalto. As rochas metamérficas resultam da transformacdo de uma rocha pré-
existente no estado solido. Ja as sedimentares sdo formadas a partir da compactacdo e/ou
cimentacdo de fragmentos produzidos pela acdo dos agentes e intemperismo e pedogénese
sobre uma rocha pré-existente, e apos serem transportados pela a¢do dos ventos, das aguas
que escoam pela superficie, ou pelo gelo, do ponto de origem até o ponto de deposi¢do
(TEIXEIRA et al., 2000).

Ainda segundo Teixeira et al. (2000), as rochas sedimentares podem ser clasticas,
guando é constituida por particulas pré-existentes, ou quimicas e ndo clasticas que sdo
formadas pela precipitacdo dos radicais salinos que foram produzidos pelo intemperismo

quimico e agora encontram-se dissolvidos nas aguas dos rios, lagos e mares. Entre os
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principais anions salinos estéo os carbonatos, cloretos e sulfatos, e os principais cations séo 0s
mais sollveis os alcalinos, como sddio e fosforo e os alcalinos terrosos magnésio e calcio.

E desse grupo que se tem origem as rochas fosfaticas mais utilizadas para a obtencéo
de fertilizantes fosfatados.

O cédmio que se encontra presente na composi¢do quimica desses fertilizantes se
encontra em posicdo de impureza, e em muitos solos destinados a agricultura esse metal
pesado pode se acumular podendo ficar em concentracbes maiores do que o dobro das
encontradas em areas com vegetacdo nativa, devido ao uso em excesso desses produtos
(GIMENO-GARCIA et al., 1996 ; MARQUIORU JR, 2003).

A tabela 1 mostra concentracfes de cadmio em fosfatos de rocha no mundo.

Tabela 1 - Concentragdes de cddmio em fosfatos de rocha.

Origem Teor de cadmio (mg kg™)
China 05
México 08
Egito 09
Peru 11
Israel 12
Marrocos 24
Tunisia 38
Estados Unidos (oeste) 60-340

Fonte: Adaptado de Bizarro (2007)
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J& a tabela 2 mostra o teor de cddmio permitido em diversos tipos de fertilizantes
fosfatados em diversos paises.

Tabela 2 - Teor de cddmio permitido em diversos tipos de fertilizantes fosfatados.

Teor de Cadmio

Instituicdo Pais Material L

mg kg’
Suica Fertilizante 50
Suécia Fertilizante 100
OEDC Alemanha Fertilizante 210
Austria Fertilizante 275
Estados Unidos Fertilizante 10*

AAPFCO .

91% da rocha fosfatica 4%
MAPA Brasil Fertilizante 0,75*
Australia Fertilizante 300
------------ Japdo Fertilizante 8

OEDC - Organizagéo para a Cooperagéo e Desenvolvimento Econdmico
AAPFCO - Associagdo Americana de Controle Oficial de fertilizantes
MAPA — Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento

*mg de Cd por 1% de P,Os

Fonte: Adaptado de Bizarro (2007)

Alguns trabalhos ja foram realizados no Brasil a fim de se determinar as concentracdes
de cAdmio nos fertilizantes comercializados.

Campos et al. (2005) verificaram que em fertilizantes fosfatados as concentragdes de
cadmio variam de 0,5 a 170 mg kg™. Ja4 Gongalves e Pessoa (2002) estudaram cinco tipos de
fertilizantes e encontraram concentracdes de cadmio de 4 a 323 mg kg™, ao passo que Marcal
et al. (2003) encontraram uma variacéo de 0,8 a 18,8 mg kg™ (BIZARRO, 2007).

Ja Malavolta e Morais (2006) fizeram uma revisdo bibliografica sobre trabalhos que
estudavam teores de cadmio em fertilizantes comerciais brasileiros e os autores por eles
citados encontraram que no grupo de fertilizantes fosfatados o teor de cAdmio variou de 0 a 77
mg de Cd por kg® de fertilizante. Como se pode perceber, existe bastante dispersdo nos
resultados obtidos pelos pesquisadores. Portanto, estudos como esses sdo cada vez mais
necessarios, a fim de se evitar que o uso exagerado desse produto possa causar graves
consequéncias ambientais.

Gongcalves Junior et al. (2000), estudaram cinco tipos de fertilizantes comerciais
utilizados aqui no Brasil, a fim de se avaliar a fitodisponibilidade dos metais cadmio, chumbo

e cromio na cultura de soja (Glycine max L.), que foram cultivadas em um latossolo vermelho
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escuro. A aplicacdo desses fertilizantes no solo utilizado no experimento foi feito de acordo
com a recomendac&o dos fabricantes. Os autores concluiram que a aplicacdo dos fertilizantes
mostrou uma efetiva disponibilizacdo de Cd, Pb e Cr para as plantas de soja. Em relacdo ao
cadmio, os fertilizantes que mais o disponibilizaram para a cultura foram o BR-12 especial e
FTE — Cerrado, que consequentemente apresentam maior quantidade de cadmio em sua
composi¢do quimica.

Ramalho et al. (1999) avaliaram a influéncia da adubacéo fosfatada na contribuicao do
aumento da concentracdo de metais pesados em solos. Este estudo foi realizado em solos de
Campos dos Goytacazes no Rio de Janeiro na Usina Santa Cruz, onde se cultiva cana-de-
acucar em um solo podzolico amarelo e dois latossolos amarelos que vém recebendo
adubacdo fosfatada desde 1968. Percebeu-se, entdo, que a utilizacdo deste tipo de fertilizante
por mais de 25 anos causaram um aumento significativo dos teores de cadmio, mas sem
eleva-los a niveis criticos.

Foi realizado também por Gongalves et al. (2008), um estudo que objetivou descobrir
a biodisponibilidade do Cd em fertilizantes fosfatados por meio do seu acimulo em plantas de
aveia preta. Neste trabalho foram estudados cinco tipos de fertilizantes e constatou-se que o
Cd ficou biodisponivel para os cinco fertilizantes analisados, pois foi encontrado tanto nas
raizes quanto na parte aérea das plantas.

Ja Bizarro et al. (2008) estudaram fertilizantes nacionais e importados que sdo mais
utilizados no Brasil e concluiram que os materiais fosfatados de origem brasileira nédo
possuem tanta concentracdo de Cd em sua composi¢do quanto os materiais encontrados em
outros paises, corroborando com diversos outros autores , segundo eles, Alloway (1995) e
Sauerbeck (1984). Portanto, os fertilizantes que mais apresentaram concentracdo de Cd foram
0s importados, ou seja, precisa-se desenvolver maior rigor na entrada deste tipo de produto no
Brasil.

Campos et al. (2005) também chegaram a conclusdo de que os fosfatos de rochas
brasileiras possuem menor quantidade de Cd do que as estrangeiras. Neste caso foi
determinado os teores de Cd, Cr, Ni, Pb e Zn, e concluiu-se que os fosfatos de rocha
estrangeiros chegam a apresentar nove vezes mais cadmio do que os brasileiros, o que reforca
a observacéo feita por Bizarro et al. (2008).

De acordo com Bizarro (2007), mesmo que nos solos ndo sejam encontrados elevados
teores de cadmio, ele pode permanecer em forma biodisponivel por muitos anos, sendo que a

sua meia vida é estimada de 15 a 1100 anos.
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Portanto, quanto mais informacGes forem obtidas sobre o cadmio e os efeitos que o
mesmo possa provocar tanto para 0 meio ambiente quanto para a salde dos seres humanos,

mais as consequéncias negativas poderiam ser evitadas.

3.3 Céadmio no ambiente

O cédmio é um metal pesado muito abundante na natureza, mas ndo muito encontrado
em estado livre na natureza, pertence ao grupo IIB da Tabela Periddica, juntamente com o
zinco (Zn) e o mercurio (Hg). Estd normalmente associado a sulfitos em minérios de zinco,
chumbo e cobre. Sua primeira purificacdo aconteceu no ano de 1817, mas sua utilizacdo em
producdo comercial se tornou importante somente no século 20 (PERNIA et al., 2008;
CARDOSO; CHASIN, 2001).

Bizarro (2007) afirmou que a concentracdo de cadmio na crosta terrestre fica em torno
de 0,17 mg kg*. Altas concentraces do mesmo podem ser encontradas em rochas
sedimentares e fosfatos marinhos, que geralmente contém cerca de 15 mg de cadmio por kg
de rocha.

As condicdes climaticas sdo fortemente influentes no transporte deste metal na
natureza, levando o mesmo aos rios e oceanos. Um calculo grosseiro estima que cerca de
15.000 toneladas/ano de cadmio participam do ciclo natural dessa maneira (CARDOSO;
CHASIN, 2001).

As altas concentracfes encontradas em solos sdo normalmente proximas a areas de
depdsito de minérios de zinco, chumbo e cobre. Essas areas sdo frequentemente
caracterizadas pela contaminacédo local tanto do solo quanto da agua (CARDOSO; CHASIN,
2001).

Ainda segundo Cardoso e Chasin (2001) em areas que se encontram distantes destes
locais, onde o cadmio ocorre de maneira natural no solo, a concentracdo do mesmo varia de
0,1 a 0,4 mg kg™, sendo que sua principal fonte natural se da através de atividade vulcanica
onde as emissdes ocorrem tanto em periodos de erupgédo quanto durante os periodos de baixa

atividade, a tabela 3 ilustra os niveis naturais de cadmio no ambiente.
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Tabela 3 - Niveis naturais de cAdmio no ambiente.

Meio Concentracéo Referéncia
Atmosfera 0,la4ng/ m’ WHO (1992)
Crosta Terrestre 0,01a0,4 ppm WHO (1992)
Solos Vulcéanicos 4,5 ppm ATSDR (1997)
Rochas Sedimentares Até 15 ppm WHO (1992)
Agua do mar < 0,5 ng/L (agua superficial) ATSDR (1997)
Agua doce ~0,1 pg/L ATSDR (1997)
Gelo > Pafg (Artico) WHO (1992)

0,3 pg/g (Antartico)

Fonte: adaptada de Cardoso e Chasin (2001)

De todos os metais pesados tdxicos encontrados no meio ambiente que possuem
utilizacdo na industria, o cAdmio é o que possui maior interesse clinico porque as intoxicacdes
provocadas por ele sdo de dificil tratamento (LUCHESE, 2007).

A agéncia de protecdo ambiental dos Estados Unidos colocou o cadmio em 7° lugar no
ranking das 20 substancias mais perigosas e também esta classificada como um dos 11 metais
mais toxicos, persistentes e biocumulativos no meio ambiente (LUCHESE, 2007).

As emissdes de cadmio, tanto de fontes naturais quanto antropogénicas, ocorrem para
0 ar, agua e solo, e o intercdmbio que ocorre entre eles é de extrema importancia. O cadmio
emitido no ar tem maior mobilidade que na &gua que por sua vez € maior que no solo
(CARDOSO; CHASIN, 2001).

A contaminac¢do do solo por cadmio se da a partir de residuos sélidos, dentre os quais
0s principais sdo os que resultam de manufatura de artigos que contenham Cd, residuos de
cinzas de incineradores, cinzas da queima de combustiveis solidos, residuos de cimento, lixo
municipal e de esgoto. Sdo também importantes contribuintes para a contaminacdo de solos
por cadmio, minas de metais nao ferrosos e fundicdes e aplicacdo de fertilizantes fosfatados,
que representam uma contaminacao em solo aravel. A quantidade de Cd presente neste tipo de
produto varia muito, dependendo da rocha fosfatica que deu origem ao mesmo e, sob continua
aplicacdo, tem causado aumento gradativo na contaminagdo por cadmio (CARDOSO;
CHASIN, 2001).

Cardoso e Chasin (2001) ainda afirmaram que o Cd pode ser removido da atmosfera
através de deposicdo seca ou precipitacdo. O pH, reacdes de oxi-reducdo e formacdo de
complexos se tratam de fatores importantes que afetam a mobilidade do Cd, que pode

participar de trocas idnicas em superficies negativamente carregadas de minerais argilosos.
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O c&dmio também pode precipitar como compostos insollveis ou formar complexos
ou quelatos pela interagdo com a matéria organica sendo, neste caso, mais efetiva na captacao
e imobilizacdo de Cd (ASTDR, 1997).

Os niveis de contaminacdo existentes no ar influenciam diretamente na contaminacao
da superficie do solo através de deposigao e precipitacéo.

Com respeito a biodegradacgdo e a degradacéao abiotica de Cd no solo, 0s processos de
transformacdo ocorrem através de absorcéo e dessorcdo por agua, que incluem precipitacao,
dissolucdo, complexacdo e troca ibnica. Os fatores mais importantes que influenciam
diretamente em sua transformac&o séo capacidade de troca idnica, pH e o contetdo de argilas
e carbonatos minerais e 6xidos, matéria organica e &gua (CARDOSO; CHASIN, 2001).

Estima-se que uma vez no solo, a vida média do cddmio do mesmo gira em torno de
15 — 30 anos, dependendo da forma em que ele se encontra (PERNIA et al., 2008).

J& sua bioacumulagdo se d& de diversas maneiras nos diferentes tipos de organismos
presentes em um ecossistema. Nos microrganismos o cadmio inibe a mineralizacdo de
nitrogénio e fdsforo e particularmente com os fungos inibe a germinacdo de esporos,
prejudica o crescimento e funcionamento correto das hifas, afeta o potencial de colonizacdo
radicular, atua diretamente na composicao da comunidade de fungos e também sofrem todos
os efeitos negativos que o metal ocasiona nas plantas (NOGUEIRA; SOARES, 2010).

Nas plantas a quantidade de cadmio absorvida se deve ao pH e a sua quantidade
presente no solo. A habilidade de um solo de realizar adsor¢do esta diretamente ligada a
diversas caracteristicas, dentre as quais cabe destacar a natureza da sua fase sélida inorganica,
pH, teor de matéria organica, capacidade de troca de cétions e a presenca de outros ions
(LINHARES et al., 2009). Quanto maior o pH do solo menos cadmio fica disponivel em
solucdo sendo, portanto, menos absorvido pelas plantas, ou seja, a adsor¢do de cadmio por
particulas do solo € maior em pH neutro e alcalino do que em pH &cido (CARDOSO;
CHASIN, 2001).

Inicialmente, os contaminantes sdo adsorvidos nos solos através de trocas idnicas ou
interacBes eletrostaticas, forcas de Van der Waals ou ligagdes quimicas estaveis. A medida
que esses solos vao envelhecendo os metais podem vir a fazer parte da estrutura de alguns
minerais (ARAUJO et al., 2000). Esses fatores se comportam da mesma maneira em solos
contaminados ou ndo. Essa disponibilidade para as plantas pode variar com o decorrer do
tempo, afinal, tanto tratamentos naturais quanto antropogénicos como a adubacdo, por
exemplo, podem alterar o pH do solo (CARDOSO; CHASIN, 2001).
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Cardoso e Chasin (2010) também discorrem que conhecendo a concentragdo de
cadmio em solos agricultiveis e utilizando-se de modelos matematicos, cientistas puderam
constatar que devido a utilizacdo de fertilizantes fosfatados e deposicdo atmosférica devera
ocorrer na Dinamarca um aumento em torno de 0,6 % ao ano de concentracdo de cadmio no
solo, o que corresponde a um aumento de 70% na presenca de cAdmio na dieta da populagéo
durante os préximos 100 anos. Esta relagdo tem grande importancia, afinal a maior fonte de
contaminacdo dos seres humanos por cadmio se da devido ao consumo alimentar e ao habito

de fumar.

3.4 Cadmio e o crescimento vegetal

As plantas se comportam tanto como um mecanismo de transferéncia como uma
importante barreira, podendo restringir ou ndo a adsorcdo deste elemento pelo solo. A
solubilizacdo pelos exsudados de raizes € o principal mecanismo de absorcdo de metais pelas
plantas.

O cadmio pode influenciar na absorcdo pelas plantas de outros elementos presentes no
solo gue sdo necessarios para 0 seu crescimento, entre eles, os elementos minerais essenciais,
especialmente cations potencialmente competidores como Zn, Mn, Fe e Cu (NASCIMENTO;
PEREIRA, 1997).

Clemens (2006) afirma que o cadmio também se utiliza de outras substancias como
transporte para poder entrar nas plantas, afinal é de sua natureza estar sempre atrelado a outro
metal, dentre os quais podem ser citados Ca®*, Fe** e Zn?*. A principal causa da toxidez por
Cd parece acontecer devido a sua combinagcdo com grupos tidlicos (- SH) de enzimas e
proteinas 0 que provoca problemas no metabolismo vegetal, por exemplo, o Cd acaba
substituindo o Zn em diversas metaloenzimas, alterando as suas atividades (PAIVA et al.,
2001).

Quando os metais sdo mobilizados e capturados pelas células das raizes das plantas, se
concentram inicialmente na parede celular de células epidérmicas, mas posteriormente sao
translocados através de troca ibnica para o resto da planta (PERNIA et al., 2008).

Os efeitos mais observados por diversos autores da intoxicagdo de plantas por caddmio
sdo reducdo do crescimento e do alongamento das raizes, inibicdo da abertura estomatica,
inibicdo da sintese de clorofila, inibigdo da fotossintese, clorose, diminui¢do da quantidade de

carotenoides, diminuicdo da taxa de transpiracdo, inibicdo da formacdo de podlen e do
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crescimento do tubo polinico, aumento dos niveis de peroxidacéo lipidica, estresse oxidativo e
enzimas antioxidantes, inibicdo da fosforilagdo oxidativa mitocondrial, interferéncia com a
absorcéo, transporte e uso de varios macro e micronutrientes, especialmente Fe, Mn e Zn,
distarbio do controle redox entre outros (GUIMARAES et al., 2008; PERNIA et al., 2008;
BAPTISTA, 2009).

J& os animais herbivoros se contaminam através do consumo de plantas que
contenham esse metal, e assim se da a introducdo do mesmo a niveis mais altos da cadeia
alimentar. Em mamiferos e passaros, o cddmio é normalmente encontrado nos rins e figado.
Nos mamiferos de vida longa tais como o cavalo e o alce, 0 cAdmio se acumula em grande
quantidade, demonstrando que existe uma bioacumulagdo a medida que a idade dos mesmos
aumenta (CARDOSO; CHASIN, 2001).

A toxicidade por cadmio é similar em humanos e animais, portanto, estudos realizados
com ratos, camundongos, coelho e macacos podem ser utilizados como base para se
extrapolar os efeitos negativos do metal para seres humanos. As intoxicagfes agudas podem
ocorrer atraves da ingestdo de concentracdes consideradas altas por meio de bebidas ou
comidas que contenham cadmio em sua composicdo. Sintomas gastrointestinais como
nauseas, vomitos, diarreias agudas e dores abdominais sdo observados quando se consome
bebidas com aproximadamente 16 mg/mL de Cd (CARDOSO; CHASIN, 2001).

Devido a esses efeitos extremamente negativos, nas ultimas décadas surgiram em
diversos lugares do mundo legislacbes com o objetivo de reduzir a utilizacdo de cadmio,
principalmente nos paises desenvolvidos.

No Brasil, existem algumas resolugbes voltadas para o controle ambiental e
ocupacional do cadmio. Com relacdo ao meio ambiente, em nivel federal existem varias
resolucdes CONAMA, das quais se pode exemplificar:

e Resolucdo CONAMA n°257 de 30 de junho de 1999 - estabelece a
devolucdo de baterias ao fabricante, importador ou distribuidor;

e Resolugdo CONAMA n°20, de 18 de junho de 1986 — estabelece a
classificacdo das aguas e estabelece indicadores especificos, de modo a
assegurar seus usos preponderantes;

e Resolugdo CONAMA n°264, de 26 de agosto de 1999 — define
procedimentos, critérios e aspectos técnicos especificos de licenciamento
ambiental para coprocessador de residuos em fornos rotativos de clinquer,

para a fabricagdo de cimento.
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Segundo Cardoso e Chasin (2001), a legislacdo brasileira ainda é precéria no que diz
respeito ao cadmio, ainda sendo necessarias acdes sisteméticas mais efetivas.

No Brasil diversos estudos vém sendo realizados com a finalidade de se obter com
mais exatiddo os efeitos que uma contaminacdo por cadmio pode gerar em um ecossistema, e
mostram tanto reagdes dos diferentes tipos de solo, como de diversos tipos de plantas.

Nascimento e Pereira (1997) estudaram a absorcdo e distribuicdo de cadmio e
micronutrientes em duas espécies de feijdo, Ouro negro e Carioca, e concluiram que o
aumento da concentracdo de Cd em solucdo provoca aumento no contetdo do elemento nas
raizes e na parte aérea das duas espécies estudadas. Concluiram também que a medida que as
doses de cddmio aumentavam na solugdo nutritiva, os conteidos de zinco (Zn) e manganés
(Mn) diminuiam nas plantulas de ambas as espécies cultivadas e esse efeito é mais
pronunciado na raiz do que na parte aérea.

Em Latossolos brasileiros o que influencia na adsorcdo e dessor¢do de cadmio, além
dos atributos fisicos, quimicos e mineraldgicos é o pH da solucdo do solo. Pierangeli et al.
(2005), realizou este estudo, e os resultados apontaram que quando o pH aumentou de 4,5
para 6,5 a adsor¢do de Cd aumentou em 30 %.

J& Linhares et al. (2009) estudaram a adsor¢do de cadmio e chumbo em solos tropicais
altamente intemperizados e descobriram que nos solos estudados, quatro tipos de Latossolo e
um tipo de Argissolo, a adsorcdo do caddmio é caracterizada através de mecanismos
predominantemente eletrostaticos, com adsorcdo ndo especifica, e o pH e a CTC sdo 0s
atributos do solo mais influentes.

Oliveira et al. (2010) avaliaram a adsor¢do e deslocamento do ion cadmio em
Latossolo vermelho acriférrico, Argissolo vermelho eutréfico, Nitossolo vermelho
eutroférrico e Neossolo quartzarénico, e afirmaram que de um modo geral, o Neossolo
quartzarénico apresentou maior propensdo ao deslocamento do cédmio, seguido pelo
Latossolo, Argissolo e Nitossolo. Isso pode ter uma relacdo direta com as caracteristicas ja
abordadas que interferem diretamente na adsorcdo do cadmio pelo solo, tais como pH,
presenca de matéria organica e de oxidos de ferro e aluminio, sendo que quanto maior uma
dessas concentrag¢fes, maior € a adsorcdo de metais pelo solo.

Gongalves et al. (2009) estudaram o crescimento in vitro de plantulas de duas
cultivares de batata em diferentes doses de cadmio, e observaram que com 0 aumento das
doses de cadmio o crescimento das duas cultivares foi bastante afetado, o que demonstra que

ambas possuem sensibilidade a este metal.
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Paiva et al. (2001) verificaram o efeito da aplicacdo de doses crescentes de cadmio
sobre o teor de nutrientes e de cAdmio na raiz, no caule e nas folhas de mudas de cedro,
cultivadas em solucdo nutritiva. Certificou-se que em mudas de cedro a aplicacdo de Cd
promove um aumento no teor de P, S e Ca, ja com relacdo aos micronutrientes houve um
aumento no teor de Cu e Fe e uma reducgéo nos teores de Mn e Zn na raiz; no caule ocorreu
um aumento no teor de Cu e Zn e uma reducéo de Fe e Mn; nas folhas o teor de Fe sofreu um
aumento e uma reducao nos outros. Portanto, pode-se concluir que o0 Cd em mudas de cedro
afeta principalmente o teor de micronutrientes.

Com relacdo a contaminacdo de solos e plantas pelo uso de fertilizantes, Gongalves
Junior et al. (2000) avaliaram a fitodisponibilidade dos metais cddmio, chumbo e crémio em
soja cultivada em um Latossolo vermelho escuro, e concluiram que aplicacdo de fertilizantes
contendo micronutrientes mostrou uma efetiva disponibilidade desses trés metais para as
plantas e, a medida que se aumentava a dosagem de aplicacdo dos mesmos, aumentou-se a
concentragédo dos trés metais nas plantas.

Juliatti et al. (2002) realizaram um estudo avaliando a aplicacdo de biossélido como
fertilizante, também uma grande fonte de contaminacdo por metais pesados. As principais
conclusdes atingidas por essa pesquisa foram que, a alta concentracdo de Cd total no latossolo
vermelho restringiu-se apenas a camada de sua incorporacao, ou seja, ndo houve movimento
do metal na coluna do solo, e também, que a concentracio de 12 mg kg™ de Cd na parte aérea
das plantas de milho nao foram suficientes para que se houvesse manifestacdo de sintomas de
fitotoxicidade causado pelo mesmo.

Isso mostra que se deve manter grande atencdo quando se consome algumas plantas
cultivadas nessas condi¢fes in natura, afinal elas podem estar contaminadas por metais
pesados, mas ndo manifestarem visivelmente nenhum tipo de sintoma.

Por ultimo menciona-se o estudo realizado por Cunha et al. (2008) onde o objetivo foi
estudar a biodisponibilidade de Cd e Zn em plantas de milho em solo com e sem calagem
através da utilizacdo de diversos tipos de extratores, bem como avaliar o efeito de doses
crescentes destes mesmos metais no crescimento e acimulo nas plantas e identificar sintomas
visuais de toxidez e altera¢Ges anatdmicas em folhas e raizes.

Concluiu-se entdo que os niveis criticos toxicos de cadmio no solo variaram de 8,7 a
13,1 mg kg™ tanto com ou sem calagem. Os sintomas observados causados pela toxidez por
Cd foram clorose, encarquilhamento e enrolamento das folhas, bem como, aumento da
lignificacdo das paredes celulares da epiderme e colénquima, do tecido vascular e da
endoderme (CUNHA et al., 2008).
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3.5 Associacdo entre plantas e microrganismos e sua
utilizacdo em solos contaminados por metais pesados

O que tem sido bastante difundido ultimamente nos estudos de biorremediacdo ou
fitorremediacdo de solos contaminados, principalmente por metais pesados, € 0 Uuso
combinado de plantas acumuladoras e microrganismos, que quando trabalham juntos acaba se
tornando mais eficiente na recuperacdo de areas degradadas.

Os microrganismos ocupam cerca de 0,5% do espacgo poroso existentes no solo, mas
esse valor aumenta e muito dentro da zona rizosférica que € a regido onde a grande maioria
dos microrganismos se encontra, pois se trata da area que fica sob influéncia das raizes das
plantas (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

A associacdo entre microrganismos e plantas tem inimeras vantagens para ambos 0s
participantes, pois ocorre uma troca benéfica, as plantas ddao aos microrganismos nutrientes
necessarios para a sua sobrevivéncia como carbono, e 0 microrganismo oferece para planta
protecdo contra predadores, parasitas e estresses ambientais (NOGUEIRA; SOARES, 2010).

Existem alguns tipos de relagdes simbionticas entre microrganismos e plantas, dentre
as quais se podem ser citados os fixadores de nitrogénio em leguminosas (formando nodulos
radiculares) e os formadores de micorriza.

As micorrizas sdo associacOes estabelecidas entre algumas espécies de fungos e
plantas, onde ambos desenvolveram a capacidade de se comunicarem molecularmente através
de mecanismos de reconhecimento, tropismo e tactismo que possibilitam uma interacdo
célula-célula e a integracdo morfologica e funcional, que sdo essenciais para a formacdo de
uma relacdo simbidtica, ou seja, uma relacdo benéfica a ambos os participantes (MOREIRA,;
SIQUEIRA, 2006).

Existem diversos tipos de micorrizas, formados por varias espécies de fungos e
plantas, sendo as mais comuns as arbusculares e as ectomicorrizas.

As micorrizas arbusculares originaram-se a cerca de 350 milhGes de anos e constitui-
se um importante elemento de ligacdo direta entre o sistema radicular das plantas e o solo.
Quando se estabelecem nas raizes das plantas, os fungos micorrizicos arbusculares
contribuem para um maior crescimento e sobrevivéncia das plantas e promove também a
agregacdo do solo, facilitando, assim, a revegetacdo de areas degradadas com grande
potencial de aplicacdo nas areas contaminadas por metais pesados (KLAUBERG-FILHO et
al., 2005).
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Os fungos micorrizicos arbusculares sdo os tipos de fungos mais comuns existentes
nos solos e formam a relagdo simbidtica mais frequente com as raizes da maioria das plantas.
Trata-se de fungos biotroficos obrigatorios, que ndo completam o seu ciclo de vida sem uma
relacdo simbidtica. Seus esporos constituem sua Unica fase independente de plantas e possuem
uma parece celular espessa e um diametro medio entre 50 e 100 um. Esses esporos germinam
em condicBes de umidade e temperatura apropriadas e as hifas crescem por duas a trés
semanas (GARG; CHANDEL, 2011).

Segundo Moreira e Siqueira (2006) as micorrizas arbusculares sdo formadas por
fungos asseptados que colonizam as raizes das plantas. Cerca de 80% das espécies de plantas
formam este tipo de micorriza; ja as ectomicorrizas sdo formadas, em geral, por fungos
septados que entram intercelularmente no cértex das raizes formando a rede de Hartig e
gerando intensas modificagbes nas raizes colonizadas sendo mais comuns em areas de clima
temperado. De acordo com Nogueira e Soares (2010), as micorrizas, na verdade, sdo regras
entre as plantas, ou seja, sdo poucas espécies de vegetais que ndo possuem capacidade de
formar essa simbiose.

As comunidades de fungos micorrizicos arbusculares influenciam um grande nimero
de processos que ocorrem no ecossistema incluindo a produtividade e a diversidade das
plantas e a estrutura do solo, ou seja, as atividades desses fungos tém maultiplas funcdes que
ndo s6 melhoram o desempenho da planta, mas também tem um papel crucial no
desenvolvimento das propriedades e da salde do solo, bem como do ecossistema como um
todo (GARG; CHANDEL, 2011).

Recentemente, vem sendo estudado e relatado que as micorrizas arbusculares atuam na
atenuacdo de estresses ambientais em suas plantas hospedeiras, dentre os quais se podem citar
0s danos causados por excesso de metais pesados no solo (NOGUEIRA; SOARES, 2010).

Segundo Weissenhorn et al. (1993), a toxicidade por metais pesados nos
microrganismos do solo e nos processos por eles mediados, € objeto de uma crescente
preocupacdo, bem como os efeitos desses metais a longo prazo na funcionalidade dos solos,
que estdo ainda muito distantes de serem completamente entendidos pela comunidade
cientifica.

Como ja foi citado anteriormente, cada vez mais tém sido estudadas, as técnicas de
fitorremediacdo para recuperacdo de areas degradadas, principalmente as contaminadas por
metais pesados. Por isso, as plantas utilizadas para esta finalidade devem imobilizar o metal
nas raizes e apresentar pouca translocacdo para a parte aérea. Senso assim existe um grande

potencial no uso de micorrizas arbusculares, pois estas podem facilitar o estabelecimento
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dessas plantas em ambientes que tenham sido degradados pela acdo do homem, sobretudo nos
locais com baixa fertilidade do solo, ou pela presencga de substancias toxicas as plantas como
0s metais pesados. Assim, as micorrizas arbusculares apresentam um efeito tamponante
aumentando a capacidade da planta de absorver os metais pesados quando a disponibilidade
dos mesmos no solo é baixa ou até mesmo diminuindo essa capacidade quando a
disponibilidade dos mesmos no solo é alta (NOGUEIRA; SOARES, 2010).

As micorrizas arbusculares possuem um papel biocontrolador quando exercem o
trabalho de amenizar os danos causados por estresses abioticos, tais como contaminagdo por
metais pesados, e ajudam assim, a promover uma melhoria na agregacdo do solo. Esses
beneficios sdo importantes para técnicas como a recuperacdo de areas degradadas e sdo
relacionados com a responsividade das espécies e com o nivel do estresse ambiental
(SIQUEIRA et al., 2007).

De acordo com Nogueira e Soares (2010) o excesso de poluicdo no solo pode causar
uma alteragdo na qualidade e na quantidade da comunidade de fungos micorrizicos
arbusculares, ou seja, eles podem também ser utilizados como bioindicadores dos efeitos das
alteracdes que o0 homem faz no meio ambiente.

O componente essencial da acéo recuperadora das micorrizas arbusculares € o micélio
extradicular, pois faz a conexdo entre a superficie das raizes das plantas e as particulas do solo
e aumenta a superficie de absor¢do de dgua e nutrientes, o que facilita um contato intimo entre
o sistema radicular das plantas e o solo, além de poder transferir nutrientes entre as plantas de
mesma espécie ou ndo (SIQUEIRA et al., 2007). O principal efeito dos metais pesados nos
fungos micorrizicos arbusculares é a inibicdo da germinacdo dos esporos e do
desenvolvimento de hifas, o que pode acarretar atraso ou inibicdo da formacdo da micorriza.
Mas o efeito negativo que ele causa na planta hospedeira pode também influenciar
negativamente os fungos. Portanto, 0s metais pesados em excesso no ambiente pode alterar a
composi¢do da comunidade de fungos micorrizicos arbusculares suprimindo os mais sensiveis
e favorecendo os que se adaptam melhor as condigdes existentes.

Para as plantas em areas degradadas um dos beneficios mais notados decorre das
melhorias nutricionais onde a absor¢do de micronutrientes, por exemplo, é aumentada pela
acao das micorrizas e pelo efeito secundario na melhoria da tolerancia a estresses diversos.
Existem evidéncias de que de elas podem amenizar os efeitos fitotoxicos do excesso de metais
pesados no solo facilitando assim o crescimento da planta hospedeira (KLAUBERG-FILHO
et al., 2005).
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Ainda segundo Klauberg-Filho (2005), os efeitos positivos podem ser decréscimo na

absorcédo, acumulagéo ou translocacdo desses metais nas plantas, ou, ainda de efeitos indiretos

em sua melhoria nutricional, mas esses efeitos podem variar ou até mesmo serem inibidos em

funcdo da contaminacdo.

A tabela 4 mostra as condicdes, fatores e mecanismos que determinam os beneficios

das micorrizas no crescimento vegetal e recuperacdo de areas degradadas.

Tabela 4 - Condicdes, fatores e mecanismos que determinam os beneficios das micorrizas arbusculares no
crescimento vegetal e revegetacdo de areas degradadas.

Condicéo Favoravel

Fator determinante

Mecanismo de acao

- Baixo nivel de nutrientes e 4gua

disponiveis no solo

- Elevada contribuicéo do fungo as

plantas

- Condigdes ambientais estressantes

- Composicéo e diversidade de

hospedeiros

- Caracteristicas edéaficas, reserva e

disponibilidade desses fatores

- Potencial de inoculo, taxa de

colonizacdo e eficiéncia simbidtica

- Ambiente desfavorével e presenca
de fatores toxicos

- Competitividade e interferéncia
entre as espécies

- Aumento na aquisic&o,
especialmente dos nutrientes pouco
moveis

- Micélio extra-radicular, absor¢éo
e transferéncia de nutrientes e custo
energético da simbiose

- Amenizagdo do estresse abidtico
(temperatura, déficit hidrico,
poluentes toxicos)

- Crescimento equilibrado,

estruturado e sucessao vegetal

Fonte: SIQUEIRA et al. (2007), adaptado.

Os fungos micorrizicos arbusculares podem melhorar o crescimento de plantas em
situacdes como solos com excesso de metais pesados, pois a adicdo de fosforo (P) e a
inoculagdo de fungos micorrizicos arbusculares isolados em areas com cadmio (Cd), tiveram
efeito amenizante sobre a toxidez do mesmo com plantas como a Brachiaria decumbens
(SOARES; SIQUEIRA, 2007).

Ainda se conhece pouco o0s beneficios das micorrizas arbusculares em solos
contaminados por metais pesados, mas acredita-se que esta simbiose atue diretamente na
tolerdncia das plantas a certos contaminantes através da melhoria da absorgcdo de agua e
nutrientes ou por meio da degradacdo dos mesmos na microrizosfera, transformando-os em
formas menos fitotoxicas (SIQUEIRA et al., 2007).

Paula et al. (2007) concluiram que houve uma resposta positiva da inoculagdo de
fungos micorrizicos arbusculares sobre o crescimento de alfafa, braquiaria e sorgo em solo
gue se encontrava contaminado por residuos petroquimicos, destacando-se aumento na

producdo de matéria seca da alfafa de 78% devido a inoculagdo. Seu experimento se deu
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contaminando-se o solo utilizado com duas substdncias provenientes de residuos
petroquimicos o antraceno que foi utilizado em doses 0; 0,25; 0,50; 0,75 e 1 g kg ™ de solo e
creosto com doses 0; 0,5; 1; 2 e 3 g kg * de solo. Esse efeito também foi constatado por
Cabello (1999), que observou uma notavel dependéncia micorrizica dessa espécie em solo
contaminado por hidrocarbonetos derivados de petrdleo.

Esses efeitos positivos das micorrizas arbusculares para as plantas em solos
contaminados por metais pesados sd@o bem evidentes, mas mais estudos ainda sao necessarios,
para que se possa obter um maior esclarecimento quanto a consisténcia e 0s mecanismos
envolvidos (KLAUBERG-FILHO et al., 2005).

Nos estudos ja realizados, foi demonstrado que a relagcdo existente entre fungos
micorrizicos e plantas, até certo ponto sdo extremamente benéficos para ambos, como
mostrou Siqueira et al. (1999), que estudaram o efeito da inoculacdo de fungos micorrizicos
arbusculares no crescimento e absor¢cdo de metais por mudas de cinco espécies arbdreas. As
doses de cadmio utilizadas foram obtidas através da mistura de solo ndo contaminado e solo
contaminado nas propor¢oes de 0, 10, 20, 40 e 80% por volume. Os pesquisadores chegaram a
conclusdo de que a inoculacdo favoreceu o crescimento das mudas bem como uma maior
absorcdo de contaminantes, e maior producgdo tanto de matéria seca da parte aérea quanto de
raizes nas plantas que possuiam a relacdo simbiotica com o fungo.

Janouskova et al. (2005) objetivaram, por meio de um experimento realizado em casa de
vegetacdo, estudar o efeito da micorriza arbuscular na eficiéncia e aumento da capacidade de
tolerar e acumular cadmio advindo do solo pelo tabaco transgénico e ndo transgénico, através
das doses 0,20, 40 e 60 mg kg™ de solo. Concluiram que para o tabaco transgénico a
micorriza diminuiu a capacidade de fito extracdo de Cd do solo, o contrario do tabaco nao
transgénico, onde essa capacidade foi aumentada.

O papel do fungo micorrizico arbuscular Glomus mosseae na mitigacdo da toxicidade
do cadmio e do chumbo em plantas de Cajanus cajan (L.) Millsp., o popularmente chamado
feijdo-guandu, foi estudado por Garg e Aggarwal (2011). O experimento foi realizado em casa
de vegetacdo, utilizando doses de Cd de 25 e 50 mg kg™ de solo seco, e os pesquisadores
concluiram que houve maior presenca de Cd e Pb nas raizes do que na parte aérea da planta,
devido a associacdo micorrizica, sendo que os vaos sem fungo apresentaram quantidades
maiores de contaminantes. O crescimento das plantas também foi afetado a medida que as
doses dos contaminantes foram aumentando.

Pawlowska e Charuat (2004) analisaram o efeito do cadmio, chumbo e zinco em fases

criticas da vida de fungos micorrizicos arbusculares, incluindo germinacdo de esporos,
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extensdo das hifas e comprimento de micélio extrarradicular total. Concluiu-se que a espécie
Glomus etunicatum € mais sensivel do que o Glomus intradices (espécies estudadas pelos
autores) para os trés tipos de metais pesados estudados.

A ocorréncia e a diversidade de fungos micorrizicos arbusculares em quatro locais
com gramineas em uma area de solo contaminado por metais pesados pela extracdo e
industrializagéo de Zinco foi avaliado por Klauberg-Filho et al. (2002) . Eles encontraram um
total de 21 espécies, onde a densidade de esporos, a riqueza de espécies e 0 aumento da
dominancia relacionaram-se inversamente com a concentracdo de metais no solo.

Concluiu-se que a elevacgéo do grau de poluigéo do solo com metais pesados reduziu a
diversidade de fungos micorrizicos arbusculares ocasionando dominancia de especies.

Ja Andrade et al. (2003) objetivaram avaliar o efeito da adicdo de Pb ao solo em doses
0; 7,5; 37,5; 150; 300 mg dm™ e da saturacdo por bases no estabelecimento e eficiéncia da
associacdo micorrizica entre a soja e o fungo micorrizico arbuscular Glomus macrocarpum,
por meio do crescimento, nutricdo mineral e concentracdo de chumbo na planta. A inoculagéo
de FMA aumentou a producdo de matéria seca de parte aérea, mas essa producdo reduziu
drasticamente com o aumento da quantidade de chumbo disponivel e isso afetou tanto o
estabelecimento quanto o desempenho da simbiose. O FMA teve papel importante na
diminuicdo na concentracdo de Pb na parte aérea da planta, conferindo a ela tolerancia em
uma condic¢édo de excesso de metal de pesado no solo.

Os pesquisadores Silva et al. (2006), montaram um experimento em casa de vegetacao
misturando 15% de solo contaminado com ndo contaminado, totalizando uma quantodade de
Cd de 29 mg dm™ a fim de estudar o efeito de 14 isolados de fungos micorrizicos
arbusculares no crescimento e extracdo de zinco, cddmio, cobre e chumbo pela Brachiaria
decumbens em solo contaminado. Verificou-se, entdo, que os fungos micorrizicos
arbusculares aumentaram a quantidade de metais extraidos do solo em 845, 142, 68 e 54%
para Cu, Pb, Zn e Cd, respectivamente. A reducdo dos teores de metais na parte aérea da
braquiaria foi causada pela associacdo micorrizica, sendo esta também responsavel pela
amenizagdo da toxidez dos metais, o que favoreceu o crescimento da planta e, como
consequéncia, uma maior extracdo de metais do solo.

Lins et al. (2007) estudaram o efeito de fungos micorrizicos arbusculares no
crescimento de mudas de Leucaena leucocephala (leucena) em solos de areas da caatinga
impactadas por mineragdo de cobre. Verificou-se que quando cultivadas em substrato de
rejeito de area com mineracdo de cobre, as raizes de leucena ndo sdo colonizadas por fungos

micorrizicos arbusculares. Mas os FMAs nativos de areas de caatinga preservadas ou
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impactadas por mineragdo de cobre e FMA introduzidos sdo igualmente capazes de colonizar
raizes de leucena.

Foi instalado um experimento, onde mudas de trema foram formadas em substrato
contendo doses crescentes de P e com um tratamento de inoculagcdo com Glomus etunicatum.
Apos 60 dias, essas mudas foram transferidas para solugdo nutritiva de Clark sem Cd e
suplementada com 5, 15 e 45 pmol L™ de Cd e mantidas por mais 40 dias, quando os efeitos
dos tratamentos foram avaliados (SOARES et al., 2007). Concluiu-se que o Cd teve elevada
toxicidade para a trema e para a simbiose desta com Glomus etunicatum. A melhoria da
nutricdo fosfatada contribuiu para a amenizacdo da toxicidade de Cd sobre a planta, enquanto
que a colonizagdo com Glomus etunicatum ndo. O aumento no fornecimento de P reduziu a
absorcéo e a quantidade acumulada de Cd na parte aérea das plantas.

Cabral et al. (2010) estudaram a capacidade e a velocidade de retencdo de metais
pesados em micélio de diferentes fungos micorrizicos arbusculares. Os metais estudados
foram Cu, Zn, Cd e Pb aplicados isoladamente ou em mistura 20 mL de solugdo contendo 15
umol L™. Os pesquisadores perceberam que a retencdo de metais nos micélios desses fungos é
um processo rapido e mais diferenciado para o metal do que para a espécie de fungo, sendo
que a velocidade de retencdo de Cu é da ordem de 3, 30 e 60 vezes maior do que do Zn, Cd e
Pb. O micélio do Glomus clarum apresentou maior capacidade de retengdo para Cu, Cd e Pb,
enguanto que para Zn a maior retencdo ocorreu pelos micélios de Gigaspora gigantea.

E, finalmente, Janosvskava et al. (2005) realizaram um experimento com tabaco, onde
montaram Vvasos inoculados e ndo inoculados com fungos micorrizicos arbusculares,
enriquecidos com uma gama de concentracdes de Cd, no inicio do cultivo aplicou-se 40 mg
kg de solo com nitrato de Cd e mais 15 mg kg no meio do periodo do cultivo. Os resultados
mostraram, por meio de testes de crescimento de raiz, toxicidade menor do Cd nos vasos onde
existia micorriza. Em um segundo experimento, micélio extrarradicular do fungo Glomus
intraradices foi exposto ao Cd. O micélio extrarradicular acumulou cerca de 10-20 vezes mais
Cd por unidade de biomassa do que as raizes de tabaco. As concentracBes de Cd foram
menores em plantas com micorrizas do que nas sem, e o Cd imobilizado pelos micélios
extrarradiculares ndo afetou o teor de Cd em tabaco com micorrizas. Concluiu-se, entdo, que a
micorriza pode diminuir a toxicidade de Cd em plantas, aumentando a imobiliza¢do de Cd no

solo.
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4. MATERIAL E METODOS

Um experimento (Figura 1) foi instalado em casa de vegetacdo em 06/11/2012 sob o
delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial (5 x 4 x 2) x 3, sendo os fatores:
5 doses de Cd, 3 espécies de fungos micorrizicos arbusculares e um controle ndo inoculado,
duas cultivares de milho a Monsanto DKB-390 e DKB-S, doadas pela EMBRAPA milho e
sorgo e 3 repeticdes por tratamento totalizando 120 unidades experimentais. Cada unidade

experimental foi composta por um copo de 500 mL, 60 contendo milho néo transgénico e 60

contendo milho transgénico.

Figura 1 - Vista geral do experimento, apds 15 dias da semeadura. A esquerda, milho transgénico e, a
direita, milho ndo transgénico

O substrato utilizado foi preparado utilizando areia média, lavada em agua corrente para
remover materiais organicos, seca em estufa de secagem a 200 ° C e esterilizada em autoclave
por duas horas. O substrato foi distribuido nos copos e recebeu fertilizacdo a base de
superfosfato simples, calculada com base na quantidade de cadmio presente em sua
composicdo quimica, estabelecida por Freitas et al. (2009), no qual obteve-se que na
composicdo quimica do superfosfato simples existem cerca de 15 + 2 mg kg™ de cadmio. A
partir dai calcularam-se as doses de cadmio que foram utilizadas, baseada na necessidade e
recomendacéo da utilizacdo de fertilizante fosfatado, com o objetivo de se manter uma alta
produtividade da cultura em questéo.

A EMBRAPA recomenda, que para o milho cultivado em solo arenoso, caso deste
trabalho, a aplicacdo de P,Os esta entre 80 e 110 mg Kg™ por ciclo de cultivo. Neste caso,
utilizou-se o valor médio de 95 mg Kg™ (1 dose) de fertilizante, 0 que acarretou em um
acréscimo de 28,5 mg de Cd por Kg* por aplicacdo. Assim calcularam-se as 5 doses pra a
cultura simulando 0; 1; 2,5; 5 e 10 anos de cultivo.
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Portanto, as quantidades de cddmio adicionadas ao solo para o milho foram: 0; 28,50;
71,25; 142,50 e 285,00 mg Cd kg™, utilizando-se cloreto de cadmio (CdCl,) P.A.

Na semeadura, realizada em 6 de novembro de 2012, foram aplicados indculos de trés
especies de fungos micorrizicos arbusculares, compostos por terra e propagulos, de forma a
adicionar 200 esporos por copo, de Glomus clarum, Acaulospora scrobiculata e Scutellospora
heterogama, fornecidos pela Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”. A inoculagéo
foi feita em aberturas de 1,5 cm de profundidade, seguindo-se a semeadura de quatro
sementes por vaso e aplicacdo de 60 mL de solucéo nutritiva Hoagland & Arnon com 1/3 da
dose de P.

A umidade foi mantida em torno de 60% da capacidade de campo, sendo que a
correcdo dessa umidade de cada copo foi feita através de pesagem e irrigacdo uma vez por
semana.

O crescimento das plantas foi acompanhado diariamente por 45 dias. Apo6s esse
periodo, o experimento foi desmontado e as partes das plantas foram encaminhadas ao
laboratdrio para a realizacdo das analises. No dia do desmanche mediu-se imediatamente
acima do solo por meio de paquimetro analégico o diametro do colo em mm de cada planta.
Em seguida, separou-se a parte aérea da radicular, encaminhando-as para secagem em estufa
de circulagdo de ar forcado a 60 °C, até peso constante, de forma a obter os dados de matéria
seca da parte aérea e matéria seca da parte radicular, e ambas foram encaminhadas dentro de
sacos de papel para a secagem em estufa de circulacdo de ar forcado a 60 ° C até peso
constante. Posteriormente foi realizada a pesagem desse material, obtendo-se assim os valores
de matéria seca de parte aérea e matéria seca de raiz. Parte do sistema radicular (0,10 g de
matéria imida) foi conservada antes da secagem em solucdo alcool-formol-agua (AFA), a
60% de concentracao.

O substrato de todos os copos foi armazenado separadamente em sacos plasticos e
encaminhados para as analises microbioldgicas (comprimento de micélio extradicular total, e
namero total de esporos).

As raizes Umidas foram submetidas a andlise da porcentagem de colonizacgdo, apos
adaptacdo da metodologia descrita por Frazener (2005). Primeiramente, as raizes foram
colocadas em cassetes citopatoldgicos e lavadas em agua corrente de torneira para retirar o
AFA. Posteriormente, as raizes dos cassetes foram submetidas 8 KOH a 10% em banho maria
por uma hora a 90 °C. Ap0s esse tempo, as raizes foram novamente lavadas em &gua de
torneira para a retirada do excesso de KOH e imersas em hipoclorito de sodio 1:1 e em

solugédo de HCI 1% por 10 minutos para leve acidificacdo. Ao final desse periodo, a solugéo
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foi descartada e as mesmas foram adicionadas de corante lactoglicerol com azul de tripano a
0,05%, incubando-se por 10 minutos em banho-maria a 90° C. Ao final desse processo, 0
excesso do corante foi descartado, e adicionou-se lactoglicerol incolor para a conservacao das
amostras para as futuras observacoes em lupa.

Para a avaliagdo, as amostras de raizes foram cortadas em segmentos menores e
dispostas em placa de petri quadriculada, acrescidas de lactoglicerol e levadas para uma lupa,
em aumento de 30 vezes, registrando-se o total de segmentos positivos e negativos quanto a
colonizacao.

Nos substratos, determinaram-se 0 nimero total de esporos e comprimento de
micélio extrarradicular total. A contagem de esporos foi feita por meio de metodologia
apresentada por INVAM (2012). O primeiro passo foi pesar uma amostra de 50 g de solo e,
em seguida, lavada em um balde por trés vezes, de forma a criar uma suspensdo de terra e
esporos. Essa suspenséo foi transferida para duas peneiras de malhas 0,45 mm e 0,053 mm . O
que ficou retido foi levado a tubo de centrifuga e acrescido de 20 mL de solucdo de sacarose a
20% e mais 20 mL de solucdo de sacarose a 60% e, em seguida, a amostra foi levada a
centrifuga por 1 minuto a 2000 rpm. Apos esse periodo, 0 sobrenadante foi passado em uma
peneira de malha 0,045 mm e o que ficou retido levado com agua destilada a uma placa raiada
para a realizacdo da contagem do nimero de esporos em lupa com aumento de 30 vezes.

Para obtencdo do comprimento de micélio extrarradicular total de fungos
micorrizicos arbusculares no substrato, seguiu-se metodologia proposta por Melloni e
Cardoso (1999), onde pesam-se 10 g de amostra de solo e a submete em um conjunto de
peneiras de malhas 0,500 mm e 0,250 mm, recolhendo o passante para um copo de
liquidificador, utilizando &gua corrente de torneira, até atingir a marca de 1,5 L.
Posteriormente, essa suspensdo € agitada em velocidade minima em um liquidificador, por
um periodo de 30 segundos e, em seguida, deixada em repouso por 2 minutos. Apos esse
tempo, retirou-se uma aliquota de 500 mL e passou-se 0 conteudo em uma peneira de 0,045
mm de malha a fim de reter apenas particulas e micélios. O retido foi encaminhado para um
frasco por meio de agua destilada, até um volume de suspensdo de 11 mL. Ap0s esta etapa,
realizou-se a filtragdo a vacuo, em conjunto de filtragdo com membrana NC quadriculada de
47 mm e porosidade de 0,45 micra, antes da visualizacdo em microscopio Nikon Eclipse
E200, acoplado de ocular reticulada, em aumento de 100 vezes.

Para realizar a analise dos dados, primeiramente aplicou-se o teste de normalidade
através do teste Shapiro-Wilk a 95 % de significancia em todas as varidveis analisadas. Para

as variaveis onde essa distribuicdo ndo foi verificada, realizou-se a transformacdo Box Cox
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(1964). Posteriormente, realizou-se a analise de variancia (ANOVA) com o uso do software
SISVAR, versdo 5.3 (Build 77) para avaliar as fontes de variagdo fungo, cadmio e suas
respectivas cultivares.

Como anélises complementares, procedeu-se o teste tukey a 5% e as analises de
regressdo que também foram realizadas pelo software SISVAR, versdo 5.3 (Build 77),

desenvolvido pela Universidade Federal de Lavras.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Correlacao entre as variaveis estudadas

As correlacdes de Pearson entre as variaveis estudadas encontram-se nas tabelas 11, 12
e 13, para as especies Glomus clarum, Acaulospora scrobiculata e Scutellospora heterogama,
respectivamente.

Atencdo especial deve ser dada para a correlagdo entre matéria seca de parte aérea
(MSPA), que mostra o crescimento da planta, e a colonizacdo radicular (CR) por FMAs, que
mostra a formacdo de micorriza, de forma a comprovar o efeito da inoculacdo no crescimento
do milho. Para o milho transgénico, ata correlacdo de sinal negativo foi observada para a
inoculagdo com Glomus clarum (-0,85), concordando com a regressao apresentada pela figura
4. Altas correlagbes de sinal positivo foram registradas quando as inoculacdes foram com
Acaulospora scrobiculata (+0,80) e Scutellospora heterogama (+0,88), apesar de ndo terem
sido observadas equacdes de regresséo significativas. 1sso mostra que a inoculagdo com esses
dois fungos, proporcionou maior crescimento para o milho transgénico do que quando o
mesmo estava inoculado com Glomus clarum. Portanto, a interagdo milho transgénico e
Acaulospora scrobiculata e milho transgénico e Scutellospora heterogama pode ter sido
benéfica para o seu crescimento diante das condi¢bes encontradas.

Para o milho ndo transgénico, somente foi observada uma alta correlagdo de sinal
positivo quando este foi inoculado com Scutellospora heterogama, mostrando que esse fungo
pode ter favorecido o crescimento da planta mediante as condi¢cdes estudadas, ja para 0s
outros dois fungos nao foi observado uma correlacdo significativa.

Desse modo, confirmou-se o comportamento diferenciado dos hospedeiros transgénico
e ndo transgénico mediante a inoculagéo de FMAs.
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Tabela 5 - Matriz de Correlacéo de Pearson para o fungo Glomus clarum

Milho N&o Transgénico

Diam.Colo MSR MSPA MET CR NE
Diam.Colo 1,0 0,77 -0,07 -0,72 -0,07 -0,75
MSR 1,0 0,38 -0,99 0,46 -0,48
MSPA 1,0 -0,44 0,16 0,60
MET 1,0 -0,51 -0,11
CR 1,0 0,41
NE 1,0

Milho Transgénico

Diam.Colo MSR MSPA MET CR NE
Diam.Colo 1,0 -0,40 0,90 0,73 -0,93 0,90
MSR 1,0 -0,27 0,25 0,69 -0,36
MSPA 1,0 0,58 -0,85 0,98
MET 1,0 -0,44 -0,87
CR 1,0 -0,88
NE 1,0

Diam.Colo — diametro do colo; MSR — matéria seca de raiz; MSPA — Matéria seca de parte aérea; MET — Comprimento de micélio
extrarradicular total; CR — Colonizagéo de raiz; NE — Namero total de esporos

Tabela 6 - Matriz de Correlacéo de Pearson para o fungo Acaulospora scrobiculata

Milho N&o Transgénico

Diam.Colo MSR MSPA MET CR NE
Diam.Colo 1,0 0,72 0,67 0,63 -0,65 -0,52
MSR 1,0 0,93 -0,02 -0,90 -0,71
MSPA 1,0 -0,14 -0,70 -0,92
MET 1,0 -0,16 0,24
CR 1,0 0,37
NE 1,0

Milho Transgénico

Diam.Colo MSR MSPA MET CR NE
Diam.Colo 1,0 0,58 0,67 0,01 0,84 0,63
MSR 1,0 0,59 -0,61 0,84 0,01
MSPA 1,0 -0,02 0,90 0,05
MET 1,0 -0,30 0,69
CR 1,0 0,24
NE 1,0

Diam.Colo — diametro do colo; MSR — matéria seca de raiz; MSPA — Matéria seca de parte aérea; MET — Comprimento de micélio
extrarradicular total; CR — Colonizagéo de raiz; NE — Namero total de esporos



Tabela 7 - Matriz de Correlacéo de Pearson para o fungo Scutellospora heterogama
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Diam.Colo
Diam.Colo 1,0
MSR
MSPA
MET
CR

NE

Diam.Colo
Diam.Colo 1,0
MSR
MSPA
MET
CR

NE

Milho N&o Transgénico

MSR MSPA MET
0,39 0,78 0,53
1,0 -0,03 0,73
1,0 -0,07
1,0
Milho Transgénico
MSR MSPA MET
0,46 0,85 0,42
1,0 0,77 -0,33
1,0 -0,10
1,0

CR
0,86
0,49
0,61
0,70
1,0

CR
0,86
0,60
0,88
0,10
1,0

NE
0,84
-0,13
0,70
0,32
0,83

1,0

NE
0,44
0,74
0,71
-0,34
0,83
1,0

Diam.Colo — diametro do colo; MSR — matéria seca de raiz; MSPA — Matéria seca de parte aérea; MET — Comprimento de micélio
extrarradicular total; CR — Colonizagéo de raiz; NE — Nimero total de esporos

5.2

Variaveis de crescimento

A analise de variancia de todas as variaveis estudadas foram significativas para

interacdo tri fatorial entre fungo, planta e cadmio, pois os valores encontrados foram menores

do que 0,05. Para diametro do colo, conforme mostra a tabela 8 esse valor foi de 0,0001.

Tabela 8 - Analise de variancia para diametro do colo.

FV QM Fc Pr<Fc
Fungo 382,621335 9,346 0,0000
Planta 668,802895 16,336 0,0001
Cadmio 32,642987 0,797 0,5304
Fungo*Planta 1075,494186 26,269 0,0000
Fungo*Céadmio 150,337286 3,672 0,0002
Planta*Cadmio 51,675130 1,262 0,2918
Fungo*Planta*Cadmio 164,064681 4,007 0,0001
Erro 40,941400

IV(%) 10,74

Média Geral 34,4100062 NUmero de 120

observacoes
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Para comparar o efeito de espécies de FMAs no didmetro de colo em cada dose de Cd,
fez-se uma comparagdo de médias( tabela 9).

Verificou-se que os hospedeiros se comportaram de forma diferente em fungédo das
especies de FMAs inoculadas. Para o milho ndo transgénico, Acaulospora scrobiculata
promoveu maiores valores do diametro de colo nas maiores doses de Cd (71,25 e 142,50 mg
kg™). Exceto para as doses 0; 142,5 e 285 mg kg™, o didmetro do colo de milho néo inoculado
ndo diferiu entre os demais FMAs nas diferentes doses aplicadas de Cd.

Para o milho transgénico, a inoculacdo com FMAs proporcionou de maneira geral,
menores valores de didmetro de caule em todas as doses de Cd, quando comparado com o
controle ndo inoculado, ou seja, pode-se dizer que para o milho transgénico ndo houve
aumento do diametro do colo com a inoculacdo de fungos micorrizicos arbusculares.

Sendo assim, a formacdo de micorriza parece ndo incentivar o crescimento e 0
fortalecimento da planta.

Tabela 9 — Comparacdo de médias pelo teste de tukey para a variavel didmetro de colo de plantas de

milho ndo transgénico e transgénico frente as doses crescentes de Cd e inoculacdo com fungos
micorrizicos.

Fungo micorrizico Doses de cadmio (mg kg™)

arbuscular 0 28,50 71,25 142,50 285,00
Milho néo transgénico

Glomus clarum 580hb 6,17 a 6,33 a 6,03 ab 577b

Acaulospora scrobiculata 6,43 ab 6,03 a 6,10 a 6,67 a 6,17 a

Scutellospora heterogama 6,73 a 6,23 a 6,37 a 573b 593b

Controle ndo inoculado 577b 6,50 a 6,03 a 553b 570b

Milho transgénico

Glomus clarum 553b 583b 6,33 a 6,17 b 513b

Acaulospora scrobiculata 487Db 577b 527b 483b 546 Db

Scutellospora heterogama 523b 5,00b 440Db 437b 6,53 a

Controle ndo inoculado 6,93 a 6,80 a 6,23 ab 7,10 a 6,07 ab

Médias seguidas de letras diferentes na coluna, entre as diferentes espécies de fungos micorrizicos

arbusculares, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

A figura 2 mostra o comportamento dos FMAs mediante as doses de cadmio aplicadas
atraves da regressdo. Para o milho ndo transgénico apenas o fungo Scutellospora heterogama
apresentou comportamento representativo em regressdo linear, mostrando que a medida que
as doses de Cd aumentaram os valores de diametro de colo foram diminuindo. Para didametro

de colo do milho transgénico, observou-se efeito positivo da inoculagdo com Scutellospora
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heterogama (comportamento quadratico) nas doses de Cd, ou seja, mesmo com 0 aumento na
disponibilidade de Cd os valores de diametro de colo também aumentaram, contrariamente ao
observado para Glomus clarum, também com comportamento quadratico e controle sem

fungo com comportamento linear.

Scutellospora
heterogama

(== R T VS R~ B o ) B N« o]

Didmetro de colo (mm)

0 50 100 150 200 250 300

Doses de Cadmio em mg Kg'!

Scutellospora heterogama: y = -0,0238x + 42,3360 R? = 0,5388

8

7
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% A Scutellospora
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< 3 Controle
=
= 2
R
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=
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0 50 100 150 200 250 300

Doses de Cadmio em mg Kg!

Glomus clarum: y = -0,0002x2+ 0,10011x+ 29,2183 R2=0,9254
Scutellospora heterogama: y = 0,0003x2+ 0,11544x+ 25,6560 R2=0,9906
Controle - sem fungo: y = -0,2220x+ 49,0334R2=0,2982

Figura 2 - Diametro de colo para milho néo transgénico (acima) e milho transgénico (abaixo).

Os resultados de matéria seca da parte radicular do milho inoculado com FMAs e
submetido as doses de Cd encontram-se na figura 3. Exceto para Acaulospora scrobiculata, a

qual contribuiu para aumento da matéria seca da raiz de milho néo transgénico ao longo das
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doses de Cd, os demais fungos néo apresentaram efeito e nem ajuste significativo. Para milho
transgénico, houve ajuste significativo para o fungo Glomus clarum, com elevagdo da
producdo de raizes nas duas Ultimas doses de Cd, e no controle ndo inoculado, onde percebe-

se uma tendéncia de queda com o aumento das doses de Cd.

Tabela 10 - Andlise de variancia para matéria seca de raiz.

FV QM Fc Pr<Fc
Fungo 213,138781 34,153 0,0000
Planta 77,200521 12,371 0,0007
Cadmio 3,333947 0,534 0,7109
Fungo*Planta 314,297530 50,363 0,0000
Fungo*Cédmio 13,526374 2,167 0,0211
Planta*Cadmio 19,263021 3,087 0,204
Fungo*Planta*Cadmio 34,956038 5,601 0,0000
Erro 6,240647
V(%) 17,19
Média Geral 8,390009167 NUmero de 120
observacoes

O valor do teste de variancia para matéria seca de raiz foi de 0,0000, mostrando a
significancia da interacg&o tri fatorial (Tabela 10).
Tabela 11 — Comparacao de médias pelo teste de tukey para a variavel matéria seca de raiz de plantas de

milho ndo transgénico e transgénico frente as doses crescentes de Cd e inoculagdo com fungos
micorrizicos.

Fungo micorrizico Doses de cadmio (mg kg™)

arbuscular 0 28,50 71,25 142,50 285,00
Milho néo transgénico

Glomus clarum 8,38 b 8,57 b 9,61 ab 8,23 ab 8,34 b

Acaulospora scrobiculata 10,04a 7,70b 721b 12,38 a 1192 a

Scutellospora heterogama 8,40 b 10,94 a 13,94 a 6,69 b 901b

Controle ndo inoculado 6,26 b 787b 10,23 ab 7,13 ab 11,01 ab

Milho transgénico

Glomus clarum 6,93 Db 3,35b 351D 9,80 Db 9,05 ab

Acaulospora scrobiculata 2,70 b 592b 6,62 ab 247b 2,63 b

Scutellospora heterogama 1,67b 3,10b 347b 4,08b 548 b

Controle ndo inoculado 20,80a 20,86a 946a 15,67 a 14,20 a

Médias seguidas de letras diferentes, na mesma dose e entre espécies de fungos micorrizicos arbusculares, ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
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Os resultados da comparagdo das espécies de FMAs dentro de cada dose de Cd estdo
no tabela 11. O comportamento das espécies, assim como ocorreu para didmetro do colo,
variou em funcdo dos hospedeiros (milho transgénico e ndo transgénico). Para milho
transgénico, todos os tratamentos com FMAs promoveram reducdo da producao de raizes em
todas as doses de Cd, quando comparado ao controle sem fungo.

Para o milho n&o transgénico, houve diferenca entre as doses de Cd e o fungo que
mais se destacou promovendo maior matéria seca de raizes foi o Acaulospora scrobiculata, na

auséncia de Cd e nas duas Gltimas doses (142,50 e 285 mg kg™).
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Figura 3 - Matéria seca de raiz para milho ndo transgénico (acima) e milho transgénico (abaixo).

A figura 3 mostra o comportamento das diferentes espécies de fungos e o controle ndo
inoculado do ponto de vista da regressdo. No milho néo transgénico, apenas o Acaulospora
scrobiculata teve o comportamento significativo de maneira linear para a regresséo,
mostrando que houve um aumento de matéria seca de raizes mesmo com o aumento das doses
de Cd aplicadas. Ja& para o milho transgénico houve significancia linear positiva para a
inoculagdo com o fungo Glomus clarum e linear para o controle sem fungo.

O baixo efeito de Cd na producdo de matéria seca de raizes de milho néo transgénico,

independentemente da inoculagédo de FMAs, contraria o resultado obtido por Siqueira et al.
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(1999), que observaram menor producdo de matéria seca de raiz ao longo do aumento da
disponibilidade de Cd no solo por eles estudados, obtido a partir da mistura de solo
contaminado e ndo contaminado com Cd nas seguintes proporcdes: 0,10,20, 40 e 80% por
volume na mistura com solo ndo contaminado. Apresentaram também resultados contrarios
aos trabalhos de Carneiro et al. (2001), Cunha et al. (2008), Soares et al. (2007), Silva et al.
(2006) e Garg e Aggarwal (2011), que registraram reducdo na producdo de matéria seca de
raiz com o aumento nas doses de Cd (de 0 a 120 mg kg™) aplicadas ao solo, que estudaram
respectivamente o efeito da interacdo entre Cd e Pb no crescimento, fitoquelatina, fixacdo de
nitrogénio e producdo de glutationa em Cajanus cajan (L.).

A divergéncia de resultados existentes entre os diversos trabalhos apresentados e o
obtido para milho nédo transgénico pode ser devido a planta (cultivar), tempo de conducéo ou
outras condicBes experimentais substrato, umidade e temperatura, que podem variar de acordo
com o local dos experimentos. Nesse presente trabalho, o tempo de 45 dias foi definido para
avaliar o impacto inicial de doses de Cd e especies de FMAs na rizosfera dos diferentes
hospedeiros. Para milho transgénico, o efeito antagénico de FMASs ao longo das doses de Cd
é questionavel e ainda passivel de discussdo, afinal, nota-se que no geral, a producdo de
matéria seca de raiz aumentou mediante a maior disponibilidade de cadmio, mostrando, que
talvez, a associacdo micorrizica pode ter sido benéfica, favorecendo a producdo de matéria
seca de raiz da cultivar.

O que também cabe discussao € a diferenca observada entre os valores de matéria seca
de raiz entre os tratamentos inoculados com FMAs e os controle ndo inoculado. Os
tratamentos controle sem fungos obtiveram valores muito maiores, mostrando, que para milho
transgénico, a matéria seca de raiz € maior quando ndo ha presenca de FMAS, mesmo
observando-se uma tendéncia de queda na producdo com o aumento das doses de CD, os
valores continuaram maiores, do que 0s outros tratamentos.

O teste de variancia para a variavel matéria seca de parte aérea resultou em 0,0004

para interagdo tri fatorial, conforme mostra a tabela 12.



Tabela 12 - Teste de variancia para a variavel matéria seca de parte aérea.
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FV QM Fc Pr<Fc
Fungo 11,135866 21,746 0,0000
Planta 23,577446 46,042 0,0000
Cadmio 0,795805 1,554 0,1947
Fungo*Planta 17,586152 34,343 0,0000
Fungo*Cadmio 1,214242 2,371 0,0114
Planta*Cadmio 0,668626 1,306 0,2750
Fungo*Planta*Cadmio 1,789625 3,495 0,0004
Erro 0,512081
V(%) 18,69
Média Geral 2,2108892 Numero de 120
observacoes

Tabela 13 — Comparacéo de médias pelo teste de tukey para a variavel matéria seca de parte aérea de
plantas de milho ndo transgénico e transgénico frente as doses crescentes de Cd e inocula¢do com fungos

micorrizicos.

Fungo micorrizico

Doses de cadmio (mg kg?)

arbuscular 0 28,50 71,25 142,50 285,00
Milho néo transgénico
Glomus clarum 2,66 b 2,64 a 3,21a 2,69 a 3,42 a
Acaulospora scrobiculata 257b 2,53 a 2,45 a 2,62 a 260b
Scutellospora heterogama 3,59a 2,59 a 2,98 a 2,61a 2,96 ab
Controle ndo inoculado 253b 2,64 a 2,75a 2,59 a 262b
Milho transgénico
Glomus clarum 1,73 b 1,74 b 2,65 ab 2,25b 159b
Acaulospora scrobiculata 1,87b 211b 1,87b 1,02b 1,72b
Scutellospora heterogama 1,00b 1,77b 131b 1,10 b 2,88 ab
Controle ndo inoculado 3,37a 3,49a 2,93a 3,47 a 3,26 a

Médias seguidas de letras diferentes, na mesma dose e entre espécies de fungos micorrizicos arbusculares, ndo

diferiram entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Pela tabela 13 percebe-se que no milho ndo transgénico os valores de matéria seca de

parte aérea foram bem préximos, independentemente da dose de Cd aplicada, apenas com um

leve destaque para Scutellospora heterogama na auséncia de Cd e Glomus clarum na dose

71,25 mg kg™. No milho transgénico os valores de matéria seca de parte aérea de maneira

geral diminuiram em todas as doses de Cd, quando comparado ao controle sem fungo.
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Figura 4 - Matéria seca de parte aérea para milho ndo transgénico (esquerda) e milho transgénico

(direita).

Novamente, verificou-se comportamento diferenciado dos FMAs em relagéo as doses

de Cd, para ambos 0s hospedeiros para a variavel matéria seca de parte aérea (Figura 4).

Enquanto para milho ndo transgénico houve resposta positiva no crescimento (matéria seca da

parte aérea) pela inoculacdo de Glomus clarum, que apresentou comportamento linear na

regressdo, 0 oposto ocorreu para 0 mesmo fungo em milho transgénico, mas com

comportamento quadratico. Para os demais FMAs ndo se verificou ajuste significativo do
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comportamento ao longo das doses estudadas. O aumento da matéria seca da parte aérea de
milho ndo transgénico inoculado com Glomus clarum n&o foi acompanhado pelo didmetro do
colo e nem pela producdo de matéria seca de raizes, evidenciando maior eficiéncia da
fotossintese, possibilitando assim um maior crescimento vegetativo desse hospedeiro.

Para o milho transgénico, houve ajuste significativo com Glomus clarum, através de
uma equacdo quadratica. Nao houve ajuste significativo das doses de Cd nos demais FMAs,
incluindo o controle.

No geral, pode-se afirmar que com o aumento das doses de Cd ndo houve uma
significativa diminuicdo na matéria seca de parte aérea em nenhum dos tratamentos
estudados, indicando que durante os 45 dias de experimento o impacto da contaminagéo por
Cd foi baixo, tanto em milho transgénico quanto em milho ndo transgénico.

Os resultados obtidos ndo corroboraram com o0s apresentados nos trabalhos de
Carneiro et al. (2001) que utilizaram a dose de 120 mg kg™ obtida pela utilizacdo de solo
contaminado obtido em area de deposicdo de rejeitos; Siqueira et al. (1999) com doses
utilizadas nas proporc¢des de 0,10,20, 40 e 80% por volume na mistura de solo contaminado
por Cd e solo ndo contaminado; Soares et al. (2007), com doses de 0;5:10 e 15 pmol L™ de
Cd; Silva et al. (2006) que usaram solo contaminado de &rea de rejeito misturado com
Latossolo Vermelho Escuro sem contaminacéo, resultando em 29,0 mg dm™ de Cd; Garg e
Aggarwal (2011) com 25 e 50 mg kg™ de Cd e Cunha et al. (2008), onde a producio de
matéria seca de parte aérea foi reduzida significativamente a medida que as doses de cadmio
(0,1,3,5,10,20 mg kg™) aumentaram.

5.3 Variaveis microbiolégicas

O teste de variancia para varidvel comprimento de micélio extra radicular total foi

significativo para interacéo tri fatorial, conforme mostra a tabela 14.
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Tabela 14 - Teste de variancia para variavel comprimento de micélio extra radicular total.

FV QM Fc Pr<Fc
Fungo 2,777116 289,576 0,0000
Planta 0,679162 70,818 0,0000
Cadmio 0,020143 2,100 0,0884
Fungo*Planta 0,140874 14,689 0,0000
Fungo*Céadmio 0,016791 1,751 0,0713
Planta*Cadmio 0,004869 0,508 0,7302
Fungo*Planta*Cadmio 0,044313 4,621 0,0000
Erro 0,009590
V(%) 5,98
Média Geral 0,9449158 NUmero de 120
observacoes

Tabela 15 — Comparacdo de médias pelo teste de tukey para varidvel comprimento de micélio
extrarradicular total em m/g de plantas de milho ndo transgénico e transgénico frente as doses crescentes
de Cd e inoculagéo com fungos micorrizicos.

Fungo micorrizico Doses de cadmio (mg kg ™)
arbuscular 0 28,50 71,25 142,50 285,00
Milho néo transgénico
Glomus clarum 0,49 a 0,48 a 0,30 b 0,54 a 0,51a
Acaulospora scrobiculata 0,33 b 0,28 b 0,35b 0,37b 0,25b
Scutellospora heterogama 0,44 ab 0,52 a 0,54 a 0,39 b 0,32b
Controle ndo inoculado 0,02 b 0,03 b 0,03 b 0,05b 0,06 b
Milho transgénico
Glomus clarum 0,21b 0,25a 0,26 a 0,34 a 0,20 a
Acaulospora scrobiculata 0,27 b 0,25a 0,26 a 0,27 a 0,32a
Scutellospora heterogama 0,42 a 0,22 a 0,22 a 0,28 a 0,33a
Controle néo inoculado 0,07b 0,05b 0,02 b 0,04 b 0,01b

Médias seguidas de letras diferentes, na mesma dose e entre espécies de fungos micorrizicos arbusculares, ndo

diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Os dados de comprimento de micélio extraradicular total de FMAs na rizosfera de
milho transgénico e ndo transgénico, ao longo das doses de Cd encontram-se na figura 5. A

comparacéo entre as especies de FMAs dentro de cada dose de Cd pode ser vista na tabela 15.
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Mesmo tendo sido autoclavado para a esterilizagdo antes da semeadura, o0 substrato pode
apresentar contaminagéo por fungos advindos do ambiente da casa de vegetacdo, podendo ser
micorrizicos ou ndo. Neste estudo, independentemente do hospedeiro, 0s substratos que néo
receberam propagulos de FMAs, praticamente ndo apresentaram micélio extraradicular de

fungos, ou seja, a contaminacao dos substratos ou fungos micorrizicos ou ndo foi baixa.
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Figura 5 - Comprimento de micélio extrarradicular total em substrato com milho n&o transgénico (acima)
e milho transgénico (abaixo).

Para o milho n&o transgénico, no geral, exceto para as doses 142,4 e 285 mg kg™ de

cadmio a inoculacdo com Scutellospora heterogama promoveu os maiores valores de MET.
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Ja para milho transgénico praticamente ndo houve variacdo do efeito dos FMAs, nas
diferentes doses de Cd.

Dessa forma, confirmou-se a acdo diferenciada do hospedeiro e das espécies de FMAS
na producdo de MET. Também, confirma-se que as doses utilizadas de Cd, exceto para
Scutellospora heterogama em milho n&o transgénico, ndo interferiram na producdo de MET
nas demais espécies de FMAs, tanto para o milho transgénico quanto para milho nédo
transgénico.

Foram encontrados pequenos valores de comprimento de miceélio extrarradicular total
no controle n&o inoculado com fungo. Isso pode ocorrer devido as contaminacgdes advindas do
ar, ou também pela ja existéncia de micélios de fungos inativos que ainda podem ser visiveis
apos o processo de autoclavagem da areia. Esses micélios podem ser contados uma vez que é
praticamente impossivel diferenciar micélios de fungos micorrizicos arbusculares de outros
ndo micorrizicos, dificultando assim o trabalho de quantificacdo (MELLONI; CARDOSO,
1999). Quando isso ocorre, um calculo de desconto é sugerido, a fim de se obter resultados
mais realisticos. Neste trabalho, os valores encontrados foram extremamente pequenos (cerca
de 5 cm), ndo houve necessidade da realizacdo de tais calculos.

Para a variavel percentual de colonizacéo de raiz o teste de variancia, conforme mostra

a tabela 16 se mostrou significativo para a interacéo tri fatorial

Tabela 16 - Teste de variancia para a variavel percentual de colonizacéo de raiz.

FV QM Fc Pr<Fc
Fungo 240,847085 234,855 0,0000
Planta 206,210847 201,080 0,0000
Cadmio 6,414174 6,255 0,0002
Fungo*Planta 36,542188 35,633 0,0000
Fungo*Céadmio 2,236665 2,181 0,0203
Planta*Cadmio 7,141169 6,964 0,0001
Fungo*Planta*Cadmio 2,822441 2,752 0,0036
Erro 1,025514

IV(%) 7,97

Meédia Geral 7,33387419 NUmero de 120

observacoes
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Tabela 17 — Comparagéo de médias pelo teste de tukey para a variavel percentual de colonizacdo de raiz
de plantas de milho ndo transgénico e transgénico frente as doses crescentes de Cd e inoculagdo com
fungos micorrizicos.

Fungo micorrizico Doses de cadmio (mg kg™)

arbuscular 0 28,50 71,25 142,50 285,00
Milho néo transgénico

Glomus clarum 65,33 a 46,86 b 60,05 a 37,61 a 49,69 ab

Acaulospora scrobiculata 66,79 a 73,97 a 66,53 a 47,73 a 52,37 a
Scutelospora heterogama 69,77 a 48,12 b 69,18 a 41,28 a 31,89 Db

Controle ndo inoculado 467D 8,18 b 10,06 b 417Db 6,52 b
Milho transgénico
Glomus clarum 2901 a 2537 a 21,16 ab 26,30 a 31,94 a

Acaulospora scrobiculata 26,78 a 33,16 a 31,35a 22,41 a 28,16 a
Scutelospora heterogama 18,54 a 23,69 a 14,66 b 19,19 ab 28,80 a
Controle nédo inoculado 5,80b 12,60 b 12,13 b 10,74 b 4,60 Db

Médias seguidas de letras diferentes, na mesma dose e entre espécies de fungos micorrizicos arbusculares, ndo

diferiram entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Os dados de colonizacdo micorrizica do milho ndo transgénico e transgénico, ao longo
das doses de Cd, encontram-se na figura 6. Os dados de comparacdo de médias se encontram
na tabela 17. A colonizagéo de raiz foi maior no milho ndo transgénico, ficando em torno de
60 a 70% nas menores doses (até 28,5 mg kg™), diminuindo & medida que as doses foram
aumentando. Para o milho transgénico, a colonizacédo ficou em torno de 20 a 30%, sem ajustes
significativos de espécies de FMAs em funcdo das doses de cadmio. Tal resultado indica que
a transgenia do hospedeiro pode afetar a resposta ao FMA e a formacéo da micorriza. Diante
de situacOes de estresse edafico, como baixa umidade do solo, baixa disponibilidade de
nutrientes e presenca de fitopatdgenos, a planta transgénica de milho pode néo ser beneficiada
pela simbiose e apresentar respostas negativas ao ambiente, com reducdo de crescimento.

Para o milho néo transgénico, houve ajustes significativos para micélio de todos os
tratamentos com FMA, exceto o controle. Houve redugdo dos valores de colonizagdo em
funcdo do aumento das doses de Cd sendo que para Glomus clarum e Acaulospora
scrobiculata e comportamento linear para Scutellospora heterogama. Esse resultado
evidencia o impacto negativo das doses de Cd na formacdo da micorriza em milho nao

transgénico e a ndo resposta para 0 milho transgénico.
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Scutellosporaheterogama: y = - 0,0081x + 11,6056 R2=10,6825

Figura 6 - Colonizag¢do micorrizica de milho ndo transgénico

Os resultados para milho ndo transgénico corroboram os apresentados por Carneiro et

al. (2001) que constataram a diminui¢do da colonizagdo de raizes a medida que as doses de

cadmio aplicadas nas culturas estudadas eram maiores (solo utilizado retirado de area de

rejeito contendo 120 mg kg™ com volumes aplicados de 0; 7,5; 15; 30 e 45% v/v). Também

concordam com os resultados apresentados por Soares et al. (2007), que avaliaram a

toxicidade de cadmio em mudas de Trema micantha (L.), que também sofreram uma queda na

colonizacdo de raizes a medida que as doses de cadmio foram aplicadas (0, 5, 10 e 15 pmol L~

1).

Siqueira et al. (1999) atestaram a diminui¢do na colonizagdo das raizes de cinco

culturas estudadas mediante a utilizacdo de solo contaminado por metais pesados em doses

crescentes, que variaram em proporcdo de volume de 0, 10, 20, 40 e 80 % de mistura com

solo ndo contaminado.
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O teste de variancia para a variavel nimero total de esporos foi significativo para
interacéo tri fatorial de acordo com a tabela 18.

Tabela 18 - Teste de variancia para a variavel nimero total de esporos.

FV QM Fc Pr<Fc
Fungo 117,828031 200,298 0,0000
Planta 16,406391 27,890 0,0000
Cadmio 0,678230 1,153 0,3379
Fungo*Planta 5,098505 8,667 0,0000
Fungo*Cadmio 0,912181 1,551 0,1237
Planta*Cadmio 1,961672 3,335 0,0141
Fungo*Planta*Cadmio 3,611365 6,139 0,0000
Erro 0,588264
IV (%) 7,97
Média Geral 0,4323394 Numero de 120
observacoes

Tabela 19 — Comparacao de médias pelo teste de tukey para a variavel nimero total de esporos de plantas
de milho ndo transgénico e transgénico frente as doses crescentes de Cd e inoculagdo com fungos
micorrizicos.

Fungo micorrizico Doses de cadmio (mg kg™)

arbuscular 0 28,50 71,25 142,50 285,00
Milho néo transgénico

Glomus clarum 3,33b 3,00b 2,40 b 3,00 ab 6,00 ab

Acaulospora scrobiculata 9,00 b 10,67 ab 38,33 a 4,67 ab 9,67 a

Scutellospora heterogama  32,67a 17,00 a 10,00 b 8,67 a 4,67Db

Controle ndo inoculado 0,10 b 0,10 b 0,10 b 0,10 b 0,10 b

Milho transgénico

Glomus clarum 1,37b 1,00 b 4,67 ab 2,67b 0,10 b

Acaulospora scrobiculata 0,70 b 2,67 Db 2,37Db 2,00 b 4,67b

Scutellospora heterogama 3,67 a 18,00 a 533a 15,67 a 20,00 a

Controle ndo inoculado 0,10 b 0,10 b 0,10 b 0,10 b 0,10 b

Médias seguidas de letras diferentes, na mesma dose e entre espécies de fungos micorrizicos arbusculares, ndo

diferiram entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
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Figura 7 - NUmero de esporos e fungos micorrizicos arbusculares em milho ndo transgénico (esquerda) e
milho transgénico (direita).

A figura 7 mostra as regressdes para numero total de esporos, juntamente com a tabela
19 que contém a comparacdo de médias entre as espécies de FMAs em funcdo das doses de
Cd utilizadas. Da mesma maneira que o apresentado para MET e para colonizacao de raizes, o
numero total de esporos foi baixo, tanto para o milho ndo transgénico quanto para o
transgénico. Ao contrario do visto para colonizacdo de raiz, onde o fungo Scutellospora
heterogama apresentou aumento no numero de esporos com o aumento das doses de cadmio

para 0 milho transgénico. Porém, para o0 milho ndo transgénico constatou-se aumento do
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namero de esporos apresentando comportamento quadratico. Esse resultado é interessante,
pois mostra a diferenca de estimulo para a esporulacdo na rizosfera dos hospedeiros
transgénico e ndo transgénico.

Para o milho ndo transgénico, ocorreu uma Vvariabilidade de comportamento dos
fungos com as doses de cadmio, pois em trés doses (0, 28,50 e 142,50 mg kg™) Scutellospora
heterogama apresentou maior esporulacdo enquanto que para duas doses mais altas (71,25 e
285,0 mg kg™?) o Acaulospora scrobiculata se mostrou mais esporulante. J& para o milho
transgénico, independente das doses aplicadas de Cd, o fungo que mais produziu esporos foi

Scutellospora heterogama.
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6. CONCLUSOES

As doses de cadmio aplicadas (até 285 mg kg™*) ndo afetaram o crescimento inicial de
milho transgénico e ndo transgénico.

As respostas de producdo de propagulos e formacdo de micorriza foram diversas em
funcdo do milho transgénico e ndo transgénico e das espécies de fungos inoculadas.

A espécie Scutellospora heterogama apresentou menor formacdo de propagulos
(micelio extrarradicular total e densidade de esporos) na rizosfera de milho ndo transgénico,
ao longo das doses de cadmio, quando comparada a do milho transgénico, no qual se
observou comportamento oposto.

A formacéo de micorriza, dada pela porcentagem de colonizacédo radicular, variou em
funcdo do hospedeiro, sendo maior em milho néo transgénico (60 a 70 %) do que transgénico
(20 a 30%), independentemente da espécie de fungo e das doses de cadmio.

O crescimento, dado pela formagdo de matéria seca da parte aérea, foi reduzido ao
longo das doses de cadmio quando o milho ndo transgénico foi inoculado com Scutellospora
heterogama e incrementado quando inoculado com Glomus clarum. Para milho transgénico,
as respostas de producao de matéria seca da parte area a inoculacdo foram diferenciadas, com
comportamento quadratico para Glomus clarum ao longo das doses de cadmio. A inoculagdo
dessa espécie aumentou a producdo de matéria seca da raiz nas doses de cadmio, apesar de se
observar menor didmetro de colo.

A inoculacdo de milho ndo transgénico com Scutellospora heterogama promoveu,
além de menor producdo de matéria seca da parte aérea, menor formacdo de propagulos
(micélio extrarradicular total e esporos) e de micorriza (colonizacdo radicular), ao longo das
doses de cadmio.

A transgenia afeta negativamente a resposta de crescimento vegetativo e de formacao
de micorriza ante a inoculacdo de diferentes espécies de fungos micorrizicos arbusculares,
independentemente das doses de Cd. Nesse sentido, o plantio de milho transgénico em solos
contaminados com cadmio pode comprometer a formacdo da micorriza e os beneficios
advindos dessa simbiose.

Novos estudos séo indicados para se comprovar o efeito negativo da transgenia na
rizosfera de milho, quantificando, entre outros, a atividade e biomassa microbianas, além das
taxas de absorcdo, translocacdo e acimulo de cadmio no tecido vegetal, em tempos maiores

de experimentacdo, sob condic¢Ges controladas ou ndo controladas.
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