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RESUMO

As atividades antropicas tém aumentado os teores de cobre (Cu) nos solos. As gramineas
forrageiras sdo as pastagens mais cultivadas no Brasil. Todavia, pouco se sabe dos efeitos do
Cu a essas plantas. Os objetivos do trabalho foram: definir a dose critica inferior e superior de
Cu para plantas de capim xaraés; e avaliar a toxicidade do Cu em gramineas forrageiras
tropicais, considerando dois niveis de Cu na solugdo nutritiva. Para tanto, foram realizados dois
experimentos em casa de vegetacao. No primeiro, plantas de capim xaraés foram cultivadas em
vasos com Cambissolo Héplico com doses de 0 a 200 mg kg de Cu. Primeiramente, foi
verificada a disponibilidade do Cu no solo. Aos 41 dias de crescimento, foram avaliadas trocas
gasosas, indice SPAD e altura das plantas, e apds a colheita, a area foliar, area foliar especifica
e massa seca. Foram determinadas a concentragdo e translocagdo de Cu nas plantas, e a
acumulagdo de nutrientes na parte aérea. Os dados foram submetidos ao ajuste de equagdes de
regressao. No segundo experimento, plantas de 11 gramineas forrageiras tropicais foram
cultivadas em solu¢do nutritiva, em duas concentra¢des de Cu: 0,3 e 20 pmol L™, durante 30
dias. Foram avaliadas a morfogénese, do 15° ao 30° dia, e o indice SPAD, no 30° dia. Apos a
colheita, foram avaliadas a area foliar, massa seca ¢ area foliar especifica, bem como o
comprimento total, area, volume, didmetro médio, area especifica, densidade, densidade de
comprimento e o comprimento especifico de raizes. Foram determinadas a concentracdo e
translocag@o de Cu nas plantas. Os dados foram submetidos ao teste de médias. Para plantas de
capim xaraés cultivadas em Cambissolo Haplico com doses crescentes de Cu, a dose critica
inferior estimada para superar a deficiéncia corresponde a 62,60 mg kg!, e a dose critica
superior estimada para causar toxicidade corresponde a 128,92 mg kg™!. Na concentragio de 20
pumol L' de Cu em solugiio nutritiva ha prejuizo do crescimento das raizes de humidicola,
hemartria e Jiggs, e da parte aérea de humidicola, hemartria, Jiggs, xaraés e Tanzania. Nesta
concentragdo, ha beneficios para o crescimento de raizes de marandu, Aruana, piatd, xaraés,
Tanzania e Tifton-85, e para a parte aérea de marandu, Aruana, piata, Tifton-85 e missioneira
gigante. Na concentragio de Cu de 20 umol L™ as plantas apresentam maior concentragdo de
Cu nas raizes e parte aérea, e menores fatores de translocagao.

Palavras-chave: Crescimento de plantas. Elementos-traco. Gramineas forrageiras.






ABSTRACT

Anthropogenic activities have increased the levels of copper (Cu) in soils. Forage grasses are
the most cultivated pastures in Brazil. However, little is known about the effects of Cu to these
plants. The objectives of the study were: to define the lower and upper critical dose of Cu for
xaraés grass plants; and to evaluate the Cu toxicity to tropical forage grasses, considering two
levels of Cu in the nutrient solution. For that, two experiments were carried out under
greenhouse conditions. In the first, xaraés grass plants were cultivated in pots with Typic
Dystrudepts with Cu doses of 0 to 200 mg kg™'. Firstly, the Cu availability in the soil was
verified. At 41 days of growth, gas exchange, SPAD index and plant height were evaluated.
After harvest, leaf area, specific leaf area and dry mass were determined. Cu concentration and
translocation in the plants were determined, as well as the accumulation of nutrients in the
shoots. The data were submitted to the adjustment of regression equations. In the second
experiment, plants of 11 tropical forage grasses were grown in nutrient solution at two Cu
concentrations: 0.3 and 20 pmol L', for 30 days. Morphogenesis, from 15th to 30th day, and
the SPAD index, on 30th day, were evaluated. After harvesting, leaf area, dry mass and specific
leaf area, as well as the total length, area, volume, mean diameter, specific area, density, length
density and specific length of roots were evaluated. Cu concentration and translocation in plants
were determined. The data were submitted to comparison of means. For xaraés grass plants
grown in Cambisol Haplic with increasing Cu doses, the critical lower dose estimated to
overcome the deficiency corresponds to 62.60 mg kg!, and the highest critical dose estimated
to cause toxicity corresponds to 128.92 mg kg''. At the concentration of 20 pmol L' of Cu in
nutrient solution, there was damage to the growth of the roots of humidicola, hemarthria and
Jiggs, and to the growth of the shoots of humidicola, hemarthria, Jiggs, xaraés and Tanzania. In
this concentration, there were benefits to the growth of the roots of marandu, Aruana, piata,
xaraés, Tanzania and Tifton-85, and to the growth of the shoots of marandu, Aruana, piata,
Tifton-85 and missioneira gigante. At the concentration of Cu of 20 pmol L, the plants
presented higher concentration of Cu in the roots and shoots, and lower translocation factors.

Key words: Plant growth. Trace element. Forage grasses.
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1 INTRODUCAO

No Brasil, as pastagens representam a base da criacdo de animais ruminantes. Segundo
o Instituto brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) (2006), a area estimada de pastagens ¢
de aproximadamente 158,7 milhdes de hectares (ha), dos quais as forrageiras nativas abrangem
cerca de 57,3 milhdes de ha e o restante (101,4 milhdes de ha) ¢ ocupado por forrageiras
cultivadas.

O cobre (Cu) ¢ um elemento essencial as plantas. Nos cloroplastos, ¢ constituinte da
plastocianina, proteina que possui papel fundamental no transporte de elétrons entre o PSI e o
PSII, na fase luminosa da fotossintese. O Cu também ¢ um constituinte da enzima Cu/Zn
superoxido dismutase, a qual se localiza no estroma dos cloroplastos e os protege de espécies
reativas de oxigénio gerados durante o estresse oxidativo derivado de reacdes fotossintéticas.

O Cu também pode desempenhar um papel significativo nas reagdes de carboxilacdo da
fotossintese, uma vez que estd presente naturalmente na molécula da enzima ribulose-1,5-
bisfosfato carboxilase/oxigenase (RuBisCO), a qual se envolve na fixa¢cdo do CO; no ciclo de
Calvin (STIBOROVA; DOUBRAVOVA; LEBLOVA, 1986). Também integra a enzima
citocromo c¢ oxidase, que ¢ a oxidase terminal envolvida na cadeia de transporte de elétrons da
respiracdo mitocondrial, a qual realiza a redu¢do do Oz a H2O. Em nivel celular, o Cu cumpre
papel essencial na sinalizagdo da transcrigdo e maquinaria de transporte de proteinas,
fosforilagao oxidativa e mobiliza¢dao de Fe (YRUELA, 2009; TAIZ; ZIEGER, 2010).

Um suprimento reduzido de Cu as plantas reduz a produc¢do da biomassa de raizes e
parte aérea. Os efeitos da deficiéncia podem ser diretos ou indiretos. Eles afetam a fotossintese,
devido a reduc¢do no transporte de elétrons no fotossistema I (PSI) com a diminui¢do da sintese
de plastocianina, e a redu¢do na atividade do fotossistema (PSII), como resultado de alteragdes
nas membranas dos tilacoides dos cloroplastos. A fotossintese também ¢ afetada pela reducao
no contetdo de clorofilas e carotenoides e na sintese de plastoquinona (DROPPA, 1984). Além
disso, a deficiéncia em Cu pode afetar a atividade de enzimas, uma vez que o elemento-trago
estd envolvido nos passos iniciais da assimilacdo de nitrato (NO3) (HRISTOZKOVA et al.
2006). Sintomas tipicos de deficiéncia aparecem primeiramente no apice e, posteriormente, se
estendem as margens das folhas jovens. As folhas podem ficar retorcidas ou malformadas e
apresentar cloroses ou até mesmo necroses (YRUELA, 2009).

Em altas concentragdes nas plantas, o Cu induz a peroxidacao lipidica, a qual acelera a
taxa de degradacao de membranas e componentes celulares e inibe a taxa de restauracao desses

componentes, afetando a fotossintese, respiracao, sintese e atividade de enzimas e proteinas,
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entre outros processos fisiolégicos (CHEN; KAO, 1999; YRUELA, 2009). A fotossintese ¢
afetada pela reducdo do contetido de clorofilas e pela alteragdo da estrutura de cloroplastos e da
composi¢do das membranas tilacoides, as quais comprometem a conformacgao ¢ a atividade
fotoquimica do PSI e PSII (DROPPA, 1984). A reducao da taxa fotossintética liquida pode
residir também no efeito de concentragdes toxicas do Cu a atividade da RuBisCO (LIDON;
HENRIQUES, 1991).

Os sintomas da fitotoxicidade sdo caracterizados pela necrose, encarquilhamento,
engrossamento e redu¢do do comprimento de raizes, além da inibicao da formagao de raizes
secundarias. Na parte aérea, a toxicidade ao Cu ¢ evidenciada pela redu¢do do comprimento de
caules e folhas, diminui¢do do numero de folhas e area foliar, e do aparecimento de cloroses
(MARSCHNER, 2012; ADREES et al., 2015; FEIGL et al., 2015). Os efeitos toxicos do
elemento-trago as raizes podem resultar em uma reducdo dramatica da absorcdo de agua e
nutrientes, levando a inibicdo do crescimento e desenvolvimento das plantas (PANOU-
FILOTHEOU; BOSABALIDIS, 2004).

Naturalmente, a concentragdo de Cu no solo varia entre 14 ¢ 109 mg kg'!, e a média
mundial corresponde a 38,9 mg kg™!. A regularidade na ocorréncia indica que o material de
origem € os processos de formacdo governam o status inicial de Cu no solo. Entretanto, varias
fontes significativas como fertilizantes, lodo de esgoto, estercos, residuos de subprodutos
industriais e a qualidade das 4dguas de irrigagao tem contribuido para o aumento dos niveis de
Cu em solos agricolas. Niveis de Cu aumentados também sdo observados em solos em torno de
minas de Cu e sidertirgicas (KABATA-PENDIAS, 2011).

O Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA) dispde sobre critérios e valores
orientadores de qualidade do solo através na resolu¢dao n® 420 (BRASIL, 2009). Esta resolugao
determina o valor de prevencao (VP), concentragdo limite de determinada substancia no solo,
tal que ele seja capaz de sustentar as suas fungdes principais, que para o Cu foi fixado em 60
mg kg'!; e o valor de investigacdo (VI), concentraciio de determinada substancia no solo acima
da qual existem riscos potenciais, diretos ou indiretos, a saide humana, que para o Cu, em solos
agricolas, foi fixado em 200 mg kg™

A Brachiaria brizantha (Hochst. ex A. Rich.) Stapf desenvolve-se em condic¢des
ambientais adversas a maioria das espécies forrageiras (BARDUCCI, 2009). Devido a sua
ampla adaptabilidade aos tipos de solos e climas, e a elevada producao de biomassa, desponta-
se como uma das forrageiras mais utilizadas no Brasil (RAO; KERRIDGE; MACEDO, 1996).

Em trabalho desenvolvido por Borges et al. (2016), o qual visava avaliar os efeitos de

duas doses de Cu no solo (0 e 200 mg kg™!) em diferentes forrageiras do género Brachiaria,
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verificaram que plantas de Brachiaria brizantha cvs. Marandu, Piatd e Xaraés (MG-5)
desenvolvidas na dose de 200 mg kg™! ndo apresentaram reducio da producdo de massa seca de
raizes e parte aérea em relagdo a dose 0 mg kg!. Dentre esses cultivares, o capim xaraés
apresentou o melhor desempenho de producdo de massa seca da parte aérea, quando
desenvolvido na maior dose. Todavia, ainda se faz necessario compreender a tolerancia do
capim xaraés ao Cu, bem como definir doses criticas para o crescimento das plantas dessa
forrageira. O estudo dos efeitos da toxicidade ao Cu também ¢é essencial na identificagao de
outras gramineas forrageiras tdo promissoras quanto o capim xaraés.

Em revisao realizada por Kopittke et al. (2010), os autores encontraram 39 trabalhos em
que plantas foram desenvolvidas em solu¢do nutritiva, para os quais a fitotoxicidade foi
encontrada em concentra¢des de Cu de 0,3 a 80 umol L. Desta maneira, a sensibilidade ao
elemento-trago varia substancialmente conforme a espécie vegetal considerada, mesmo entre
gramineas forrageiras tropicais. Para o capim Urocloa, Kopittke et al. (2009b) verificaram
redugio da producdo de massa fresca de 50% entre 1,0 e 1,2 pumol L! de Cu na solugfo nutritiva.
Para o sorgo, entretanto, Wei at al (2008) verificaram queda de 22% na producdo de massa seca
a4 50 umol L' de Cu na solugio nutritiva.

As gramineas forrageiras se utilizam dos recursos morfogenéticos e estruturais, de
forma funcional e guardando suas devidas magnitudes entre diferentes condi¢does ambientais,
para potencializar o fluxo de tecidos, independentemente do género ou da espécie (CRUZ et
al., 2002). O nivel de fertilidade do solo ¢ uma das variaveis ambientais que podem alterar a
morfogenética e crescimento das espécies forrageiras. Alteragdes na morfogénese de estruturas
vegetais provocadas pelo Cu envolvem uma orientagdo ativa do crescimento de plantas (CRUZ
et al., 2002; PASTERNAK et al., 2005).

O presente trabalho encontra-se estruturado em cinco partes. A primeira parte contém
introdugdo geral, hipdteses e objetivo geral. Na segunda parte, sdo abordados os aspectos
tedricos do trabalho. A terceira parte descreve as atividades realizadas no primeiro experimento,
intitulado “Crescimento e nutricao mineral de Brachiaria brizantha cv. xaraés em Cambissolo
Héplico contendo doses crescentes de cobre”, o qual teve por objetivo avaliar os efeitos da
aplicacdo de doses de Cu sobre a disponibilidade do Cu no solo e o crescimento, as trocas
gasosas nas folhas, a acumulag¢do de nutrientes na parte aérea e a concentragdo de Cu nas
plantas, com o intuito de calcular a dose critica inferior (deficiéncia) (DCI) e a dose critica
superior (toxicidade) (DCS). A quarta parte descreve as atividades realizadas no segundo
experimento, intitulado “Efeitos da toxicidade ao cobre a gramineas forrageiras tropicais”, o

qual teve por objetivo avaliar a toxicidade diferenciada do Cu a gramineas forrageiras tropicais,
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com o aumento dos niveis de Cu na solugdo nutritiva de 0,3 ¢ 20 pmol L!, considerando a
morfogénese, crescimento ¢ concentragdo de Cu de raizes e parte aérea das plantas. Para
finalizar, o item Consideragdes Finais descreve aspectos praticos e recomendagdes, com base

nos resultados dos experimentos, ¢ aponta diregdes para pesquisas futuras.

1.1 HIPOTESES

O aumento de doses de Cu aplicadas no solo provoca o aumento do crescimento de
plantas de Brachiaria brizantha cv. Xaraés devido ao aumento da fotossintese e acumulagdo de
nutrientes na parte aérea, todavia, ha um limite maximo a partir do qual o aumento das doses
acarreta em prejuizo para essas variaveis, com reducdo do crescimento das plantas;

Gramineas forrageiras tropicais apresentam respostas distintas a toxicidade ao Cu em
funcdo das altera¢des na morfogénese, crescimento e concentragdo do Cu nas plantas, quando

ha um aumento da concentracao do elemento-trago na solu¢do nutritiva.

1.2 OBJETIVO GERAL

Definir a dose critica inferior e superior de cobre plantas de capim xaraés e avaliar a

toxicidade diferenciada do Cu a gramineas forrageiras tropicais cultivadas em solugdo nutritiva.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 SOLO E CONTAMINACAO COM ELEMENTOS-TRACO

O solo desempenha papel fundamental na sustentabilidade do ecossistema terrestre por
servir de habitat para diversos organismos, manter a ciclagem da dgua e nutrientes e agir como
filtro natural, tampao e meio de adsorc¢ao, degradacao e transformacgao de substancias quimicas
e residuos organicos. No entanto, a fungao mais importante do solo ¢ ser um aliado da produgao
agricola, que ¢ fundamental para a sobrevivéncia dos seres humanos. Assim, a manuten¢do das
funcdes ecologicas e agricolas dos solos ¢ de responsabilidade da humanidade (KABATA-
PENDIAS, 2011). A contamina¢do do solo por elementos-tragco pode limitar o seu uso e
comprometer a qualidade dos alimentos.

O termo ‘elemento-trago’ tem sido usado para definir metais cationicos e oxianions
presentes em baixas concentracdes (usualmente < 0,1 dag kg') em solos e plantas
(ESSINGTON, 2004). Este termo tem sido preferido em diversas publicagdes recentes que
tratam desse assunto, em detrimento da expressao metal pesado, a qual nunca foi definida por
nenhum 6rgdo oficial na 4rea de quimica (p.e., [UPAC).

Em condi¢des naturais, os teores de elementos-tragco no solo sao baixos, e dependem do
material de origem, do grau de intemperismo do solo e nivel de desenvolvimento do solo
(SILVA et al., 2016). No entanto, nos ultimos anos, o crescimento populacional e o
desenvolvimento de atividades econdmicas tém contribuido para o aumento da concentragao
de elementos-traco nos solos, tornando a contaminag¢ao devido a acdo humana a mais comum.
As principais fontes antropogénicas de elementos-trago no solo sdo as emissoes de industrias e
da mineracdo, disposi¢do inadequada de residuos com alta concentracdo de elementos-traco,
uso de combustiveis fosseis e tintas, aplicagdo de fertilizantes, adubos de origem animal, lodos
de esgoto, pesticidas, utilizagdo de dguas residuais para a irrigagao, derramamento de produtos
petroquimicos e a deposi¢do atmosférica (WUANA; OKIEIMEN, 2011).

Os processos de acumulo e transporte de elementos-tragco no solo dependem, em grande
parte, das suas interacdes com a fase sdlida do sistema. Estas interagdes sdo bastante complexas,
envolvendo reagdes de adsor¢do e dessorcao, precipitacdo e dissolu¢do, complexacdo e oxi-
redu¢do (HE; YANG; STOFFELLA, 2005). Entre os principais fatores que influenciam essas
interacdes estdo o pH, a textura e mineralogia da fragdo argila, teor e constituicdo da matéria
organica, capacidade de troca de cations (CTC) e o potencial de redu¢do e oxidagdo do solo,

bem como as propriedades dos elementos-traco (ALAMGIR, 2016).
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Os elementos-trago associam-se a diversos componentes do solo, apresentando-se sob
varias espécies quimicas que regulam a solubilidade e mobilidade, assim como a sua
disponibilidade aos sistemas biologicos. Consideram-se prontamente disponiveis os elementos-
tragco em formas soluveis, dissolvidos na solu¢dao do solo, ou na forma trocavel, adsorvido as
cargas do solo. Os elementos-trago precipitados, ocluidos e formando quelatos pouco soluveis

com a matéria organica apresentam baixa ou nula disponibilidade (ALLOWAY, 2013).
22 0 CUNO SOLO E EM PLANTAS

Elementos-tragos podem estar presentes nos organismos sem qualquer fungao especifica
ou conhecida, tais como o cddmio (Cd), o chumbo (Pb) e o mercurio (Hg), e sdo chamados de
ndo-essenciais. Esses elementos podem ser toxicos sob baixas concentragdes. Entretanto, o Cu
¢ um nutriente essencial, indispensavel para o desenvolvimento de aproximadamente todas as
plantas superiores e animais, por ser cofator de varias enzimas e constituinte de moléculas.
Dessa forma, quando presente em teores abaixo do adequado, causa deficiéncia e pode
influenciar negativamente o metabolismo dos organismos vivos. Todavia, é requerido em
baixas concentracdes que, ao serem superadas, podem causar problemas de toxicidade

(DROPPA, 1984; CHEN; KAO, 1999; EPSTEIN; BLOOM, 2005).

2.2.1 O Cuno solo

A concentracado inicial de Cu no solo depende do material de origem e dos processos de
formacao do solo. Entretanto, varias fontes significativas como fertilizantes, lodo de esgoto,
estercos, residuos de subprodutos industriais e a qualidade das dguas de irrigagdo tem
contribuido para o aumento dos niveis de Cu em solos agricolas. Niveis de Cu aumentados
também sdo observados em solos em torno de minas de Cu e sidertrgicas. Como o Cu ¢ pouco
movel na maioria das condi¢des de solo, contetidos elevados podem persistirem por longos
periodos (KABATA-PENDIAS, 2011).

O Cu possui grande habilidade em interagir com os componentes minerais € organicos
do solo. Entretanto, ¢ pouco mdvel no solo devido a sua forte adsor¢ao aos coldides organicos
e inorganicos. Ocorre nas formas cuprosa (Cu®) e ctiprica (Cu*?), mas pode também ocorrer na
forma metalica em alguns minerais (ABREU; LOPES; SANTOS, 2007).

Apesar da baixa mobilidade, ¢ abundante nas solug¢des de todos os tipos de solos. Suas
formas mais comuns na solucdo de solos 4acidos sdo os quelatos organicos soluveis

(RUTKOWSKA; SZULC; BOMZE, 2012).
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Uma das interagdes mais relevantes do Cu no solo ¢ a adsor¢do do elemento-trago as
particulas solidas, principalmente aos 6xidos de ferro (Fe) e manganés (Mn), matéria organica,
sulfetos e carbonatos. A adsor¢do especifica parece desempenhar um papel mais importante do
que a adsor¢ao nao-especifica. Os 6xidos de Mn e a matéria organica sao mais propensos a se
ligar ao Cu de forma nao-trocavel. A complexagdo a matéria organica nas formas de acido
hiimico e falvico ¢ um mecanismo eficaz de retengdo do Cu nos solos. Dessa forma, a
capacidade méaxima de sor¢ao do Cu de diferentes solos varia significativamente de acordo com
as propriedades fisicas e quimicas das substancias organicas (BRADL, 2004).

Entre os principais atributos que influenciam as intera¢cdes do Cu com o solo estdo o pH
(SHAHEEN et al., 2015), o teor de matéria organica e de minerais do solo, incluindo 6xidos de
Fe, aluminio (Al) e Mn, 6xidos, hidroxidos e carbonatos (COUTO et al., 2015; BRUNETTO et
al., 2018;) a CTC e a composi¢ao da matéria organica (FERNANDEZ-CALVINO et al., 2010).

2.2.2 O Cu em plantas

O Cu ¢ um metal de transicdo e um micronutriente essencial que se apresenta em
concentragdes muito pequenas em tecidos bioldgicos. Um nivel 6timo de Cu € necessario para
o crescimento e desenvolvimento normal das plantas devido ao seu envolvimento em
numerosos processos vegetais. Esse nivel 6timo, na massa seca da parte aérea, varia de 2-5 mg
kg! a 15-30 mg kg, dependendo da espécie analisada (ADREES et al., 2015). Sendo
constituinte de proteinas, o Cu € necessario para o funcionamento normal de mais de 30
enzimas, principalmente catalisando as reacdes redox. As proteinas constituidas por Cu mais
abundantes em tecidos verdes sdo a plastocianina e a Cu/Zn superoxido dismutase (EPSTEIN;
BLOOM, 2005). Grande parte do Cu nas plantas estd presente nos cloroplastos, onde ¢
principalmente associado a proteinas envolvidas na cadeia de transporte de elétrons (HANSCH;
MENDEL, 2009). Uma caracteristica importante do Cu®* ¢ a sua capacidade de se ligar a
moléculas pequenas, tais como o Oz, como ligantes. Assim, o Cu € cofator de um grande nimero
de oxidases (YRUELA, 2009). O Cu também pode desempenhar um papel significativo nas
reacoes de carboxilacao da fotossintese, uma vez que esta presente naturalmente na molécula
da enzima RuBisCO, a qual se envolve na fixagdo do COz no ciclo de Calvin (STIBOROVA;
DOUBRAVOVA; LEBLOVA, 1986).

O sistema radicular das plantas desempenha um papel ativo na absor¢do de Cu a partir
da solu¢ao do solo. Primeiramente, o Cu ¢ adsorvido na superficie das raizes, onde se dissocia

de suas formas complexas, antes da absor¢ao pelas plantas (LIU et al., 2017). A parede celular
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da superficie das raizes ¢ formada por uma rede de celulose, pectinas e glicoproteinas que
possuem cargas negativas que atraem o Cu por meio de ligagdes idnicas (PRINTZ et al., 2016).
O Cu também se liga na parede celular da superficie das raizes através de reagdes nao-ionicas
de grupos de coordenagdo contendo fosfatases e peroxidases (MARSCHNER, 2012). O
apoplasto das raizes ¢ um importante compartimento de acumulag¢do de elementos-traco nas
plantas (MEYCHIK, 2016). A absor¢ao de Cu propriamente dita nas células radiculares ocorre
por meio de transporte passivo (ndo metabolico) e/ou ativo (metabolico) através de diferentes
transportadores, tais como os das familias COPT/Ctr e ZIP ou co-transportadores. (PRINTZ,
2016).

Apos a absor¢do pelas raizes, o Cu € translocado para a parte aérea através do xilema e
floema (ANDO et al., 2013). O carregamento no xilema ocorre principalmente através de duas
rotas: apoplastica e simplastica. O transporte apoplastico do Cu ocorre através dos espacgos
intercelulares. A transferéncia de solutos de baixo peso molecular, tais como elementos-traco
complexados ou livres, ocorre por difusdo da solucdo do solo para os espagos intercelulares,
antes de ser bloqueada pelas estrias de Caspary na endoderme. O transporte simplastico de Cu
ocorre através da membrana plasmadtica celular com a ajuda de diferentes transportadores
(MARSCHNER, 2012). Pouco se sabe como ocorre o carregamento do Cu no xilema. Deng et
al. (2013) sugerem que a ATPase OsHMAS, que esté localizada no periciclo de raizes maduras
e na regido dos tecidos vasculares, esta envolvida no transporte do Cu(l) das raizes a parte aérea.
Durante esse processo, ocorre a reoxidacdo do Cu(l) a Cu(Il) e a complexagdo a quelantes
metalicos, permitindo o seu transporte a longas distancias (RYAN et al., 2013). O transporte de
Cu complexado ¢ feito por membros da familia YSL, uma subfamilia da familia de
transportadores OPT (ZHENG et al, 2012). Metalotioneinas, metalochaperonas e
transportadores da familia COPT/Ctr sdo responséaveis pela remobilizagdo e redistribui¢do do
Cu nas plantas (MIRA; MARTINEZ-GARCIA; PENARRUBIA, 2001; JUNG et al., 2012;
WAN; SCHICHT; FREISINGER, 2013).

O Cu ¢ moderadamente movel nas plantas. A maior parte parece permanecer em raizes
e folhas velhas até a senescéncia; apenas pequenas quantidades sdo transportadas para tecidos
jovens (KABATA-PENDIAS, 2011). Nas raizes, grande parte do Cu estd localizado na
epiderme, sobretudo associado a parede celular e ligantes do grupo histidina, ou sequestrado
nos vacuolos de células corticais adjacentes a endoderme (SHI et al., 2008; KOPITTKE et al.,
2009b). Na parte aérea, o excesso de Cu ¢ imobilizado por mecanismos eficientes de sequestro

quelacdo (LANGE et al., 2016).
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A concentrac¢do de Cu abaixo de 2-5 mg kg! na parte aérea pode ocasionar uma redugio
severa no crescimento das plantas, quando os sintomas de deficiéncia se tornam evidentes
(ADREES et al., 2015). Plantas deficientes de Cu apresentam alteragdes na expressao génica e
na ativacao de mudancas morfologicas, tais como na arquitetura de raizes e folhas. O Cu ¢ um
nutriente de baixa mobilidade na planta. Assim, sintomas tipicos de deficiéncia aparecem
primeiramente no apice e, posteriormente, se estendem as margens das folhas jovens. As folhas
podem ficar retorcidas ou malformadas e apresentar cloroses ou até mesmo necroses
(YRUELA, 2009).

O principal processo afetado pela deficiéncia de Cu nas plantas ¢ a fotossintese. Essa
caréncia ocasiona reducdo no transporte de elétrons no PSI devido a diminuicao da sintese de
plastocianina. Uma redug¢d@o na atividade do PSII também ocorre em cloroplastos deficientes
em Cu, como resultado de alteragdes nas membranas dos tilacdides. Além da desintegragdo das
membranas dos tilacdides dos cloroplastos, plantas deficientes em Cu apresentam redugao no
conteudo de clorofilas e carotenoides e na sintese de plastoquinona (DROPPA, 1984).

Em muitas espécies, o crescimento das plantas ¢ inibido quando a parte aérea apresenta
concentracio que varia de 15 a 30 mg kg™! de Cu na massa seca. Os sintomas da fitotoxicidade
sdo caracterizados pela necrose, encarquilhamento, engrossamento e redug¢do do comprimento
de raizes, além da inibicdo da formacao de raizes secundarias. Na parte aérea, a toxicidade ao
Cu ¢ evidenciada pela reducao do comprimento de caules e folhas, diminui¢dao do nimero de
folhas e area foliar, e do aparecimento de cloroses (MARSCHNER, 2012; ADREES et al.,
2015).

Como um elemento de transi¢ao ativa de oxirredugdo, o Cu tem a habilidade de induzir
e iniciar a peroxidacdo lipidica através da producgdo de radicais de oxigénio, principalmente
radicais hidroxila, através da reacdo de Fenton/Haber-Weiss, os quais danificam proteinas,
acidos nucléicos e lipidios nas células (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1984). O elemento-
tragco pode ainda iniciar diretamente a quebra oxidativa de lipideos poli-insaturados. Esses
efeitos podem ainda ser acentuados devido a reducdo da atividade da glutationa redutase
induzida pelo estresse ao Cu, enzima responsavel pela prote¢do dos cloroplastos contra o dano
oxidativo. Dessa maneira, a peroxidacao lipidica induzida ou provocada pelo Cu pode acelerar
a taxa de degradacdo de membranas e componentes celulares e inibir a taxa de restauragao
desses componentes, afetando a fotossintese, respiragdo, sintese e atividade de enzimas e
proteinas e outros processos fisiologicos (CHEN; KAO, 1999; YRUELA, 2009; YRUELA,
2013).
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A toxicidade do Cu a maquinaria fotossintética ocorre através da reducdo do contetido
de clorofilas e da alteracdo da estrutura de cloroplastos e da composicdo das membranas
tilacoides. Essas alteracdes comprometem a conformagao e a atividade fotoquimica do PSI e
PSII (YRUELA, 2013). A redugdo do conteudo de clorofilas ocorre provavelmente como
resultado da inibi¢do induzida pelo Cu do 4cido aminolevulinico desidrogenase (ALA-
desidrogenase), uma enzima do ciclo da biossintese das porfirinas (FERNANDES;
HENRIQUES, 1991) e/ou pelo estimulo da peroxidacao da clorofila pela inducao da produgao
de radicais hidroxila (MARTINOIA; DALLING; MATILE, 1982). O Cu, em excesso nas
plantas, pode induzir & deficiéncia de Fe, que inibe a sintese de protoclorofila (LIDON;
HENRIQUES, 1992). Também pode substituir o magnésio (Mg) nas clorofilas do complexos-
antena e dos centros de reacao do PSI e PSII, danificando, assim, sua estrutura e funcao
(KUPPER; KRONECK, 2005). A reducio da taxa fotossintética liquida pode residir também
no efeito de concentragdes toxicas do Cu a atividade da RuBisCO (LIDON; HENRIQUES,
1991).

Os efeitos toxicos do elemento-trago as raizes podem resultar em uma redugdo dramatica
da absor¢do de dgua e nutrientes, levando a inibi¢do do crescimento e desenvolvimento das
plantas (PANOU-FILOTHEOU; BOSABALIDIS, 2004).

Para o desenvolvimento ideal, as plantas devem manter ndo s6é uma quantidade
adequada de Cu ativo nas células, mas também um equilibrio com os demais nutrientes. Devido
as funcdes significativas do Cu em enzimas e sua valéncia varidvel, os ions que tém afinidade
semelhante ao Cu para proteinas e outros compostos podem ter inter-relagdes antagonistas.
Muitas interacdes complexas de Cu com outros elementos sdo observadas nos tecidos das
plantas e também na rizosfera, particularmente nos processos de absor¢do e transporte
(KABATA-PENDIAS, 2011).

Em relagdo aos micronutrientes, Cu e zinco (Zn) sdo absorvidos pelas raizes pelo mesmo
mecanismo e, portanto, cada um pode inibir competitivamente a absorcao do outro (KABATA-
PENDIAS, 2011). O Cu provoca a reducao do Fe na parte aérea das plantas devido a competi¢ao
entre esses micronutrientes metalicos pela nicotianamina, um quelante de metais em plantas
superiores que esta envolvido tanto no transporte de longa distancia quanto dentro de células
(TAKAHASHI et al., 2003). O antagonismo do Cu ao Mn ¢ evidenciado pela redugdo da
translocacao do elemento das raizes as folhas (KOPITTKE et al., 2009b).

Considerando os macronutrientes, o0 Cu diminui a absor¢do de nitrogénio (N) mineral
pelas raizes (LLORENS et al., 2000), e compete com 0 amdnio (NH4") por transportadores nas

membranas, além de alterar a atividade de algumas enzimas como nitrito redutase, glutamina



35

sintase ou transferase, resultando na falta de determinados aminoacidos (SIEDLESKA, 1995).
Grande parte do Cu nos tecidos vegetais estd associado a fosfatos e oxalatos nao dissolvidos,
presentes na parede celular ou nos vactolos (TINGTING et al., 2014). Dessa maneira, o
aumento nos niveis do metal nas plantas pode provocar a elevacao do fosforo (P) nos tecidos,
atuando preventivamente na defesa dos efeitos nocivos do metal. O Cu atua no efluxo de
potassio (K) no lado citossélico da membrana plasmatica das células das raizes, afetando
negativamente esse nutriente nas plantas (RODRIGO-MORENO et al., 2013). As interagdes de
Cu-Ca (célcio) sdo, geralmente, antagdnicas, uma vez que os ions de Cu>* tendem a deslocar os
ions Ca*" dos sitios de ligagdo, reduzindo assim a concentragio de Ca nos tecidos vegetais
(MATEOS-NARANIJO et al., 2008). Como ja citado anteriormente, o Cu tem efeito antagonista
ao Mg, uma vez que este nutriente ¢ substituido pelo Cu na molécula central da clorofila
(KUPPER; KRONECK, 2005).

Para evitar a toxicidade do Cu, as plantas possuem mecanismos primdrios de tolerancia
para manter a concentragdo correta em diferentes partes ativas da planta. A primeira estratégia
de defesa ¢ evitar o acamulo de concentragdes toxicas em locais sensiveis dentro das células
para prevenir os efeitos nocivos, em vez de desenvolver proteinas que possam resistir aos
efeitos do elemento-trago (YRUELA, 2009). Esses mecanismos incluem: a reducao da absor¢ao
através da ag¢ao de micorrizas ou de exsudatos extracelulares; a imobilizacao do excesso de Cu
nas raizes; a exclusdo do elemento-trago da parte aérea; o estimulo do efluxo do Cu do
citoplasma para o meio externo das células através da membrana plasmatica; a quelagdao do
elemento-trago por fitoquelatinas, metalotioneinas, 4cidos organicos ou proteinas; e a
compartimentaliza¢do do Cu nos vactiolos celulares (HALL, 2002; KRAMER; CLEMENS,
2006).

As plantas podem tolerar o excesso de Cu como espécies de Cu(l) ligadas ao enxofre
(S), que se assemelham a proteinas ricas em glutationa/cisteina, tanto nas raizes quanto nas
folhas das plantas (RYAN et al., 2013). Nas plantas, a glutationa (GSH) controla os niveis de
espécies reativas ao oxigénio em diferentes compartimentos celulares, tais como citosol,
cloroplasto, vacuolos, etc. (YADAV, 2010). A tolerancia ao excesso de Cu também esta
envolvida com a modulacdo da composicdo da parede celular (COLZI et al., 2012), pelo
aumento de proteinas nessas estruturas que se ligam ao Cu (AL-HAKIMI; HAMADA, 2011).
A toxicidade ao Cu em plantas pode também aumentar a concentragao de anions organicos que
podem complexar o Cu e reduzir sua toxicidade pela reducgdo de ions de Cu livres (KELLER et

al., 2015). Além disso, foi relatado que Cu foi ligado principalmente, em paredes celulares de
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raizes, aos grupos carboxila e hidroxila de compostos acidos polares, como celulose,
hemicelulose e polissacarideos (KANG et al., 2015).

Em condig¢des de estresse por Cu em plantas, as atividades de enzimas antioxidantes que
permitem o controle de espécies reativas ao oxigénio também aumentam, configurando um

mecanismo de defesa contra a sua toxicidade (MORALES et al., 2012).

2.2.2.1 Efeito da exposi¢ao ao Cu a espécies gramineas

As gramineas apresentam caracteristicas que as destacam como um grupo evoluido e
diversificado de plantas. Tém importancia fundamental do ponto de vista ecoldgico, ajudando
na recuperagao, protecao e revitaliza¢ao do solo. Possuem desempenho fotossintético eficiente
em diversas condigdes, sdo eficientes na produgdo e dispersao de didsporos, possuem sistema
radicular fasciculado, além de produzirem estoldes e rizomas. Apresentam rapido crescimento,
diferentes niveis de exigéncia do solo, alta capacidade de perfilhamento e cobertura do solo,
sistema radicular que proporciona alto suporte mecanico para o solo, além da grande produgao
de biomassa. (PEREIRA, 2006).

Todavia, gendtipos diferentes podem apresentar respostas distintas em relagdo a
exposicao ao Cu, mesmo que os meios de crescimento apresentem condi¢des idénticas. Dessa
forma, espécies gramineas podem apresentar maior ou menor grau de sensibilidade ao
elemento-traco (KOPITTKE et al., 2009a).

Plenderleith e Bell (1990) estudaram os efeitos do Cu em 12 gramineas forrageiras
desenvolvidas em solo arenoso com doses crescentes de 0 a 600 mg kg™!' (fonte: CuSOa). Até a
dose de 50 mg kg™! do elemento-trago no solo, o capim de Rhodes, Buffel, Guiné, macaricam,
decumbens, Urocloa, indiano, jaraguazao, chordo, a grama bermuda e o milheto apresentaram
redug@o na massa seca da parte aérea das plantas inferior a 35%. Quando a dose subiu para 95
mg kg!, apenas o capim de Rhodes, Urocloa e indiano, e o milheto, apresentaram reducio
inferior a 50%.

No trabalho de Vassilev et al. (2002), no qual foi avaliado os efeitos do Cu em plantas
de cevada cultivadas em areia com doses crescentes do elemento-traco, de 0 a 15 mg kg™! (fonte:
CuS04), foram verificadas redugdes significativas na massa seca das plantas equivalentes a
50% nas raizes e 33% na parte aérea, para a dose de 15 mg kg™

Em trabalho desenvolvido por Borges et al. (2016), o qual visava avaliar os efeitos de
duas doses de Cu no solo (0 e 200 mg kg™'; fonte: Cu(NOs)2) em diferentes gramineas das

espécies Brachiaria brizantha (Hochst. ex A. Rich.) Stapf. e Brachiaria decumbens Stapf., a B.
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brizantha cvs. MG-5, Piata e a B. decumbens ndo apresentaram reducao da massa seca de raizes
e parte aérea, quando desenvolvidas na dose de 200 mg kg™!, em relacdo a dose de 0 mg kg!; a
B. brizantha cv. Marandu também ndo apresentou reducdo para a massa seca de raizes;
entretanto, inclusive, para a parte aérea, houve um aumento de 84%.

Ali, Bernal e Ater (2002), verificando os efeitos do Cu em plantas de Phragmites
australis (Cav.) Trin ex. Steud. e milho cultivadas em solu¢do nutritiva com doses crescentes
do elemento-trago de 0,5 a 157 umol L™ (fonte: CuSOy), observaram redugdes significativas na
massa fresca nas doses de 78,7 e 7,85 umol L para Phragmites australis e para o milho,
respectivamente.

Em plantas de capim de Rhodes desenvolvidas em solucdo nutritiva com doses
crescentes de Cu de 0,10 a 2,06 pmol L™ (fonte: resina saturada com Cu), Sheldon e Menzies
(2005) encontraram doses criticas (redugio de massa seca de 10%) entre 0,6 a 1,1 umol L' de
Cu na solug¢do nutritiva.

Plantas de sorgo desenvolvidas em solugio nutritiva com Cu de 0,32 a 50 umol L,
(fonte: CuSOg4) tiveram reducdo de aproximadamente 20 e 25% na massa seca da parte aérea e
raizes, respectivamente, na maior dose, comparativamente a dose de 0,32 pmol L' (WEI et al.,
2008).

Em plantas de capim Urocloa desenvolvidas em solu¢do nutritiva contaminada com
doses crescentes de Cu (0,12 a 2,30 umol L'!; fonte: CuCly), Kopittke et al. (2009b) encontraram
redugdo de 50% na massa fresca das plantas quando a atividade de Cu na solugdo atingiu 1,0 e
1,2 uM, respectivamente para raizes e parte aérea.

Kopittke et al. (2009a), verificando a tolerancia de gramineas ao Cu quando cultivadas
em areia com a adi¢do de solugdo nutritiva com o elemento-traco (0 a 11 pmol L!; fonte:
CuCl), encontraram doses criticas (reducdo de 50% da massa seca da parte aérea) na dose de
1,7 umol L' para Dichanthium sericeum (R.Br.) A. Camus; 2,4 pmol L para Astrebla
lappacea (Lindl.) Domin; 2,8 umol L! para capim decumbens; 4,4 pmol L' para capim de
Rhodes; 4,5 umol L™ para Austrodanthonia richardsonii cv. Hume; 5,7 pmol L™ para Themeda
australis Forssk.; e 10 umol L"! para capim Urochloa.

Em estudo de Keller et al. (2015) visando avaliar os efeitos do Cu em plantas de trigo
duro cultivadas em solu¢ao nutritiva com o elemento-trago em concentragdes de 0 a 7,65 pmol
L de Cu (fonte: CuSOs4), ndo foi encontrada redugio significativa da biomassa durante todo o
intervalo de doses avaliado. Todavia, os autores verificaram redu¢do do comprimento de raizes

a partir da dose de 1,79 pmol L.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Cav.
https://pt.wikipedia.org/wiki/Trin
https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Steud.&action=edit&redlink=1
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2.3 CARACTERISTICAS DAS GRAMINEAS UTILIZADAS NOS EXPERIMENTOS

A Brachiaria brizantha desenvolve-se em condi¢des ambientais adversas a maioria das
espécies forrageiras (BARDUCCI, 2009). Devido a sua ampla adaptabilidade aos tipos de solos
e climas, e a elevada producao de biomassa, desponta-se como uma das forrageiras mais
utilizadas no Brasil (RAO; KERRIDGE; MACEDO, 1996).

A Brachiaria humidicola € pouco exigente em solos e demora mais tempo para cobrir o
solo, com baixo crescimento no periodo de estiagem, no entanto ¢ tdo produtiva quanto as outras
braquidrias (PEREIRA, 2006).

Plantas de Cynodon dactylon toleram ampla faixa de textura e pH, baixa fertilidade e
encharcamento do solo, e possuem elevada producao de biomassa (CTAHR, 2011).

Axonopus catharinensis, ou grama missioneira gigante, possui alta resisténcia ao frio e ao
pisoteio, a seca e ao excesso de umidade, com alta cobertura do solo, e moderada produgao de
biomassa (DUFLOTH, 2002).

A Hemarthria altissima ¢ uma graminea tolerante a ambientes mal drenados e ao frio,
com moderada producao de massa seca. Pode se desenvolver em condigdes de baixo pH; no
entanto necessita adubagdo. Destaca-se por apresentar ampla capacidade adaptativa e boa
cobertura do solo (QUESENBERRY, 1993).

O Paspalum notatum € uma graminea forrageira comumente empregada em solos
arenosos, de baixa fertilidade e de alta saturacdo de Al, tolerante a seca ¢ inundagdes
esporadicas, também com producdo de massa seca moderada (NEWMAN; VENDRAMINI;
BLOUNT, 2011).

Plantas de Panicum maximum sao altamente produtivas, porém adaptadas a solos

profundos, bem drenados e de boa fertilidade (HERLING; BRAGA; LUZ, 2000).
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3 CRESCIMENTO E NUTRICAO MINERAL DE Brachiaria brizantha cv. Xaraés EM
CAMBISSOLO HAPLICO CONTENDO DOSES CRESCENTES DE COBRE

3.1 RESUMO

As atividades antropicas tém aumentado os teores de Cu nos solos. A Brachiaria brizantha
(Hochst.) Stapf. desenvolve-se bem em condi¢des ambientais adversas a maioria das plantas
forrageiras, sendo uma das espécies mais cultivadas para pastagem no Brasil. No entanto, ainda
sd0 necessarias maiores informagdes a respeito dos efeitos do Cu a essa espécie. O objetivo
deste trabalho foi avaliar o efeito da aplicagdao de doses de Cu em cambissolo haplico a plantas
de Brachiaria brizantha cv. Xaraés (capim xaraés), considerando a disponibilidade de Cu,
crescimento, trocas gasosas, acumulacao de nutrientes e concentragdo de Cu nas plantas, com
o intuito de calcular a dose critica inferior (deficiéncia) e a dose critica superior (toxicidade)
Um experimento foi conduzido em casa de vegetagdo com unidades experimentais que se
constituiram de plantas de capim xaraés cultivadas em vasos com solo com doses crescentes de
Cu (0, 30, 60, 120 e 200 mg kg'!), em delineamento inteiramente casualizado, com quatro
repetigdes. Antes do cultivo das plantas, foi determinada a disponibilidade de Cu no solo. Aos
41 dias de crescimento, foram avaliadas as trocas gasosas, o indice SPAD e a altura estendida
das plantas, e ap0ds a colheita, a area foliar e a massa seca de raizes, colmos, folhas e total. De
posse desses dados foram calculados a area foliar especifica, a relagdo raiz:parte aérea ¢ a
relacdo folha:colmo. Seguidamente, foram determinadas a concentracao de Cu nas raizes e parte
aérea ¢ de nutrientes na parte aérea, bem como calculados a acumula¢do de nutrientes na parte
aérea e o fator de translocagdao do Cu nas plantas. O aumento das doses de Cu aplicadas no solo
aumentou linearmente a disponibilidade de Cu as plantas. Esse aumento provocou o aumento
do crescimento das plantas até doses estimadas que variaram de 65,07 a 106,92 mg kg, e a
redugdo, em doses superiores. Aumentou a taxa fotossintética liquida, taxa de transpiracao e
condutincia estomética até doses estimadas que variaram de 75,12 a 84,25 mg kg™, com
redugdo para as doses superiores. Aumentou a acumulacao de nutrientes na parte aérea das
plantas até doses estimadas que variaram de 75,12 a 84,25 mg kg™!, com reducfio para as doses
superiores. Houve aumento exponencial da concentracdo de Cu nas raizes. Apesar do aumento
de Cu na parte aérea, os valores ndo superam 12,70 mg kg!. Houve redugio exponencial do
fator de translocacdo. Plantas de capim xaraés cultivadas em cambissolo haplico com doses
crescentes de Cu, tem como dose critica inferior 62,60 mg kg™!, e dose critica superior, 128,92
mg kg

Palavras-chave: Elementos-traco. Nutricdo de plantas. Gramineas forrageiras.
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GROWTH AND MINERAL NUTRITION OF Brachiaria brizantha cv. Xaraés IN
TYPIC DYSTRUDEPTS WITH COPPER INCREASING DOSES

3.2 ABSTRACT

Anthropogenic activities have increased the levels of copper (Cu) in soils. Brachiaria brizantha
(Hochst.) Stapf. develops well under adverse environmental conditions to most forage plants,
being one of the most cultivated species for grazing in Brazil. However, further information is
needed about the effects of copper (Cu) to this species. The objective of this work was to
evaluate the effects of the application of Cu doses in Typic Dystrudepts to plants of Brachiaria
brizantha cv. Xaraés (xaraés grass), considering Cu availability, growth, gas exchange, nutrient
accumulation and Cu concentration in plants, with the aim of to calculate the lower critical dose
(deficiency) and the higher critical dose (toxicity). An experiment was carried out in greenhouse
with experimental units consisting of xaraés grass plants cultivated in pots with soil containing
increasing doses of Cu (0, 30, 60, 120 and 200 mg kg™!) in completely randomized design, with
four replicates. Before plant cultivation, the availability of Cu in the soil was determined. At 41
days of growth, gas exchange, SPAD index and plant height were evaluated, and after harvest,
leaf area and dry mass of roots, culms, leaves and total were measured. With these data, the
specific leaf area, the root:shoot ratio and leaf:stem ratio were calculated. The concentration of
Cu in the roots and shoots and the concentration of nutrients in the shoots were determined, and
the accumulation of nutrients in shoots and the translocation factor of Cu in the plants were
calculated. The increasing doses of Cu applied to the soil resulted in linear increase of Cu
availability to the plants. This increase resulted in increase to plant growth until estimated doses
that varied from 65.0 7 to 106.92 mg kg™!, and decrease at higher doses. There was increase of
net photosynthetic rate, transpiration rate and stomatal conductance until estimated doses that
varied from 75.12 to 84.25 mg kg, with reduction at higher doses. There was increase of
nutrient accumulation in shoots until estimated doses that varied from 75.12 to 84.25 mg kg™,
and reduction at higher doses. There was exponential increase in the Cu concentration in the
roots. Despite the increase of Cu in the aerial part, the values do not exceed 12.70 mg kg™
There was exponential decrease of the translocation factor. Plants of xaraés grass cultivated in
Typic Dystrudepts with increasing doses of Cu have a minimum critical dose of 62.60 mg kg™!
and a maximum critical dose of 128.92 mg kg™

Keywords: Trace elements. Nutrition of plants. Forage grasses.
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3.3 INTRODUCAO

Os teores originais de cobre (Cu) no solo dependem do material de origem e dos
processos de formacdo do solo. Entretanto, a aplicacdo de fertilizantes, lodos de esgoto,
estercos, residuos de subprodutos industriais e a qualidade das 4guas de irrigagdo tem
contribuido para o aumento dos niveis de Cu em solos agricolas. Altos teores do elemento-trago
também sdo observados em solos do entorno de minas e sidertrgicas. Como o Cu € pouco mével
na maioria das condigdes de solo, concentragdes elevadas podem persistirem por longos
periodos (KABATA-PENDIAS, 2011).

O Cu ¢ um elemento essencial as plantas por estar envolvido em muitos processos
fisiologicos. Participa do transporte de elétrons na fotossintese e respiracdo mitocondrial, uma
vez que ¢ constituinte da plastocianina e da enzima citocromo ¢ oxidase, das reacdes de
carboxilagdo da fotossintese, através da associacdo a RuBisCO, e com respostas ao estresse
oxidativo, por integrar a enzima Cu/Zn superéxido dismutase (STIBOROVA;
DOUBRAVOVA; LEBLOVA, 1986; EPSTEIN; BLOOM, 2005; HANSCH; MENDEL, 2009;
TAIZ; ZIEGER, 2010). Também tem papel fundamental no metabolismo da parede celular e
na sinalizacdo hormonal. Em nivel celular, desenvolve funcdes essenciais na sinalizagao da
transcri¢do de proteinas, fosforilacdo oxidativa e mobilizacdo de Fe (YRUELA, 2009).

Concentragdes 6timas de Cu, na massa seca da parte aérea, podem variar de 2-5 a 15-
30 mg kg!, dependendo da espécie analisada (MAHMOOD; ISLAM, 2006; AZOOZ et al,
2012; ADREES et al., 2015).

O principal processo afetado pela deficiéncia de Cu nas plantas € a fotossintese, devido
a redugdo no transporte de elétrons no PSI, com a diminui¢do da sintese de plastocianina. Uma
reducdo na atividade do PSII também ocorre em cloroplastos deficientes em Cu, como resultado
de alteragdes nas membranas dos tilacoides. Além da desintegracdo das membranas dos
tilacéides dos cloroplastos, plantas deficientes em Cu apresentam redug¢dao no conteudo de
clorofilas e carotenoides e na sintese de plastoquinona (DROPPA, 1984). Sintomas tipicos de
deficiéncia aparecem primeiramente no apice e, posteriormente, se estendem as margens das
folhas jovens. As folhas podem ficar retorcidas ou malformadas e apresentar cloroses ou até
mesmo necroses (YRUELA, 2009).

Sob concentragdes toxicas nas plantas, o Cu induz a peroxidacao lipidica, a qual acelera
a taxa de degradacdo de membranas e componentes celulares e inibe a taxa de restauracio
desses componentes, afetando a fotossintese, respiragdo, sintese e¢ atividade de enzimas e

proteinas, entre outros processos fisioldgicos (CHEN; KAO, 1999; YRUELA, 2009; YRUELA,
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2013). A fotossintese ¢ afetada pela reducdo do conteudo de clorofilas e pela alteracdo da
estrutura de cloroplastos e da composi¢do das membranas tilacdides, as quais comprometem a
conformagdo e a atividade fotoquimica do PSI e PSII (DROPPA, 1984). Os sintomas da
fitotoxicidade sdo caracterizados pela necrose, encarquilhamento, engrossamento e reducao do
comprimento de raizes, além da inibi¢do da formacao de raizes secundarias. Na parte aérea, a
toxicidade ao Cu ¢ evidenciada pela redu¢ao do comprimento de caules e folhas, diminui¢do do
numero de folhas e area foliar, e do aparecimento de cloroses (MARSCHNER, 2012; ADREES
etal., 2015; FEIGL et al., 2015). Os efeitos toéxicos do elemento-trago as raizes podem resultar
em uma redu¢do dramatica da absor¢ao de dgua e nutrientes, levando a inibi¢do do crescimento
e desenvolvimento das plantas (PANOU-FILOTHEOU; BOSABALIDIS, 2004).

Para o desenvolvimento ideal, as plantas devem manter ndo s6 uma quantidade
adequada de Cu ativo nas cé€lulas, mas também um equilibrio com os demais nutrientes. Devido
as funcdes significativas do Cu em enzimas e sua valéncia variavel, os ions que tém afinidade
semelhante ao Cu para proteinas e outros compostos podem ter inter-relagdes antagonistas.
Muitas interacdes complexas de Cu com outros elementos sdo observadas nos tecidos das
plantas e também na rizosfera, particularmente nos processos de absor¢do e transporte
(KUPPER; KRONECK, 2005; MATEOS-NARANJO et al., 2008; KOPITTKE et al., 2009
KABATA-PENDIAS, 2011).

A Brachiaria brizantha (Hochst. ex A. Rich.) Stapf apresenta elevada producao de
biomassa, sistema radicular vigoroso e profundo, elevada tolerancia a deficiéncia hidrica e
absorcdo de nutrientes em camadas mais profundas do solo. Desenvolve-se em condigdes
ambientais adversas & maioria das culturas utilizadas para pastagem e cobertura do solo. E
indicada para solos de média a alta fertilidade, no entanto ¢ adaptada a solos acidos e de baixa
fertilidade natural, dado sua rusticidade (BOTREL et al., 1999; BARDUCCI, 2009). Devido a
essas caracteristicas, ¢ uma das espécies de gramineas forrageiras mais comumente cultivadas
em paises de clima tropical, inclusive o Brasil (RAO; KERRIDGE; MACEDO, 1996).

Borges et al. (2016), avaliando os efeitos de duas doses de Cu no solo (0 e 200 mg kg
1) em forrageiras do género Brachiaria, verificaram que plantas de Brachiaria brizantha cvs.
Marandu, Piatd e Xaraés (MG-5) desenvolvidas na dose de 200 mg kg'! nio apresentaram
reducio da producgdo de massa seca de raizes e parte aérea em relacdo a dose 0 mg kg'!. Dentre
esses cultivares, o capim xaraés apresentou o melhor desempenho de produgdo de massa seca
da parte aérea, quando desenvolvido na maior dose. Ainda assim, sdo necessarias maiores
informagdes a respeito dos efeitos da aplicacdo de doses de Cu no solo dentro da faixa avaliada

naquele trabalho as plantas de capim xaraés.
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Dessa maneira, este trabalho teve por objetivo avaliar os efeitos da aplicagdo de doses
de Cu em Cambissolo Haplico ao capim xaraés, considerando a disponibilidade do Cu no solo
e o crescimento, as trocas gasosas nas folhas, a acumulagdo de nutrientes na parte aérea ¢ a
concentracdo de Cu nas plantas, a fim de calcular a dose critica inferior (deficiéncia) e a dose

critica superior (toxicidade).

3.4 MATERIAL E METODOS

O experimento em vasos com solo foi conduzido entre os meses de fevereiro e margo
de 2015, em casa de vegetagdo em Lages, SC (27°48'58"S e 50°19'34”0). O solo foi coletado
com o auxilio de pa-de-corte, em perfil de 0 a 20 cm de um Cambissolo Haplico (EMBRAPA,
2013), em ambiente de vegetagao de Campos, no mesmo municipio. O material de origem foi
caracterizado como produto da alteragao de rocha efusiva do tipo riodacito. Posteriormente, o
solo foi seco em estufa com circulacao de ar forgada a 65 °C por 48h, destorroado, moido,
homogeneizado e tamisado em peneira de 2 mm.

Amostras de solo foram tomadas para a determinagdo das caracteristicas fisico-
quimicas, as quais seguem: pH em 4gua de 4,5; CTC em pH 7,0 de 15,18 cmol. dm™; teores de
Al, Ca e Mg trocaveis de 7,72; 3,31 e 1,04 cmol. dm™, respectivamente; teores de K trocével e
P disponivel de 52 e 0,6 mg dm™; teor de Cu disponivel de 2,53 mg dm?; e teor de matéria
organica de 24,7 dag kg™!, em que as analises e determinagdes foram procedidas de acordo com
Tedesco et al., 1995. O Cu total foi determinado de acordo com a ISO11047/1998(E) (1998),
resultando em 12,37 mg kg'!. A argila, silte e areia, com 205,00, 87,41 e 707,59 g kg,
respectivamente, foram obtidos através do método do densimetro (EMBRAPA, 1997).

Esse solo foi selecionado por apresentar alto teor de areia e baixos teores de argilas ndo
silicatadas e de matéria organica, caracteristicas que, associadas ao baixo pH natural,
proporcionam alta disponibilidade de Cu as plantas (KABATA-PENDIAS, 2011).

O solo foi adubado para correcao total de N, P e K, de acordo com os niveis de fertilidade
adequados para o cultivo de gramineas de estacdo quente, com as doses de 200 kg ha! de N,
120 kg ha! de P,Os e 100 kg ha! de K»O (CQFS-RS/SC, 2004). Nio foi procedida a correcio
do pH.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, e os
tratamentos se consistiram da aplicagdo de doses crescentes de Cu (0, 30, 60, 120 e 200 mg kg
1) adicionadas ao substrato, cada qual com 4 repeti¢des. Essas doses foram definidas com base

nos valores de orientadores de qualidade do solo para o Cu: 60 mg kg! representa o valor de
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prevencgdo, e 200 mg kg™! representa o valor de investigago, concentracdo maxima permitida
para solos agricolas, estabelecidos pelo CONAMA (BRASIL, 2009). A contaminacdo foi
procedida através de solugdes de nitrato de Cu [Cu(NO3)2]. A aplicagdo de nitrato de Cu para
as doses de Cu 0, 30, 60, 120 e 200 mg kg™! equivale a um acréscimo de 25, 50, 100 e 170 kg
ha! de N no solo, respectivamente. Subsequentemente, o solo foi mantido incubado com
umidade na capacidade de campo (CC), até a estabiliza¢do do pH, que ocorreu em 4,3.

Em cada unidade experimental, constituida por 0,5 kg de solo em vaso, foram semeadas
10 sementes comerciais ndo tratadas. O desbaste foi realizado apos 10 dias da semeadura,
deixando-se 5 plantas em cada vaso. A partir da semeadura, as plantas cresceram por 42 dias
(ver Figura 1), periodo em que a umidade do solo foi mantida em CC, e a temperatura entre 15
e 25 °C e aumidade do ar entre 70 e 95%, controladas por sistema automatizado, sob condi¢des
naturais de fotoperiodo e intensidade luminosa. A aleatorizagao dos vasos foi procedida a cada

5 dias.

Figura 1 - Plantas de capim xaraés desenvolvidas em solo com doses crescentes de Cu apos 42
dias da semeadura.

Fonte: Elaborada pelo autor, 2015.

Antes do cultivo das plantas, foi determinado a concentracdo de Cu disponivel no solo,

de acordo com Tedesco et al. (1995), em que a extracdo foi procedida com HC1 0,1 mol L, e
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a analise realizada através de espectrometro de absor¢do atomica de alta resolugcdo com fonte
continua, com atomiza¢do em chama ar-acetileno (HR CS FAAS) (ContrAA 700; Analytyc
Jena, Jena, Alemanha).

Aos 41 dias de crescimento, foram mensurados parametros relacionados as trocas
gasosas das plantas. Para tanto, amostrou-se a folha mais jovem completamente expandida em
cada repeticao por tratamento. Para as trocas gasosas, a taxa fotossintética liquida das plantas
(4), a taxa de transpiragdo (E), a condutancia estomatica (gs) e a concentracdo de CO-
intercelular (Ci) foram determinadas através de um analisador de gases por infravermelho
portatil (LI-6400XT Portable Photosynthesis and Fluorescence System; LICOR, Lincoln, EUA)
equipado com uma camara foliar com fonte de LED (6400-02b). Tais determina¢des foram
obtidas sob densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente ativos (DFFFA) de 1.000 pmol
de fotons m™ s™!, temperatura foliar de 25 °C, e concentragdo constante de 380 + 5 pmol de CO:
na camara de amostra, provida por um tampao de volume, entre as 9 ¢ 10 horas da manha.

Ao término do cultivo, foram tomadas medidas do indice SPAD das folhas, através de
um clorofildémetro portatil (SPAD 502; Konica Minolta®, Toquio, Japao). Esta varidvel ¢
altamente correlacionada com o teor de clorofila das folhas: valores proéximos de 0 (zero)
indicam baixa concentracao, e proximos de 100 indicam alta concentragdao de clorofilas. As
medidas foram realizadas no tergo inferior, médio e superior das folhas totalmente expandidas,
em 9 folhas de cada unidade experimental, no periodo entre as 9 e 10 horas da manha. Nesta
ocasido, também foram tomadas medidas da altura estendida das plantas (base do colmo ao
apice da maior folha).

As plantas foram colhidas, lavadas em 4gua deionizada e divididas em folhas, colmos e
raizes. A area foliar (AF) foi determinada através de integrador de area foliar (LI-3050A;
LICOR, Lincoln, EUA), tendo sido utilizadas todas as folhas para esta andlise. A parte aérea e
raizes das plantas foram entdo secas em estufa de circulagdo forcada de ar a 65 °C durante 72
horas. Em balanca de precisdao (0,0001 g), foi determinada a massa seca de raizes (MSR),
colmos (MSC) e folhas (MSF). O material seco em estufa foi processado em moinho tipo Wiley
e tamisado em peneira de malha de 20 mesh, sendo posteriormente armazenado em frascos
plasticos vedados.

Os dados de massa seca e area foliar foram utilizados para obtencdo da area foliar
especifica (AFE), relagdo raiz:parte aérea (RRPa) e relagdo folha:colmo (RFC), de acordo com

as equacdes (1), (2) e (3), respectivamente:

AFE = AF / MSF (1)
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RRPa=MSR / (MSC + MSF) 2)

RFC = MSF / MSC 3)

Para quantificar a concentracdo de Cu nas raizes e parte aérea das plantas, procedeu-se
a abertura das amostras através de digestao acida assistida por forno micro-ondas, segundo o
método 3052 da United States Environmental Protection Agency — USEPA (1996). As amostras
se constituiram de 0,25 g (precisdo de 0,0001) de matéria seca dos tecidos vegetais, as quais
foram transferidas para frascos de digestdo de perfluoroalcoxi, onde foram adicionados 9 mL
de 4cido nitrico concentrado (65%).

Logo apos, os tubos foram inseridos em involucros de pressdo de poliéter-éter-cetona.
A abertura das amostras foi procedida em forno microondas Multiwave 3000 (Anton Paar,
Graz, Austria) por 30 minutos, & temperatura de 180 °C, com compensagio da pressio até 20
Bar. Apos o resfriamento, o material foi filtrado em papel filtro quantitativo de 0,00014 g, e os
tubos e filtros foram lavados com 10 mL de 4gua ultra-pura. O material resultante da filtragem
foi diluido a 15 mL e armazenados em tubos tipo falcon. A determinagdo da concentragcdo de
Cu foi realizada através de HR-CS FAAS (ContrAA 700; Analytyc Jena, Jena, Alemanha).

A quantificagdo foi realizada em triplicata. Foram utilizadas oito provas em branco para
a determinacio do limite de detec¢iio do instrumento, o qual correspondeu a 0,02 mg L!, para
as trés triplicatas. A confiabilidade do método analitico empregado para a determinagdo da
concentracdo de Cu nas plantas foi definida em 100+5%, utilizando-se como referéncia a
amostra SRM 1573a (folhas de tomate), certificada pela National Institute of Standards and

Technology (NIST). Os valores recuperados da amostra referéncia encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1 - Valores recuperados pelo método utilizado na determinagdo da concentragao de Cu
nas amostras de tecido vegetal das plantas de capim xaraés.

. Valor certificado Valor recuperado Recuperagao
Amostra Triplicata (mg k') (mg kg™)) (%)
SRM 1573a 1 4,70 4,89 104,04
2 4,70 4,84 102,98
3 4,70 4,75 101,06

Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.
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Uma vez que a lavagem com agua deionizada ndo remove o Cu adsorvido as raizes, a
concentragdo do elemento-trago determinada inclui tanto a fragdo absorvida quanto a fracao
adsorvida a superficie dessa estrutura.

Com as concentracdes de Cu nas raizes e parte aérea, foram calculados os fatores de

translocagdo (FT) para o elemento-trago entre essas estruturas, de acordo com a equagao (4):

FT = Concentracao de Cu na parte aérea / Concentracdo de Cu nas raizes 4

Na parte aérea, também foi avaliada a acumulagdo de Ca, K, Mg, N e P, em que a
abertura das amostras foi realizada através da digestdo por acido sulftrico (H2SO4) e peréxido
de hidrogénio (H202) com mistura de digestdo, descrita por Tedesco et al. (1995). A
concentracdo de Ca e Mg foi determinadas por HR CS FAAS; a concentra¢do de K foi
determinada por espectrofotometro de emissdo de chama (F AES) (DM-62; Digimed, Campo
Grande) e a concentragdo de N foi determinada em destilador micro-Kjeldahl (MA036;
Marconi, Piracicaba) seguindo as metodologias de determina¢do descritas por Tedesco et al.
(1995). Para o P, a digestdo seguiu da mesma maneira como a descrita acima, no entanto a
determinagdo da concentragdo foi obtida por espectrofotdometro de absor¢do molecular (UV
Vis) (SPEKOL® 1300; Analytik Jena, Jena, Alemanha), seguindo a metodologia descrita por
Murphy e Riley (1962). Ademais, foram avaliados, na parte aérea das plantas, as acumulagdes
de Fe, Mn e Zn, em que a digestdo seguiu a mesma metodologia descrita para o Cu, e a
determinagdo da concentragdo foi realizada por HR CS FAAS. A acumulacao de cada nutriente

na parte aérea das plantas foi calculada de acordo com a equagdo 5:

Acumulacao do nutriente = Concentragdo do nutriente na parte aérea x (MSC + MSF)  (5)

Os dados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk, ao teste
de homogeneidade das variancias de Bartlett e a andlise de variancia. A seguir, foram ajustadas
equacdes de regressao entre as doses de Cu aplicadas no solo e as variaveis analisadas, com o

auxilio do programa Sigma Plot (2011), considerando-se p<0,05.
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3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O teor de Cu disponivel foi afetado significativamente pela aplicagdo de doses de Cu no
solo (ver Figura 2). Houve aumento linear entre as doses de 0 € 200 mg kg™!, correspondendo a
5,60 e 43,82 mg kg™!, 32 e 54% do Cu total no solo (teores originais + dose de Cu aplicada)
respectivamente para essas doses, revelando alta propor¢ao do elemento-trago ligado a fracao
disponivel de Cu do solo (ver Figura 2). Em solos acidos de vinhedo, com horizontes
superficiais arenosos e historico de aplicagdo de defensivos quimicos a base de Cu, Brunetto et

al. (2018) encontraram valores de Cu disponivel no solo em torno de 72%.

Figura 2 - Concentragdo de Cu disponivel com a aplicacdo de doses crescentes de Cu no solo.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.

A aplicagdo de doses de Cu no solo resultou em efeitos significativos e comportamento
quadratico para a area foliar, area foliar especifica, indice SPAD e altura estendida de plantas
de capim xaraés (ver Figura 3). Para a éarea foliar, houve aumento de 5% entre a dose 0 mg kg~
!'e a dose estimada de 65,07 mg kg!, e reduciio de 22% entre essa dose e a dose de 200 mg kg~
! (ver Figura 3). Para a 4rea foliar especifica, houve reducio de 17% entre a dose 0 mg kg™ e a
dose estimada de 130,51 mg kg™ (ver Figura 3). O indice SPAD aumentou 1% entre a dose de
0 e a dose estimada de 77,71 mg kg™, e reduziu 3% entre essa dose e a dose de 200 mg kg™ (ver
Figura 3). Para a altura estendida, houve aumento de 27% entre a dose 0 mg kg™ e a dose
estimada de 93,59 mg kg™ (ver Figura 3), com redugio de 27% entre essa dose e a dose de 200

mg kg
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Figura 3 - Area foliar, area foliar especifica, indice SPAD e altura estendida de plantas de capim
xaraés desenvolvidas em solo com doses crescentes de Cu.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.

A aplicagdo de doses de Cu no solo resultou em efeitos significativos e comportamento
quadratico para a massa seca total, de folhas, colmos e raizes de plantas de capim xaraés (ver
Figura 4). Para a massa de folhas, houve aumento de 23% entre a dose 0 mg kg™ e a dose
estimada de 94,89 mg kg!, e redugio de 23% entre essa dose e a dose de 200 mg kg™ (ver
Figura 4). Para a massa de colmos, houve aumento de 38% entre a dose 0 mg kg™ e a dose
estimada de 106,92 mg kg!, e reduciio de 21% entre essa dose e a dose de 200 mg kg™ (ver
Figura 4). Para a massa de raizes, houve aumento de 19% entre a dose 0 mg kg'! e a dose
estimada de 80,08 mg kg!, e redugio de 36% entre essa dose e a dose de 200 mg kg™ (ver
Figura 4).

A variagao na massa seca total foi reflexo da contribui¢ao dos efeitos do Cu na massa
seca das folhas, colmos e raizes, os quais foram semelhantes ao que ocorreu para aquela
variavel. Para a massa seca total, houve aumento de 24% entre a dose 0 mg kg!' e a dose
estimada de 91,22 mg kg™!, e reducdo de 27% entre essa dose e a dose de 200 mg kg™ (ver
Figura 4).
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Figura 4 - Massa seca total, de folhas, colmos e raizes de plantas de capim xaraés desenvolvidas
em solo com doses crescentes de Cu.
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Plenderleith e Bell (1990), estudando os efeitos do Cu em 12 gramineas forrageiras
desenvolvidas em solo com doses crescentes de 0 a 600 mg kg™! do elemento-trago, verificaram
reducdo da producdo de massa seca da parte aérea para o milheto entre as doses de 95 e 175 mg
kg'l; para o capim de Rhodes, Buffel, Guiné, macaricam, decumbens, Urocloa, setaria, chordo,
grama bermuda, a reducio ocorreu entre as doses de 50 e 95 mg kg'!; e para o jaraguazio, a
redugio ocorreu entre as doses de 2 e 50 mg kg™

No trabalho de Vassilev et al. (2002), no qual foi avaliado os efeitos do Cu em plantas
de cevada cultivadas em areia com doses crescentes do elemento-trago, de 0 a 15 mg kg™, foram
verificadas redugdes significativas na massa seca das plantas equivalentes a 42% nas raizes e
31% na parte aérea, para a dose de 15 mg kg™

Borges et al. (2016) ndo identificaram diferenga significativa na produ¢do de massa seca
de raizes e parte aérea de plantas de capim xaraés desenvolvidas nas doses de 0 e 200 mg kg™

de Cu no solo.
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A aplicagdo de doses de Cu no solo resultou em efeitos significativos e comportamento
linear para a relacdo folha:colmo e para a relagdo raiz:parte aérea (ver Figura 5). A relagao
folha:colmo sofreu redugdo durante o intervalo testado, correspondendo a 12% entre a dose 0 e
200 mg kg™ (ver Figura 5). A relagdo raiz:parte aérea também sofreu reducdo linear ao longo
da faixa de doses avaliada (ver Figura 5). Essa redugdo correspondeu a 23% entre as doses de

0 € 200 mg kg™ de Cu aplicado no solo (ver Figura 5).

Figura 5 - Relagdo folha:colmo (RFC) e raiz:parte aérea (RRPa) de plantas de capim xaraés
desenvolvidas em solo com doses crescentes de Cu.
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O aumento do indice SPAD até a dose estimada de 77,71 mg kg concomitante a
reducdo da area foliar especifica reside na essencialidade do Cu na sintese da plastocianina,
proteina responsavel pela transferéncia de elétrons entre as clorofilas dos centros de reagdo do
PSII e PSI (YRUELA, 2013). Mesmo que tenha havido reducao do indice SPAD a partir dessa
dose, a redugio da area foliar especifica continuou até a dose de 130,51 mg kg™!, sugerindo que
areduc¢do do indice SPAD até o ponto minimo da area foliar especifica em intervalos superiores
ao ponto maximo pode ocorrer devido ao aumento da propor¢do de parénquimas nao-
clorofilianos ou ao aumento do tamanho de células nas folhas.

Nos intervalos posteriores aos pontos maximos de produ¢do de massa seca de folhas e
minimo de area foliar especifica para o Cu aplicado no solo, a reducao do indice SPAD sugere
a reducdo da concentragdo de clorofilas, que pode ocorrer pela redugao da sua biossintese e/ou
pela sua degradacio (MARTINOIA; DALLING; MATILE, 1982; FERNANDES;
HENRIQUES, 1991; LIDON; HENRIQUES, 1992; KUPPER; KRONECK, 2005), ou pela

redugdo da propor¢ao de parénquimas clorofilianos.
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O aumento da 4rea foliar até a dose estimada de 65,07 mg kg™!, concomitante a redugdo
da area foliar especifica, sugerem efeito benéfico do Cu as folhas, que pode ocorrer em virtude
da promog¢do do aumento da fotossintese, sintese de aminoacidos, prolina e da atividade de
enzimas antioxidantes em fun¢ao do aumento das doses de Cu no solo (MAHMOOD; ISLAM,
2006; AZOOZ et al, 2012). J& a reducdo da area foliar, a partir dessa dose, concomitante ao
aumento da area foliar especifica, configuram status de toxicidade do Cu as folhas. A exposi¢ao
a altas doses de elementos-trago pode provocar reducao do tamanho de células do mesofilo e o
colapso dos parénquimas pali¢cadico e lacunoso. Uma redug¢ao no nimero de vasos condutores
foi reportado na literatura como uma medida adaptativa para reduzir o fluxo de dgua nas plantas
(PANOU-FILOTHEOU; BOSABALIDIS; KARATAGLIS, 2001; GOMES et al., 2011).

O aumento da area foliar e a redugd@o da area foliar especifica até as doses estimadas de
65,07 ¢ 130,51 mg kg, respectivamente, contribuiram para o aumento da massa seca das folhas
até a dose estimada de 94,89 mg kg!. A redugio da 4rea foliar e aumento da 4rea foliar
especifica contribuiram para a redu¢do da massa seca das folhas, nos segmentos posteriores do
intervalo de doses. Os aumentos da massa seca de colmos e raizes, bem como da altura
estendida das plantas, entre a dose 0 mg kg™! e as doses estimadas de 106,92, 80,08 e 93,59 mg
kg!, respectivamente, sio devidos aos efeitos benéficos da essencialidade do Cu as plantas
(MAHMOOQOD; ISLAM, 2006; AZOOZ et al, 2012), ao passo que as redugdes da massa seca
dessas estruturas e da altura estendida a partir dessas doses podem ter ocorrido devido a
perturbagdo do elemento-traco nos processos fisiologicos das plantas, ou aos efeitos diretos na
redugdo do crescimento dessas estruturas (PANOU-FILOTHEOU; BOSABALIDIS, 2004;
HANSCH; MENDEL, 2009; KOPITTKE et al., 2009; YRUELA, 2009).

O Cu®" se liga fortemente a parede celular, especialmente nas raizes. O produto de sua
redugdo, o Cu’, pode promover reagdes de Fenton e a producgdo de radicais hidroxila, uma
molécula excessivamente reativa que rompe polissacarideos estruturais e pode, portanto,
provocar o afrouxamento da parede celular, o que pode estimular a expansao celular (FRY;
MILLER; DUNVILLE, 2002). Isto pode ter contribuido para o aumento do volume das células,
e, consequentemente, para o aumento da area foliar, altura estendida de plantas e producdo de
biomassa de raizes, colmos e folhas, até as doses estimadas para os valores maximos. De acordo
com MURPHY et al. (1999), niveis toxicos de Cu podem provocar a peroxidagdo lipidica,
resultando em danos as membranas plasmaticas capazes de reduzir a absorcao de K nas raizes,
nutriente necessario para o processo de expansao das células. Isso pode ter contribuido para a

reducdo do volume das células, e, consequentemente, para a redu¢do da area foliar, altura
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estendida de plantas e producao de biomassa de raizes, colmos e folhas, das doses estimadas
para os valores maximos até 200 mg kg™! de Cu aplicado no solo.

A reducao da relagao folha:colmo deu-se devido ao maior aumento relativo da massa
seca dos colmos entre a dose 0 mg kg™!' e dose para o valor maximo, em relagio ao aumento
relativo da massa seca das folhas, e ao menor decréscimo relativo da massa seca de colmos
entre esse os valores desse ponto e da dose de 200 mg kg™, comparativamente 4 massa seca das
folhas. A redugdo da relacdo raizes:parte aérea ocorreu devido ao maior aumento relativo da
massa seca de folhas e colmos entre a dose 0 mg kg™! e as doses para seus valores maximos, e
do menor decréscimo dos valores desses pontos e os valores da dose de 200 mg kg,
comparativamente a massa seca das raizes. Tais efeitos evidenciam maior efeito benéfico do
Cu aos colmos em relacao as folhas, e a parte aérea em relacao as raizes, bem como demonstram
menor efeito negativo do Cu aos colmos, em relacdo as folhas, e a parte aérea, em relagdo as
raizes.

A aplicagdo de doses de Cu no solo resultou em efeitos significativos e comportamento
quadratico para a taxa fotossintética liquida, taxa de transpiracao e condutancia estomatica nas
folhas de capim xaraés (ver Figura 6). Houve aumento da taxa fotossintética liquida entre a
dose 0 mg kg™!' e a dose estimada de 84,25 mg kg™ correspondente a 29%, e redugio entre essa
dose e a dose de 200 mg kg™! de 42% (ver Figura 6). Para a taxa de transpiragdo, houve aumento
de 19% entre a dose 0 mg kg™! e a dose estimada de 82,30 mg kg™, e reducdo de 33% entre essa
dose e a dose de 200 mg kg™ (ver Figura 6). Para a condutincia estomatica, houve aumento de
24% entre a dose 0 mg kg™ e a dose estimada de 75,12 mg kg'!, e redugio de 54% entre essa
dose e a dose de 200 mg kg' (ver Figura 6). Ndo houve resposta significativa para a
concentracdo de CO; intercelular nas folhas de capim xaraés, de acordo com o aumento de
doses no solo (ver Figura 6).

A taxa fotossintética liquida pode variar devido a alteragdes de ordem estomatica e/ou
nao estomatica. Uma vez que os niveis de CO; intercelular nas folhas permaneceram estaveis,
a variacdo da condutancia estomatica nao teve influéncia na variagdo da taxa fotossintética
liquida, com o aumento de doses de Cu no solo.

O aumento da taxa fotossintética liquida foi acompanhado pelo aumento do indice
SPAD, cujos valores maximos ocorreram em doses de Cu estimadas muito proximas, indicando
que isso pode ter ocorrido devido ao aumento da concentracao de clorofilas nas folhas. O Cu
integra a plastocianina, proteina responsavel pela transferéncia de elétrons entre as clorofilas

dos centros de reacdao do PSII e PSI (TAIZ; ZEIGER, 2010).
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Figura 6 - Taxa fotossintética liquida, taxa de transpiracdo, condutdncia estomatica e
concentracdo de CO; intercelular em folhas de plantas de capim xaraés
desenvolvidas em solo com doses crescentes de Cu.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.

Além disso, o aumento da taxa fotossintética liquida até a dose estimada de 84,25 mg
kg! pode ter ocorrido em fungdo do Cu ser constituinte da enzima Cu/Zn super6xido dismutase,
a qual protege os cloroplastos de espécies reativas de oxigénio gerados durante o estresse
oxidativo derivado de reagdes fotossintéticas (YRUELA, 2013).0 Cu também pode
desempenhar um papel significativo nas reagdes de carboxilacido da fotossintese, uma vez que
estd presente naturalmente na RuBisCO (STIBOROVA; DOUBRAVOVA; LEBLOVA, 1986).

A reducao da taxa fotossintética liquida, sobretudo a partir das doses estimadas em que
houve redugdo da massa seca das plantas, pode ocorrer devido aos efeitos dessas doses na
reduc¢do do conteudo de clorofilas (MARTINOIA; DALLING; MATILE, 1982; FERNANDES;
HENRIQUES, 1991; LIDON; HENRIQUES, 1992; KUPPER; KRONECK, 2005), redugio no
transporte de elétrons no PSI pela reducao da sintese de plastocianina e reducdo da atividade do

PSII devido a alteragao da estrutura de cloroplastos e da composi¢ao das membranas tilacoides
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(DROPPA, 1984). A redugdo da taxa fotossintética liquida pode residir também no efeito de
concentragdes toxicas do Cu a atividade da RuBisCO (LIDON; HENRIQUES, 1991).

O aumento da taxa de transpiragdo até a dose de Cu estimada de 82,30 mg kg™! ocorreu
em funcao do aumento da condutancia estomatica, bem como sua redugdo, a partir dessa dose,
foi influenciada pela redu¢do daquela varidvel. Variacdes na condutancia estomatica estdo
relacionadas ao suprimento de K as células-guarda dos estomatos das folhas
(HASANUZZAMAN et al., 2018).

A aplicagdo de doses de Cu no solo resultou em efeitos significativos e comportamento
quadratico para a acumulagdo de Ca, Mg, Zn ¢ Mn na parte aérea das plantas de capim xaraés.
(ver Figura 7). Houve aumento da acumulagio de Ca entre a dose 0 mg kg™! e a dose estimada
de 106,19 mg kg'! correspondente a 94%, e redugio entre essa dose e a dose de 200 mg kg™ de
38% (ver Figura 7). Para a acumulagdo de Mg, houve aumento de 80% entre a dose 0 mg kg™!
e a dose estimada de 111,79 mg kg™, e reducio de 28% entre essa dose e a dose de 200 mg kg~
I (ver Figura 7). Para a acumulacio de Zn, houve aumento de 107% entre a dose 0 mg kg e a
dose estimada de 111,81 mg kg'!, e redugdo de 32% entre essa dose e a dose de 200 mg kg!
(ver Figura 7). Houve aumento da acumulacdo de Mn entre a dose 0 mg kg™! e a dose estimada
de 117,65 mg kg! correspondente a 76%, e reducio entre essa dose e a dose de 200 mg kg™ de
21% (ver Figura 7).

A aplicacdo de doses de Cu no solo também resultou em efeitos significativos e
comportamento quadratico para a acumulagdo de P, K, Fe e N na parte aérea das plantas de
capim xaraés (ver Figura 7). Houve aumento da acumulagio de P entre a dose 0 mg kg™ e a
dose estimada de 107,80 mg kg! correspondente a 78%, e reducio entre essa dose e a dose de
200 mg kg! de 32% (ver Figura 7). Para a acumulagio de K, houve aumento de 17% entre a
dose 0 mg kg! e a dose estimada de 75,24 mg kg™, e reducdo de 41% entre essa dose e a dose
de 200 mg kg! (ver Figura 7). Para a acumulagio de N, houve aumento de 19% entre a dose 0
mg kg e a dose estimada de 95,19 mg kg!, e redugdo de 19% entre essa dose e a dose de 200
mg kg (ver Figura 7). Houve aumento da acumulacio de Fe entre a dose 0 mg kg™ e a dose
estimada de 76,50 mg kg™! correspondente a 19%, e reducio entre essa dose e a dose de 200 mg

kg! de 42% (ver Figura 7).
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Figura 7 - Acumulagdo de Ca, Mg, Zn, Mn, P, K, Fe e N na parte aérea de plantas de capim
xaraés desenvolvidas em solo com doses crescentes de Cu.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.

A expansdo celular se da através da absor¢do de K* pelas células, principal soluto
requerido nos vacuolos para o ajuste da pressao osmotica e consequentemente da pressao de
turgor (MARSCHNER, 2012). Dessa forma, o aumento das doses de Cu aplicada no solo pode
ter contribuido para o aumento da acumulagdo de K na parte aérea das plantas de capim xaraés
até a dose estimada de 75,24 mg kg™ de Cu aplicado no solo.

O aumento do suprimento de K as células-guarda das folhas proporciona o aumento da
condutdncia estomatica e, consequentemente, da taxa de transpiracdo das folhas
(HASANUZZAMAN et al., 2018). O N, Ca, Mg, Zn, Fe e Mn s3o absorvidos em maior ou
menor propor¢do parte através do fluxo de massa (BARBER, 1995). Dessa forma, o aumento
da taxa de transpiragio das folhas induzido pelo Cu até a dose estimada de 82,30 mg kg™ pode

ter contribuido para o aumento do acimulo desses nutrientes na parte aérea.
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Sob niveis toxicos nas raizes, o Cu induz a perda de K do citoplasma devido ao aumento
do efluxo através de canais de K na membrana plasmatica e através de danos na membrana
causados pela peroxidagdo lipidica nas raizes, reduzindo a absor¢ao do K (MURPHY et al.,
1999). Isto pode ter contribuido para a redugao da acumulagdo de K na parte aérea das plantas
de xaraés, influenciando na redugdo da condutancia estomatica a partir da dose estimada de
82,30 mg kg de Cu aplicado no solo, e consequentemente, para a redugio da acumulagdo de
N, Ca, Mg, Zn, Fe em doses estimadas proximas ou acima daquela.

A reducao da acumulagdo de Ca, Mg, Mn, Zn, Fe ¢ K na parte aérea das plantas pode
ser devido também ao fato de que, em niveis toxicos nas plantas, o Cu pode apresentar efeito
antagdnico a outros ions catidnicos, deslocando-os dos sitios de ligacdo e reduzindo sua
concentracio nos tecidos vegetais (KUPPER; KRONECK, 2005; MATEOS-NARANJO et al.,
2008), ou diminuindo a translocagdo das raizes para a parte aérea (KOPITTKE et al., 2009).

A reducdo da acumulacdo de P na parte aérea, a partir da dose estimada de 107,80 mg
kg'! de Cu aplicado no solo pode ter ocorrido devido ao efeito do Cu na inibigdo da atividade
de fosfatases, reduzindo a disponibilidade de P as plantas (TYLER, 1976).

Lidon e Henriques (1993), estudando o efeito do Cu em plantas de arroz desenvolvidas
em solucdo nutritiva com doses crescentes do elemento-traco (0 a 6,25 mg L), observaram
resultados semelhantes ao do presente trabalho, com o aumento da acumulagdo de N, P, K, Na,
Ca, Mg, B, Mo, Zn até a concentra¢io de 0,25 mg L™!, e queda no segmento posterior. Resultado
semelhante também foi obtido por Vassilev et al. (2002) para a concentracao de Ca, Fe e Mn
em plantas de cevada desenvolvidas em areia com doses crescentes do elemento-traco (0 a 15
mg kg'!). Manivasagaperumal et al. (2011), estudando plantas de feijio mungo desenvolvidas
em solo com doses crescentes de Cu (0-250 mg kg™!), observaram aumento da concentracio de
N, P, K, Ca, Mg, Fe, Mn e Zn na parte aérea das plantas até a dose de 50 mg kg™, com queda
no segmento posterior. Todavia, Kopittke et al. (2009) relataram que as concentragdes de K,
Mg, Fe, Zn e Mn na parte aérea de plantas de capim Urocloa tiveram reducoes significativas
em virtude do estresse induzido pelo Cu, entre doses de 0,12 e 2,3 umol L' de Cu em solucio
nutritiva.

A aplicagdo de doses de Cu no solo resultou em efeitos significativos para a
concentracdo do elemento-trago nas raizes e parte aérea das plantas de xaraés (ver Figura 8).
Houve um aumento exponencial da concentragio de Cu nas raizes de 17,56 a 113,24 mg kg'!
(6,4 vezes) entre as doses 0 € 200 mg kg™! (ver Figura 8). No mesmo intervalo de doses, na parte
aérea, o aumento ocorreu de 8,24 a 12,70 mg kg™ (1,5 vez), de acordo com o modelo de

Michaelis-Menten (ver Figura 8). A concentragdao de Cu foi maior nas raizes comparativamente
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a parte aérea das plantas em todo o intervalo de doses testado (ver Figura 8). Isso ocorre devido
ao fato de que nas plantas, o Cu ¢ retido principalmente na epiderme das raizes, ou nos vactiolos
de células corticais adjacentes a endoderme das raizes (SHI et al., 2008; KOPITTKE et al.,
2009).

Os teores do elemento-traco na parte aérea das plantas de capim xaraés nao
ultrapassaram o limite maximo toleravel (LMT) de 15 mg kg para produtos destinados a

alimentacao animal (NRC, 2005) em todo o intervalo de doses testado.

Figura 8 - Concentracdo de Cu nas raizes e parte aérea das plantas de capim xaraés
desenvolvidas em solo com doses crescentes de Cu.
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A aplicagdo de doses de Cu no solo resultou em efeitos significativos para a o fator de

translocagdo do elemento-trago entre as raizes e parte aérea das plantas de xaraés (ver Figura

9).
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Figura 9 - Fator de translocagdao de Cu em plantas de capim xaraés desenvolvidas em solo com
doses crescentes de Cu.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.

Houve reducdo exponencial entre as doses de 0 e 200 mg kg™ (76%), tendo o fator de
translocagdo permanecido abaixo de 1 em todo o intervalo de doses testado, o que representa
baixa capacidade de translocacdo do elemento-traco das raizes para a parte aérea (ver Figura
9). Isso ocorre devido a elevada retencao do elemento-trago nas raizes (SHI et al., 2008;
KOPITTKE et al., 2009).

De acordo com a variagdo de 10% dos valores maximos ou minimos obtidos para as
variaveis de crescimento e acumulacao de nutrientes avaliadas, foram definidas as doses criticas
inferior e superior de Cu aplicadas no solo (DCI e DCS), as quais representam os limites de
deficiéncia e toxicidade do elemento-traco para as plantas de capim xaraés. Tais doses sdo
apresentados na Tabela 2.

De acordo com as doses criticas de Cu aplicadas no solo para a producao de massa seca
das plantas de capim xaraés, apresentados na Tabela 2, a dose mais limitante para a deficiéncia
(maior DCI) foi obtida para a produ¢io de massa seca de colmos, em 42,27 mg kg''; ja a dose
mais limitante para a toxicidade (menor DCS) foi obtida para a massa seca de raizes, em 143,64
mg kg! (ver Tabela 2). Para a maior DCI e menor DCS para producio de massa seca, a
concentracio de Cu atingiu 13,68 e 33,07 mg kg™! de disponibilidade no solo; 30,66 € 71,25 mg
kg! nas raizes; e 11,24 e 13,31 mg kg™ na parte aérea, respectivamente (ver Tabela 2).

Considerando todas as variaveis de crescimento e acumulacdo de nutrientes na parte
aérea, a maior DCI foi obtida para a acumulagdo de Zn, em 62,60 mg kg™ (ver Tabela 2). J4 a
menor DCS foi obtida para a condutncia estomatica, em 128,92 mg kg! (ver Tabela 2). Para

a maior DCI e menor DCS para estas varidveis, a concentracao de Cu atingiu 17,56 ¢ 30,26 mg
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kg! de disponibilidade no solo; 36,38 ¢ 63,59 mg kg! nas raizes; e 11,64 ¢ 12,22 mg kg'' na

parte aérea, respectivamente (ver Tabela 2).

Tabela 2 - Doses criticas inferiores e superiores (DCI e DCS) de Cu aplicadas no solo de acordo
com as variaveis de crescimento, trocas gasosas ¢ acumulagao de nutrientes avaliadas
para as plantas de capim xaraés.

Variavel DCI (mg kg™ DCS (mg kg')

Area foliar - 155,62
Area foliar especifica 39,70 -

fndice SPAD - -

Altura estendida 29,38 157,81
Massa seca total 25,52 156,92
Massa seca de folhas 25,93 163,85
Massa seca de colmos 42,27 171,56
Massa seca de raizes 16,54 143,64
Taxa fotossintética liquida 27,71 140,79
Taxa de transpiragdo 17,62 146,98
Condutancia estomatica 21,32 128,92
Acumulagdo de Ca 57,92 154,45
Acumulagdo de Mg 58,72 164,85
Acumulac¢do de Mn 61,10 174,20
Acumulagdo de Zn 62,60 161,02
Acumulagdo de P 56,31 159,30
Acumulagdo de K 13,45 137,04
Acumulagido de Fe 16,04 136,96
Acumulagio de N 19,43 170,95

Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.

3.6 CONCLUSOES

Em Cambissolo Héplico, a aplicacdo de doses de Cu aumenta linearmente a
disponibilidade do elemento-trago até a dose de 200 mg kg'!;

Para plantas de capim xaraés cultivadas em Cambissolo Héplico com doses crescentes
de Cu, a dose critica inferior estimada para superar a deficiéncia corresponde a 62,60 mg kg™,

e a dose critica superior estimada para causar toxicidade corresponde a 128,92 mg kg™.

3.7 REFERENCIAS

ADREES, M. et al. The effect of excess copper on growth and physiology of important food
crops: a review. Environmental Science and Pollution Research, Landsberg, v. 22, n. 11, p.
8148-8162, 2015.



61

AZOOZ, M. M.; ABOU-ELHAMD, M. F.; AL-FREDAN, M. A. Biphasic effect of copper on
growth, proline, lipid peroxidation and antioxidant enzyme activities of wheat (7riticum
aestivum cv. Hasaawi) at early growing stage. Australian Journal of Crop Science,
Lismore, v. 6, n. 4, p. 688-694, 2012.

BARDUCCI, R. S. et al. Producao de Brachiaria brizantha e Panicum maximum com milho e
adubagao nitrogenada. Archivos de Zootecnia, Cordoba, v. 58, n. 222, p. 211-222, 20009.

BORGES, K. S. C. et al. Germination and initial development of Brachiaria brizantha and
Brachiaria decumbens on exposure to cadmium, lead and copper. Journal of Seed Science,
Londrina, v. 38, n. 4, p. 335-343, 2016.

BOTREL, M. A.; ALVIM, M. J.; XAVIER, D. F. Avaliacdo de gramineas forrageiras na
regido sul de Minas Gerais. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, Rio de Janeiro, v.34, n.4, p.
683-689, 1999.

BRASIL. Ministério do Meio Ambiente. Conselho Nacional do Meio Ambiente. Resolugao
n°420 de 2009, 2009.

BRUNETTO, G. et al. Copper and zinc accumulation, fractionation and migration in vineyard
soils from Santa Catarina State, Brazil. Bragantia, Campinas, v. 77, n. 1, p. 141-151, 2018.

BARBER, S. A. Soil nutrient and bioavailability: a mechanistic approach. New York: John
Wiley & Sons, Inc. 1995. 414 p.

CHEN, L. M.; KAO, C. H. Effect of excess copper on rice leaves: evidence for involvement
of lipid peroxidation. Botanical Bulletin of Academia Sinica, Taipei, v. 40, p. 283-287,
1999.

COMISSAO DE QUIMICA E FERTILIDADE DO SOLO — CQFS-RS/SC. Manual de
adubacao e calagem para os estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina. Porto
Alegre: Sociedade Brasileira de Ciéncia do Solo/Nucleo Regional Sul, 2004. 400p.

DROPPA, M.; TERRY, N.; HORVATH, G. Effects of Cu deficiency on photosynthetic
electron transport. Proceedings of the National Academy of Science of the United States of
America, Washington, v. 81, p. 2369— 237, 1984.

EMBRAPA. Centro Nacional de Pesquisa de Solos. Manual de métodos de analise de solo.
2. ed. Rio de Janeiro: Embrapa-CNPS, 1997. 212p.



62

EMBRAPA. Centro Nacional de Pesquisa de Solos. Sistema Brasileiro de Classificacao de
Solos. 3.ed. Rio de Janeiro: Embrapa-CNPS, 2013. 353p.

EPSTEIN, E.; BLOOM, J. A. Mineral nutrition of plants: principles and perspectives, 2"
ed. Sunderland: Sinauer Associates, Inc, 2005. 600 p.

FEIGL, G. et al. Comparing the effects of excess copper in the leaves of Brassica juncea (L.
Czern) and Brassica napus (L.) seedlings: Growth inhibition, oxidative stress and
photosynthetic damage. Acta Biologica Hungarica, Budapest, v. 66, n. 2, p. 205-221, 2015.

FERNANDES, J.C; HENRIQUES, F.S. Excess Copper in Plants. The Botanical Review,
New York, v. 57, n. 3, p. 246273, 1991.

GOMES, M. P. et al. Ecophysiological and anatomical changes due to uptake and
accumulation of heavy metal in Brachiaria decumbens. Scientia Agricola, Piracicaba, v. 68,
n. 5, p. 566-573, 2011.

HANSCH, R.; MENDEL, R. R. Physiological functions of mineral micronutrients (Cu, Zn,
Mn, Fe, Ni, Mo, B, Cl). Current Opinion in Plant Biology, London, v. 12, p. 259-266,
2009.

HASANUZZAMAN, M. et al. Potassium: A Vital Regulator of Plant Responses and
Tolerance to Abiotic Stresses. Agronomy, Basel, v. 8, n. 3, p. 31, 2018.

ISO11047/1998(E). Soil quality — Determination of cadmium, chromium, cobalt, copper,
lead, manganese, nickel and zinc in aqua regia extracts of soil — Flame and
electrothermal atomic absorption spectrometric methods. Geneva: International Organization
for Standardization, 1998. 6 p.

KABATA-PENDIAS, A. Trace elements in soils and plants. 4. ed. Boca Raton: CRC Press,
2011. 520 p.

KOPITTKE, P. M. et al. Toxic effects of Cu?" on growth, nutrition, root morphology, and
distribution of Cu in roots of Sabi grass. Science of the total environment, Amsterdam, v.
407, p. 4616-4621, 2009.

KUPPER, H.; KRONECK, P. M. H. Heavy metal uptake by plants and cyanobacteria. Metal
Ions in Biological Systems, New York, v. 44, p. 97-144, 2005.



63

LIDON, F. C.; HENRIQUES, F. S. Effects of copper toxicity on growth and the uptake and
translocation of metals in rice plants. Journal of Plant Nutrition, New York, v. 16, p. 1449—
1464, 1993.

LIDON, F. C.; HENRIQUES, F. Effects of excess copper on the photosynthetic pigments in
rice plants. Botanical bulletin of Academia Sinica, Taipei, v. 33, p. 141-149, 1992.

LIDON, F. C.; HENRIQUES, F. S. Limiting Step on Photosynthesis of Rice Plants Treated
with Varying Copper Levels. Journal of Plant Physiology, Jena, v. 138, n. 1, p. 115-118,
1991.

MAHMOOD, T.; ISLAM, K. R. Response of rice seedlings to copper toxicity and acidity.
Journal of Plant Nutrition, New York, v. 29, p. 943-957, 2006.

MANIVASAGAPERUMAL, R. et al. Effect of copper on growth, dry matter yield and nutrient
content of Vigna Radiata (L.) Wilczek. Journal of Phytology, Abu Dhabi, v. 33, n. 3, p. 53—
62,2011.

MARSCHNER, P. Mineral Nutrition Of Higher Plants, 3" ed. London: Academic Press,
2012. 672 p.

MARTINOIA, E.; DALLING, M. J.; MATILE, P. Catabolism of chlorophyll: demonstration
of chloroplast-localized peroxidative and oxidative activities. Zeitschrift fiir
Pflanzenphysiologie. International journal of plant physiology, Stuttgart, v. 107, n. 3, p.
269-279, 1982.

MATEOS-NARANIJO, E. et al. Growth and photosynthetic responses to copper stress of an
invasive cordgrass, Spartina densiflora. Marine Environmental Research, London, v. 66, p.
459-465, 2008.

MURPHY, A.S. et al. Early copper- induced leakage of K™ from Arabidopsis seedlings is
mediated by ion channels and coupled to citrate efflux. Plant Physiology, Belmont, v. 121, p.
1375-1382, 1999.

MURPHY, J.; RILEY, J.P. A modified single solution method for the determination of
phosphate in natural waters. Analytica Chimia Acta, Amsterdam, v. 27, p. 31-36, 1962.

NATIONAL RESEARCH COUNCIL - NRC. Mineral tolerance of animals. Washington:
National Academy of Sciences, 2005. 510 p.



64

PANOU-FILOTHEOU, H.; BOSABALIDIS, A. M.; KARATAGLIS, S. Effects of copper
toxicity on leaves of oregano (Origanum vulgare subsp. hirtum). Annals of Botany, Oxford,
v. 88, 1.2, p.207-214, 2001.

PANOU-FILOTHEOU, H.; BOSABALIDIS, A. M. Root structural aspects associated with
copper toxicity in oregano (Origanum vulgare subsp. hirtum). Plant Science, Beijing, v. 166,
n. 6, p. 1497-1504, 2004.

PLENDERLEITH, R. W.; BELL, L. C. Tolerance of twelve tropical grasses to high soil
concentrations of copper. Tropical Grasslands, Cali, v. 24, p. 103-110, 1990.

RAO, IL.M.; KERRIDGE, P.C.; MACEDO, M.C.M. Nutrition requirements of Brachiaria and
adaptation to acid soils. In: MILES, J.W.; MAASS, B.L.; VALLE, C.B. do (Eds.).
Brachiaria: biology, agronomy, and improvement. CALI; EMBRAPA: Campo Grande,
1996. p. 53-71 (CIAT Publication, n. 259).

SHL J. et al. An X-ray absorption spectroscopy investigation of speciation and
biotransformation of copper in Elsholtzia splendens. Plant and Soil, The Hague, v. 302,
p.163-174, 2008.

SIGMA PLOT for Windows, version 12.0: Systat Software Inc., 2011. 1 CD-ROM.

STIBOROVA, M.; DOUBRAVOVA, M; LEBLOVA, S. A comparative study of the effect of
heavy metal ions on ribulose-1,5-biphosphate carboxylase and phosphoenol pyruvate
carboxylase. Biochemie und Physiologie der Pflanzen, Jena, v. 181, p. 373-379, 1986.

TAIZ, L.; ZIEGER, E. Plant Physiology. 5 ed. Massachusetts: Sinauer Associates Inc., 2010.
782 p.

TEDESCO, M. J. et al. Analise de solo, plantas e outros materiais. 2.ed. Porto Alegre:
UFRGS, 1995. 174 p.

TYLER, G. Heavy metal pollution, phosphatase activity and mineralization of organic
phosphorous in forest soil. Soil Biology and Biochemistry, Oxford, v.8, p. 327-332, 1976.

UNITED STATES ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY - USEPA. Microwave
Assisted acid digestion of sediments, sluges, soil, and oils. Method 3052 - SW - 846, 1996.
Disponivel em: <http://www.epa.gov/osw/hazard/testmethods/sw846/pdfs/3052.pdf>. Acesso
em: 12 nov. 2014.



65

VASSILEV, A. Photosynthetic performance and content of some nutrients in cadmium and
copper treated barley plants. Journal of Plant Nutrition, New York, v. 25, n. 11, p. 2343—
2360, 2002.

YRUELA, I. Copper in plants: acquisition, transport and interaction. Functional plant
biology, Colingwood, v. 36, p. 409-430, 2009.

YRUELA, I. Transition metals in plant photosynthesis. Metallomics, Cambridge, v. 5, n. 9, p.
1090-1109, 2013.






67

4 EFEITOS DA TOXICIDADE AO COBRE A GRAMINEAS FORRAGEIRAS
TROPICAIS

4.1 RESUMO

As atividades antropicas tém aumentado os teores de cobre (Cu) nos solos. A exposicao ao
cobre (Cu) pode provocar efeitos toxicos as plantas. Entretanto, gramineas forrageiras tropicais
podem variar substancialmente entre si em relacdo a sensibilidade ao Cu. O objetivo deste
estudo foi avaliar a toxicidade diferenciada do Cu em gramineas forrageiras tropicais,
considerando dois niveis de Cu na solu¢do nutritiva ¢ a morfogénese, o crescimento e
concentragdo de Cu de raizes e parte aérea das plantas. Para tanto, foi conduzido um
experimento em casa de vegetacdo, com unidades experimentais constituidas por plantas
crescidas em potes com solucdo nutritiva de Hoagland. Foram avaliadas 11 gramineas
forrageiras tropicais, em dois niveis de Cu na solugdo nutritiva: 0,3 e 20 pmol L. A aplicacio
dos tratamentos foi realizada apo6s 30 dias do crescimento das plantas. Do 15° ao 30° dia da
aplicagdo dos tratamentos, foram avaliadas varidveis da morfogénese das plantas. No 30° dia,
foram tomadas medidas da area foliar e indice SPAD, ¢ do comprimento total, area, volume e
diametro médio de raizes. Seguidamente, as plantas foram colhidas e divididas em raizes,
colmos e folhas, sendo determinadas a massa seca das diferentes partes. De posse desses dados,
foram calculados a area foliar especifica, a area radicular especifica, densidade de raizes,
densidade de comprimento de raizes, comprimento radicular especifico, e as relagdes
folha:colmo e raizes:parte aérea. Amostras de tecido das raizes e parte aérea foram digeridas
para a determinacdo da concentragdo de Cu, através da qual calculou-se o fator de translocacao
do clemento-traco entre as diferentes estruturas. Os dados foram submetidos a analise de
variancia e teste de médias. O crescimento das plantas na concentracdo de 20 pmol L™ de Cu
na solu¢do nutritiva provocou prejuizo do crescimento para raizes de humidicola, hemartria e
Jiggs, e morfogénese e/ou crescimento da parte aérea para humidicola, hemartria, Jiggs, xaraés
e Tanzania, e beneficiou o crescimento de raizes de marandu, Aruana, piatd, xaraés, Tanzania
e Tifton-85, e a morfogénese e/ou crescimento da parte aérea de marandu, Aruana, piata, Tifton-
85 e missioneira gigante, em comparagio a concentragio de 0,3 pmol L. Plantas na
concentragio de Cu de 20 pmol L™! tiveram maior concentracio de Cu nas raizes e parte aérea,
e menores fatores de translocagdo, para todas as forrageiras avaliadas. Na concentrac¢do de 20
pumol L de Cu em solugdo nutritiva, a presenca de efeitos negativos na parte aérea das plantas
de hemartria, humidicola e capim Tanzania com teores de Cu dentro da faixa critica, e da
auséncia para os capins Aruana e marandu com teores de Cu abaixo da faixa critica, estdo em
consonancia com a literatura. Para a grama Jiggs e capim xaraés, os efeitos negativos aparecem
mesmo em niveis na parte aérea abaixo da faixa critica, e para o capim piata, pensacola e as
gramas Tifton 85 e missioneira gigante, houve auséncia ou presenca de poucos efeitos negativos
em niveis dentro da faixa critica. As gramineas forrageiras tropicais avaliadas apresentam
efeitos diferenciados a toxicidade ao Cu.

Palavras-chave: Crescimento de plantas. Elementos-trago. Fitotoxicidade. Morfogénese.
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EFFECTS OF COPPER TOXICITY TO TROPICAL FORAGE GRASSES
42 ABSTRACT

Anthropogenic activities have increased the levels of copper (Cu) in soils. Exposure to copper
may cause toxic effects to plants. However, tropical forage grasses may vary substantially with
respect to Cu sensitivity. The objective of this study was to evaluate the differentiated Cu
toxicity to tropical forage grasses, considering two levels of Cu in the nutrient solution and the
morphogenesis, growth and Cu concentration of roots and shoots of the plants. For this, a
greenhouse experiment was conducted, with experimental units consisting of plants grown in
pots with Hoagland’s nutrient solution. Eleven tropical forage grasses were evaluated, in two
levels of Cu in the nutrient solution: 0.3 and 20 umol L', The treatments were applied after 30
days of plant growth. From the 15™ to the 30" day of application of the treatments, variables of
plant morphogenesis were evaluated. On the 30™ day, measurements of leaf area and SPAD
index were taken, and total length, area, volume and mean diameter of roots were measured.
The plants were harvested and divided into roots, culms and leaves, the dry mass of the different
parts being determined. Based on these data, the specific leaf area, specific root area, root
density, root length density, specific root length, and leafistem and root:shoot ratio were
calculated. Tissue samples from the roots and shoots were digested to determine the Cu
concentration, through which the translocation factor of the trace element between the different
parts was calculated. Data were submitted to analysis of variance and test of means. Plant
growth at the concentration of 20 umol L' of Cu in the nutrient solution resulted in growth
impairment for roots of humidicola, hemarthria and Jiggs, and growth and/or morphogenesis
impairment for shoots of humidicola, hemarthria, Jiggs, xaraés and Tanzania, and improved the
growth for the roots of marandu, Aruana, piatd, Tifton-85 and missioneira gigante, as well as
the growth and/or morphogenesis for the shoots of marandu, Aruana, piata, xaraé¢s, Tanzania
and Tifton-85, compared to the plants grown in the nutrient solution with Cu concentration of
0.3 umol L', Plants at Cu concentration of 20 pmol L! in the nutrient solution had higher Cu
concentration in the roots and shoots, and lower translocation factors, than plants at Cu
concentration of 0.3 pmol L'}, for all the forage grasses evaluated. At the concentration of 20
umol L' of Cu in nutrient solution, the presence of negative effects in the shoots of hemarthria,
humidicola and Tanzania grass plants with Cu contents within the critical range, and the
absence of negative effects in the shoots of Aruana and marandu grasses with Cu contents below
the critical range are in agreement with the literature. For Jiggs and xaraés grasses, the negative
effects appear even at levels in the shoots below the critical range and for piatd, pensacola
Tifton-85 and missioneira gigante, there were few or no negative effects at levels within the
critical range. Tropical forage grasses evaluated have different effects on Cu toxicity.

Keywords: Plant growth.Trace elements. Phytotoxicity. Morphogenesis.
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43 INTRODUCAO

Com o rapido desenvolvimento das atividades humanas, a contaminag@o dos solos com
elementos-trago tem se tornado um sério problema ao redor do mundo. Para o cobre (Cu), varias
fontes significativas, tais como fertilizantes, lodo de esgoto, estercos, residuos de subprodutos
industriais e a qualidade das aguas de irrigagdo tem contribuido para o aumento dos niveis desse
elemento-trago em solos agricolas. Niveis de Cu aumentados também sdo observados em solos
em torno de minas e siderurgicas. Como o Cu € pouco movel na maioria das condigdes de solo,
contetdos elevados podem persistirem por longos periodos (KABATA-PENDIAS, 2011).

O Cu ¢ um elemento essencial aos seres vivos devido ao seu envolvimento em um
numero de processos fisioldgicos tais como na cadeia de transporte de elétrons da fotossintese
e respiracdo, ¢ também como cofator ou como parte estrutural de enzimas envolvidas em
diferentes processos metabolicos (HANSCH; MENDEL, 2009; YRUELA, 2009; PICHHODE;
NIKHIL, 2015).

Todavia, o elemento-tragco ¢ de especial preocupagdo devido aos potenciais efeitos
deletérios no ambiente, incluindo toxicidade em plantas e animais. Sob concentragdes toxicas
nas plantas, o Cu induz a peroxidacdo lipidica, a qual acelera a taxa de degradacdo de
membranas e componentes celulares e inibe a taxa de restauragao desses componentes, afetando
a fotossintese, respiragdo, sintese e atividade de enzimas e proteinas, entre outros processos
fisiologicos (CHEN; KAO, 1999; YRUELA, 2009; YRUELA, 2013). Os sintomas da
fitotoxicidade sdo caracterizados pela necrose, encarquilhamento, engrossamento e redugao do
comprimento de raizes, além da inibi¢do da formacao de raizes secundarias. Na parte aérea, a
toxicidade ao Cu ¢ evidenciada pela redugdo do comprimento de caules e folhas, diminui¢ao do
numero de folhas e area foliar, e do aparecimento de cloroses (MARSCHNER, 2012; ADREES
etal., 2015; FEIGL et al., 2015). Os efeitos toxicos do elemento-traco as raizes podem resultar
em uma redugdo dramadtica da absor¢ao de 4gua e nutrientes, levando a inibi¢ao do crescimento
e desenvolvimento das plantas (PANOU-FILOTHEOU; BOSABALIDIS, 2004).

Os sintomas de fitotoxicidade geralmente aparecem quando sua concentracao na parte
aérea alcanca valores de 15 a 30 mg kg, a depender da espécie vegetal. Entretanto, a
translocag¢do do elemento-trago para a parte aérea ¢ restringida pela grande acumulacdo nas
raizes, de modo que a toxicidade do Cu as raizes e efeitos fisiologicos deletérios podem ocorrer
mesmo antes da concentracdo na parte aérea atingir valores anormais. (MICHAUD;

CHAPPELLAZ; HILLSINGER; 2008; ADREES et al., 2015).
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Uma caracteristica importante da pecudria brasileira ¢ ter a maior parte de seu rebanho
criado em pasto (FERRAZ; FELICIO, 2010), que consiste numa forma pratica e de menor custo
de produzir e oferecer alimentos para os ruminantes. As condi¢des edafoclimaticas do Brasil
favorecem o cultivo de gramineas forrageiras tropicais (RIBEIRO Jr. et al., 2014). Segundo o
IBGE (2006), a area estimada de pastagens ¢ de aproximadamente 158,7 milhdes de ha, dos
quais 101,4 milhdes de ha sdo ocupados por pastagens cultivadas, em sua maioria por espécies
gramineas forrageiras de clima tropical.

O nivel de fertilidade do solo ¢ uma das variaveis ambientais que podem alterar a
morfogenética e crescimento das espécies forrageiras. Alteragdes na morfogénese de estruturas
vegetais provocadas pelo Cu envolvem uma orientagdo ativa do crescimento de plantas (CRUZ
et al., 2002; PASTERNAK et al., 2005).

As espécies vegetais podem apresentar diferencas em relagdo a sensibilidade ao Cu,
mesmo em niveis idénticos do elemento-trago no meio de crescimento, uma vez que apresentam
diferengas na absorg¢ao, transporte a acumulagdo do Cu nas raizes e parte aérea das plantas (WEI
et al., 2008; YRUELA, 2009; SANCHEZ-PARDO; FERNANDEZ-PASCUAL; ZORNOZA,
2014; FEIGL et al., 2013; ADREES et al., 2015). Mesmo as gramineas forrageiras tropicais
podem variar substancialmente entre si em relagdo a sensibilidade ao Cu. Para o capim Urocloa,
Kopittke et al. (2009b) verificaram redugdo da producdo de massa fresca de 50% entre 1,0 e 1,2
umol L' de Cu na solugdo nutritiva. Para o sorgo, entretanto, Wei at al (2008) verificaram
queda de 22% na produgio de massa seca a 50 pmol L' de Cu na solucio nutritiva.

Uma vez que a variagdo dos niveis de Cu no meio de crescimento pode alterar a
morfogénese e o crescimento de plantas, e os teores do elemento-traco em suas diferentes
partes, essa variagdo tambeém pode alterar o agrupamento entre espécies distintas.

O objetivo do estudo relatado neste capitulo foi avaliar a toxicidade diferenciada do Cu
a 11 gramineas forrageiras tropicais, com o aumento dos niveis de Cu na solu¢@o nutritiva de
0,3 € 20 umol L', considerando a morfogénese, crescimento e concentragio de Cu de raizes e

parte aérea das plantas.

44 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido entre os meses de fevereiro e abril de 2016, em casa de
vegetacdo em Lages, SC (27°48'58"S e 50°19'340). O fotoperiodo e a luminosidade foram
providas pela luz natural do sol, e a temperatura ¢ a umidade relativa do ar controladas por

sistema automatizado, permanecendo entre 15 e 25 °C e 70 e 95%, respectivamente.
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As gramineas forrageiras avaliadas no trabalho foram trés cultivares de Brachiaria
brizantha (Hochst.) Stapf.: ‘BRS Piatd’ (capim piatd), ‘Marandu’ (capim marandu) e Xaraés
(capim xaraés); Brachiaria humidicola (Rendle.) Schweickerdt (humidicola); Paspalum
notatum Fliigge cv. pensacola (capim pensacola); dois cultivares de Panicum maximum Jacq.:
‘Aruana’ (capim Aruana) e ‘Tanzania’ (capim Tanzania); Axonopus catharinensis Valls (grama
missioneira gigante); dois cultivares de Cynodon dactylon (L.) Pers.: ‘Jiggs’ (grama Jiggs) e
‘Tifton 85’ (grama Tifton 85); e Hemarthria altissima (Poir.) Stapf et C.E. Hubb cv. Florida
(hemartria).

Para os capins piatd, marandu, xaraés, pensacola, Aruana e Tanzania, e para humidicola,
as mudas foram obtidas através da germinacdo de sementes ndo tratadas em caixas gerbox e
camaras do tipo BOD, de acordo com as regras para analise de sementes do MAPA (BRASIL,
2009). Ja para as gramas missioneira gigante, Jiggs, Tifton 85, e para hemartria, as mudas foram
produzidas através do desenvolvimento de propagulos de 5 cm (colmo contendo 1 nod)
provenientes de plantas-mae, em bandejas pléasticas com areia silica branca, por dez dias.

Ap6s esse periodo, as mudas obtidas através da germinacao de sementes também foram
transferidas para bandejas plasticas com areia. Durante 10 dias, as bandejas foram irrigadas
com solucdo nutritiva de Hoagland (ARNON; HOAGLAND, 1940) com 50% de forga i6nica
e pH 5,5. Subsequentemente, as mudas foram transferidas para potes contendo solu¢do nutritiva
de Hoagland a 100% de forga i6nica e pH 5,5, permanecendo assim por mais 10 dias.

As unidades experimentais foram constituidas por potes de polipropileno de dois litros
forrados com papel aluminio, contendo solu¢do nutritiva de Hoagland a 100% de for¢a i6nica
e pH 5,5, e trés plantas, de acordo com a Figura 10.

Os tratamentos se consistiram em dois niveis de Cu na solu¢do hidroponica: 0,3 e 20
pmol L, compondo um delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 11 x 2.
Cada tratamento foi constituido de trés repeti¢des.

Aliquotas de solugio-estoque de Cu a 3200 pmol L', preparada com nitrato de Cu
(Cu(NO3)»), foram adicionadas a solucdo nutritiva basal, resultando na concentracao de 0,3 e

20 umol L.
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Figura 10 — Aspecto geral do experimento com as 11 gramineas forrageiras cultivadas em
solucdo nutritiva com Cu em concentragdes de 0,3 e 20 pmol L.

Fonte: Elaborada pelo autor, 2016.

A concentragdo de Cu de 20 pmol L' foi selecionada em experimento preliminar, no
qual foi avaliado o efeito do aumento da concentragdo de Cu na solugdo nutritiva na taxa de
crescimento da altura de colmo+pseudocolmo, durante 15 dias, para as mesmas gramineas
forrageiras utilizadas no experimento principal. Para se obter a taxa de crescimento da altura de
colmo + pseudocolmo, foram tomadas medidas da altura de colmo + pseudocolmo de um dos
perfilhos de cada unidade experimental. O calculo da taxa de crescimento da altura de colmo +

pseudocolmo (TCCP) foi realizado de acordo com a equacgao (1):

TCCP = (altura de colmo +pseudocolmo final - inicial)/15 (1)

Nesse experimento, foram testadas as doses de 0,3, 1, 5, 20 ¢ 80 pmol L' de Cu na
solugdo nutritiva. O critério utilizado para a sele¢@o foi a maior concentracdo de Cu na solugao
nutritiva em que houve reducdo de 50% da taxa de crescimento da altura de
colmo+pseudocolmo (DCso) dentre as 11 forrageiras avaliadas. Os valores de DCsp foram
estimados através do ajuste de equagdes de regressao entre a concentragdo de Cu na solugao
nutritiva e aquela varidvel (ver Tabela 3). Esse experimento foi conduzido em delineamento

inteiramente casualizado, com trés repeti¢cdes por tratamento. As unidades experimentais foram
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constituidas de forma idéntica as do experimento principal, a excecdo da idade das plantas, que

era de 15 dias de crescimento.

Tabela 3 - Dose critica de Cu na solugdo nutritiva para a redug¢do de 50% (DCso) da taxa de
crescimento da altura de colmo+pseudocolmo de Aruana, hemartria, humidicola,
Jiggs, marandu, missioneira gigante, pensacola, piata, Tanzania, Tifton-85 e xaraés
cultivadas em solucao nutritiva com doses crescentes de Cu.

Taxa de crescimento da altura de colmo+pseudocolmo (mm dia™)

Forrageira
Equacao de regressao R? p DCso (umol L)

Aruana Y= 5,31%0:09%) 0,94 <0,001 8,06
Hemértria Y=0,95%¢(0:04") 0,99 <0,001 16,97
Humidicola Y= 3,12%013™) 0,90 <0,01 5,12
Jiggs Y= 31,40%¢0:05™) 0,96 <0,01 14,08
Marandu Y=4,06%e 003 0,85 <0,05 20,01
M.gigante Y= 3,40%0:04%) 0,84 <0,05 14,23
Pensacola Y=2,09%0:04") 0,95 <0,01 16,87
Piata Y= 3,57%¢0:05%) 0,95 <0,01 14,83
Tanzania Y= 3,67%(005) 0,97 <0,01 13,10
Tifton-85  Y=24,10% 004" 0,84 <0,05 18,65
Xaraés Y= 6,24%¢0.04%) 0,99 <0,001 18,39

Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.

Apos a aplicagdo dos tratamentos no experimento principal, as plantas cresceram por
um periodo de 30 dias. A solucdo nutritiva foi substituida em intervalos semanais, € o pH
ajustado em intervalos de trés dias. A oxigenagao e o revolvimento da solu¢ao foram realizados
através de sistema automatico de aeracao, trés vezes ao dia.

Do 15° ao 30° dia, foram tomadas medidas da altura de colmo + pseudocolmo, altura
estendida, comprimento da ultima folha expandida, comprimento da area senescente da
primeira folha e do ntimero de folhas vivas, em um dos perfilhos de cada unidade experimental.
Com essas medidas, foram obtidas a taxa de crescimento do colmo+pseudocolmo, de acordo
com a equagao (1), e a taxa de crescimento da altura estendida (TCAE), a taxa de alongamento
foliar (TALF), a taxa de aparecimento de folhas (TAPF) e a taxa de senescéncia foliar (TSF)

por perfilho, de acordo com as equacdes (2) a (5):
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TCAE = (altura estendida final - inicial)/15 (2)
TALF = (somatorio das diferencas do comprimento final - inicial das folhas em
expansao)/numero de folhas)/15 3)
TAPF = (niimero de folhas vivas final - inicial)/15 (4)
TSF = (comprimento da area senescente da primeira folha final - inicial)/15 (5)

Aos 30 dias de crescimento, foram tomadas medidas do indice SPAD, de acordo com o
descrito no item 3.2. Esta varidvel ¢ altamente correlacionada com o teor de clorofila das folhas:
valores proximos de 0 (zero) indicam baixa concentrag¢do, ¢ proximos de 100 indicam alta
concentracgao de clorofilas. As plantas foram entdo colhidas e lavadas com agua desionizada.

As raizes foram distribuidas uniformemente em cuba de acrilico preenchida por lamina
de agua destilada, sem sobreposicdo, e submetidas a digitalizacdo em escéner profissional
(Epson Expression 10000 XL, Epson America Inc., Long Beach, EUA). As imagens foram
processadas através de programa computacional (WinRhizo™ Pro 2009, Regent Instruments,
Montreal, Canada). Dessa forma, foram obtidos o didmetro médio de raizes e o comprimento
total, area e volume de raizes, os quais divididos pelo nimero de perfilhos, resultaram no
comprimento total, area e volume de raizes por perfilho (CTR, AR e VR, respectivamente). As
folhas foram destacadas dos colmos para que a area foliar por perfilho fosse medida através de
integrador de area foliar (LI-3000C, LI-COR, Lincoln, EUA), a qual também foi dividida pelo
numero de perfilhos, gerando a area foliar por perfilho (AF).

As plantas foram entdo secas em estufa de circulacdo forgcada de ar a 65 °C durante 72
horas. Em balanc¢a de precisao (0,0001 g), foi determinada a massa seca de cada estrutura e
total, as quais divididas pelo nimero de perfilhos, resultaram na massa seca de raizes, colmos,
folhas e total por perfilho (MSR, MSC, MCF, MST, respectivamente). O material seco em
estufa foi processado em moinho tipo Wiley e tamisado em peneira de malha de 20 mesh.

Os dados de massa seca, area foliar, comprimento total, 4rea e volume de raizes, foram
utilizados para o calculo da area foliar especifica (AFE), densidade de raizes (DR), area
radicular especifica (ARE), densidade de comprimento de raizes (DCR), comprimento radicular
especifico (CRE), relacdo raiz:parte aérea (RPa) e relagdo folha:colmo (FC), de acordo com as

equagoes (6) a (12).
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AFE = AF / MSF (6)
DR =MSR / VR (7)
ARE = AR / MSR ®)
DCR =CTR/ VR )
CRE = CTR / MSR (10)
RPa =MSR / (MSC + MSF) (11)
FC = MSF / MSC (12)

Para acessar a concentragao de Cu nas raizes e parte aérea das plantas, foi procedida a
abertura de amostras através de digestdo acida assistida por forno micro-ondas, de acordo com
descrito no item 3.2. A determinacao foi realizada através de espectrometro de emissao optica
com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES) (Optima® 8300, Perkin Elmer, Norwalk,
EUA). A quantificagdo foi realizada em triplicata. Foram utilizadas oito provas em branco para
a determinacdo do limite de detec¢iio do instrumento, o qual correspondeu a 0,03 mg L™!, para
as trés triplicatas. A confiabilidade do método analitico empregado para a determinacdo da
concentracdo de Cu nas plantas foi definida em 100+5%, utilizando-se como referéncia a
amostra SRM 1573a (folhas de tomate), certificada pela National Institute of Standards and

Technology (NIST). Os valores recuperados da amostra referéncia encontram-se na Tabela 4.

Tabela 4 - Valores recuperados pelo método utilizado na determinag@o da concentragao de Cu
nas amostras de tecido vegetal das forrageiras.

Amostra  Triplicata Valor certificado Valor recuperado Recuperagao

(mg kg™ (mg kg™ (%)

SRM 1573a 1 4,70 4,48 9521
2 4,70 4,84 105,00

3 4,70 4,66 99,05

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

Com as concentra¢des de Cu nas raizes e parte aérea, foram calculados os fatores de

translocagdo (FT) para o elemento-trago entre essas estruturas, de acordo com a equagao (13):
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FT = Concentragao de Cu na parte aérea / Concentracao de Cu nas raizes (13)

Para todas as varidveis, os dados foram testados quanto a normalidade pelo teste de
Shapiro-Wilk, e homogeneidade de variancias pelo teste de Levenne. Para os dados de area
foliar, area foliar especifica, taxa de crescimento da altura estendida, taxa de expansdo foliar,
taxa de senescéncia, massa seca de raizes, colmos, folhas e total, area, comprimento total e
volume radiculares, area radicular especifica, densidade de raizes, concentragdo de Cu nas
raizes e parte aérea, e fator de translocacdo de Cu, aplicou-se a transformagao logaritmica, para
atender as pressuposicoes da analise de variancia. Em seguida, os dados foram submetidos a
analise de variancia e as médias dos tratamentos foram comparadas entre si pelo teste de Scott-
Knott. Todas as andlises foram efetuadas com o auxilio do programa R (R Development Core

Team, 2016), considerando-se p<0,05.

4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.5.1 Efeito do Cu as raizes das forrageiras

Houve interacdo entre as forrageiras e os niveis de Cu na solugdo para a érea,
comprimento total e volume radicular por perfilho (ver Tabela 5). O aumento da concentragao
do elemento-trago na solugdo nutritiva aumentou a area radicular para marandu, piata, Tifton-
85 e xaraés, equivalente a 65, 155, 77 e 106%, e reduziu para hemartria e Jiggs de 55 e 7%,
respectivamente (ver Tabela 5). Nao houve diferenga significativa para Aruana, humidicola,
missioneira gigante, pensacola e Tanzania (ver Tabela 5). Em relacdo ao comprimento total
radicular, o aumento ocorreu para marandu, piatd, Tanzania, Tifton-85 e xaraés, com 51, 192,
49, 96 e 55%, respectivamente, e a redugdo para hemartria e Jiggs, com 54 e 39%; ndo houve
alteracdo para Aruana, humidicola, missioneira gigante e pensacola (ver Tabela 5). O volume
radicular aumentou para marandu, piata, Tifton-85 e xara¢s em 33, 112, 59 e 73% e reduziu
para hemartria, humidicola e Jiggs, em 52, 47 ¢ 53 % (ver Tabela 5). Nao houve diferenga entre

os tratamentos para Aruana, missioneira gigante, pensacola e Tanzania (ver Tabela 5).
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Tabela 5 - Area, comprimento total e volume radicular por perfilho de plantas de Aruana,
hemartria, humidicola, Jiggs, marandu, missioneira gigante, pensacola, piata,
Tanzania, Tifton-85 e xaraés cultivadas em solu¢do nutritiva com Cu em
concentragdes de 0,3 € 20 pmol LI,

Comprimento total radicular

: -1 3
perfilho™! (cm) Volume radicular perfilho™ (cm?)

Area radicular perfilho™ (cm?)

Forrageira —- 20 03 20 03 20

pmol L' umol L! Meédia pmol L' pumol L*! Meédia umol L' pmol L! Média

Aruana 10528 A 117,05B 111,17 1047,84 A 1151,76 B 1099,80™ 842,52 B 951,53 C 897,021

Hemartria  1696C  7,67E  1231* 17,09E  78,13E  124,61* 12623H 60,06 F 93,15%
Humidicola 11,57D  851E  10,04™ 41490 C  401,08D 407,99 256,55F  137,11E  196,83*
Jiggs 51,57B  27,50D  39,54* 573,60 B 34928D  461,44* 370.83E  172.87E  271,85%
Marandu ~ 7524B  12393B  99,59% 979,53 A 148232 B 1230,92* 46333D  61725D  540,29*
M.gigante 74,81 B 6342C  69,12™ 728,84 B 602,98 C 665,91 612,83C  53024D 571,53
Pensacola 2391 C  2251D 2321 25888D 27691D 267,89 169,95G  15455E  162,25™
Piatd 6552B 16692 A 116,22* 658,04 B 191943 A 1288,73* 55740D  1183,00B  870,20%
Tanzinia  14394A 184114 10403 992,67 A 147454 B 1233,60* 166098 A 194513 A 1803,05™
Tifton-85  6503B 115178 90,10 639,56B  125429B  946,92* 53121D  84237C  686,79*
Xaraés 83,64B  17238A 128,01* 74502B  1901,09 A 1323,05* 74858 B 1296,03B  1022,30*
Média 65,22 91,74 655,45 990,16 576,40 717,28
CV (%) 5,27 2,98 2,47

Letras comparam gramineas forrageiras dentro de mesma concentragdo de Cu. Médias seguidas de mesma letra
ndo diferem entre si. *: significativo a 5% e ": ndo-significativo a 5% pelo teste F, entre concentragdes de Cu
dentro da mesma graminea forrageira. CV: Coeficiente de variacdo. Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

Ocorreu interacdo entre as forrageiras e os niveis de Cu na solugdo para a densidade e
diametro médio de raizes (ver Tabela 6). O aumento da concentracdo do elemento-traco na
solugdo nutritiva ocasionou aumento na densidade de raizes para Jiggs e missioneira gigante
equivalente a 166 e 70%, e redugdo para piatd e xaraés de 55 e 52%, respectivamente (ver
Tabela 6). Nao houve diferenga significativa para Aruana, hemartria, humidicola, marandu,
pensacola, Tanzania e Tifton-85 (ver Tabela 6). Em relagao ao didmetro médio de raizes, houve
redugdo para humidicola, Jiggs, piata, Tanzania, Tifton-85 e xaraés, de 22, 13,22,23,11e21%,
respectivamente (ver Tabela 6). Nao houve diferenca entre os tratamentos para Aruana,

hemartria, marandu, missioneira gigante e pensacola (ver Tabela 6).
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Tabela 6 - Densidade e didmetro médio de raizes de plantas de Aruana, hemartria, humidicola,
Jiggs, marandu, missioneira gigante, pensacola, piatd, Tanzania, Tifton-85 e xaraés
cultivadas em solucdo nutritiva com Cu em concentra¢des de 0,3 e 20 umol L.

Densidade de raizes Diametro médio de raizes
Forrageira —3 . drzlg) B 0,3 (mnzl)o N
pmol L' pmol L! Média umol L' umol L’ Média
Aruana 0,13C 0,19C 0,16™ 0,32C 0,33 A 0,32
Hemartria 0,14 C 0,18 C 0,16 0,33 C 0,31A 0,32
Humidicola 0,14 C 0,14 C 0,14 s 0,29D 0,23 C 0,26*
Jiggs 0,42 A 1,12 A 0,77* 0,29 D 0,25C 0,27*
Marandu 0,18 C 0,20 C 0,19 0,25 E 0,22C 0,23
M. gigante 0,18 C 0,31 B 0,24* 0,32 C 0,34 A 0,33™
Pensacola 0,14 C 0,14 C 0,14 0,29D 0,28B 0,29
Piata 0,22 C 0,10 C 0,16* 0,38 B 0,30 B 0,34*
Tanzania 0,20 C 0,20 C 0,20 0,46 A 0,35A 041*
Tifton-85 0,28 B 0,29 B 0,28 s 0,33C 0,29B 0,31*
Xaraés 0,39 A 0,19C 0,29* 0,36 B 0,28 B 0,32%*
Média 0,22 0,28 0,33 0,29
CV (%) 6,30 6,38

Letras comparam gramineas forrageiras dentro de mesma concentracdo de Cu. Médias seguidas de mesma letra
ndo diferem entre si. *: significativo a 5% e ™: ndo-significativo a 5% pelo teste F, entre concentragdes de Cu
dentro da mesma graminea forrageira. CV: Coeficiente de varia¢ao. Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

Também houve interagdo entre as forrageiras e os niveis de Cu na solugdo para a area
radicular especifica, comprimento radicular especifico e densidade de comprimento de raizes
(ver Tabela 7). O aumento da concentracdo do elemento-trago na solugdo nutritiva ocasionou
aumento na 4rea radicular especifica para piatd e xaraés, equivalente a 107 e 154%,
respectivamente, e redugdo para Aruana, Jiggs e missioneira gigante de 36, 52 e 40% (ver
Tabela 7). Nao houve diferenca significativa para hemadrtria, humidicola, marandu, pensacola,
Tanzania e Tifton-85 (ver Tabela 7). Em relagdo ao comprimento radicular especifico, o
aumento ocorreu para humidicola, piatd e xaraés, com 56, 181 e 208%, respectivamente, e a
reducdo para Aruana, de 37%; nao houve alteragdo para hemartria, Jiggs, marandu, missioneira
gigante, pensacola, Tanzania e Tifton-85 (ver Tabela 7). A densidade de comprimento de raizes
aumentou para humidicola, Jiggs, piata, e xaraés em 77, 31, 35 e 48% (ver Tabela 7). Nao houve
diferenga entre os tratamentos para Aruana, hemadrtria, marandu, missioneira gigante,

pensacola, Tanzania e Tifton-85 (ver Tabela 7).



79

Tabela 7 - Area radicular especifica, comprimento radicular especifico e densidade de
comprimento de raizes de plantas de Aruana, hemadrtria, humidicola, Jiggs,
marandu, missioneira gigante, pensacola, piatd, Tanzania, Tifton-85 e xaraés
cultivadas em solu¢do nutritiva com Cu em concentra¢des de 0,3 e 20 umol L.

Area radicular especifica Comprimento radicular especifico Densidade de comprimento
Forrageira —; (Cﬁgog'l) — 3 (szf;)g'l) — Ojd?’e raizes (Zc(r)n cm) —
pmol L' pmol L*! Média pumol L-! pumol L-! Média pmol L' umol L! Meédia
Aruana  1022,12A 65691 B  839,52% 1019842 A 6469,14C  8333,78% 124 C 122D 1,23
Hemartria 988,92 A 711,81 B 850,36 ™ 9942, 74 A 7194,56 C 8568,65" 1,37 C 1,30 D 1,331
Humidicola 319,01 C  380,62C  349,82™ 1151934 A 17927,08 A 14723,21* 1,65B  2,92A  228%
Jiggs 334,22 C 161,86 D 248,04* 373495B 1906,53 D 2820,74 ™ 1,57B 2,06 B 1,81%
Marandu 960,83 A 102439 A 992,61 ™ 1251981 A 12218,52B  12369,16™ 2,ITA 241B  226™
M. gigante 674,85 A 402,06 C 538,46* 6590,34 B 381542 D 5202,88 ™ 1,20 C 1,14D 1,171
Pensacola  1026,08 A 1081,07 A 1053,58™ 11079,79 A 1324799 B  12163,89™ 1,51 B 1,80 C 1,65
Piata 580,20 B 1201,70 A 890,95* 5837,01 B 1639535 A 11116,18* 1,21 C 1,62 C 1,42%
Tanzéania 43996 B 492,49 C 466,23 3033,88 B 3937,16 D 3485,52m 0,60 D 0,76 E 0,68
Tifton-85 440,63 B 482,46 C 461,54 432399B  5246,69 C 4785,34 ™ 1,20 C 1,48 C 1,348
Xaraés 285,34 C 724,96 B 505,15%* 2540,33 B 7832,26 C 5186,30* 1,00 C 1,47 C 1,23%*
Meédia 642,92 665,49 7392,78 8744,61 1,33 1,65
CV (%) 3,76 16,01 23,13

Letras comparam gramineas forrageiras dentro de mesma concentragdo de Cu. Médias seguidas de mesma letra
ndo diferem entre si. *: significativo a 5% e ™: ndo-significativo a 5% pelo teste F, entre concentragdes de Cu
dentro da mesma graminea forrageira. CV: Coeficiente de varia¢do. Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

O Cu tem a habilidade de induzir e iniciar a peroxidagao lipidica através da producao
de radicais de oxigénio, principalmente radicais hidroxila, tais como o H>O> (HALLIWELL,;
GUTTERIDGE, 1984). Em concentragdes toxicas, o aumento da concentracdo de H>O> nas
raizes provoca o aumento da atividade das enzimas peroxidases e laccases, 0 que aumenta a
sintese de lignina nas paredes celulares (LIN; CHEN; LIU, 2005). A lignificacdo das raizes,
induzida pelos efeitos téxicos do Cu pode provocar o espessamento de tecidos e a reducao do
comprimento de raizes primarias e secundarias (FEIGL et al., 2013). Isso explica a reducao de
area, comprimento total e volume radicular para Jiggs e hemartria, e de volume para
humidicola. O espessamento dos tecidos radiculares pode ter contribuido para o aumento da
densidade e reducdo da area especifica das raizes de Jiggs e missioneira gigante.

A redugdo do didmetro médio com concomitante aumento do comprimento total
radicular para piatd, Tanzania, Tifton-85 e xaraés pode configurar um aumento do numero de
raizes laterais, mais finas que as principais, mecanismo que pode ser induzido pela exposicao
das raizes das plantas ao Cu sob concentragdes de até 50 pmol L' em solugio nutritiva
(LEQUEUX et al., 2010). Isso resultou em aumentos para area radicular, volume radicular,

comprimento radicular especifico, area radicular especifica ou densidade de comprimento de
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raizes para essas gramineas forrageiras, a excecdo da Tanzéania. Para Marandu, o aumento do
comprimento total radicular pode ter sido responsavel pelos aumentos area e volume radicular.

Plantas podem alterar a area e o comprimento radicular especifico em fun¢ao do status
nutricional do solo. Maiores valores estdo relacionados a maiores absor¢des de agua e
nutrientes. (DANDAN et al., 2017). Para hemartria e Jiggs, as redugdes observadas para essas
variaveis sugerem uma tentativa de reducdo da absor¢do da solucdo nutritiva em fungdo dos
efeitos toxicos do Cu. J& os aumentos dessas variaveis para marandu, piata, Tifton-85 e xaraés

sugerem efeito foi o contrario.

4.5.2 Efeito do Cu a parte aérea das forrageiras

Houve interagdo entre as forrageiras e os niveis de Cu na solugdo nutritiva para a taxa
de crescimento da altura de colmo+pseudocolmo e da altura estendida das plantas (ver Tabela

8).

Tabela 8 - Taxa de crescimento da altura de colmo + pseudocolmo e taxa de crescimento da
altura estendida de plantas de Aruana, hemartria, humidicola, Jiggs, marandu,
missioneira gigante, pensacola, piatd, Tanzéania, Tifton-85 e xaraés cultivadas em
solu¢do nutritiva com Cu em concentra¢des de 0,3 e 20 pmol L.

Taxa de crescimento da altura

Taxa de crescimento da altura
de colmo + pseudocolmo (mm X 4

estendida (mm dia™")

Forrageira dia™)
pm(()),13L' ! um%)(l) L! Média um(()),l3L' ! um%)(l) 1 Media
Aruana 14,82C 20,51 A 17,66* 26,52 A 2782A 27,17™
Hemartria 0,84 H 0,70 F 0,77ms 8,63 C 5,85D 7,24%
Humidicola 17,34 B 8,12D  12,73* 17,33 B 8,18 C 12,75%*
Jiggs 7,93 E 11,46 C  9,69* 5,88D 11,93B  8,91*
Marandu 4,00 G 539E 4,70 14,37B 17,61 A 15,99™
M.gigante 21,25 A 16,12B  18,69* 22,76 A 20,48 A 21,62"™
Pensacola 1,78 H 1,48 F 1,63 10,00 C 9,24 C 9,62
Piata 5,80 F 8,81D 7,30%* 14,64B 23,68 A 19,16*
Tanzania 8,07 E 8,31D 8,19 31,87 A 21,50A 26,68*
Tifton-85 8,84 E 8,88D  8,86™ 7,17 D 6,21 D 6,69 "
Xaraés 171D 242F  657*  2867A 1979A 2423%
Média 9,22 8,38 17,08 15,66
CV (%) 15,11 6,76

Letras comparam gramineas forrageiras dentro de mesma concentracdo de Cu. Médias seguidas de mesma letra
ndo diferem entre si. *: significativo a 5% e ": ndo-significativo a 5% pelo teste F, entre concentragdes de Cu
dentro da mesma graminea forrageira. CV: Coeficiente de variacdo. Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.
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O aumento da concentragdo do elemento-traco na solugao nutritiva ocasionou o aumento
da taxa de crescimento de colmo+pseudocolmo para Aruana, Jiggs e piatd, com 38, 45 ¢ 52%,
e a reducdo para humidicola, missioneira gigante e xaraés com 53, 24 e 87%; ndo houve
alteragdo para hemartria, marandu, pensacola, Tanzania e Tifton-85 (ver Tabela 8). Em relagao
a taxa de crescimento da altura estendida, houve aumento para Jiggs e piata, equivalente a 103
e 62%, e redugdo para hemartria, humidicola, Tanzania e xaraés de 32, 53, 33 e 31%,
respectivamente (ver Tabela 8). Nao houve diferenca significativa para Aruana, marandu,
missioneira gigante, pensacola e Tifton-85 (ver Tabela 8).

Ocorreu interagdo entre as forrageiras e os niveis de Cu na solugdo para a taxa de
aparecimento de folhas, taxa de expansdo e de senescéncia foliar. O aumento da concentragao
do elemento-traco na solugdo nutritiva ocasionou aumento na taxa de aparecimento de folhas
para Aruana, equivalente a 50%, e reducdo para humidicola e missioneira gigante de 54 e 38%,
respectivamente (ver Tabela 9). Nao houve diferenca significativa para hemartria, Jiggs,

marandu, pensacola, piatd, Tanzania, Tifton-85 e xaraés (ver Tabela 9).

Tabela 9 - Taxa de aparecimento de folhas, taxa de expansao foliar e taxa de senescéncia foliar
de plantas de Aruana, hemartria, humidicola, Jiggs, marandu, missioneira gigante,
pensacola, piata, Tanzania, Tifton-85 e xaraés cultivadas em solug@o nutritiva com
Cu em concentragdes de 0,3 e 20 pmol L',

Taxa de aparecimento de Taxa de expansdo foliar Taxa de senescéncia foliar
¥ . folhas (folhas dia™!) (mm dia’!) (mm dia™!)
orragetra 753 20 03 20 0.3 20

pmol L' umol L*! Média umol L' pmol L*! Meédia pumol L' pmol L! Média
Aruana 0,12C 0,18 C 0,15* 60,74 A 51,78 A 56,26* 0,02 C 0,04 E 0,03
Hemartria 0,16 B 0,14D 0,15 11,97 G 8,74G  10,36* 0,02 C 0,01 E 0,01ms
Humidicola 0,18 B 0,08 E 0,13* 3328D 2297D 28,13% 0,02 C 0,35 B 0,18*
Jiggs 0,42 A 043A 042m™ 1297G  1390F 13,44™ 0,01 C 0,10D 0,06*
Marandu 0,10C 0,07 E 0,08 38,63C 37,55C 38,09™ 0,20 A 0,22C 0,21
M. gigante 0,39 A 0,24 B 0,32%* 17,06 F  22,06D 19,56* 0,09B 0,02E 0,05*
Pensacola 0,21 B 0,24B  0,23™ 16,02 F 1743 E 16,73™ 0,01 C 0,03 E 0,021
Piata 0,16 B 0,17C 0,16 2893 E 3526C 32,10% 0,03 C 0,63 A 0,33*
Tanzania 0,14 B 0,17C 0,16™ 67,70 A 5764 A 62,67* 0,07 B 0,64 A 0,36*
Tifton-85 0,43 A 0,38A 041" 10,78H 13,31 F 12,04* 0,10B 0,15D 0,12
Xaraés 0,11C 0,11 D 0,11 51,70B 4582B 48,76™ 0,01 C 0,19C 0,10%*
Média 0,22 0,20 31,80 29,68 0,05 0,22
CV (%) 16,32 2,23 5.5

Letras comparam gramineas forrageiras dentro de mesma concentracdo de Cu. Médias seguidas de mesma letra
ndo diferem entre si. *: significativo a 5% e ™: ndo-significativo a 5% pelo teste F, entre concentragcdes de Cu
dentro da mesma graminea forrageira. CV: Coeficiente de variacdo. Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.
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Em relagdo a taxa de expansao foliar, o aumento ocorreu para missioneira gigante, piata
e Tifton-85 com 29, 22, 23%, e a redugdo para Aruana, hemartria, humidicola e Tanzania, com
15,27, 31 e 15%; ndo houve alteracdo para Jiggs, marandu, pensacola e xaraés (ver Tabela 9).
A taxa de senescéncia foliar aumentou para humidicola, Jiggs, piata, Tanzania e xaraés em 22,
11, 20, 9 e 15 vezes e reduziu em 6 vezes para missioneira gigante (ver Tabela 9). Nao houve
diferencga entre os tratamentos para Aruana, hemartria, marandu, pensacola e Tifton-85 (ver
Tabela 9).

Houve interacao entre as forrageiras e os niveis de Cu na solugdo para a area foliar por
perfilho, area foliar especifica e indice SPAD das plantas (ver Tabela 10). O aumento da
concentracdo do elemento-trago na solugdo nutritiva ocasionou aumento na area foliar para
marandu, piatd e xaraés equivalente a 73, 68 e 30%, e redugdo para hemartria, humidicola, Jiggs
e missioneira gigante de 55, 42, 38 e 17%, respectivamente (ver Tabela 10). Nao houve

diferencga significativa para Aruana, Pensacola, Tanzania e Tifton-85 (ver Tabela 10).

Tabela 10 - Area foliar por perfilho, 4rea foliar especifica e indice SPAD de plantas de Aruana,
hemadrtria, humidicola, Jiggs, marandu, missioneira gigante, pensacola, piata,
Tanzania, Tifton-85 e xaraés cultivadas em solugdo nutritiva com Cu em
concentracdes de 0,3 e 20 pmol L.

Area foliar perfilho™! (cm?) Area foliar especifica (cm? g™) indice SPAD

Forrageira =53 20 " 0.3 20 " 0.3 20 »
pmol L' pmol L'! Média pmol L' umol L'! Média pumol L' umol L*! Média
Aruana  153,05C 173,07B 163,06™  220,86C 20675D 213,81™  2200E  20,00D 21,00
Hemartria 22301 999G 16,15%  438,62A 280,94C 359,78* 29.63D  31,10C 30,37
Humidicola 80,70 E  46,83D  63,77*  269,24B 45720 A 363,22* 27,63D  11,77E  19,70%
Jiggs 4992G  3589E  42,91% 53,02F  40,04F 46,53 30,0D  2297E 26,53+
Marandu ~ 63,80F  110,61C  87,20* 16748 D 21426D  190,87* 2697D  11,77E  19,37*
M. gigante  14241C  117,74C 130,08*  287.85B 180,10D 233,98* 4190 A 4630A 44,10
Pensacola  32,06H  28,10F  30,13* 39033 A 35458B 372,45™  21,07E  2783D 2445
Piata 10494D  17631B  140,63*  15337D 207.86D 180,61* 31,80D 44,50 A 38,15*
Tanzania 23639 A 24544 A 24091™  146,12D 15248E 14930™  2957D  3845B 34,01%
Tifton-85  109,66D 12542C 11754™  11393E 133,70E 12381™  3327C  3140C 3233™
Xaraés ~ 19834B 257,54 A 227,94*  12573E  20735D  166,54* 3803B  2230D  30,17*
Média 108,52 120,63 215,14 221,39 30,18 28,03
CV (%) 2,1 1,92 7,21

Letras comparam gramineas forrageiras dentro de mesma concentracdo de Cu. Médias seguidas de mesma letra
nao diferem entre si. *: significativo a 5% e ": ndo-significativo a 5% pelo teste F, entre concentragdes de Cu
dentro da mesma graminea forrageira. CV: Coeficiente de variagdo. Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

Em relagdo a area foliar especifica, o aumento ocorreu para humidicola, marandu, piata

e xaraés com 70, 28, 36 e 65%, e a reducdo para hemartria, Jiggs e missioneira gigante, com
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36, 25 e 37%; nao houve alteracdo para Aruana, pensacola, Tanzania e Tifton-85 (ver Tabela
10). O indice SPAD aumentou para missioneira gigante, pensacola, piatd e Tanzania com 10,
32, 40 e 30%, e reduziu para humidicola, Jiggs, marandu e xaraés com 57, 24, 56 e 41% (ver
Tabela 10). Nao houve diferenga entre os tratamentos para Aruana, hemartria e Tifton-85 (ver
Tabela 10).

Alteragdes na taxa de crescimento da altura de colmo + pseudocolmo para Aruana,
humidicola, Jiggs, missioneira gigante ¢ xaraé¢s, na taxa de aparecimento de folhas para
humidicola, marandu, missioneira gigante e Aruana, bem como na expansao foliar para Aruana,
hemartria, humidicola, missioneira gigante, piatd, Tanzania e Tifton-85, podem estar ligados a
essencialidade do elemento-traco e efeitos positivos aos processos de fotossintese, respiragao,
sintese e atividade de proteinas e enzimas, bem como na perturbacao desses processos, quando
em concentragdes toxicas nas plantas (YRUELA, 2009).

A reducdo da taxa de crescimento da altura de colmo+pseudocolmo, tal como para
humidicola e xaraés, ¢ da taxa de expansao foliar, tal como para hemartria, humidicola e
Tanzania, pode ser ainda devida ao fato de que o excesso de Cu pode provocar a lignificacdao
das paredes celulares de tecidos vegetais (LIN; CHEN; LIU, 2005), reduzindo o comprimento
de partes das plantas (FEIGL et al., 2013).

De acordo com MURPHY et al. (1999), niveis téxicos de Cu podem provocar a
peroxidagdo lipidica, resultando em danos as membranas plasmaticas capazes de reduzir a
absorcao e translocagdo de K nas plantas, reduzindo o potencial osmético e, consequentemente,
diminuindo a expansao de células.

O Cu também pode afetar negativamente a organizagao dos centromeros, um dos passos
da mitose celular, reduzindo a divisdo das células. Isso pode também ter influenciado na
redu¢do do aparecimento de folhas para humidicola, marandu e missioneira gigante (FRY;
MILLER; DUMVILLE, 2002; PANOU-FILOTHEOU; BOSABALIDIS, 2004). Outro efeito
do Cu nas folhas ¢ o distirbio na hidrdlise do amido e inibigdo do transporte de carboidratos
soliveis dentro das plantas, o que acarreta na redugdo do comprimento foliar (GASECKA et
al., 2012).

A redugdo da taxa de crescimento da altura estendida para hemartria foi resultado da
redugdo da taxa de expansao foliar e, para missioneira gigante e xaraés, devido a reducao da
taxa de crescimento de colmo+pseudocolmo. Para a humidicola, tanto a reducdo da taxa de
expansao foliar quanto do crescimento de colmo+pseudocolmo contribuiram para o efeito. Para

Jiggs, o aumento da taxa de crescimento de colmo+pseudocolmo provocou o incremento na
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taxa de crescimento da altura estendida. J4 para piatd, tanto o aumento da taxa de crescimento
de colmo+pseudocolmo e de expansdo foliar contribuiram para o aumento daquela variavel.

A reducao da area foliar das plantas de humidicola foi devido a reducdo da taxa de
expansao e de aparecimento de folhas. Para a hemartria, a reducao da taxa de expansao foliar
foi responsavel por reduzir a area foliar das plantas. Apesar do aumento da taxa de expansao, a
missioneira gigante teve uma menor taxa de aparecimento de folhas, o que contribuiu para
reduzir a area foliar. Jiggs reduziu a area foliar mesmo que ndo tenha havido reducao das taxas
de expansao e aparecimento de folhas. O aumento da area foliar das plantas ocorreu para piata
em fun¢do do incremento da taxa de extensdo foliar, e para xaraés e marandu, mesmo sem ter
havido incremento de ambas as variaveis.

A redugdo do indice SPAD observada nas folhas de humidicola, Jiggs, marandu, e
xaraés, pode estar associada a reducao do tamanho das células dos parénquimas clorofilianos
do mesofilo foliar induzida pelo Cu, ou pelo colapso das células desses parénquimas devido a
sensibilidade a toxicidade de elementos-traco (SRIDHAR et al., 2005; GOMES et al., 2011).
Além disso, a clorose foliar esta intimamente associada com alteracdes morfoldgicas e
fisioldgicas nos cloroplastos; segundo Yruela (2013), o Cu pode provocar a alteracdo da
estrutura e da composi¢cao das membranas tilacoides dessa organela.

O Cu, em excesso nas folhas, provoca reducao da biossintese de clorofilas e causa danos
a sua estrutura e funcao. Essas alteracdes podem estar relacionadas a deficiéncia induzida de
Fe, a substituicdo do Mg na molécula central do pigmento e & degradagao de pigmentos causada
por espécies reativas ao oxigénio induzida pelo estresse ao elemento-traco (PATSIKKA et al.,
2002; KUPPER; KRONECK, 2005; YRUELA, 2013).

No entanto, para missioneira gigante, pensacola, piatd e Tanzania, houve aumento do
indice SPAD. Isso pode ter ocorrido devido ao aumento da concentracdo de clorofila nas folhas,
uma vez que o Cu ¢ essencial a sintese de plastocianina, proteina responsavel pela transferéncia
de elétrons entre as clorofilas dos centros de reacdo do PSII e PSI (TAIZ; ZEIGER, 2010;
YRUELA, 2013). Esse efeito foi mais pronunciado para a missioneira gigante, que além de ter
o indice SPAD aumentado, reduziu a taxa de senescéncia foliar.

Apesar do aumento do indice SPAD, piatd e Tanzania tiveram aceleracdo da taxa de
senescéncia das folhas. Ja para humidicola, Jiggs e xaraés, foi observado redugdo do indice
SPAD com a concomitante elevagao da taxa de senescéncia. O aumento da taxa de senescéncia
pode ter ocorrido devido a peroxidacao lipidica de membranas de organelas celulares, ou pela

reducdo da atividade da glutationa redutase, com danos as clorofilas e ao aparato fotossintético.
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O elemento-tragco também pode ter provocado aumento da sintese de etileno e acido abscisico,
que aceleraram a senescéncia foliar (MALEA, 1994; CHEN; KAO, 1999; YRUELA, 2009).

O aumento da area foliar especifica nas plantas de humidicola, marandu e xaraés
expostas ao Cu pode ter ocorrido devido ao afilamento da lamina foliar, através da diminuigao
do tamanho das células do mesoéfilo e dos espagos intercelulares, bem como da espessura da
epiderme, ou pelo colapso das células dos parénquimas clorofilianos provocado pela exposi¢ao
a elementos-trago (SRIDHAR et al., 2005; SANCHEZ-PARDO; FERNANDEZ-PASCUAL;
ZORNOZA, 2014). Esse efeito, aliado a reducao do indice SPAD e ao aumento da taxa de
senescéncia para humidicola e xardes, foram reflexos do efeito negativo do Cu a essas
forrageiras.

A redugdo da area foliar especifica para Jiggs pode ter sido causada pelo aumento do
numero de células da endoderme e/ou do espessamento do esclerénquima e periciclo do feixe
vascular, com o objetivo de reduzir a translocagdo do Cu aos parénquimas clorofilianos,
prevenindo possiveis danos ao sistema de fixagdo primario de CO2 (GOMES et al., 2011). O
fato de que tal estratégia ndo tenha evitado a reducdo do indice SPAD, associado ao aumento
da taxa de senescéncia das folhas, ressaltam o efeito negativo do elemento-trago nos tecidos
foliares dessa forrageira. Para a hemartria, apesar da reducdo da area foliar especifica, nao
houve reducao do indice SPAD e aceleragao da senescéncia.

A redugdo da area foliar especifica concomitante ao aumento do indice SPAD das
folhas, para missioneira gigante, confirmaram o efeito benéfico do Cu a esta forrageira as
plantas.

Ademais, as alteracdes da area foliar e area foliar especifica provocadas pelo Cu podem
estar ligadas a regulacdo da transpiracdo das folhas, um dos mecanismos de transporte do

elemento-trago nas plantas (ANDO et al., 2013).

4.5.3 Efeito do Cu a massa seca das forrageiras

Ocorreu interacdo entre as forrageiras e os niveis de Cu na solugdo para a massa seca de
raizes, colmos e folhas por perfilho (ver Tabela 11). O aumento da concentragdao do elemento-
trago na solugdo nutritiva ocasionou aumento na produgao de massa seca de raizes para Aruana,
marandu, missioneira gigante e Tifton-85, equivalente a 68, 49, 45 e 59%, respectivamente, e
reducdo para xaraés de 17% (ver Tabela 11). Nao houve diferenca significativa para hemartria,
humidicola, Jiggs, pensacola, piatd e Tanzania (ver Tabela 11). Em relagdo a massa seca de

colmos, o aumento ocorreu para Jiggs, piatd, Tifton-85 e xaraés, com 43, 60, 72 ¢ 34%, e a
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reducdo para hemartria e humidicola, com 47 e 52%; n3o houve alteragdo para Aruana,

marandu, missioneira gigante, pensacola e Tanzania (ver Tabela 11).

Tabela 11 - Massa seca raizes, colmos e folhas por perfilho de plantas de Aruana, hemartria,
humidicola, Jiggs, marandu, missioneira gigante, pensacola, piata, Tanzania,
Tifton-85 e xaraés cultivadas em solucao nutritiva com Cu em concentragdes de 0,3

e 20 pmol L.
Massa seca de raizes Massa seca de colmos Massa seca de folhas
Forrageira — perﬁlh;(l) = . 0,3 perﬁlhozl)(g) » 0,3 perﬁlhzoo1 = i
umol L' umol L*! Média umol L' umol L*! Meédia umol L' pmol L! Média
Aruana 0,11 D 0,18 C 0,14* 0,43 C 0,52B  0,48™ 0,69 C 0,84 C 0,77*
Hemartria 0,02 E 0,01 E 0,01 0,12E 0,06 D  0,09*% 0,05 F 0,03 F 0,04 s
Humidicola 0,04 E 0,02E 0,03m 0,22D 0,10D  0,16%* 0,30 E 0,10 F 0,20*
Jiggs 0,15C 0,17C 0,16™ 0,68 B 0,98 A  0,83* 0,94 B 0,91 C 0,931
Marandu 0,08 D 0,12D 0,10* 0,22D 0,30C 0,26™ 0,38D 0,52 E 0,45*
M. gigante 0,11 D 0,16 C 0,14* 0,16 E 0,22C 0,19™ 0,49 D 0,65D 0,57*
Pensacola 0,02E 0,02E 0,02™ 0,06 F 0,06 D 0,06™ 0,08 F 0,08 F 0,08
Piata 0,11 D 0,14D 0,13 0,30 D 0,48 B 0,39* 0,69 C 0,85 C 0,77*
Tanzania 0,36 A 0,38A 0,37™ 1,00 A 0,96 A 0,98™ 1,64 A 1,61 A 1,621
Tifton-85 0,15C 0,24 B 0,19* 0,52 C 0,89 A  0,70% 0,96 B 0,94 C 0,95
Xaraés 0,29 B 0,24 B 0,27* 0,66 B 0,89 A 0,77* 1,58 A 1,26 B 1,42%*
Média 0,13 0,15 0,40 0,50 0,71 0,71
CV (%) 2,79 45 4,63

Letras comparam gramineas forrageiras dentro de mesma concentragdo de Cu. Médias seguidas de mesma letra
ndo diferem entre si. *: significativo a 5% e ™: ndo-significativo a 5% pelo teste F, entre concentra¢des de Cu
dentro da mesma graminea forrageira. CV: Coeficiente de varia¢do. Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

A producdao de massa seca de folhas aumentou para Aruana, marandu, missioneira
gigante e piatd em 21, 36, 32 e 24% e reduziu para humidicola e xaraés em 65 e 21% (ver Tabela
11). Nao houve diferenca entre os tratamentos para hemartria, Jiggs, pensacola, Tanzania e
Tifton-85 (ver Tabela 11).

Houve interagao entre as forrageiras e os niveis de Cu na solucao para a massa seca total
por perfilho (ver Tabela 12). O aumento da concentracao do elemento-trago na solugao nutritiva
ocasionou aumento para Aruana, missioneira gigante e Tifton-85, equivalente a 28, 35 e 27%,
respectivamente, e reducao para hemartria e humidicola, de 43 e 58% (ver Tabela 12). Nao
houve diferencga significativa para Jiggs, marandu, pensacola, piatd, Tanzania e xaraés (ver

Tabela 12).
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Tabela 12 - Massa seca total de plantas de Aruana, hemartria, humidicola, Jiggs, marandu,
missioneira gigante, pensacola, piatd, Tanzania, Tifton-85 e xaraés cultivadas em
solugdo nutritiva com Cu em concentragdes de 0,3 ¢ 20 pmol L.

Massa seca total
perfilho! (g)

0,3 20
pmol L' pmol L!

Aruana 120D  1,54D  137*
Hemartria 0,18 F 0,10F  0,14*
Humidicola 055  023F  039%
Jiggs 1,78C  2,06C 1,92
Marandu (68 E 093E 0,76™
M. gigante  076E  1,03E  0,90%
Pensacola  0,16F  0,16F 0,16™
Piata 1LI0OD 147D 1,25
Tanznia ~ 300A  2,95A 297"
Tifton-85  163¢c  207C 1,85
Xaraés 2,54B  239B  246™
Média 1,24 1,34
CV (%) 5,24
Letras comparam gramineas forrageiras dentro de mesma concentracdo de Cu. Médias seguidas de mesma letra

ndo diferem entre si. *: significativo a 5% e ™: ndo-significativo a 5% pelo teste F, entre concentragdes de Cu
dentro da mesma graminea forrageira. CV: Coeficiente de variacdo. Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

Forrageira
Média

Nao ocorreu interacdo entre as forrageiras e os tratamentos para os resultados de
raiz:parte aérea (ver Tabela 13). O teste de médias identificou diferenca significativa apenas
entre as forrageiras, mas ndo para os tratamentos aplicados (ver Tabela 13). Todavia, houve
interacdo para a relacdo folha colmo, a qual reduziu para humidicola, Jiggs, piata, Tifton-85 e
xaraés em 24, 33, 24, 43 e 41%, respectivamente (ver Tabela 13). Nao houve diferenca entre os
tratamentos para Aruana, hemartria, marandu, missioneira gigante, pensacola e Tanzania (ver
Tabela 13).

As alteracdes observadas nas raizes, colmos e folhas das forrageiras com o aumento do
nivel de Cu na solugao nutritiva refletiram na produ¢ao da massa seca das diferentes estruturas
e, consequentemente, na massa seca total.

O aumento da concentragdo do Cu na solugdo nutritiva, para humidicola, provocou
efeitos negativos no crescimento das raizes, sobretudo em seu volume, sem ter havido reducdo
da producdo de massa seca. Também houve prejuizo da taxa de expansdo de colmos, que
resultou em menor produc¢do de massa seca dessa estrutura. Menores taxas de aparecimento de
folhas e de expansdo area foliar resultaram em reducao da area foliar, que aliada a maior area
foliar especifica, € a0 aumento da senescéncia, contribuiram para a reducdo da massa seca de

folhas. Essa redug@o ocorreu em maior intensidade quando comparada a redug@o para a massa
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seca de colmos, evidenciado pela menor relagao folha:colmo. Esses efeitos contribuiram para a

reducdo da producdo de massa seca total de plantas de humidicola.

Tabela 13 - Relacdo raiz:parte aérea e relagdo folha:colmo de plantas de Aruana, hemartria,
humidicola, Jiggs, marandu, missioneira gigante, pensacola, piata, Tanzania,
Tifton-85 e xaraés cultivadas em solucao nutritiva com Cu em concentragdes de 0,3

e 20 pmol L.
Relacdo raiz:parte aérea Relagdo folha:colmo
Forrageira umoo’l?)L'1 umi(l) L! Média pm(z),l3 L! umf)(l) L! Média
Aruana 0,09 C 0,13C 0,11m™ 1,61 D 1,61 B 1,61
Hemartria 0,10 C 0,12C 0,11 0,44 F 0,54E 049m™
Humidicola 0,07 C 0,12C 0,09 1,39 E 1,06 D 1,22%*
Jiggs 0,10 C 0,09C 0,09m™ 1,38 E 0,92D 1,15%
Marandu 0,14 B 0,15B 0,14™ 1,72 D 1,75B 1,74ns
M. gigante 0,17 A 0,18A 0,18™ 3,12A 3,00A 3,06™
Pensacola 0,16 B 0,15B 0,15m™ 1,48 E 1,32C  1,40™
Piata 0,12C o0,11¢c o,11m™ 2,33B 1,77B  2,05%*
Tanzania 0,14 B 0,15B 0,14™ 1,64 Da 1,67B  1,65™
Tifton-85 0,10 C 0,13C 0,12m™ 1,89 C 1,07 D 1,48*
Xaraés 0,13C 0,11C o0,12m™ 241 B 1,41C 1,91%*
Média 0,12 0,13 1,77 1,46
CV (%) 15,08 7,47

Letras comparam gramineas forrageiras dentro de mesma concentracdo de Cu. Médias seguidas de mesma letra
ndo diferem entre si. *: significativo a 5% e ™: ndo-significativo a 5% pelo teste F, entre concentragdes de Cu
dentro da mesma graminea forrageira. CV: Coeficiente de variacdo. Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

Para a hemartria, o aumento da concentragdo do Cu na solu¢do nutritiva também
provocou redu¢do do volume radicular sem prejuizo da massa seca. Mesmo sem ter havido
redu¢do da taxa de crescimento de colmo-+pseudocolmo, houve redugdo da massa seca de
colmos, o que contribuiu para a redu¢do da massa seca total.

O aumento da concentragdo de Cu na solucdo nutritiva, para xaraés, aumentou o volume,
entretanto com reducao da densidade, o que pode ter influenciado na redug¢do da massa seca das
raizes. Apesar da redugdo da taxa de crescimento de colmo+pseudocolmo, houve aumento da
massa seca de colmos, possivelmente devido ao espessamento dos tecidos. O aumento da area
foliar especifica e da taxa de senescéncia podem ter resultado na redu¢do da massa seca de
folhas, apesar do aumento da area foliar. Tais alteragdes reduziram a rela¢ao folha:colmo para
a forrageira, apesar de nao ter havido alteracdo da produ¢do de massa seca total.

O aumento da concentra¢ao do Cu na solugdo nutritiva, para o Jiggs, reduziu o volume

de raizes. Contudo, o aumento da densidade dessa estrutura pode ter contribuido para a
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estabilidade da producdo de massa seca. O aumento da taxa de crescimento de
colmo-+pseudocolmo resultou em no aumento da producao de massa seca de colmos. Nao houve
alteragdo da massa seca foliar, uma vez que a redugdo da area foliar especifica pode ter
equilibrado a reducao da area foliar e aumento da taxa de senescéncia. Muito embora ndo tenha
havido alteragdo da massa seca total, houve redugdo da relagao folha:colmo.

Pensacola ¢ Tanzania ndo sofreram alteragdes no volume, densidade, e massa seca de
raizes, tampouco na taxa de crescimento de colmo+pseudocolmo e massa seca de colmos. Para
Tanzania, mesmo com redugdo da taxa de expansao foliar e aumento da taxa de senescéncia, a
area se manteve constante, tal como a area foliar especifica, o que proporcionou auséncia de
efeitos na massa seca de folhas. Para pensacola, apesar do aumento da taxa de senescéncia,
também nado houve alteracdo da massa seca de folhas. Dessa forma, para ambas, nao houve
varia¢ao na massa seca total e relacao folha:colmo.

Os efeitos do Cu sobre as raizes de piatd ocorreram de forma semelhante a xaraés,
todavia sem redugdo da massa seca. A taxa de crescimento de colmo+pseudocolmo mais
elevada conduziu ao aumento da massa seca de colmos. Para esta forrageira, o aumento da area
foliar, mesmo com o aumento da area foliar especifica e aceleracdo da taxa de senescéncia,
contribuiu para o aumento da massa seca das folhas. Tais alteragdes reduziram a relagdo
folha:colmo para a forrageira, sem prejuizo da massa seca total.

Com o aumento da concentragdo de Cu na solugdo nutritiva, marandu sofreu um
aumento do volume, sem que houvesse alteracdo na densidade de raizes, contribuindo, assim,
para o aumento da massa seca dessa estrutura. Com a redu¢do da 4rea especifica e aumento da
area foliar, houve acréscimo da producdo de massa seca das folhas. Todavia, ndo houve
varia¢dao da massa seca total e relacao folha:colmo.

Os efeitos do aumento da concentracdo de Cu na solu¢do nutritiva sobre as raizes de
Tifton-85 foram semelhantes a xaraés. Todavia, houve aumento da massa seca de raizes.
Mesmo sem ter havido aumento da taxa de crescimento de colmo+pseudocolmo, houve
aumento da massa seca de colmos. Uma vez que houve estabilidade da massa seca de folhas,
ocorreu reducdo da relacdo folha:colmo. Os aumentos na massa seca de colmos e raizes
provocaram o aumento da massa seca total de plantas.

Para as plantas de missioneira gigante, os aumentos da densidade das raizes e da area
foliar especifica contribuiram para o aumento da massa seca dessas duas estruturas. Dessa

forma, houve também aumento da massa seca total.
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Para a Aruana, apesar de nao ter havido alteragdo do volume e densidade de raizes, bem
como da area foliar e area foliar especifica, houve aumento da massa seca de raizes e folhas, e
da massa seca total.

Sheldon e Menzies (2005) encontraram doses criticas (redu¢do de massa seca de 10%)
entre 0,6 a 1,1 pmol L™ de Cu na solugdo nutritiva para plantas de capim de Rhodes. Em plantas
de capim Urocloa, Kopittke et al. (2009b) encontraram redu¢ao de 50% na massa fresca das
plantas quando a atividade de Cu na solugdo nutritiva atingiu 1,0 e 1,2 uM, respectivamente
para raizes e parte aérea. Kopittke et al. (2009a) encontraram doses criticas (redugao de 50%
da massa seca da parte aérea) nas doses de Cu em solugdo nutritiva de 1,7 umol L para
Dichanthium sericeum (R.Br.) A. Camus; 2,4 umol L™ para Astrebla lappacea (Lindl.) Domin;
2,8 umol L' para capim decumbens; 4,4 pmol L para capim de Rhodes; 4,5 pmol L™ para
Austrodanthonia richardsonii cv. Hume; 5,7 umol L! para Themeda australis Forssk.; e 10
umol L' para capim Urochloa.

Keller et al. (2015) ndo encontraram reducdo significativa da biomassa de plantas de
trigo em todo o intervalo de doses avaliado em solug¢do nutritiva (0 a 7,65 pmol L™). Ali, Bernal
e Ater (2002) observaram redugdes significativas na massa fresca de plantas nas doses de 78,7
e 7,85 umol L' de Cu na solugio nutritiva para Phragmites australis e para o milho,
respectivamente. Na dose de 15,7 umol L'!, entretanto, ndo houve reducdo para a massa fresca
do milho. WEI et al. (2008) verificaram redugdo de aproximadamente 20 e 25% na massa seca
da parte aérea e raizes, respectivamente, em plantas de sorgo, em 50 pmol L' de Cu em solugdo
nutritiva. Todavia, os autores ndo verificaram redugdo das variaveis até 25 uM (WEI et al.,

2008).

4.5.4 Concentracido de Cu nas raizes, parte aérea e fator de translocacio de Cu

Houve interagdo entre as forrageiras e os niveis de Cu na solugdo para a concentragao
de Cu nas raizes e parte aérea, e para o fator de translocagdo de Cu (ver Tabela 14). O aumento
da concentragdo do elemento-trago na solugdo nutritiva ocasionou aumento da concentracao de
Cu nas raizes para todas as forrageiras (ver Tabela 14). Para Aruana, hemartria e humidicola,
esse aumento correspondeu a 84, 24 e 704 vezes, respectivamente (ver Tabela 14). Para Jiggs,
marandu e missioneira gigante, o aumento foi de 97, 61 e 25 vezes, respectivamente (ver Tabela
14). Para Pensacola, piatd e Tanzéania, o aumento equivaleu a 36, 92 e 18 vezes, respectivamente
(ver Tabela 14). Para Tifton-85 e xaraés, o aumento correspondeu a 75 e 361 vezes,

respectivamente (ver Tabela 14).
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Tabela 14 - Concentragao de Cu nas raizes e parte aérea e fator de translocagao para o Cu em
plantas de Aruana, hemartria, humidicola, Jiggs, marandu, missioneira gigante,
pensacola, piata, Tanzania, Tifton-85 e xaraés cultivadas em solu¢do nutritiva com
Cu em concentragdes de 0,3 ¢ 20 pmol LI,

Concentrag¢ao de Cu nas raizes Concentragdo de Cu na parte Fator de translocagdo para o
Forrageira (mg kg™ aérea (mg kg'!) Cu
0.3 20 Media 0.5 20 Média 0,3 20 Media
pmol L' pmol L! umol L' umol L! pmol L' pmol L
Aruana 7,71 B 646,06 C  326,89* 2,03C 1,80C  6,91* 0,26 C 0,02D 0,14*
hemartria 15,86 A 382,80 D 199,33* 6,10 A 44,19 A 25,14%* 0,38 C 0,12B 0,25%*
humidicola 2,88C 2024,70 A 1013,79* 3,78 B 20,16 B 11,97* 1,31 A 0,01 D 0,66*
Jiggs 11,77 A 1138,05B 574,91* 1,81 C 13,47C  7,64* 0,15D 0,01 D 0,08*
marandu 17,31 A 1056,32 B 536,82* 3,19B 10,35C  6,77* 0,18 D 0,01 D 0,10%*
M. gigante 4,75B 119,46 E 62,10%* 7,57 A 29,64 A 18,60* 1,59 A 0,25 A 0,92%*
pensacola 17,53 A 636,96 C  327,24%* 4,06 B 33,60 A 18,83* 0,23 D 0,05 C 0,14*
piata 6,59 B 607,17C  306,88%* 4,95 A 2231 B 13,63* 0,75 B 0,04 C 0,39*
Tanzania 7,45 B 133,26 E 70,35* 2,45C 18,04 B 10,24%* 0,33C 0,14 B 0,23*
Tifton-85 5,22B 392,61 D 198,92* 1,67 C 19.88 B 10,77* 0,32C 0,05 C 0,19%*
xaraés 2,96 C 1068,81 B 535,89* 2,01 C 12,66 C  7,33* 0,68 B 0,01 D 0,35%*
Média 9,09 746,02 3,6 21,46 0,4 0,03
CV (%) 5,92 11,23 12,6

Letras comparam gramineas forrageiras dentro de mesma concentragdo de Cu. Médias seguidas de mesma letra
ndo diferem entre si. *: significativo a 5% e ": ndo-significativo a 5% pelo teste F, entre concentra¢des de Cu
dentro da mesma graminea forrageira. CV: Coeficiente de variacdo. Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

Em relacdo a concentragdo de Cu na parte aérea, também houve aumento para todas as
forrageiras (ver Tabela 14). Aruana, hemartria e humidicola aumentaram em 6, 7 € 5 vezes,
respectivamente (ver Tabela 14). Para Jiggs, marandu e missioneira gigante, esse aumento
correspondeu a 7, 3 e 4 vezes, respectivamente (ver Tabela 14). Pensacola, piatd e Tanzania
aumentaram em 8, 4 e 7 vezes, respectivamente (ver Tabela 14). Tifton-85 e xaraés tiveram um
aumento de 12 e 6 vezes, respectivamente (ver Tabela 14).

O fator de translocagdo do Cu reduziu para todas as forrageiras (ver Tabela 14). Para
Aruana, hemartria e humidicola, a redug@o correspondeu a 93, 71 e 99%; respectivamente (ver
Tabela 14). Jiggs, marandu e missioneira gigante reduziram em 93, 95 e 83%, respectivamente
(ver Tabela 14). Pensacola, piata e Tanzania reduziram em 79, 96 e 59%, respectivamente (ver
Tabela 14). A redugdo para Tifton-85 e xaraés correspondeu a 85 e 98%, respectivamente (ver
Tabela 14).

Adrees et al. (2015) definem a faixa de 2 a 5 mg kg™ na parte aérea como valor critico
inferior, abaixo do qual as plantas poderao sofrer efeitos da deficiéncia de Cu. Observou-se que
para grande maioria das plantas expostas a dose de 0,3 umol L™ de Cu na solugdo nutritiva, os

niveis do elemento-trago na parte aérea superaram esse limite. Para marandu e Tifton-85, os
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niveis de Cu na parte aérea ficaram abaixo (1,81 e 1,67 mg kg™!, respectivamente), entretanto
muito proximos do valor critico inferior. Contudo, ndo foram observados sintomas tipicos de
deficiéncia em todas as forrageiras, quando desenvolveram-se nesse nivel de Cu na solucao
nutritiva.

A concentracdo de Cu nas raizes apresentou maiores valores que na parte aérea, tanto
para a dose de 0,3 pmol L' quanto para a dose de 20 umol L' de Cu na solu¢io nutritiva, a
excecdo da humidicola e missioneira gigante, na dose de 0,3 pmol L.

Altas concentracdes de Cu nas raizes, em comparacao a parte aérea, sugerem uma forte
habilidade das plantas em extrair o Cu do meio de cultivo e acumula-lo efetivamente no sistema
radicular. Houve baixa translocagdo das raizes para a parte aérea, a qual foi ainda mais evidente
com o aumento do nivel de Cu na solugdo nutritiva. Altas concentragdes nas raizes, ¢ baixa
translocacdo para a parte aérea ocorrem devido ao fato de que nas plantas, o Cu ¢ retido
principalmente na epiderme das raizes, ou nos vactolos de células corticais adjacentes a
endoderme das raizes (SHI et al., 2008; KOPITTKE et al., 2009b).

Uma vez que altos niveis de Cu nas folhas podem afetar negativamente crescimento e
desenvolvimento das plantas, a capacidade de exportagdo do elemento-trago das raizes a parte
aérea ¢ um importante determinante da tolerancia da espécie (YRUELA, 2009; GASECKA et
al., 2012). Segundo Adrees et al. (2015), a fitoxicidade ocorre numa faixa critica que varia de
15 a 30 mg kg! de Cu na parte aérea das plantas. Mesmo que tenha havido baixos valores para
a transloca¢do do Cu quando as plantas se desenvolveram no nivel de 20 umol L' de Cu na
solugdo nutritiva, a variagdo dos efeitos do elemento-traco no crescimento das plantas sugere
eficiéncias distintas do mecanismo de reducao da translocacao de Cu entre as forrageiras.

Na dose de 20 pumol L', humidicola, apesar de apresentar uma das menores
translocagdes, apresentou concentracdo de Cu na parte aérea dentro da faixa critica, e efeitos
negativos generalizados nas plantas. Hemartria e Tanzénia apresentaram altos valores de
translocacdo em relacao as demais forrageiras, com concentragao de Cu na parte aérea superior
a faixa critica, e presenca de efeitos negativos.

Esses resultados estdo de acordo com Sheldon e Menzies (2005), que encontraram
reducdo da altura de plantas e da massa seca de raizes e parte aérea acima de 60%, em plantas
de capim de Rhodes com 26 mg kg™' de Cu na parte aérea. Esses autores ainda encontraram
redu¢do do alongamento radicular em concentracdes ainda menores de Cu na parte aérea.
Kopittke et al. (2009b) observaram redugdo da produgdo de massa fresca de 50% de plantas de
capim Urocloa com 19 mg kg™! de Cu na parte aérea, e danos as raizes em concentragdes do

elemento-traco na parte aérea em valores ainda menores.
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Na dose de 20 umol L™! de Cu, Jiggs e xaraés, também com baixas transloca¢des do Cu,
apresentaram concentracdo de Cu abaixo da faixa critica, contudo também desenvolveram
efeitos negativos ao elemento-trago. Uma reducao na producao de massa seca nas raizes e parte
aérea de 13 e 21%, respectivamente, foi observada em plantas de sorgo, por Wei et al. (2008),
quando a concentragdo do elemento-trago na parte aérea correspondia a 14 mg kg™!. Contudo,
esses autores observaram reducdo do alongamento radicular e da concentragdo de clorofila nas
folhas quando a concentragiio de Cu nessa estrutura perfazia aproximadamente 10 mg kg™'.

Aruana e marandu, com baixa translocacdo em comparacao as demais forrageiras, e
concentragcdo de Cu na parte aérea abaixo da faixa critica, apresentaram baixa sensibilidade a
fitotoxicidade provocada pelo elemento-traco.

Na dose de 20 pmol L', piatd, pensacola e Tifton-85, com translocac¢des intermediarias,
e missioneira gigante, com a maior translocagdo de Cu em relagdo as outras forrageiras,
apresentaram concentragdo de Cu na parte aérea dentro e até mesmo acima da faixa critica.
Todavia, para essas plantas, houve ausé€ncia ou baixo efeito da fitotoxicidade do elemento-traco,
sugerindo a contribui¢do de outros fatores para a tolerancia, tais como a acumula¢do em
compartimentos menos sensiveis ao elemento-traco. Benimeli et al. (2010) observaram reducao
de apenas 13% na massa fresca de plantas de milho quando a concentracao na massa seca das
folhas atingiu 22,06 mg kg™', mesmo com a reducio da altura de plantas. Mesmo que as folhas
tenham apresentado clorose e que as raizes tenham reduzido o crescimento, Michaud,
Chappellaz e Hillsinger (2008) ndo encontraram redu¢do na massa seca da parte aérea plantas
de trigo duro, em valores de até 38 mg kg™! de Cu nessa estrutura.

A humidicola foi a forrageira mais sensivel ao aumento da concentracdo do Cu na
solucdo nutritiva, € embora ndo tenha apresentado a maior concentra¢do do elemento-trago na
parte aérea, obteve a maior concentragio nas raizes (2.024,70 mg kg!). Mesmo que Jiggs,
marandu e xaraés nao tenham apresentado valores de Cu na parte aérea dentro da faixa critica,
desenvolveram sintomas de toxicidade, o que pode estar ligado a alta acumulacao do elemento-
trago nas raizes (>1.000 mg kg™!). Isso pode ter ocorrido devido a reducio da absor¢io de 4gua
e nutrientes pelas raizes provocada pelo estresse ao elemento-trago (PANOU-FILOTHEOU;
BOSABALIDIS, 2004). Esses resultados concordam com Kopittke et al. (2009), que
observaram uma redugdo de 50% na producdo de massa fresca de capim Urocloa a 890 mg kg
'de Cu nas raizes. Entretanto, Wei et al. (2008) verificaram baixa reducdo da massa seca em
plantas de sorgo de (13 e 21% para raizes e parte aérea, respectivamente), quando a

concentrac¢io de Cu nas raizes atingiu aproximadamente 3.500 mg kg™'. Contudo, esses autores
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observaram redu¢do da concentragdo de clorofila nas folhas e do alongamento radicular em
aproximadamente 1.300 mg kg™!' do elemento-trago nessa estrutura.

A hemartria, que também desenvolveu alta sensibilidade ao aumento da concentragao
do Cu na solugdo nutritiva, apresentou concentragao do elemento-trago nas raizes de 382,80 mg
kg!; todavia, foi a forrageira que mais acumulou o elemento-trago na parte aérea.

Para as demais forrageiras, em que houve auséncia, ou menores efeitos negativos com
o aumento da concentra¢ao do Cu na solucdo nutritiva, a concentragdo nas raizes variou de
119,46 a 646,36 mg kg!. Esses resultados divergem de Sheldon e Menzies (2005), que
observaram uma reducdo da altura de plantas, danos as raizes e diminui¢do de 60% da massa
seca total de capim de Rhodes quando a concentracdo de Cu nessa estrutura perfazia 390 mg
kg!. Michaud, Chappellaz e Hillsinger (2008) ndo observaram reducdo da massa seca até a 269
mg kg! de Cu nas raizes; todavia, para estes autores, a medida em que essa concentragdo atingiu
672 mg kg'!, a redugiio na massa seca, cloroses nas folhas e alteragdo da morfologia radicular
se tornaram evidentes.

A limitada translocacdo de Cu das raizes para a parte aérea, nas forrageiras avaliadas
neste estudo, indica baixo risco de entrada de Cu em concentragdes potencialmente toxicas na
cadeia alimentar, quando cultivadas em solos com altas concentracdes do elemento-traco.
Todavia, na dose de 20 pmol L' de Cu na solugdo nutritiva, a concentragio de Cu na parte
aérea das plantas ultrapassou o limite maximo de tolerancia (LMT) em produtos destinados a
alimentacdo animal indicado pelo NRC (2005) para ovinos (15 mg kg!), para hemartria,
humidicola, missioneira gigante, pensacola, piata, Tanzania e Tifton-85, e para bovinos (40 mg

kg!), para hemartria.

4.6 CONCLUSOES

O aumento da concentragio de Cu de 0,3 a 20 umol L' na solugfo nutritiva acarreta em
prejuizo do crescimento das raizes de humidicola, hemartria e da grama Jiggs, e em estimulo
as raizes dos capins Aruana, piatd, marandu, xaraés e Tanzania e da grama Tifton-85. Nao ha
alteragdes para o capim pensacola;

Esse aumento, em relagao a morfogénese e crescimento da parte aérea, compromete a
humidicola, hemartria, grama Jiggs e capins xaraés e Tanzénia, e estimula os capins marandu,
Aruana e Piatd e as gramas Tifton-85 e missioneira gigante. Nao ha alteragdes consideraveis

para o capim pensacola;
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O aumento da concentra¢cdo de Cu na solug¢do nutritiva provoca o aumento dos teores
do elemento-traco nas raizes e parte aérea, para todas as gramineas forrageiras tropicais
avaliadas;

A presenga de efeitos negativos na parte aérea das plantas de hemartria, humidicola e
capim Tanzania com teores de Cu dentro da faixa critica, e da auséncia para os capins Aruana
e marandu com teores de Cu abaixo da faixa critica, estio em consonincia com a literatura.
Para a grama Jiggs e capim xaraés, os efeitos negativos aparecem mesmo em niveis na parte
aérea abaixo da faixa critica.

Para o capim piatd, pensacola e as gramas Tifton 85 e missioneira gigante, a auséncia
ou poucos efeitos negativos observados com niveis dentro da faixa critica de toxicidade na parte
aérea sugerem a acumulagcdo de Cu em compartimentos menos sensiveis ao elemento-traco

nessa parte.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O cobre (Cu) ¢ um elemento essencial a numerosos processos vegetais. Quando presente
em teores abaixo do adequado, causa deficiéncia e pode influenciar negativamente o
metabolismo das plantas. Todavia, ¢ requerido em baixas concentracdes que, ao serem
superadas, causa problemas de toxicidade, comprometendo o crescimento e desenvolvimento
das plantas. Dessa forma, torna-se imprescindivel conhecer a dinamica do Cu e sua influéncia
nos processos que alteram o desempenho de plantas da espécie de interesse.

O aumento das doses de Cu aplicadas em cambissolo haplico contribui para a superacao
da condi¢ao de deficiéncia em plantas de capim xaraés devido aos beneficios proporcionados a
fotossintese, acumulagdo de nutrientes e, consequentemente, ao crescimento das plantas.
Todavia, a partir das doses 6timas estimadas, o aumento da aplicagdo das doses acarreta em
prejuizo para essas variaveis, evidenciando a condi¢do de fitotoxicidade. Com a reducdo do
fator de translocacdo das raizes para a parte aérea, mesmo na maior dose testada (200 mg kg™!)
ha baixo risco de entrada de Cu em concentracdes potencialmente toxicas a cadeia alimentar.
Entretanto, para o capim xaraés, ainda sdo necessarios estudos dos efeitos do aumento de doses
de Cu aplicadas em outros tipos de solos.

O estudo dos efeitos da variacdo da concentracdo de Cu na solu¢do nutritiva de 0,3 para
20 umol L revelou respostas distintas para as gramineas forrageiras tropicais estudadas,
discriminando plantas com sensibilidade ou tolerancia ao elemento-trago e apontando possiveis
candidatas para o uso em solos com altas concentragdes de Cu. Muito embora tenha havido
redu¢do da translocacdo de Cu entre raizes e parte aérea para todas as forrageiras, a
concentracdo de Cu na parte aérea das plantas, acima do limite maximo de tolerancia indicado
pelo NRC para hemartria, humidicola, grama missioneira gigante, capim pensacola, capim
piatd, capim Tanzania e grama Tifton-85, na concentragdo de 20 umol L' de Cu, evidencia a
necessidade de serem tomadas medidas de precau¢ao em relagdo ao uso dessas forrageiras.
Ainda assim, os efeitos de fitotoxicidade do Cu sdo de maior preocupagdo que a acumulacao
do elemento-traco na parte aérea. Mesmo para as forrageiras mais tolerantes ao Cu, estudos
considerando curvas de resposta em relagdo ao aumento da concentragdo de Cu no solo ainda
devem ser conduzidos no intuito de compreender melhor os efeitos do elemento-traco nas

gramineas forrageiras estudadas e realizar recomendagdes.
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