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RESUMO GERAL

PAULA, Alessandra Monteiro de. Biomassa, atividade —microbiana
heterotréfica e fungos micorrizicos arbusculares em solo com poluentes
derivados de petréleo. 2005. 94 P Dissertacio (Mestrado em Solos e Nutricdo
de Plantas)’ ‘

A presenga de poluentes orgénicos no solo é um problema crescente ¢
relacionado com o desenvolvimento industrial e tecnologwo da sociedade. O
tratammodemduospe&oqmmmospelatécmade“landﬁrmg Ja é bastante
utilizado, mase:nsteatendencladesersubsnttudoportecmwsmmseﬁclem&s
para o destino mais apropriado desses residuos. A aplicagiio desses residuos no
solo pode afetar a comunidade microbiana e os processos que esta realiza no
solo, os quais sdo responsaveis pela dissipagio dos componentes poluentes
desses residuos. A contribuigio de fungos micorrizicos arbusculares tem sido
objeto de grande interesse atual, por favorecerem o crescimento das plantas em
condigSes de estresse e possivelmente a melhor capacidade remediadora destas.
O presente trabalho teve como objetivo avaliar a biomassa, sua atividade
microbiana heterotréfica em um solo de area de “landfarming” de residuo
petroquimico, verificando também a ocorréncia e o efeito da inoculagio com
fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) no crescimento de plantas. Também se
avalion o efeito de dois poluentes orgdnicos: creosoto ¢ antraceno, no
crescimento € na coloniza¢3o micorriza de Bracchiaria brizantha cv. Marandii e
Pueraria phaseolotdes Benth.. Foram encontrados elevadas densidade de
microrganismos e valores de biomassa e atividade microbiana semelhantes aos
encontrados em solos submetidos a esse tipo de tratamento em vérias partes do
mundo. Entretanto, parimetros bioquimicos indicam a existéncia de algum fator
inibitério que poderd comprometer a eficiéncia do tratamento. Constatou-se
também a ocorréncia de FMAs, capazes de garantir elevada colonizagio em
plantas&spontaneasemtmduzxdas apesar do constante revolvimento mecinico
e reduzida vegetacdo no solo da 4rea de “landfarming”. A inoculagiio da alfafa,
sorgo, kudzu, braquidria e mucuna-preta com FMAs aumentou o crescimento
das plantas estudadas, excetuando-se o capim-clefante e todas as plantas
apresentaram elevado grau de colonizagio, mesmo as nio inoculadas. Esses
resultados indicam a existéncia de populages microbianas tolerantes aos
componentes toxicos dos residuos petroquimicos. Em ensaios com solo ndo
poluido, verificou-se que a aplicagio de creosoto reduziu o crescimento da
braquidria ¢ ndo teve efeito no kudzu, em que a colonizagio foi fortemente

reduzida pelo composto que causou completa inibicio e concenn'ago&s
superiores a 2 g kg? solo de creosoto. O kudzu mostrou-se insensivel 3
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contaminagio do solo com esses poluentes, enquanto a braquiaria foi estimulada
na presen¢a de baixas concemtragdes de antraceno e teve seu crescimento
ﬁmitadocomdosescr&scmdecreosow.Olmdzuapmemapotencialpam
estudos de revegetagdo de 4reas impactadas com estes poluenmtes. Esses
resultados indicam que a comumidade microbiana heterotréfica do solo e os
FMAssiocapamdeadapiarem—seacondiQﬁesdemseinduzidaspela
presenca de compostos quimicos. Como conseqiiéncia, o solo de area de
“landfarming” de residuos petroquimicos mantém uma comunidade de
heterotréficos e propagulos de FMAs ativos. FMAs introduzidos foram também
capazes de favorecer a colonizagio radicular e o crescimento de plantas neste
solo. FMAs indigenas e introduzidos podem ser componentes biolégicos
importantes em solos de rea de “landfarming” de residuos petroquimicos.



GENERAL ABSTRACT

Paula, Alessandra Monteiro de. Biomass, microbial heterotrophlc activity and
arbuscular mycorrhizal fungi in a landfarmmg soil used for treatmg‘
petrochemical wastes. 2005. Cap. 1. 29 p. Dissertation (Master degree in Soils
and Plant Nutrition)’

The presence of organic pollutants in soil is an expanding problem related to
industrial and technological development of the society. The petrochemical
wasteumunembyhnd&mmgstechnologylsalmdymdelyused,bmthemns
a possibility of being a more efficient technology for the appropriate disposal of
these residues. Sucessive application of these residues may affect microbial
communities and the processes they acomplish in the soil. The contribution of
thearbuscuhrmyconhlzalﬁmglhasbeenbemgobjectofgrmtcunemmm
because they enhance plant growth under stressed conditions and may improve
their remediation capaclty In the present study microbial biomass and its
heterotrophic activity in soil sample collected in a landfarming area of
petrochemical waste treatment and the occurrence of arbuscular mycorrhizal
fingi (AMF) and their effect on plant growth in such soil were evaluated. It was
also evaluated the effect of two organic pollutants: creosote and anthracene, on
growth and on mycorrhizal colonization of Bracchiaria brizantha and Pueraria
phaseoloides. Microbial biomass and therefore abundant density and acitive
wereatsumlarrangeofwhatlsfoundmnotpollmedsoﬂs and therefore
indicating that abundant and active microbial community exist in landfarming
soil. However, some biochemical parameters indicate the existence of some
inhibitory factor for biochemical activities and this may compromise
decomposition of residual wastes deposited in the soil. It was also found viable
propagules of AMF and high mycorrhizal colonization rate in spontaneous and
introduced plants, in spite of the constant mechanical soil revolviment and
reduced vegetation in the Landfarming soil. The AMFs inoculation increases the
plant growth in these soil, except for capim-elefante. All plants present high
colonization, even the inoculated ones, confirming the high natural infectivity of
this soil. These results indicate the existence of adaptade microbial populations
to toxic components of the petrochemical wastes. Creosote reduced the growth
of B. brizantha but had no effect on P. phaseoloides. AMF colonization was
strongly reduced by this pollutant in P. phaseoloides and no colonization was
found in B. brizantha. A complete inhibition of root colonization in P.
phaseoloides was found at concentrations of 2 g kg! soil. B. brizantha exhibited
a slight benefit by anthracene, but showed inhibition even by low creosote
concentration. Because of its insensitivity to these pollutants, P. phaseoloides
presents potential for revegetation studies on areas impacted by these pollutants.
Those data indicate that soil microbial community is able to adapt itself to



chemical induced-stressed in the soil. As a consequence, petrochemical waste
landfarming soil maintain an abundant and active comnumity of heterotrophs
and propagules of AMF. Introduced AMFs were also capable of enhancing root
colonization and plant growth in this soil. Indigeneous of introduced AMF may
be important biological components in landfarming soils.



CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

{

A contaminagio do solo é um problema crescente que acompanha o
desenvolvimento da sociedade, a qual tem como principal fonte para a geragio
de energia os combustiveis fosseis, sendo a produgﬁo: de petrdleo uma questio
chave na economia mundial. Esse processo de desenvolvimento est# diretamente
ligado com a geragdio de residuos potencialmente nocivos ao meio ambiente e ao
equilibrio dos ecossistemas. ! :

Dentre os diversos poluentes que atingem o s&lo, os de matriz orgénica
destacam-se por apresentarem mlﬁwﬁdﬁda&&Weme&aﬁo,
" contando atualmente com técnicas fisicas, quimicas e Dbioldgicas. O
“landfarming” ¢ uma técnica bioldgica de biorremediagio empregada com
relativo sucesso na disposigdo de residuos, como hidrocarbonetos de petroleo.
Esta tem como principio a biodegradagéio dos poluentes pela microbiota do solo
que pode ser estimulada com a adigdo de mutrientes e adequada manutencio de
umidade do solo. |

Entretanto, esta técnica nio é eficiente na remogio de certos compostos
recalcitrantes, como hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPs). A
acumulagdo de compostos recalcitrantes ¢ produtos da decomposicdo de petrdleo
¢ derivados, como metais, pode impactar negativamente a microbiota e os
processos do solo, ¢ reduzir o potencial biorremediador do solo. Estes
compostos estdo presentes em residuos derivados de petréleo de coque, como o
creosoto, utilizado no tratamento de madeira, tornando-se necessario estudos
para aprimorar estas ou desenvolver novas técnicas de remediagio.

Estratégias complementares podem ser aplicadas na remogdo desses
compostos mais recalcitrantes, como o uso de plantas associadas 2



biorremediacdo, visando aumentar a eficicia do tratamento, por meio da
chamada fitorremediagdo. A fitorremediagdo de poluentes orgénicos é baseada
no efeito da rizosfera que modifica as caracteristicas, quimicas, fisicas e
bioldgicas do solo, estimulando a atividade microbiana. Trata-se de uma
estratégia natural de baixo custo relativo e apresenta a vantagem de revegetar
areas contaminadas, antes expostas & a¢3o erosiva da dgua e do vento. Apesar de
sua aplicagdo no tratamento de areas contaminadas com poluentes orgénicos ser
bem documentada, esta técnica ainda apresenta limitagSes, como a selegdo de
espécies vegetais com potencial para acentuar a degradagio de compostos e
capacidade de adaptar-se & condigio do solo contaminado. ‘A contribuicio dos
microrganismos rizosféricos e fitossimbiontes tem sido objetivo de grande
interesse atual e dentre estes se destacam os fungos micorrizicos arbusculares
que favorecem o crescimento das plantas em condigbes de estresse ¢
possivelmente a capacidade remediadora destas.

Em vista desses aspectos, o presente estudo teve como objetivo geral
avaliar a biomassa, indicadores de atividlade microbiana heterotrdfica ¢ a
ocorréncia de fingos micorrizicos arbusculares (FMAs) em solo de drea de
“landfarming™ de residuos petroquimicos, bem como avaliar do efeito de
compostos poluentes derivados de petroleo no crescimento de plantas e na
colonizagiio micorrizica destas.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Geragiio e tratamento de residuos da indistria dF petréleo e derivados

A exploragiio de petrdleo gera uma série de residuos, durante todas as
etapas, requerendoumadwﬁnaﬁoéuatamemoadequadodeformaaminimim
os impactos ambientais dessa atividade industrial. Inovagdes tecnoldgicas vém
permitindo a reutilizagio de efluentes liquidos, resultantes das operagoes de
produgio, e os residuos sdlidos ndo-recicliveis sdo depositados em aterros
industriais constantemente controlados ¢ monitorados (Ambiente Brasil, 2004).

As tecnologias para o tratamento de residuos petroquimicos sdo
atualmente as mais diversas, abrangendo processos quimicos, fisicos e
microbiolégicos. As principais técnicas de tratamento sdo: reciclagem,
incineracdo, lavagem de solo a vapor, lavagem de solo com produtos quimicos,
co-processamento em cimenteiras, ﬁbﬁmo de combustiveis altemnativos,
incorporagiio em artefatos de cerdmica, incorporagdo em artefatos de cimento,
disposicBo em aterros industriais, encapsulamento, biotratamento em
“landfarming”, biotratamento pelo processo de biopilha, dessorgdo térmica € o
plasma  (Samerbronn, 2002). O co-processamento em  cimenteiras
(aproveitamento do conteido energético e mineral do residuo na producdo de
cimento), a incineragdio ¢ o “landfarming” dwtamese entre as técnicas mais
empregadas no tratamento de residuos. Entretanto, novas técnicas vém sendo
implantadas, como a tecnologia de biopilhas; a dessor¢io térmica e o plasma
(Sauerbronn, 2002). Segundo este autor, estas apresentam a vantagem de
recuperar o leo presente nos residuos solidos, possibilitando a reciclagem do
produto, sendo o tratamento com plasma mais vantajoso, por evitar a emiss3o de
gases poluentes (dioxinas ¢ furanos), como ocorre noé processos de incineragdo,
co-processamento em cimenteiras e dessorgdo térmica. :



Grandes areas estio poluidas com substincias orginicas recalcitrantes,
que causam problemas ambientais devido i sua toxicidade e tendéncia a
acumular-se no solo, embora estejam presentes em todos compartimentos do
ambicnte.Aaﬁodepmcwsoserosivosomsionadospelachuvaeventopode
agravar os danos, com a dispersdo desses poluentes (Jomer et al., 2001), Os
processos que promovem a introdugio desses poluentes orgdnicos mo solo
podem variar desde a deposigio atmosférica até aplicagdes intencionais, pela
disposicio de residuos oleosos no solo, em areas de um “landfarming”
desativado. As concentragGes desses quimicos no solo sio afetadas pelo tempo
de contato com o solo, o que influencia a toxicidade e a biodisponibilidade.

Os poluentes orglnicos apresentam caracteristicas marcantes que variam
entre os compostos, notavelmente a carga eletroguimica e a solubilidade, o que
influencia uma maior on menor biodegradabilidade, afetando seu tempo de
permanéncia no solo. Compostos ndo-polares, como hidrocarbonetos de
petréleo, dleos pesados e piche, sdio pouco sohiveis ou completamente insoliiveis
em 4gua e prontamente sorvidos aos constituintes hidrofobicos do solo, ou seja,
na matéria orgnica. J4 compostos polares, como os organicos halogenados
(poliarométicos bifenis clorados - PCBs, diclorobenzenos, alguns pesticidas ¢
explosivos como o trinitrotolueno - TNT), sfio mais soliiveis. Entretanto, podem
ter sua mobilidade limitada pela interacSio com as cargas superficiais do solo
(Joner & Leyval, 2003a).
| Existem muitas fontes de contaminagfio com hidrocarbonetos arométicos
policiclicos (HAPs) mo solo, incluindo o creosoto, éleo utilizado para
preservagio de madeiras, produtos derivados do petréleo e do coque (Huang et
al,, 2004a). Em 1999 nos EUA, existiam mais de 2.000 4reas contaminadas com
HAPs nas proximidades de refinarias (Environmental BioTechnologies, Inc.,
1999). Dentre os principais poluentes orgnicos do solo, destaca-se o creosoto
derivado do alcatrio de hulha, uma mistura de compostos individuais,



abrangendo  diversas estruturas quimicas. Conmsiste de numerosos
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPs) e xponodcﬁcos liquidos e
solidos (85%), compostos fendlicos (10%) e compostos S-, N- ¢ O-
heterociclicos (5%). !

Dos 150 a 200 constituintes individuais, apenas 40 a 45% dos compostos
representam tipicamente uma dada mistura de creosoto; essa complexa
composi¢io representa um desafio para as tecnologias que empregam
tratamentos biolégicos em locais contaminados (Mueller et al., 1989). E um
composto altamente téxico a organismos via contato, inalagdo e ingestio;
mesmo uma pequena dose ingerida pode ocasionar nausea, vOmitos, colapso
circulatorio, taquicardia, paralisia, convulsGes, coma, necrose na boca ¢ trato
gastro-intestinal, morte por faléncia respiratéria ¢ em alguns casos por parada
cardiaca (Anon, 1993; citado por Richter et al., 2003). De acordo com os
mesmos autores, a contaminacdo por creosoto estd geralmente associada a solos
superficiais, Aguas em lagoas de tratamento ou areas de evaporagdo e lengbis
freaticos contaminados pela lixivia de areas contaminadas.

Além do creosoto aplicado no tratamento da, madeira, o processo de
produgiio da madeira tratada produz um residuo altamente perigoso para a saiide
humana, na forma de lodo. Qutras potenciais fontes de contaminagio sdo os
vazamento de tanques, derramamentos ¢ gotejamento de madeiras ja tratadas nas
areas de tratamento de madeira que utilizam creosoto. |

No Brasil, de acordo com a Associagio Brasileira de Preservadores de
Madeira (ABPM), existem 33 empresas produtoras de madeira preservada e 10
empresas cadastradas produtoras depreservantesdemédeira. Atualmente, ndo se
dispdem de dados a respeito da quantidade de creosoto consumida no pais. De
acordo com o inventrio dos residuos solidos gerados mo estado de Goids,
realizado pela Agéncia Ambiental de Goids, sdo produzidas 780 t.ano™ de lodo
de sedimento de bacias de dgua residudrias, provenientes de processos de




2.2 “Landfarming”

O “landfarming” ¢ uma das tecnologias de remedia¢io sobre a superficie
do solo que reduz as concentrages de constituintes de petrdleo por meio da
biodegradag3o, envolvendo o espalhamento do residuo ou solo contaminado
sobre a superficie do solo e incorporado 4 camada arével, também denominada
camada reativa (US EPA, 2000). As condigdes fisico-quimicas do solo podem
ser modificadas de forma a maximizar a agfio dos microrganismos, pela
aplicacdo de fertilizantes, a aeragio e mamutencio da umidade do solo. Aplicado
com eficiéncia no tratamento de locais contaminados com petrdleo e derivados
(US EPA, 2004), o “landfarming” tem sido utilizado em solos contaminados
com outros poluentes organicos, como o creosoto (Atagana, 2003).

A cficiéncia da remediagio com a pritica do “landfarming™ esti
associada com as caracteristicas do solo (textura, teor de matéria orgénica e
nutrientes), os constituintes do residuo (relagiio C/N, composicio quimica) e as
condigbes climiticas (umidade, aeragdio). Além das condigdes adequadas a éarea
selecionada para a intalagdo do processo deve atender a critérios técnicos para
minimizar os riscos ambientais (Accioly & Siqueira, 2000). Nio ha uma
estimativa pacional da drea de tratamento de residuos em “landfarming” no
Brasil. Dados fomecidos pela REPLAN — PETROBRAS (Refinaria de Paulinia
~ SP), indicam uma area aproximada de 40 ha, nessa refinaria. As areas sdo
previamezne preparadas, removendo-se a camada superficial de 20 cm, para a
colocagdo de uma camada espessa de argila expandida, onde é recolocada a
camada de solo superficial, apos a compactagio da camada de argila. As areas
preparadas para esta finalidade geralmente permanecem em uso por 25 a 30
anos, quando sio removidas a camada superficial ¢ a camada de argila, e
submetida 4 reabilitagdo do terreno e posterior revegetagio (Mercanti, 2004).



Apesar de sua larga utilizagdo, o “landfarming” tem apresentado baixa
eficiéncia na remogio de contaminantes recalcitrantes presentes nos residuos
oleosos (Huang et al., 2004a). Conforme o teor de 6190 do solo diminui com o
tratamento por “landfarming”, hi um aumento dos compostos aromaticos
p&sadoseasﬁltenos,emmlaﬁoaoshidromrbonetqssaunadosearoméﬁoos
leves, queapr&smtamumamxamaislemadedepomposiﬁo(Doehnan&
Breedveld, 1999). A acumulagdo dos compostos recalcitrantes e de produtos da
decomposi¢do tais como metais, pode impactar negativamente a microbiota € 0s
processos microbiologicos que ocorrem no solo. Esses compostos tendem a se
ligar 4 matéria orgénica do solo, devido a sua natureza hidrofobica, tornando-se
indisponiveis aos microrganismos ¢ poucos destes s3o capazes de metabolizar
compostos de alto peso molecular (Alexander, 1995; Feng et al., 2000). Esse
fendmeno acentua-se como tempo de exposi¢do do solo ao contaminante
(Hatzinger & Alexander, 1995), constituindo-se: uma barreira para a
transferéncia de massa, ou seja a biodisponibilidade ;d&ss&s compostos para os
microrganismos do solo (Ghosh et al., 2000). !

QOutras limitagSes também devem ser consideradas, j& que areas de
“landfarming™ tipicas estdo sujeitas a fatores climaticos como chuva, vento e
variagdes de temperatura, ocasionando problemas de erosio hidrica e edlica, que
podem contribuir para a contaminagéo ds Areas vizinkas (US EPA, 2004), Essas
limitagdes associadas ao desenvolvimento de técnicas de tratamento de residuos
organicos poluentes mais eficientes, econémicas e menos impactantes, colocam
o“]andﬁrming”emumaposiﬁocriﬁw,apomangloparaanewssidadede
estudos visando otimizar a exploragiio dessa técnica ou buscando reabilitar e
revegetarérmquejéforamou&sﬁoanprowssodedwaﬁvaﬁo.



2.3 Condigies biolégicas de solos contaminados com poluentes orgénicos

A base de sustentagio dos ecossistemas terrestres em equilibrio &
mantida por processos bioquimicos diversos controlados pelos organismos que
habitam o solo. Esses organismos encontram-se em maior atividade na camada
de 0 a 20 cm de profundidade, onde geralmente ocorre aciimulo de matéria
orgdnica e as condigdes ambientais de umidade e aeragdo sio adequadas
(Moreira & Siqueira, 2002). O estado de algumas propriedades microbiolégicas
do solo tem sido proposto por divérsos autores, devido 3 sensibilidade a
mudan¢as quando os solos sdo submetidos a diferentes tipos de manejo, sendo
portanto possiveis indicadores da qualidade do solo (Tétola & Chaer, 2002).
Entretanto, Stenberg (1999) enfatiza que nenhum indicador individualmente
conseguira descrever e quantificar todos os aspectos da qualidade do solo, sendo
coerente a avaliagio de um conjunto de parimetros. Diversos estudos enfocam o
impacto de alteragdes ambientais nas populagdes microbianas e suas atividades
(Rathbone et al,, 1998; Cury, 2002; Machulla, 2003; Cameiro et al., 2003;
Martin et al., 2004).

A densidade da populagdo de microrganismos do solo ¢ afetada por
varios fatores como o tipo de solo, a cobertura vegetal e as condicSes climaticas,
sendo grandes as variag3es encontradas entre ecossistemas distintos na mesma
regidio, conforme observado por Moreira et al. (1999) em cinco sistemas de uso
da terra na Amazénia. De acordo com Siqueira & Franco (1988) as populagdes
de bactérias ¢ actinomicetos em solos, encontrados por diferentes autores,
variaram entre 10° ¢ 10° células g solo para bactérias e 10* ¢ 10° células g solo
para actinomicetos. A porcentagem de microrganismos degradadores de petréleo
em comparagdo ao total de microrganismos heterotréficos presentes no solo foi
um dos parametros utilizados por Trindade et al. (2005), durante a avaliagdo do
tratamento de um solo contammado com petréleo por biorremediacio. No solo
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contaminado em épocas distintas (quatro anos de contaminacio e contaminacdo
recente), foram quantificadas 2,38 x 10° UFC g solo e 1,13 x 10° UFC g solo
de microrganismos heterotréficos totais, respectivamente, enguanto o valor
verificado no solo nio~contaminado foi de 2,7 x 10° UFC g" solo.

A porcentagem de microrganismos degradadores de petrleo foi de
89,9% para o solo com quatro amos de contaminagdo, 72,3% no solo
recentemente contaminado e 64,6% no solo nio-contaminado. Os autores
atribuem esses resultados a adaptagdo da comunidade microbiana as condiges
ambientais do solo contaminado pelo maior periodo. Segundo Salanitro (2001),
a contagem microbiana pode ndo refletir uma parte significante da populagdo do
soloemcmschncntosoboimpactodoshidrowbom;tos,emoonseqﬁénciada
baixa recuperagio e crescimento em meio padronizado com substrato especifico.

A biomassa microbiana do solo (BM), que é 0 componente vivo da
matéria orgdnica do solo, composto por bactérias, fungos, actinomicetos,
microfauna ¢ organismos menores que 5 x 10° pm (Moreira & Siqueira, 2002),
& outro parimetro freqientemente avaliado em estados de impactos no ambiente
edifico e corresponde a porgdo ou parte viva da matéria orgdnica do solo,
contendo em média 2 a 5 %docarbonoorgﬁnico(]enlginson&Ladd, 1981). Os
microrganismos que compdem a BM sdo responsé\;reis pela decomposigio e
acimulo de matéria orginica, ou transformagdes emvolvendo os nutrientes
minerais, sendo a principal fonte de enzimas no solo. Mudangas na biomassa
microbiana podem ser detectadas muito antes que alteragSes na matéria orgénica
do solo possam ser observadas (Powlson et al.; 1987). |

InformacOes mais significativas sdo obtidas quando os dados de BM séo -
relacionados com outros, como o carbono orginico total, denominado quociente
microbiano (gMIC) e i respiragio basal do solo ou quociente metabélico
(4C02). O quociente microbiano informa qual é a represeatagio da BM mo
carbono orgénico do solo, fornecendo uma medidade qualidade da matéria -
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orginica (Tétola & Chaer, 2002). O quociente metabélico corresponde &
liberagdo de CO;, por unidade de biomassa, por determinado tempo,
representando um indice de atividade heterotréfica especifica da biomassa
(Moreira & Siqueira, 2002), que possibilita avaliar a eficiéncia da biomassa em
uﬁlizarosrecursosdoeoossistema,deﬁmnaquemaior&svalowsdeqcoz
indicam algum fator de estresse sobre a biomassa. Em estudo do efeito da
contaminacio com dleo cru em diferentes tipos de solos, sobre a BM, sua
atividade e capacidade para degradagio de hidrocarbonetos, foi constatada uma
marcada redugdo na BM em Incepitsols (Cambissolos) de 25% em relagdo ao
controle nio-contaminado, apés 60 dias de incubagiio. Nesse mesmo estudo
verificoram-se também acréscimos nos valores de BM, sendo de 5% para
Entisols (Neossolos) e 53% Mollisols (solos .com alto teor de matéria
organica). O ¢CO; variou de 1,24 a 4,78 mg C-CO, g’ C-BM b, entre os
diferentes tipos de solo contaminados com éleo cru, possibilitando a constatagio
da grande variabilidade de resposta dos pardmetros biolégicos que pode ser
encontrada em solos contaminados (Franco et al., 2004).

Martin et al. (2004) contataram que apos 11 meses de tratamento de um
solo em “landfarming” apés a adigfio de lodo de refinaria de petroleo, houve
uma reducio de 80% dos hidrocarbonetos totais de petréleo (TPH) e as fragdes
labeis de carbono do solo € carbono da BM apresentaram um acréscimo no valor
nos primeiros meses de tratamento, embora esses valores tenham diminuido nos
iiltimos meses do estudo, proximo ao encontrado no solo do tratamento controle,
indicando que a adigdio do lodo ¢ o tratamento do solo em “landfarming”
promoveram uma alteragdo minima nesses pardmetros.

Pardmetros bioquimicos que medem a capacidade transformadora do
solo, como as enzimas do solo também s#o consideradas potenciais indicadores
do impacto da contaminacdo do solo, pois catalisam as reagdes bioguimicas e
s3o partes integrais da ciclagem de nutrientes, sofrendo grande influéncia das
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mndanwsocorﬁdasnomanejodosolo.A&soolhadasenzimasaserem
analisadas baseia-se na sua sensibilidade ao manejo do solo, sua importéncia na
ciclagem de nutrientes ¢ a simplicidade de analise, sendo as mais comumente
avaliadas aquelas ligadas aos ciclosdoC, N, Se P, destacando-se p-glucosidase,
fosfatases e urease (Tétola & Chaer, 2002).

Aumento na atividade de vérias enzimas (desidrogenase, p-glucosidase,
urease e protease) foi observado no solo logo apds a adigdo de lodo de refinana
depeuéleo,emrelaﬁoaommmwmlee,aoﬁnaldopeﬁododeonze
meses, reduziu a valores préximos ao solo do tratamento controle (Martin et al.,
2004). No entanto, a reduciio da atividade enzimdtica em solos contaminados
por um longo periodo principalmente com HAPs, foi observada por Andreoni et
al. (2004) em solos da Alemanha, Itilia ¢ Bélgica. Estes autores constataram a
auséncia de atividade de urease e fosfatase nos solos da Bélgica, relacionando
com a presenga dos HAPs no solo, recobrindo a superficie das células e
reduzindoaintemgﬁoenﬁeossiﬁosdeaﬁvidadeenziméﬁcaeossubsﬁatos
solﬁveis,oomefeitoadversonaexpmsﬁodaatividadeenziméﬁca. Segundo os
mesmos autores, a exposigio do solo a esses compostos por longos periodos
tendeaaﬁewraaﬁvidadeenzjméﬁu,reduﬁndooua'téMBhdoaaﬁvidadedas
enzimasﬁgadaséciclagmndemnﬁi@&sedemmpos;iﬁoder&siduosorgﬁnims
presentes 1o solo. '

2.4 Fitorremediaciio de poluentes orgénicos

A utilizag3o de plantas naremos;iodepolum;t&sorgﬁnicospmentesno
solo, estratégia denominada fitorremediagdio, ¢ reconhecida por apresentar baixo
custo econdmico e estudos recentes tém demonstrado sua eficiéncia ( Gunther et
al,, 1996; Thompson et al., 1998; Siciliano et al., 2003; Huang et al., 2004b). A
sua aplicagio ¢ fundamentada no chamado efeito rizosférico, ocasionado pela
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efeito benéfico da inoculagio de microrganismos degradadores de
hidrocarbonetos em espécies vegetais ja adaptadas a condi¢do de contaminagio.

A escolha de espécies vegetais para a revegetagdo de solos
contaminados tem como principio a avaliagio quanto 2 tolerincia da mesma ao
ambiente adverso. Destacam-se aquelas que apresentam rapido crescimento e
boa produgio de biomassa vegetal, tendo em vista também a capacidade de
acentuar a biodegradagdo do poluente. A investigacio de culturas de ciclo curto
¢ boa produgdo de biomassa vegetal é de relevante interesse, por desencadear
um aumento na atividade microbiolégica do solo, além de fornecer nutrientes
para o solo, durante a sua decomposigio. Esse condicionamento do solo pode
facilitar o estabelecimento de culturas perenes nessas ireas contaminadas, a fim
de restabelecer a vegetacdo e reabilitar a drea.

2.5 Fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) e poluentes orgénicos no solo

A contribuigido dos FMAs, microrganismos do solo mundiaimente
distribuidos que formam associagio simbiética com a maioria dos vegetais
superiores, associada & revegetagio de ambientes contaminados com poluentes
organicos tem sido pouco estudada. A influéncia de FMAs no crescimento e
estabelecimento de plantas em solos poluidos esti relacionada com a
biodegradagdio de compostos orgénicos poluentes na micorrizosfera (Tabela 1).

Em 4reas contaminadas com poluentes orgénicos, a presenca de FMAs é
essencial para a sobrevivéncia de plantas endémicas em situagdo de competigio
natural, por promover respostas positivas no crescimento da hospedeira, além de
indicar a existéncia de pelo menos alguma tolerdncia aos poluentes em questo,
como verificado por Cabello (1997), em solos poluidos com hidrocarbonetos
derivados de petréleo na provincia de Buenos Aires, na Argentina ¢ em Rositz,
na Alemanha. Em ambos locais foi verificado a presenga de colonizagio
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micorrizica em Cynodon dactylon (L.) Press. e em Dactylis glomerata (L.). A
autora observou que as raizes colonizadas apresentavam uma proporgio maior
de vesiculas ¢ menor de arbiisculos, quando comparado com as plantas coletadas
de local nio-contaminado. As vesiculas, consideradas principalmente como
Mrasdemervaaumentameﬁmimemnasraizgsmaisvelhasemortasou
em plantas crescendo em condigdes estressantes (Cboper, citado por Cabello,
1997). Entretanto, verificou-s¢ neste mesmo trabalko que niio houve diferenca
entre 2 densidade de propégulos infectivos de FMAS nos solos poluidos e nio-
poluidos. A limitada diversidade de espécies de FMAs em solos poluidos com
hidrocarbonetos de petréleo também foi constatado por Cabello (1997). Apenas
duas espécies foram identificadas na Argentina ¢ duas espécies na Alemanha;
Glomus deserticola Trappe, Blosso and Menge ¢ GIémus mosseae (Nicol. And
Gerd.); Glomus aggregatum Schenk and Smlth e Gigaspora sp.,
respectivamente.
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TABELA 1 Efeito dos FMASs no crescimento de plantas e na dissipago de poluentes orgénicos no solo.

Planta FMA Efeito Referéncia
Cynodon dactylon Glomus  aggregattum  Colonizagio presente em espécies endemicas de &reas  Cabello (1997)
Bromus brevis (solo poluldo) e glomus  contaminadas; presenca de propagulos infectivos (2,6 g solo)
Dactylis glomerata mosseae (colegfio) em menor densidade que em éreas nfio poluidas (7,1 g solo).
Melilotus sp.
Medicago sativa
Azevém Glomus mosseae Associagfio micorrizica proporcionou maior sobrevivénciadas  Binet et al.
(Lolium perenne) plantas em solo contaminado com HAPs . (2001)
Trevo (trifolium repens)  Glomus mosseae Reduglio da colonizagio (50%) no solo contaminado; a  Joner & Leyval
Azevém (lolium perenne) absorglio de P para o trevo nifo foi alterada no tratamento (2001)
micorrizado,
Atriplex canescens FMAs isolados de drea  Plantas micorrizadas apresentaram maior biomassa ¢ major  Call & McKell
contaminada concentragio de P na parte aérea em relagéio 4s plantas nfio-  (1984), citado
micorrizadas por Cabello
(2002)
Alfafa Glomus deseticola, G. A produglio de biomassa foi maior em todos os tratamentos  Cabello (1999)
(medicago sativa) Geosporum e G. inoculados, com resposta méxima para Glomus geosporum.
intraradices (solo  G. Deseticola ¢ G. Geosporum aumentaram a concentraglio de
poluido); G. Mosseae e P e Zn na planta.
G. fasciculatum
{colegdo)
Trevo Glomus mosseae A presenga de FMA acentuou o crescimento das plantas,  Joner
(trifolium repens) favorecendo mais ao trevo do que o azevém, acentuando & Leyval
Azevém também a dissipaclio dos HAPs. (2003b)

(lolium perenne)




Em estudo avaliando o efeito de estresse residual do herbicida Imazaquin,
Siqueira et al. (1991) verificaram que a apli@gﬁo de estimulantes de
micorrizagdo (isoflavonéides) em solos com excesso desse poluente aumentou a
colonizagdo das raizes pelos fungos micorrizicos indigenas do solo e tendo uma
acé‘opmtetorasobreascutb:rasavaliadas.Emémeﬁmentoconduzidoem
condicSes controladas, Binet et al. (2001) verificaram a dissipagio de HAPs na
presenca de azevém (Lolium perenne L.) colonizado oom Glomus mosseae. Nas
plantas micorrizadas, HAPs foram menos adsorvidos na superficie radicular e
menores concentragdes foram verificadas no tecidoéfoﬁar, em comparagio a
plantas nio micorrizadas, o que de acordo com os autores pode contribuir para
explicar o efeito benéfico dos FMAs na sobrevivéncia das plantas. Da mesma
forma, os beneficios da simbiose foram ‘observados no crescimento de trevo
(Trifolium repens) e azevém (Lolium perenne) culuvados juntos solo
artificialmente contaminado com HAPs (Jomer & Leyval, 2001). As plantas
micorrizadas mantiveram a absorgdo de fosforo na presenga do contaminante,
melhorando o estatus nutricional das plantas cultivadas no solo poluido.

A degradagdo de poluentes recalcitrantes, como os HAPs é uma das
principais vamtagens proporcionadas pela fitorremediagio. A  possivel
contribuigfio dos FMAs nesse processo foi comprovada em estudo realizado por
Joner & Leyval (2003), em solos industrialmente poluidos com compostos
organicos. Constatou-se que a maior dissipagio ocorre na rizosfera mais intena
(< 0,2 mm a partir da superficie radicular), com pouco ou nenhum efeito
observado a distincias maiores que ! mm. Efeitos de: sorcdo irreversivel em
raizes senciscentes e restos culturais mostraram-se tio importantes quanto a
dissipagdo (termo utilizado quando o mecanismo responsavel pela reducio da
concentracio do contaminante ¢ desconhecido) de HAPs na redugio desses
compostos no solo. As provaveis explicagies para a influéncia das micorrizas
arbusculares na degradagdo de poluentes orginicos envolvem os efeitos indiretos
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dessa simbiose sobre a atividade de outros microrganismos presentes na
rizosfera ¢ da influéncia da simbiose sobre a atividade de enzimas oxidativas nas
raizes € no solo nizosférico. Os efeitos diretos s3o desconsiderados, j& que esses
fungos apresentam simbiotrofismo obrigatorio, caracteristica que limita sua ag3o
direta sobre a degradagdo dos compostos (Joner & Leyval, 2003). Modificacdes
na estrutura da comunidade microbiana do solo micorrizosférico foram
observadas em experimentos com solos contaminados artificialmente, porem
existem poucos trabalhos sobre o impacto das micorrizas em solos poluidos com
compostos orginicos, utilizando solo contaminado por indistrias, e sua
influéncia na degradacdo desses compostos (Heinosalo et al., 2000; Joner et al.,
2001).

A eficiéncia da simbiose ¢ outro fator fundamental para que os FMAs
nativos de solos poluidos possam colaborar para o estabelecimento e
crescimento de espécies vegetais. Cabello (1999) constatou que um isolado de
area polnida com hidrocarbonetos de petrdleo (Glomus geosporum)
proporcionou a melhor resposta de crescimento para alfafa. Dessa forma, o
emprego de plantas em estratégias de fitorremediagio, associadas a isolados de
FMAs eficientes que toleram ambientes poluidos com contaminantes organicos
poderd possibilitar o desenvolvimento de programas de remediagio e
revegetagdo bem sucedidos.

NoBmsﬂnéoadstanmdospubﬁgadosmfomdooefeitoda
contaminagdo com poluentes orgAnicos sobre os FMAs e sua possivel
contribui¢do para o crescimento das plantas nesses ambientes.
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CAPITULO 2

BIOMASSA, ATIVIDADE MICROBIANA HETEROTROFICA E FMAs
EM SOLO SOB “LANDFARMING” DE RESIDUOS PETROQUIMICOS

RESUMO

PAULA, Alessandra ‘Monteiro de. Biomassa, atividade microbiana
heterotréfica ¢ FMAs em solo tratado com residuos petroquimicos em
“Landfarming”. 2005. Cap. 2. 39 p. Dissertacio (Mestrado em Solos e
Nutri¢do de Plantas)”

O tratamento de residuos petroquimicos em “landfarming” ji é bastante utilizado
no pais, como uma das técnicas apropriadas para esses residuos. Embora a
comunidade microbiana seja capaz de promover a dissipagio dos compostos
poluentes, a aplicagdio continuada de residuos oleosos no solo pode afetar os
processos microbianos no solo, comprometendo a qualidade do mesmo. No
presente trabatho avaliou-se a biomassa microbiana e sua atividade heterotréfica
de um solo de area de “landfarming™ de residuo petroguimico, verificando
também a ocorréncia e o efeito da inoculagio com fumgos micorrizicos
arbusculares (FMAs) no crescimento de plantas neste solo. Sete ensaios em casa
de vegetacdo foram realizados para avaliar o efeito da inoculagio com FMAs no
crescimento das plantas. Foram testadas 6 espécies vegetais nos seis primeiros
ensaios, ¢ no ultimo ensaio utilizou-s¢ uma espécie, na qual foi comparado o
efeito dos FMAs nativos da area com os isolados de FMA utilizados nos ensaios
anteriores. As andlises microbioldgicas e bioquimicas do solo mostraram
elevada densidade microbiana e¢ os valores de biomassa e de atividade
microbiana foram semelhantes aos encontrados em solos nd#o poluidos,
indicando que a comunidade microbiana apresenta-se ativa. Entretanto,
pardmetros bioquimicos indicam a existéncia de algum fator inibitério que
podemcompmmeteradeoomposn@odosmduosdcposmdosnosolo bem
como a sua funcionalidade bioquimica. Constatou-se também a ocorréncia de
FMAs, os quais apresentaram elevada infectividade, capazes de garantir elevada
colonizacio em plantas espontineas e introduzidas, apesar do constante
revolvimento mecinico e reduzida vegetagiio no solo da area de “landfarming”™.
Todas as espécies vegetais introduzidas no solo apresentaram sintomas de
estresse, crescendo e respondendo a imoculagio com FMAs de modo
diferenciado, favorecendo o crescimento da alfafa, sorgo, kudzu, braquidria e
mucuna-preta, ndo influenciando o crescimento de capim-elefante. Todas as
plantas apresentaram elevado grau de colonizagfio, mesmo as ndo inoculadas.

* Comité de Orientacio: José Oswaldo Siqueira — UFLA (Orientador).
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Esses resultados indicam a existéncia de populagdes microbianas tolerantes aos

componentes toxicos dos residuos petroquimicos.
: i
j:

H

29 |




2 MATERIAL E METODOS
2.1 Caracteristicas da drea e do solo em “landfarming”

O estudo constou da determinagio da biomassa microbiana do solo, da
atividade microbiana heterotréfica e da avaliagio da ocorréncia de FMAs em um
solo coletado em édrea de “landfarming™ da CETREL S.A. - Empresa de Protegio
Ambiental, lowlimdaemCama@li,BA,edeume:qJeﬁmentoanmsade
vegetacio com o referido solo, conduzido no Departamento de Ciéncia do Solo,
na Universidade Federal de Lavras, em Lavras, MG.

Os residuos gerados pelo polo petroquimico de Camagari sdo tratados
em “landfarming”, em uso a mais de 15 anos, onde sdo aplicadas principalmente
borras oleosas. O solo da 4rea de “landfarming” & um Espodossolo’, que recebeu
a aplicagio de 152,455t de residuo oleoso, no periodo de 07/01/04 a 30/02/04,
com média anual em tomo de 1800t de residuo. A amostragem foi realizada em
uma area de 3000 m’, na qual foram coletadas a uma profundidade de 20 cm, 8
amostras simples para compor uma amostra composta.

* Classificado por Prof. Dr. Nilton Curi, DCS - UFLA.
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2.1.1 Anilises quimicas e biolégicas do solo

A anilise quimica do solo revelou altos @om de fosforo (P) e
saturagdo por bases (V), destacando-se também o valor elevado do sodio (Na)
¢ conseqientemente da condutividade elétrica (CE,) (Tabela 1). A relagdo
C/N do solo é de 9,7. Contagens microbianas de bactérias em meio
agar-nutriente e de actinomicetos em meio agar-amido indicaram 9,5 107 UFC
! bactérias heterotréficas e 1,8 10* UFC g actinomicetos. Todas as anslises
foram realizadas de acordo com o manual da Embrapa (1997), descritos
suscintamente: o pH determinado em agua, solo:solugdo 1:2,5; calcio, magnésio
¢ aluminio trocdveis foram extraidos com KC1 1,0 mol L. O Aluminio trocavel
foi titulado com NaOH 0,025 mol L e o célcio e magnésio trocaveis foram
quantificados por espectroscopia de absor¢do atdmica de chama. O potissio
trocavel foi extraido com Mehlich-1 (HCI 0,05 mol L™ + H,SO, 0,0125 mol L)
edctenﬁnadoporfotometriadecham&Osédiou'odwlfoiezmaidocém
solugdo diluida de acido cloridrico e determinado com espetrofotometria de
chama. A acidez potencial (H+Al) foi extraida com solugfo tampdo SMP (pH
7,5). O fosforo foi extraido pela solugdo Mehlich-1, adicionando-se apés a
extracdo, acido ascérbico e molibdato de amdnio para desenvolvimento da cor
para medida de intensidade em um colorimetro. O Nitrogénio total foi
determinado pelo método de Kjeldhal. Os micronutrientes Zn, Cu, Fe ¢ Mn
foram extraidos pela solugio de Mehlich-1 e quantificados por espectrometria de
absorgio atomica de chama. O carbono orginico total foi determinado pelo
método descrito por Yeomans & Bremmer (1988). A matéria orgénica do solo
foi calculada mmultiplicando-se o resultado do carbono orgéinico por 1,724. O teor
de dleos e graxas, que foi forecido pela CETREL.
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2.3 Ocorréncia de FMAs

A ocomréncia de FMAs foi verificada em 50g de cada repeticio da
amostra de solo, por contagem de esporos, conforme método descrito por
Gerdemann & Nicolson (1963) e pela observagio de raizes colonizadas de
plantas cuitivadas por 14 semanas, sendo a coloragdo realizada segundo Phillipis
& Haymann (1970) e avaliagdo quanto a porcentagem de colonizagdo
micorrizica, de acordo com Giovannetti & Mosse (1980).

A densidade de FMAs também foi avaliada através da técaica
denominada “mimero mais provivel” (NMP), que estima o mimero de
propagulos infectivos (Souza & Guerra, 1998). A técnica do NMP consistiu no
preparo de 5 séries de diluigdes do solo estudado, da diluigdio 0 a diluigio 107,
em um solo diluente. O solo teste, avaliado quanto-ao nimero de propagulos
infectivos, foi mantido com umidade em torno de 2 a 5%, para facilitar a
manipulac3o. O solo diluente foi preparado com a proporg3o 1:1 de areia grossa
¢ uma amostra de Latossolo Vermelho-Amarelo, esterilizados em autoclave, na
temperatura de 121° C e pressdo de 1,5 atm, em dois periodos de duas boras
cada, em dias seguidos. Apés a autoclavagem, o material foi seco em estufa de
circulagio forcada, a 60° C, até atingir peso constante, para facilitar a
homegeneizacio e manipulagio da mistira. A planta teste empregada no ensaio
foi a braquiiria brizanta (Bracchiaria brizantha cv. Marandi), selecionada no
'segundo ensaio, por ter apresentado elevada (52%). O ensaio foi conduzido em
tubetes de polictileno de 50 cm® com uma planta por tubete durante o periodo de
6 semanas (29/11/04 a 10/01/05). No final do periodo, as raizes foram lavadas
em agua corrente ¢ procedendo-se a clarificagdo e posterior coloragdo como
descrito para observagdo de raizes colonizadas. Apds a coloragdo, foi avaliado
em microscopio estereoscépico quanto i presenga (+) ou auséncia (-) de
estruturas tipicas (hifas, vesiculas e arbiisculos) de FMAs nas raizes. Com o
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2.1.1 Andlises quimicas e biolégicas do solo

A andlise quimica do solo revelou altos valores de fosforo (P) e
saturag3o por bases (V), destacando-se também o valor elevado do sidio (Na)
¢ conseqilentemente da condutividade elétrica (CE;) (Tabela 1). A relagdo
C/N do solo ¢ de 9,7. Contagens microbianas de bactérias em meio
agar-nutriente ¢ de actinomicetos em meio agar-amido indicaram 9,5 10’ UFC
g bactérias heterotroficas ¢ 1,8 10° UFC g actinomicetos. Todas as anilises
foram realizadas de acordo com o manual da Embrapa (1997), descritos
suscintamente: o pH determinado em 4gua, solo:solugio 1:2,5; célcio, magnésio
e aluminio trocveis foram extraidos com KCI 1,0 mol L. O Aluminio trocavel
foi timlado com NaOH 0,025 mol L' e o célcio ¢ magnésio trociveis foram
quantificados por espectroscopia de absorgio atémica de chama. O potissio
trocavel foi extraido com Mehlich-1 (HCI 0,05 mol L™ + H,SO, 0,0125 mol L)
¢ deteminado por fotometria de chama. O sodio trocdvel foi extraido com
solugio diluida de acido cloridrico e determinado com espetrofotometria de
chama. A acidez potencial (H+Al) foi extraida com solugdo tampdo SMP (pH
7,5). O fésforo foi extraido pela solugio Mehlich-1, adicionando-se apés a
extragdo, acido ascérbico ¢ molibdato de aménio para desenvolvimento da cor
para medida de imtensidade em um colorimetro. O Nitrogénio total foi
determinado pelo método de Kjeldhal. Os micronutrientes Zn, Cu, Fe ¢ Mn
foram extraidos pela solucdio de Mehlich-1 e quantificados por espectrometria de
absorg3o atbmica de chama. O carbono organico total foi determinado pelo
método descrito por Yeomans & Bremmer (1988). A matéria orgénica do solo
foi calculada multiplicando-se o resultado do carbono orgénico por 1,724. O teor
de oleos e graxas, que foi fornecido pela CETREL.
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TABELA 1. Caracteristicas quimicas do solo da area de “landfarming” da
empresa CETREL, localizada em Camagari, BA.

Atributo Unidade Valor
pH (dgua) 6.8
MO+ dagkg® 13,36
N total gkg' 8.0
CO* total gkg! 71,7
CEe (a 25°C)* DS/m 9.4
0&G* (%) 441
P mg dm™ 80,1
K mg dm™ 53
Na* cmolc dm? 217,1
Ca+ cmolc dm” 7.5
Mg™? cmole dm™ 0,8
Al cmole dm 0
H+Al cmolc dm™ 1
SB emole dm™ . 94
® cmolc dm™ 9.4
(gy] cmole dm 10,4
v % 90,4
M % 0
ISNa* % 10,06
P-rem mgL? 41,0
Zn mg dm™ 52,5
Fe mg dm™ 2376
Mn mg dm™ 229
Cu mg dm™ 40,0
B mg dm™ 0,8
S mg dm’ 42,5

" MO= massa organica do solo; CO= carbono organico do solo; CE.= condutividade elétrica a
25°C; O&G= teor de 6leos e graxas, ISNa= indice de saturagdo por sodio.

2.2 Determinac¢io da biomassa microbiana do solo e indicadores de
atividade microbiana heterotréfica

As amostras de solo foram enviadas ao laboratério para determinagdo
dos seguintes pardmetros: carbono da biomassa microbiana (BM-C), e quociente
microbiano (gMIC), respiragdo basal, respiragdo induzida por substrato e
quociente metabolico (¢CO,). Também foram determinadas as atividades das
seguintes enzimas: B-glucosidade, fosfatase 4cida e urease, conforme
metodologia apresentada a seguir. Para todos os pardmetros avaliados foram
realizadas 6 repetiges analiticas.
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O carbono da biomassa microbiana foi estimado pelo método da
fumigacio-extragio (Vance et al., 1987), que apresenta o principio basico 2
extragio do C microbiano apés a morte das microrganismos e lise celular pelo
ataque do cloroformio e liberagio dos constituintes celulares, os quais sdo
degradados por autélise enzimética e transformados em componentes orgénicos
extraiveis (Joergensen, 1995). O quociente microbiano (gMIC) foi determinado
pela relagdo entre o carbono microbiano e o carbono orgéanico total do solo. Ja o
quociente metabélico (gCO,) foi obtido pela relagdo entre a quantidade de
carbono liberada na respiragio basal e a quantidade de carbono quantificada na
biomassa microbiana. A respiragdo basal foi determinada pela estimativa do CO;
evoluido durante incubagio do solo durante 72 horas (Alef, 1995),
determinando-se a taxa de respiragiio em mg CO,.g™ h™. A respiragio induzida
por substrato (RIS) foi determinada de modo semelhante & respiragio basal,
sendo adicionado ao solo uma fonte de carbono prontamente disponivel
(sacarose 0,05%) a 50 g de solo, incubada Juntamente com frascos contendo
NaOH em recipiente hermeticamente fechado por 3 'horas (Sparling, 1995). A
determinagiio da atividade da P-glucosidase foi realizada de acordo com o
método descrito por Tabatabai (1994). Este método ¢ baseado na determinag3o
colorimétrica do p-nitrofenol liberado pela B-gludosidase quando o solo ¢
incubado com tampo (pH 6) p-nitrofenil-B-glucosideo. A atividade da fosfatase
foi determinada conforme descrito por Dick et al. (1956). Para ambas enzimas, 0
p-nitrofenol liberado é determinado por &spectrofotémeu‘o A quantificagio da
atividlade da urease baseou-se na determinacio da amdmia liberada apés a
incubagfio do solo com solug3o de uréia (Tabatabai & Bremmer, 1972). Para
todos esses parimetros, a umidade do solo foi corrigida para 60% do VTP.
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2.3 Ocorréncia de FMAs

A ocorréncia de FMAs foi verificada em 50 g de cada repetigio da
amostra de solo, por contagem de esporos, conforme método descrito por
Gerdemann & Nicolson (1963) e pela observagio de raizes colonizadas de
plantas cultivadas por 14 semanas, sendo a coloragdo realizada segundo Phillipis
& Haymann (1970) e avaliagio quanto a porcentagem de colonizagiio
micorrizica, de acordo com Giovannetti & Mosse (1930).

A densidade de FMAs também foi avaliada através da técmica
denominada “mimero mais provavel” (NMP), que estima o numero de
propagulos infectivos (Souza & Guerra, 1998). A técnica do NMP consistiu no
preparo de 5 séries de diluigdes do solo estudado, da diluicio 0 a diluigio 10,
em um solo diluente. O solo teste, avaliado quanto- 20 mimero de propagulos
infectivos, foi mantido com umidade em tommo de 2 a 5%, para facilitar a
manipulac3o. O solo diluente foi preparado com a propor¢do 1:1 de areia grossa
e uma amostra de Latossolo Vermelho-Amarelo, esterilizados autoclave, na
temperatura de 121° C e pressdo de 1,5 atm, em dois periodos de duas horas
cada, em dias seguidos. Apés a antoclavagem, o material foi seco em estufa de
circulagio forcada, a 60° C, até atingir peso constante, para facilitar a
homegeneizacio e manipulacio da mistura. A planta teste empregada no ensaio
foi a braquidria brizanta (Bracchiaria brizantha cv. Marandil), selecionada no
'segundo ensaio, por ter apresentado clevada (52%). O ensaio foi conduzido em
tubetes de polictileno de 50 cm® com uma planta por tubete durante o periodo de
6 semanas (29/11/04 a 10/01/05). No final do periodo, as raizes foram lavadas
em agua corrente ¢ procedendo-se a clarificagdo ¢ posterior coloragio como
descrito para observagio de raizes colonizadas. Apds a coloragio, foi avaliado
em microscopio estereoscépico quanmto a presenga (+) ou auséncia (-) de
estruturas tipicas (hifas, vesiculas e arbisculos) d¢ FMAs nas raizes. Com o
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resultado obtido para o conjunto de dilnigdes, calculou-se a estimativa de
densidade de propagulos infectivos pelo programa MPNES (Bennett, Woomer
& Yost, 1990), expressando-se o resultado do NPI por g de solo seco,
determinando-se também o limite de confianga a 95% de probabilidade.

2.4 Efeito de FMAs no crescimento de plantas

No experimento em casa de vegetagio foram realizados sete ensaios,
sendo scis para avaliar os efeitos da inoculagio em espécies vegetais cultivadas
no solo de “landfarming”, ¢ um sétimo ensaio para confirmar a presenca de
FMAs no solo estudado e¢ sua possivel contribui¢io para o crescimento das
plantas. Para isso amostras de solo coletadas na 4rea do “landfarming” ¢ trazidas
para Lavras foramd&sagregadasepeneu'adasempenelrademededmmetro‘
para uniformizacdo. Seis ensaios foram conduzidos simultaneamente por um
periodo de 14 semanas, entre os meses de agosto, e dezembro de 2004. O
delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, inoculado ou
nio com FMAs, com 4 repeticdes. As espécies utilizadas foram: alfafa
(Medicago sativa L.), kudzu tropical (Pueraria phaseoloides Benth.), braquidria
(Bracchiaria brizantha cv. Marandil), mucuna-preta (Styzolobium aterrinum
Piper et Traev.), capim-elefante (Pemnisetum purpureum) e sorgo (Sorghum
vulgare Pers.), sendo utilizada uma ‘éspécie vegetal por ensaio. O veiculo para 2
inoculagio dos FMAs foi um solo-inéculo, contendo aproximadamente 300
esporos mL" solo de uma mistura das espécies Glomus clarum (+ 105 esporos)
e Paraglomus occultum (+ 45 esporos), coletado de vaso de cultura da colegio
de fungos micorrizicos arbusculares, do Departamento de Ciéncia do Solo, da
UFLA. :
A semeadura foi feita diretamente em vasos de 3 dm’, excetuando-se o
capim-clefante, para o qual foi utilizado propégub vegetativo. As sementes.
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foram devidamente esterilizadas com hipoclorito de sédio (1%) e as espécies
kudzu tropical e braquidria brizanta foram escarificadas com acido sulfurico
concentrado (10 minutos e 1 minuto, respectivamente). No momento da
semeadura, adicionou-se 2 ml de solo-indculo de FMA no tratamento inoculado
e 50 mL vaso’ de um filtrado do inoculo de propagulo de FMAs no tratamento
nio-inoculado, visando equilibrar a microbiota entre os tratamentos. As
leguminosas foram também inoculadas com bactérias fixadoras de nitrogénio,
para a alfafa foi inoculado estirpe BR 7407; a estirpe BR 2613 foi inoculada no
kudzu tropical e estirpe BR 2811 para mucuna-preta. Todas as estirpes foram
cultivadas em meio YMA semi-solido, cedidas pelo laboratério de
Microbiologia do Solo, do DCS da UFLA. A irrigagdo dos vasos foi realizada de
acordo com a necessidade das plantas. Completado o periodo de 14 semanas, as
plantas foram retiradas dos vasos, separando-se a parte aérea e raizes dos
tratamentos principais e das plantas espontineas. Em seguida, procedeu-se a
lavagem das raizes com agua corrente €, aproximadamente 1 grama de raizes
frescas de cada planta foi separada de varios pontos da raiz, para coloragdo e
avaliagio da colonizagdo micorrizica, como descrito no item 2.3. A massa seca
da parte aérea e das raizes foram determinadas apds secagem do material em
estufa de circulagio a 60°C até peso constante.

O sétimo ensaio foi conduzido entre os meses de dezembro de 2004 e
janeiro de 2005, por um periodo de 6 semanas. Utilizou-se um delineamento
inteiramente casualizado, constando de 4 tratar.nentos, sendo eles: solo nio
autoclavado (NA); solo ndo autoclavado + inoculado com FMA (NA-I); solo
autoclavado (A) e solo autoclavado + inoculado com FMA (A-I), com 8
repeticdes. Foram mantidas duas plantas de braquidria brizanta (Bracchiaria
brizantha cv. Marandi) em tubetes de polietileno de 280 cm’. O inéculo de
FMA utilizado foi o mesmo dos ensaios anteriores, sendo adicionado 1 mL de
solo-in6culo nos tratamentos com inoculagdo e 10 mL tubete” de um filtrado do
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inoculo de propagulo de FMA's nos tratamentos ndo-inoculados, visando
equilibrar a microbiota entre os tratamentos. Ao final do periodo de seis semanas
foram avaliadas: massa seca da parte aérea (MSPA) e raizes (MSR), relagdo
MSPA/MSR ¢ a porcentagem de raiz colonizada, de acordo com o item 2.3.

2.5 Anilise estatistica
Todos os dados foram submetidos a analise de varidncia e teste de média

(tukey a 5%) pelo programa estatistico SISVAR (Ferreira, 2000), sendo os
resultados de colonizagiio micormizica transformados pelo arco seno (x/100)*.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Determinacio da biomassa microbiana do solo e indicadores de
atividade microbiana heterotréfica

Os valores de biomassa microbiana do solo e os indicadores de atividade
microbiana heterotréfica no solo encontram-se na tabela 2. O valor médio para
carbono da biomassa microbiana foi 692,89 pug g solo, encontrando-se dentro
da faixa observada de 300 a 700 pg g” solo, verificada por Martin et al. (2004)
em solo de biorremediagiio de lodo de refinaria de petrdleo tratado com
“landfarming™ regifo semi-drida, na Espanha. Valores de biomassa
microbiana na faixa de 400 a 800 pg g’ solo sdo relatados em solos sem a
aplicagdio de residuos orginicos poluentes (Pfenning et al., 1992; Marchiori-
Jinior & Melo, 1999). A proporgdo do C da biomassa no carbono total do solo,
representado pelo quociente microbiano, é de 0,89%. O baixo valor encontrado
possivelmente & conseqiiéncia da adigdo do residuo petroquimico rico em
carbono ao longo de 15 anos de aplicagfio. J4 para solos contaminados com
hidrocarbonetos e tratados com “landfarming”, na regido semi-drida da Espanha,
foram encontrados valores um pouco mais elevados (1,29%) (Martin et al.,
2004). Neste caso houve incremento na biomassa microbiana com a adi¢do do

residuo no solo, porém atinge niveis proximos ao encontrado neste trabalho

(0,84%), apds 11 meses da aplicag3o do residuo. Valores mais elevados do que o
observado neste trabalho ¢ em outros estudos em areas poluidas com
contaminantes orginicos, variando entre 2 a 5 %, sdo encontrados em solos
agricolas e de vegetacdo natural (Jenkinson & Ladd, 1981).
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TABELA 2 Parimetros microbiologicos € bioquimicos do solo da area de
“landfarming” de residuos petroquimicos conduzido a 15 anos, no
municipio de Camagari-BA. Média de 6 repetigdes.

Parametros biologicos Valor médio
Carbono da biomassa microbiana BM-C (ug g™ solo) 692,89 + 33,54
BM-C/Carbono organico total — gMIC (%) 0,89 + 0,04
Respiragdo basal (mg CO, g soloh™) 4,38 +0,82
Quociente metabélico — gCO, (ug C-CO, ug BM-C ™) 6,38 + 0,53
Respiragdo induzida por substrato — RIS (mg CO,g" soloh™) 17,56 +2,03
B-glucosidade (ug PNF g™ solo h™) 37,17 +3,42
Fosfatase acida (ug PNF g™ solo h) 107,48 + 1,07
Urease (ug N-NH. g solo h™) 17,24 + 2,48

A atividade heterotréfica da biomassa microbiana, avaliada pela
respiragdo basal do solo foi de 4,38 mg CO, g” solo h™, valor bem mais elevado
do que os valores verificados em érea de floresta (0,25 mg CO, g’ soloh’) e em
areas de pastagem (0,36 mg CO, g" solo h') (Tétola & Chaer, 2002). Portanto
este solo apresenta elevada atividade heterotrofica, indicando rapida
decomposigdo de residuos organicos o que € coerente com a elevada densidade
microbiana de bactérias (9,5 107 UFC g solo) e actinomicetos (1,8 10* UFC g
solo), cujos valores sdo semelhantes aos encontrados em solos normais (Siqueira
& Franco, 1988) e também alta biomassa. Isto pode ser resultado da adaptagdo
da populagdo microbiana a presenc¢a do residuo oleoso aplicado por mais de 15
anos na area. O quociente metabdlico (¢CO;) médio foi de 6,38 pg C-CO; pg
BM-C h”, semelhante ao verificado por Franco et al., (2004), que avaliando o
impacto da contaminagdo por 6leo cru em diferentes tipos de solo constatou
variagdes de 1,24 a 4,78 pg C-CO, ug BM-C h'. Ja Martin et al. (2004),
encontrou valores elevados de gCO, em area contaminada com hidrocarbonetos
¢ tratada com “landfarming”, em seis amostragens durante 11 meses de
avaliagdes, onde foi verificado valores variando de 6.6 a 11,9 pg C-CO, pg BM-
C h”. O autor atribuiu esse resultado a limitagio apresentada pelo sistema em
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conseguir alcangar um equilibrio apés o desaparecimento dos hidrocarbonetos
facilmente degradaveis durante os primeiros meses. Portanto o valor elevado de
gCO; indica que a comunidade microbiana heterotréfica deste solo encontra-se
sob algum tipo de estresse fistolégico, consumindo muito carbono para se
manter. A respiragdo induzida por substrato (RIS) ¢ resultado da resposta dos
microrganismos a adicio de carbono prontamente disponivel, ¢ foi de 17,56 mg
CO, g" solo b, valor superior & respiragfo basal, que foi de 4,38 mg CO, g’
solo b, indicando que nfo ha impedimento no consumo de fontes simples de
carbono pela microbiota do solo. Cury (2002) encontrou um valor médio mais
elevado (38,41) para areas proximas ao local onde ocorreu um vazamento de
petréleo, em comparacfio a uma irea afastada 2 ki (26,66), o que poderia estar
relacionado com a selegiio de microrganismos em fun¢do da maior quantidade
de hidrocarbonetos do petrdleo. J4 Camneiro et al. (2003) encontrou valores
proximos ao encontrado, de 21 mg CO: g* solo b em area contaminada com
metais pesados ¢ 40 mg CO; g solo b’ em 4rea de mata utilizada como
referéncia, refletindo o impacto da contaminagio sobre a microbiota do solo.

A atividade enzimética da B-glucosidase do solo foi de 37,17 pg PNF g
solo b, sendo que valores superiores foram encontrados por Carneiro et al.
(2003), de 72 pg PNF g solo h” em area de deposicdo de rejeitos de ustulagio e
desprovida de vegetagio, muito abaixo do valor observado na area de referéncia
nfio contaminada que foi de 651 ug PNF g solo h™.A atividade enzimitica da
B-glucosidase pode estar relacionada com a complexidade dos compostos de
carbono presentes no residuo petroquimico, uma vez que esta enzima apresenta
maior atividade em condicdes de fontes de carbono mais simples (Matsuoka et
al., 2003). O valor encontrado para fosfatase 4cida foi de 107,48 pg PNF g solo
b, isto pode estar relacionado com os altos niveis de fosforo presente no solo
(80,1 mg dm®), que inibem a atividade dessa enzima. Valores médios de 2421
pg PNF g’ solo h! podem ser observados em regides do cerrado, onde a
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disponibilidade de fosforo é muito baixa (Mendes e Vivaldi, 2001; citados por
Matsuoka et al., 2003). A atividade da urease apresenton o valor de 17,24 ug
N-NH; g solo b, valor este abaixo do observado por Margesin et al. (2000),
durante o monitoramento ¢ avaliaciio de dreas impactadas com contaminantes
orghnicos. Neste trabalho os autores obtiveram camo resultado 50,61 pgN-NE,
g? solo b em solos sob atenmagfio natural e 47,16 ig N-NH, g solo b em
solos com aplicagido de fertilizantes minerais para alcangar a relagdo C:N 20:1.
No periodo de 88 dias, esses valores aumentaram logo apés a adicdo do
contaminante (Oleo diesel), dimimindo conforme a concentragdo de
hidrocarbonetos no solo tornava-se baixa em conseqiiéncia da biodegradacdo.
Redugdes da atividade da fosfatase, muito superior ao resultado encontrado
nesse trabalho, e inclusive a auséncia da atividade da urease foram verificadas
por Andreoni et al. (2004), em solos da Alemanha € da Bélgica, contaminados
principalmente com HAPs e atribuiram esse resultado as altas concentragdes
desses poluentes constatadas nas duas areas, que exercem efeito téxico sobre os
microrganismos ¢ também podem recobrir a superficie das células, reduzindo a
interagio entre os sitios de atividade enzimatica ¢ os substratos soluveis, com
efeito adverso na expressio da atividade enzimatica (Kiss et al., 1998; citado por
Andreoni et al., 2004). O histérico de mais de 15 anos da aplicagio de residuos
petroquimicos na 4area, favorece o acimulo de compostos poluentes
recalcitrantes como os HAPs, podendo este acimulo ser um dos fatores que
contribuem para os baixos valores de atividade enzimatica observados

A biomassa microbiana e os indicadores de atividade microbiana
heterotréfica evidenciam a presenga de uma comunidade microbiana ativa,
entretanto a atividade enzimitica encontra-se¢ abaixo do que € verificado em
solos sem adigfio de residuos petroquimicos, indicando a existéncia de possiveis

depositados no solo, bem como a sua funcionalidade bioguimica.
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3.2 Ocorréncia de FMAs

Apesar do solo ter sofrido grandes alteragdes e ter permanecido quase
desprovido de vegetagdo por varios anos, ainda foi encontrada uma densidade
média de 4 esporos 50 g solo, sendo verificado apenas um tipo de esporo, do
género Glomus (Figura la).

O ensaio de infectividade pelo método do mimero mais provavel indicou
o valor de 0,34 propagulos infectivos g solo, com o intervalo de confianga de
0,1-1,11. O resultado encontrado neste trabatho eacontra-se abaixo do verificado
na tnica referéncia encontrada que avalion de propagulos infectivos de FMAs
solos contaminados com hidrocarbonetos (Cabello, 1997). A autora
encontrou nos solos poluidos na Argentina 2,26 propagulos infectivos g solo e
na Alemanha 3,40 propagulos infectivos g” solo, sendo que em ambos locais
havia presenga de espécies espontimeas colonizando a 4ared, que podem
contribuir para uma maior densidade de propagulos no solo. Entretanto, a
densidade de propagulos observada encontra-se dentro dos valores descritos por
Souza & Guerra (1998), variando entre 0,29 a 13 propagulos infectivos g” solo,
como densidades minima e mixima encontrada em éareas agricolas no estado do
Rio de Janeiro. Densidade bem mais elevada foi verificada por Mellont (2001),
de 42,5 propagulos infectivos g" solo, em campo com espécies gramineas e
arbusﬁvas,semhﬁervenﬁoanﬁépim,noszﬂ@ehﬁnasGemis.Omnstante
revolvimento do solo na irea de Landfarming impede o estabelecimento de
vegetagdio espontinea, o que tende reduzir a densidade de esporos ¢ de
propagulos infectivos.

" A presenca de colonizagfio micorrizica foi verificada com a observagio
microscdpica de raizes coloridas, das seis espécies vegetais cultivadas por 14
semanas, variando de 35% no sorgo a 62% no kudzu tropical (Tabela 3),



confirmando a presenca de propagulos infectivos no solo de “landfarming”

eficientes em estabelecer a simbiose micorrizica.

TABELA 3 Colonizagio radicular por fungos micorrizicos arbusculares em
plantas cultivadas em solo de area de “landfarming™ de residuos
petroquimicos com 15 anos de atividade, no municipio de
Camagari-BA. Média de 4 repeticdes. |

Espécies vegetais Nio inoculado
Kudzi tropical 62 + 0,93
Alfafa 55+4,28
Braquiaria 52+3,05
Mucuna-preta 38+0,93
Capim-clefante 38+2,18
Sorgo 35+ 1,64
‘erro-padriio da média. ‘

|
|

A colonizagiio micorrizica em solos oontaminlados com hidrocarbonetos
também foi verificada por Cabello (1997), d&stacgndo-se também presenga
abundante de vesiculas nas raizes colonizadas das plantas introduzidas (Figura
lbec).
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b)

c)

FIGURA 1 Estruturas utilizadas para avaliagio de ocorréncia de FMAs. (a)=
Esporos de Glomus sp. extraidos da area de Landfarming; (b)= raiz
de braquidria colonizada por Glomus sp.; (c)= raiz de capim-
elefante colonizada por Glomus sp.
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3.3 Eefeito de FMAs no crescimento de plantas
i

Nos ensaios com planta, verificou-se qllne as espécies vegetais
responderam de modo diferenciado & inoculagdo cx')m FMAs (figura 2). A
inoculagio com a mistura de dois isolados d¢ FMAs da UFLA proporcionou
efeito significativo na producfio de massa seca da pajrte aérea da alfafa, kudzu
tropical e sorgo (Figura 3a, 3b e 3¢), destacando-se um aumento na produggo de
massa vegetal da alfafa em tomo de 78% com a inocujlac;io. Para mucuna-preta,
braquidria e capim-clefante nfio foram observados eﬁi‘eitos significativos com a
inoculagdo, entretanto esta proporcionou um aumento na massa seca da parte
aérea de 37 e 33%, para mucuna-preta e braquiaria (Figura 3¢, 3d e 3f).

Dé modo semelhante & massa seca da parte aérea, a massa seca das
raizes aumentou de forma significativa com a moculaqio para a alfafa (Figura
4a). J& para mucuna-preta e braquiaria, diferente doi que foi observado para a
parte aérea, a inoculagio proporcionou um aumento significativo nas raizes
(Figura 4c ¢ 4d). Ndo foi verificado efeito para o kud% tropical, sorgo e capim-
elfante (Figura 4b, 4e ¢ 4f), sendo que o sorgo ¢ o capim-elfante apresentaram o
seu crescimento limitado a partir da 8° semana, Jprovavelmente devido ao
tamanho do vaso (3 dm?). i
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FIGURA 2 Efeito da inoculagio de FMAs no crescimento de espécies vegetais
cultivadas em solo tratado com “landfarming” aos 35 dias; CE=
capim-clefante; B= braquidria; S=sorgo; A= alfafa; MP= mucuna-
preta; K= kudzu tropical; vasos da esquerda= ndo-inoculados; vasos
da direita= inoculado.
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FIGURA 3 Massa seca da parte aérea de espécies vegetais cultivadas em solo
de “landfarming” de residuos petroquimicos, inoculadas (FMA) ou
ndo (Ni) com FMAs. a) ensaio 1; b) ensaio2; ) ensaio 3; d) ensaio
4; ¢) ensaio 5 ¢ f) ensaio 6. Barra de erro é o erro-padrio. P é a
probabilidade de F. > F. Média de 4 repeti¢Ges.
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FIGURA 4 Massa seca das raizes das espécies vegetais cultivadas em solo de
“landfarming” de residuos petroquimicos, inoculadas (FMA) ou
nio (Ni) com FMAs. a) ensaio 1; b) ensaio 2; ¢) ensaio 3; d) ensaio
4; ¢) ensaio 5 e f) ensaio 6. Barra de erro é o erro-padrdo. P ¢ 2
probabilidade de F. > F. Média de 4 repeti¢des.
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Na relagio entre massa seca parte aérea e raizes (MSPA/MSR), nio
foram observadas diferengas significativas para alfafa, kudzu tropical, braquidria
e capim-elefante (Figuras 5a, 5b, 5d e 5f). Mucuna-preta e sorgo tiveram seu
crescimento radicular favorecido pela inoculagdo (Figura 5S¢ ¢ Se).

Ap&sardabaixadensidédedewporosrecuperadosnosolo,a
porcentagem de raiz colonizada por FMAs nio diferiu entre os tratamentos
inoculado e ndo inoculado para alfafa kudzu tropical, mucuna-preta ¢
braquidria, constatando-se altos valores médios de colonizagdo de 60% na alfafa
e 65% no kudzi tropical (Figura 6a, 6b, 6¢ e 6d). No entanto, efeito significativo
da inoculacdio foi observado para sorgo e capim-elefante, com a inoculagéo de
FMAs. Destacam-se os altos valores de colonizagdo nos tratamentos nfio
inoculados em todos os ensaios, com colonizagdo superior a 50% nas espécies
alfafa, kudzu e braquiaria. Esses altos valores de colpnimgﬁo micorrizica foram
inesperados para o tratamento nio inoculado em todos os ensaios, uma vez que a
area de “landfarming™ encontra-se quase que permanentemente sem vegetagao,
devido ao constante revolvimento do solo.
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FIGURA 5 Relagio MSPA/MSR das espécies vegetais cultivadas em solo de
“landfarming” de residuos petroquimicos, inoculadas (FMA) ou
n#o (Ni) com FMAs. a) ensaio 1; b) ensaio 2; ¢) ensaio 3; d) ensaio
4; ¢) ensaio 5 e f) ensaio 6. Barra de erro € o erro-padrdo. P é a
probabilidade de F. > F. Média de 4 repeticGes.
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FIGURA 6 Colonizagio micorrizica das espécies vegetais cultivadas em solo de
“landfarming” de residuos petroquimicos, inoculadas (FMA) ou
nfio (Ni) com FMAs. a) ensaio 1; b) ensaio 2; ¢) ensaio 3; d) ensaio
4; €) ensaio 5 e f) ensaio 6. Barra de erro € o emmo-padrdo. P € a
probabilidade de F, > F. Média de 4 repetigdes.
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Estudos recentes confirmam o efeito benéfico da inoculagio com FMAs
no crescimento de plantas solos contaminados com poluentes organicos
(Joner & Leyval, 2003). Estes autores observaram que a presenga de micorrizas
acentuou o crescimento das plantas cultivadas em solos industrialmente poluidos
com compostos orginicos. O efeito da inoculagio no crescimento da alfafa
também foi constatado por Cabello (1999), que observou uma notivel
dependéncia micorrizica de plantas de alfafa cultivadas em substrato
contaminado com hidrocarbonetos. Como constatado, a associagdo micorrizica
aliada ao potencial tolerante e fitorremediador confirmado por Reilley et al.
(1996) e Pradhan et al. (1998), indica que a alfafa e sorgo apresentam grande
potencial em areas de “landfarming” nas condigdes tropicais. As espécies
vegetais kudzu tropical, mucuna-preta e braquidria, que responderam a
inoculagio com FMAs, e o capim-elefante, que nfio respondeu a inoculagio mas
apresentou um bom crescimento vegetativo, s30 promissoras para serem
utilizadas em programas de revegetagdo de dreas contaminadas com poluentes
organicos ¢ em estudos adicionais quanto ao potencial fitorremediador dessas
espécies. '

A presenga de plantas espontineas também foi avaliada. A plantas
espontineas ocorreram de modo generalizado entre os tratamentos, excetuando-
se os tratamemtos com capim-clefante e mucuna-preta. Na figura 7, sdo
apresentados os valores de freqiiéncia de ocorréncia de espécies espontineas.
‘Por meio de avaliagio visual das plantas foram identificadas 6 espécies:
Digitaria sp. (capim-colchZo), Cyperus difformis L. (tiririca), Eleusine indica
(L.) Gaertn. (capim pé-de-galinha), Portulaca oleracea L. (beldroega), Setaria
geniculata P. Beauv. (capim rabo-de-raposa) ¢ uma espécic da familia
Compositae. Destaca-se a elevada incidéncia das espécies Digitaria sp e
Cyperus difformis L. A ocorréncia destas espécies, além de confirmar a
possibilidade de crescimento vegetal neste solo, é de grande interesse pois pode
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orientar estudos posteriores para a sele¢do de plantas espontineas nativas dessa
condi¢io de contaminagdo, com capacidade para sustentar massa verde

suficiente para proporcionar uma cobertura do solo adequada.

O Digitaria sp.

O Eleusine indica

O Cyperus difformis
B Portulaca oleracea
M| outras

FIGURA 7 Freqiiéncia de ocorréncia de plantas espontineas provenientes de
solo de “landfarming”, em vaso cultivado com diferentes espécies
vegetais.

Estas espécies também apresentaram diferentes graus de colonizagdo
micorrizica (Tabela 4). Digitaria sp. e Eleusine indica apresentaram os maiores
valores de colonizagdo micorrizica ¢ foram as espécies dominantes, destacando-
se de mesmo modo o efeito da inoculagdo com FMAs, que favoreceu a
colonizag@o destas plantas. A presen¢a de colonizagdo em plantas espontaneas
indica também a possibilidade de aumentar o niimero de propagulos infectivos
de fungos nesse solo, através da manuten¢do dessas espécies a fim de manejar a
populacdo nativa de fungos e dessa forma utilizar os beneficios dessa simbiose
na dissipagdo de poluentes e revegetagdo da area. A selecdo de plantas
espontaneas tolerantes a contaminagdo com poluentes organicos pode auxiliar na
redugdo desses contaminantes, como verificado por Escalante-Espinosa et al.
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(2004). Em seu estudo, os autores avaliaram o potencial de uma espécie pativa
de area contaminada com hidrocarbonetos e constataram uma grande redugfio
dos compostos poluentes presentes no solo, resultado que foi acentuado com a
inoculagdo de microrganismos degradadores de hidrocarbonetos, selecionados
do local contaminado.

TABELA 4 Colonizagio micorrizica das espécies espontineas observadas em
solo de “landfarming” no-inoculado e inoculado com FMAs.

Espécies espontineas Nio inoculado Inoculado
— % o .
Digitaria sp. 39 65
Eleusine indica 26 51
Cyperus difformis. 7 18
Portulaca oleracea 6 0

No quarto ensaio, verificou-se que o crescimento da braquiaria, avaliado
pela produgdo de massa seca da parte aérea e raizes, diferiu significativamente
entre os tratamentos (Figura 8). A maior produgdo de massa seca da parte aérea
¢ das raizes foi observada no tratamento NA-I (solo niio autoclavado e inoculado
com FMAs), e a menor produgfio ocorreu no tratamento NA (solo ndo
autoclavado e ndo inoculado com FMAs), sendo esta semelbante ao tratamento
A (solo autoclavado e ndo inoculado com FMAs), sem a presenga de
colonizagio micorrizica (Figura 8a ¢ b). Esses resultados mostram que a
populagiio de FMAs indigenas do solo niio exerceu efeito sobre o crescimento da
braquidria, em relagio aos FMAs introduzidos. Para a relagio MSPA/MSR foi
verificada diferenca apenas entre os tratamentos A e NA-L, sendo que no solo
nio autoclavado, as plantas produziram uma maior massa de raizes, o que
acarretou em uma menor relagio MSPA/MSR (Figura 8¢). A menor produgiio de
raizes no tratamento A pode ter sido ocasionada pelo efeito da autoclavagem
sobre os poluentes residuais presentes no solo, que possivelmente podem ter
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afetado o desenvolvimento das raizes, resultando em uma maior relagdo
MSPA/MSR. Quanto a colonizagdo micorrizica, foi observado o mesmo
comportamento apresentado pela massa seca de parte aérea, sendo a maior taxa

de colonizagio constatada no tratamento NA-I, de 56% (Figura 8d).
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FIGURA 8 Produgdo de massa seca parte aérea (MSPA) (a), raizes (MSR) (b),
relaggio MSPA/MSR (c) e porcentagem de raiz colonizada (d) de
braquiaria em solo de area de “landfarming”. NI = ndo inoculado;
INOC = inoculado com FMAs. Barra de erro é o erro-padrio,
meédia de 8 repetigoes.



J2 no tratamento NA Ni com o resultado de 20% de raiz colonizada, a
populacido de FMAs indigenas proporcionou uma taxa de colonizacdo
semelbante ao tratamento A i (solo autoclavado e inoculado) que foi 24%,
embora este tenba sido um pouco maior, indicando que apesar da baixa
densidade de propagulos infectivos existentes (item 3.3) ¢ da continua aplicagdo
de residuos petroquimicos, a populagio indigena de FMAs ainda é capaz de
estabelecer a simbiose.

A autoclavagem do solo acarretou em uma reducio na produgio de
massa seca da parte aérea e raizes, como também na colonizagdo micorrizica,
para o tratamento Ai. Isto pode ter sido ocasionado pela liberagido de compostos
residuais téxicos presentes no solo, como verificado na literatura (Dadkhah &
Akgerman, 2002), o emprego de alta pressdo e temperatura associada a umidade
¢ utilizado na liberacfo de hidrocarbonetos arométicos policiclicos (HAPs)
presentes no solo. '

O efeito de FMAs de dreas contaminadas por hidrocarbonetos no
crescimento de plantas também foi avaliado por Cabello (1999), que diferente do
observado neste trabalho, verificou que um isolado de area contaminada,
Glomus geosporum, foi mais eficiente em promover o crescimento de alfafa, em
substrato contendo hidrocarbonetos de petréleo, em comparagdo com outros
isolados de areas contaminadas.

Os resultados encomtrados possibilitam a realizagdo de estudos
adicionais relacionados a0 monitoramento da atividade heterotréfica de solos de
“landfarming” de residuos petroquimicos, visando avaliar a capacidade da
comunidade microbiana em tolerar a continua aplicacdo de residuos, bem como
estudos quanto a eficiéncia de FMAs indigenas e o manejo dessa popula¢do na
colaboragiio em estratégias de revegetagio dessas areas.
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4 CONCLUSOES

1 - O solo de drea de “landfarming” mesmo apés a;aplicagéo continuada de
residuos oleosos da indistria petroquimica aprésenta uma comunidade
microbiana heterotréfica adaptada ao substrato e principios toxicos desses
residuos, mantendo-se em atividade degradadora.’ Entretanto pardmetros
bioquimicos indicam a existéncia de algum fator inibitério que podera
comprometer a decomposicio dos residuos deposiladosjno solo, bem como a sua
funcionalidade bioquimica.

2 - Mesmo sendo submetido a constante revolvimetlnto mecénico e reduzida
vegetagdo, o solo da area de “landfarming” apresentou incidéncia de propagulos
infectivos de FMAs capazes de garantir elevada 'colonizagio em plantas
espontineas ¢ introduzidas. |

3 — Todas as espécies vegetais introduzidas crescem no solo, porém apresentam
algum sintoma de estresse ¢ respondem de modo diferenciado a inoculagdo com
FMAs.
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CAPITULO 3

CREOSOTO E ANTRACENO NO CRESCIMENTO E NA
COLONIZACAQ MICORRIZICA DE Brachiaria brizantha e Pueraria
phaseoloides.

RESUMO ;

PAULA, Alessandra Monteiro de. Creosoto e antraceno no crescimento e na
colonizaciio micorrizica de Brachiaria brizantha' e Pueraria phaseoloides.,
2005. Cap. 3. 18p. Dissertagdo (Mestrado em Solos e Nutrigiio de Plantas) —
Universidade Federal de Lavras, MG'.

A contaminagdo do solo com poluentes orgdnicos, especialmente aqueles
derivados de petrdleo, ¢ um grave problema para a sociedade moderma que
precisa ser resolvido. Tem-se preconizado o uso de plantas para acelerar a
dissipagio desses composto no solo, mas para isso|é necessario conhecer seus
efeitos sobre estas ¢ sobre os microrganismos a elas associados. No presente
estudo avaliou-se a influéncia do creosoto ¢ do antraceno no crescimento ¢ na
colonizagio micorrizica de Braquidria brizantha (braquiaria) e Pueraria
Phaseoloides (kudzu tropical). Para isso os poluentes foram aplicados ao solo
em tubetes (290 cm®) em concentrag3es variadas: antraceno (0; 0,25; 0,5; 0,75 e
1 g kg™ solo) e creosoto (0; 0,5; 1; 2 ¢ 3 g kg™ solo) e testados na presenca de
propagulos do fungo micorrizico Glomus etunicatum e mantidas para
crescimento por seis semanas, quando foram cortadas e avaliadas. Quanto aos
efeitos nestas plantas verificou-se que o antraceno ndo afetou o crescimento da
P. phaseoloides e estimulon o crescimento de B. brizantha em baixa
concentracio. Este composto reduziu de modo acentuado a colonizagdo
micorrizica do kudzn. O creosoto reduziu o crescimento da braquiaria e nio teve
efeito no kudzu, onde a colonizagfio micorrizica foi também fortemente reduzida
pelo poluente, havendo completa inibigdo em concentragdes superiores 2 g kg
solo de. creosoto. O kudzu mostrou-se insensivel & contaminagiio do solo com
esses poluentes, enquanto a braquiaria apresentou um pequeno estimulo a baixas
concentragoes de antraceno e reduc¢dio no crescimento com o creosoto. O kudzu
aprt?enmwwndalpammdosdemvegemﬁodeérmsimpmdasmmm
poluentes.

” Comité de orientagdo: José Oswaldo Siqueira - DCS-UFLA (Orientador)
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ABSTRACT

Paula, Alessandra Monteiro de. Creosote and anthracene on growth and
arbuscular mycorrhizal colonization of Brachiaria brizantha and Pueraria
phaseoloides. 2005, Cap. 3. 16p. Dissertation (Master degree in Soils and Plants
Nutrition) — Unversidade Federal de Lavras, MG".

Soil conmtamination by organic pollutants, especially those derived from
petroleum, is a serious problem of the modem society that need to be resolved. It
has been proposed that plants can be used to accelerate the dissipation of these
compounds in the soil. But this requires knowledge of the effects of these
pollutants on plants and their associated microorganisms. In the present study it
evaluated the influence of creosote and anthracene on growth and mycorrhizal
colonization of Bracchiaria brizantha and Pueraria phaseoloides. Pollutants
were applied to soil placed in plastic tubes (290 cm®) at increasing
concentrations; anthracene (0; 0,25; 0,5; 0,75 and 1 g kg'! soil) and creosote (0;
0,5; 1; 2 and 3 g kg soil) in the presence of propagules of the arbuscular
mycorrhizal fungus Glomus etunicatum and allowed to growth for six weeks
when they were cut and assessed. It found that anthracene did not affect the
growth of P. phaseoloides and had a slight benefit on growth of B. brizantha at
the lowest concentration. Mycorrhizal colonization of P. phaseoloides was
drastically reduced by this conpounds and no colonization was found in B.
brizantha. Creosote also reduced the growth of B. brizantha had no effect on P.
phaseoloides growth whereas AM colonization was strongly reduced by this
pollutant, being completely inhibited at the highest concentration (2 g kg soil).
Because of its insensitivity to creosote and anthracene P. phaseoloides presents
potential for revegetation studies of impactated areas with these pollutants.



1 INTRODUCAO

A imtensificacdo das atividades industriais e agricolas em conseqiiéncia
do desenvolvimento tecnolégico ¢ crescimento ;iopulacional observado nas
ultimas décadas, tem ocasionado aumento dos niveis de contaminantes organicos
no solo. Os poluentes orgénicos derivados de petrdleo e do coque destacam-se
dentre os demais contaminantes, devido ao grande volume de produgo,
industrializacdo, transporte ¢ usos diversos dos seus derivados (Schwab &
Banks, 1999; Prince & Drake, 1999). A contaminagio do solo por creosoto, leo
produzido pela destilacio do coque amplamente utilizado como preservante de
madeira (Richter et al., 2003), ¢ freqiiente devido a vazamento de tanques,
gotejamento de madeiras ji tratadas, derramamentos e pela lixivia de lagos
artificiais de conteng@io (Mueller et al., 1989). Isto contamina os solos, 4guas em
hgoasdetammenwouéreasdeevapomgéoeolenqolﬁeﬁﬁm. Ocreosgto
derivado do alcatrio de hulha é uma mistura de compostos individuais,
abrangendo  diversas estruturas  quimicas, representando  numerosos
hidrocarbonetos aromticos policiclicos e monociclicos liquidos e solidos
(85%), compostos fenélicos (10%) e compostos S-, N- e O- heterociclicos (5%).
Dos 150a20000nsﬁnﬁmindividuaisdocreosoto,apenaspoucosoompostos
representam tipicamente 40 a 45% do produto. Essa complexa composigio
representa um desafio para as tecnologias que empregam tratamentos bioldgicos:
para desintoxicar locais contaminados (Mueller et al., 1989).

Dentre os compostos orginicos encontrados no creosoto e em derivados
de petrdleo, os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPS) sio poluentes de
grandehnportﬁnciapormusadosefehosmnagéniwseearchogénicossobmos
seres vivos (Muncnerova & Augustin, 1994). Apresentam vérias ligagbes
benzeno condensadas, sendo na maioria nio-volteis, representados por mais de
100 diferentes compostos como o antraceno, formado por 3 anéis aromaticos
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fundidos (Prince & Drake, 1999). Em fungfio das suas caracteristicas quimicas,
os HAPs sio relativamente resistentes a biodegradagdo, podendo se acumular
em niveis substanciais no ambiente.

A introdugiio de plantas em 4reas contaminadas pode aumentar a
degradacio desses poluentes organicos (Susarla et al., 2002; Huang et al., 2004a;
Huang et al., 2004b), constituindo-se em processo tecnolégico em grande
expansfo mundial, conhecido como ﬁtorremedlat;io Essa tecnologia explora o
efeito estimulante que as raizes tém sobre os processos microbianos € as
modificagdes fisico-quimicas que estas provocam na rizosfera, as quais facilitam
a degradagdio de HAPs na rizofera conforme j4 demonstrado para vérias espécies
como alfafa, sorgo e capim-clefante (Schwab & Banks, 1994; citado por
Cunningham et al., 1996; Reilley et al., 1996; Pradhan et al., 1998). Procurando
aprimorar o processo de fitorremediagio, Huang et al. (2004b) desenvolveram
um sistema combinando “landfarming”, bicaumentacio e o cultivo de graminea
(Festuca arundinacea) inoculada com rizobactérias promotoras de crescimento
(PGPR) e constaram que o uso sinergistico dessas estratégias resultou em uma
ripida ¢ alta produgiio de biomassa vegetal, promovendo um aumento nos
processos metabélicos ativos e conseqilentemente conduzindo a uma remogio
mais ripida e completa de HAPs presentes em solo contaminado com creosoto.
Pradhan et al. (1998) demonstraram que certos componentes carcinogenicos
destes poluentes foram dissipados na presenca de Penisectun sp.

Como a grande maioria das plantas encontra-se em condigdes naturais
invariavelmente associadas a fungos mutualistas em suas raizes, formando as
micorrizas, esta simbiose é de grande interesse no contexto da fitorremediago.
Esses fungos ampliam o sistema radicular, facilitando a absorgdo de ions e de
agua do solo, aumentando a agdio filtrante e purificadora do solo no ecossistema.
As micorrizas arbusculares exercem efeito protetor sobre as plantas por meio de
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melhoria do estado nutricional e redugfio do efeito de compostos fitotdxicos,
como herbicidas (Siqueira et al., 1991). i

Os estudos relacionados 4 contribuigio de fungos micorrizicos
arbusculares na revegetacio e na reabilitagio de ambientes contaminados com
poluentes orgdnicos sdo muito recentes e ainda em mimero reduzido (Binet et
al., 2000; Joner & Leyval, 2001; Joner et al., 2001; Joner & Leyval, 2003a).
Estes sdo fundamentados na hipétese de que esta simbiose possa contribuir para
o estabelecimento e manutengio de plantas em ambientes contaminados com
HAPs, bem como acentuar a dissipagio desses compostos. Binet et al. (2000),
investigando o destino de antraceno na rizosfera e micorrizosfera de azevém
(Lolium perenne), verificaram que na presenga de micorrizas, uma quantidade
menor de antraceno foi translocada para a parte aérea, atribuindo a simbiose uma
agdo protetora que favorece a sobrevivéncia de plantas em ambientes
contaminados com HAPs. A colonizagio micorrizica do trevo (Trifolium repens)
e azevém (Lolium perenne) cultivadas juntas em mjo contaminado com HAPs
possibilitou um ganho no crescimento e melhorou as condigdes de degradagdo
desses poluentes, constituindo-se em um fator biolégico que deve ser
considerado para a biorremediacgo de solos poluidos com substincias organicas
(Joner&lcyval,ZOOl).Eme:q;erimentooomasmsmaspreswgetaism
solo  artificialmente  contaminados com  antracero, criseno e
dibenz(a,h)antraceno, Joner et al. (2001) constataram a contribuigio da
associagfio micorrizica na dissipagio desses compostos, onde foram verificadas
10 tratamento com micorrizas as maiores reduges dos poluentes presentes no
solo, 66% de criseno e 42% dibenz(a,h)antraceno, enquanto que no tratamento
sem micorriza as redugdes foram de 56 e 20%, respectivamente. Segundo Joner
& Leyval (2003a ¢ b), os fungos micorrizicos podem contribuir na degradagio
deHAPsenowtabelecimeﬂodaswpéciwvegetajspormeiodedoispossiwis
mecanismos. Primeiramente, a associagdo micorrizica pode alterar a fisiologia
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radicular de modo a estimular a degradagio de HAPs através de enzimas
liberadas pelas plantas ou pelos organismos rizosféricos. Neste caso, plantas
micorrizadas podem aumentar a atividade de enzimas oxidativas e peroxidases
que sio capazes de degradar HAPs. Por iltimo, estes autores afirmam que
associagdes micorrizicas podem afetar as propriedades de superficie das raizes
(pouco estudado) ou propriedades do solo rizosférico que influenciam a
disponibilidade de HAPs, como o aumento da adsor¢do destes compostos a
fragmentos de raizes e outros tipos de material orginico na rizosfera que sdo
estimulados pela micorrizagdo.

Nio foi encontrada nenhuma publicagio de-estudos desta natureza
realizado no Brasil que atualmente ¢ um grande produtor ¢ consumidor de
petroleo e derivados, portanto gerando uma grande quantidade de residuos
poluentes. Desse modo, no presente trabalho avaliou-se o efeito da
contaminacio do solo com creosoto e antraceno, dois derivados de petrdleo, no
crescimento € na colonizagdo de Bracchiaria brizantha (braquidria brizanta) ¢
Pueraria phaseoloides (kadzu tropical).
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2 MATERIAL E METODOS

Um estudo composto de dois emsaios foi conduzido em casa de
vegetagio, no Departamento de Ciéncia do Solo (DCS), na Universidade Federal
de Lavras (UFLA), em Lavras-MG, para avaliar o efeito de antraceno (ensaio 1)
¢ creosoto (emsaio 2) no crescimento e na colonizagdo micorrizica de
Bracchiaria brizantha cv. Marandi (braquiiria brizanta) e Pueraria
phaseoloides Benth. (kudzu tropical), durante o periodo de 6 semanas, entre
setembro ¢ novembro de 2004. O delineamento ‘experimental wutilizado foi
inteiramente causalizado, em esquema fatorial 5x2, compreendendo 5 doses de
contaminante ¢ as duas espécies vegetais, todas inoculadas com FMAs,
totalizando 10 tratamentos, com 5 repeti¢ies. Elﬂpregou-se amostra de um
Latossolo Vermelbo-Amarelo coletado em area de mata no campus da UFLA,
foi seca, peneirada em peneira de matha de 4 mm e submetida a analise quimica
(Tabela 1). Para a corregdio do solo foi aplicado calcério calcitico, para elevar o
indice de saturagdo por bases para 60%, encubando-sépor 20 dias com o teor de
umidade em torno de 60% do volume total de poros (VTP). Posteriormente, o
solo foi fumigado com a aplicagio de Brometo de metila 98% (Brometo de
metila 98% + Cloropicrina 2%) na dosagem de 393 cm® m®, a fim de eliminar
propagulos de fungos micorrizicos arbusculares M) indigenas. Antes da
semeadura foi realizada uma abubag3o com NPK (4-14-8), sendo aplicados 4 mg
kg solo de N, 7 mg kg™ solo de P e 13 mg kg™ solo de K. Em seguida, o solo
foi transferido para tubetes de 290 em®.

Para a inoculagio empregaram-se propagulos de vasos de cultivo da
colegiio de FMAs do Laboratério de Microbiologia do Solo, do DCS-UFLA. A
micorrizagio foi realizada através da inoculagio, no momento da semeadura,
comsolo-inémﬂooommdoﬁagtnmtosderaimcoionimdas,hiﬁsdosoloe
aproximadamente 100 esporos mL" solo de Glomus etunicatum, sendo aplicados
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3 ml de solo-indculo por tubete. As sementes de braquidria brizanta ¢ kudzu
tropical foram escarificadas com acido sulfiirico concentrado (10 minutos e 1
minuto, respectivamente). As sementes de kudzu foram também inoculadas com
a estirpe de rizébio SEMIA 6175 (BR 2613). Foram semeadas de 3 a 5
sementes, procedendo-se o desbaste para uma planta por tubete, 15 dias apés a
semeadura.

TABELA 1 Caracteristicas quimicas do Latossolo Vermelho-Amarelo coletado
em area de mata do Campus da UFLA, utilizada no experimento.

pH P K __Na Ca- Mg A" H+Al SB_ () (D
(4gua) — mg dm — — cmol, dm® —
4.4 2.5 30 74 0,8 0.2 1,1 9.8 1,1 22 109
MO \' m ISNa P-rem Zn Fe Mn Cu B S
kg-l e Y e mgL-l _msdnqs_
2,9 102 50 1,46 8.8 0,7 68,9 3,7 14 06 84

No primeiro ensaio foram aplicadas 5 doses de antraceno, nas seguintes
concentragdes: 0, 250, 500, 750 e 1000 mg kg’ de solo, sendo estas
concentragdes definidas com base nos resultados de Joner & Leyval (2001). Para
a aplicagfio do produto no solo, foram preparadas solugdes de antraceno em
alcool absoluto, sendo o solo constantemente movimentado durante um periodo
de 15 dias, para a eliminacio do solvente. Apés a adi¢dio do antraceno, foram
reintroduzidos os microrganismos nativos (exceto ‘FMA) adicionando-se 50 mL
kg solo de uma suspensio de solo. No segundo ensaio foram aplicadas 5 doses
de Palum®(6leo a base de creosoto), nas seguintes concentragdes: 0; 0,5; 1; 2 ¢ 3
g g de solo, sendo estas concentragdes baseadas em estudo realizado por Huang
et al. (2004a), aplicando-se o produto diretamente no solo e incubado por um
periodo de 15 dias. Os microrganismos nativos do solo (exeto FMA) foram
reintroduzidos no solo conforme procedimento descrito para o primeiro ensaio.

7



Nos dois ensaios, as plantas foram mantidas em casa de vegetagio por
seis semanas quando foram retiradas dos tubetes, separando-as em raizes ¢ parte
aérea, as quais foram secas em estufa com circulagio de ar a 65 °C (até peso
constante) para determinaciio da massa seca. Para avaliagio da colonizagdo
micorrizica, aproximadamente 1 g de raizes frescas foram separadas para
coloragfo, conforme Phillipis & Haymann (1970) e avaliadas quanto a
porcentagem de raiz colonizada, segundo Giovannetii & Mosse (1980).

Os resultados foram submetidos 4 analise de varidincia através do uso do
programa estatistico SISVAR (Ferreira, 2000). Curvas de regressio foram
ajustadas pelo programa TableCurve 2D for Windows v. 3.01 (Jandel Corp.).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAQ

Observou-se interagdo significativa entre as doses de antraceno e as
plantas estudadas, sendo que a aplicagfio de antraceno no solo afetou a produgio
de massa seca da parte aérea de braquiaria brizanta, ndo sendo observado efeito
nas plantas de kudzu tropical (Figura 1-a). Embora as doses de antraceno tenham
influenciado significativamente a producio de massa seca de braquidria brizanta,
nio foi obtido um ajuste polinomial para os dados. A dose inicial de 0,25 g kg™
solo estimulou o crescimento de braquidria brizanta. Esse resultado mostra que a
contaminagdio com até 1 g kg™ solo, no solo estudado, teve efeito negligivel na
braquiaria brizanta e néo restringiu o crescimento da kudzu tropical. O efeito
estimulante de HAPs presentes no solo no crescimento de plantas também foi
observado por (Maliszewska-Kordybach & Smreczak, 2000), embora em
concentrages menores (0 a 100 mg kg™ solo) que as utilizadas neste trabalko.
Esses autores verificaram que concentragdes de até 20 mg kg solo de 4 HAPs
(fluoreno, antraceno, pireno ¢ criseno) ndo inibiram o crescimento de tomate,
feijao, trigo e milko, ¢ a0 contrério estimularam o crescimento de aveia
girassol. O efeito dos HAPs sobre as plantas depende de sua disponibilidade no
solo que ¢é influenciado pelo teor de matéria orgénica do solo. O solo utilizado
apresenton 3 dag kg™ de solo, teor de matéria orginica considerado médio
(Tomé Jr, 1997), que pode contribuir para uma menor disponibilidade dos
contaminantes no solo, uma vez que estes compostos sio hidrofébicos e tendem
a se ligar aos componentes organicos do solo.
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FIGURA 1 Massa seca da parte aérea de braquidria brizanta e kudzs trapical (a)
e colonizacio micorrizica de kudzu tropical (b), em funcgio de doses
crescentes de antraceno. * diferenga significativa (Tukey a 5%); ns -
diferenca nfio-sginificativa entre as doses.

Binet et al. (2000), avaliando o efeito da contaminagiio do solo com
antraceno, verificou também que a adiglio do contaminante nio afetou o peso
seco da parte aérea e raizes do azevém (Lolium perenne) inoculado ou nio com
Glomus mosseae, sendo observado na plantas micorrizadas uma quantidade
menor de antraceno transportada para a parte aérea, conferindo uma agio
protetora ¢ possibilitando uma maior chance de sobrevivéncia em ambientes
com elevadas concentragdes desse poluente.

A colonizagfio micorrizica ocorreu apenas na kudzu tropical, reduzindo-

se com a elevagio das doses (Figura 1-b). A auséncia de colonizagio na

* braquiria brizanta ndo pode ser explicada pelo efeito das doses do antracemo,

uma vez que na auséncia desse composto ndo houve colonizagiio micorrizica.

Isto possivelmente esti relacionado com a espécie fingica utilizada, uma vez

que foi constatada a coloniza¢io micorrizica em braquiaria brizanta inoculada



com Glomus clarum + Paraglomus occultum, no estudo anterior. Em
experimento avaliando o efeito da inoculagio com Glomus etunicatum e de
doses de fosforo no crescimento de braquiaria brizanta conduzida por 150 dias,
Souza (1998) constatou uma taxa de colonizacio de apenas 5% em Latossolo
Vermelho distréfico sem adigio de fosforo, sendo a simbiose estimulada com a
adicio de 50 mg kg’ de fosforo, atingindo 44% de colonizagdo. Em fimgso do
que foi verificado por Souza (1998), a colonizagdo micorrizica da braquiaria
brizanta foi provavelmente afetada pelo curto periodo de condugio do
experimento (42 dias) e pelo baixo nivel de fosforo do solo empregado no
presente estudo (tabela 1).

No kudzu tropical, a redugiio mais acentuada ocorreu até 0,5 g kg™ de
solo de antraceno, sendo verificado uma variagio negativa de 75% em relagio a
colonizagiio na auséncia do contaminante, o que evidencia a forte ago inibitoria
desse produto sobre a colonizagio micorrizica nessa espécie vegetal. Joner &
Leyval (2001) também verificaram o efeito negativo da contaminagido com
500+500+50 mg kg" solo de antraceno, criseno e dibenz(a,h)antraceno, com
uma redugio de 50% na colonizagiio micorrizica do trevo (Trifolium repens) ¢
azevém (Lolium perenne) cultivados juntos.

No ensaio com creosoto também foi observada a interagdo significativa
entre as doses ¢ as plantas estudadas (Figura 2-a).
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FIGURA 2 Massa seca da parte aérea de braquidria brizanta e kudzi tropical (a)
¢ colonizagfio micorrizica de kudzu tropical (b), em fungdo de doses
crescentes de creosoto. * diferenca significativa (Tukey a 5%); ns.—
diferenga nio-sginificativa entre as doses.

Para kudzu o comportamento foi semelhante ao observado no ensaio
com antraceno, ou seja, nio foi observado efeito. Para a braquidria brizanta foi
verificado efeito negativo, com uma redugio de 30% pa massa seca de parte
aérea na dose de 1 g kg™ de solo em relagio a auséncia de poluente. Nenhum
efeito foi observado para kudzu tropical As crescentes doses de creosoto
reduziram de modo acentuado colonizagdo de kudzu tropical, destacando-se a
queda acentuada na taxa de colonizagio até a dose de 1 g kg™ solo de creosoto,
que acarretou em uma redugdo de 74% em relagiio & auséncia do contaminante
(Figura 2-b). A auséncia de efeito tanto do antraceno quanto do creosoto no
crescimento do kudzu tropical pode estar relacionado com alguma tolerincia da
espécie a presenga desses poluentes, nas concentragSes estudadas. A
contaminacdo do solo com antraceno mostrou-se mais inibitoria 3 colonizagdo
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~ micorrizica no kudzu tropical em relagéio ao creosoto, de forma que a presenga
de 0,5 g kg™ de solo reduziu em 75% a colonizagio, sendo necessario 1 g kg™ de
creosoto para promover o mesmo efeito. Como ocorrido no emsaio com
antraceno, n#o foi observado colonizagdo micorrizica nas raizes de braquiaria.
Huang et al. (2004b) avaliou o potencial de 3 gramineas (Festuca arundinacea,
Poa pratensis ¢ Elymus canadensis) na fitorremediagio de creosoto, como
observado neste trabalho, as plantas apresentaram reducgdo de massa seca da
parte aérea, a partir da dose de 1 g kg™ de creosoto, sendo que a espécie mais
tolerante, F. arundinacea, foi a que sofren menor redugdo de massa seca da parte
aérea ¢ a que possibilitou a maior dissipagio do contaminante. Os autores
consideram que a producio de biomassa vegetal ¢ critica para a dissipagdo do
contaminante.

Dessa forma, com os resultados obtidos, tem-se a possibilidade de
realizar estudos adicionpais visando avaliar a contribuigio da inoculagio com
FMAs para o crescimento de plantas em solos comtaminados com estes
poluentes.
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4 CONCLUSOES

1- Pueraria phaseoloides (kdzn tropical) foi insensivel aos dois poluentes
enquanto a Bracchiaria brizantha (braquiiria brizanta) apresentou um
pequeno&sﬁmuloabaixasconcen&agémdeanﬂacenoeredu@iono
crescimento Com O Creosoto.

2- Aoconhériodoefeitonomcimentodakplanﬂs,mpoluent&s
exerceram efeito inibitério ma colonizagiio micorrizica da Pueraria
Pphaseoloides (kudzu tropical) por Glomus etunicatum.
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TABELA 1A Composigio do meio de cultura seletivo para bactérias

totais.
Bactéria Total (Agar — Nutriente) (Wollum, 1982)
Componentes: Quantidade:
Peptona 5,08
Extrato de carne 3,0g
Extrato de levedura 1,0g
Glicose 5.0g
 Agar 15,0g
Agna destilada 1000mL
pH=638
Sol de actidione (ciclohexamida 300 ) 1mL*

TABELA 2A Composicdo do meio de cultura seletivo para
actinomicetos totais

Actinomicetos totais (Agar —amido)
Componentes: . Quantidade:
Amido solivel 100g
NaNO, 1,0g
KzHPOq 0,3 g
NaCl 05g
MgSO,. 7H,0 10g
Agar 150g
Agua destilada para completar 1000 mL
pH=7,0




TABELA 3A Resumo do quadro de ANAVA para produgio de massa fresca da
parte aérea e colomizagio micorrizica do emsaio 7, com
braquidria brizanta, inoculadas ou ndo com FMAs.

Varidveis GL. Valor F P<
Massa fresca (parte aérea) :

Tratamentos 3 63,43 0,01
Residuo 28

CV.=13,19%

Colonizagiio micorrizica

Tratamentos ' 3 33,00 0,01
Residuo 28

CV.=382%

TABELA 4A. Caracteristicas quimicas do Latossolo Vermelho-Amarelo
coletado em arca de mata do Campus da UFLA, utilizado'
como solo diluente no ensaio do mimero mais provivel de
propagulos infectivos de FMAs.

PH__P K _Na_Ca- Mg AP H+Al SB () (D
(dgua) — mg dm” — — cmol, dm™ —

66 14 20 74 34 19 00 23 54 54 17
MO v m ISNa Prem Zan Fe Mn Cu B S
dag kg™ —%— mgL” —mg dm™ —

34 69 0 146 164 07 689 37 14 06 84
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TABELA 5A Resumo do quadro de ANAVA para produgdo de massa seca da
‘ parte aérea e colonizagfo micorrizica do emsaio com doses de
antraceno em braquidria e kudzi tropical inoculadas com Glomus

etunicatum.
Varidveis G.L. Valor F P<
Massa seca (parte aérea)
Doses 4 2,23 ns
Plantas 1 430,91 0,01
DxP 4 2,68 0,05
Residuo 40 '
CV.=18,82%
Colonizagio micorrizica (kudzi tropical)
Doses 4 23,9 0,01
Residuo 20
CV.=2382%

TABELA 6A Resumo do quadro de ANAVA para produgio de massa seca da
parte aérea e colonizagio micorrizica do ensaio com doses de
creosoto em braquidria e kudzii tropical inoculadas com Glomus

etunicatum.
Varidveis G.L. Valor F P<
Massa seca (parte aérea)
Doses 4 5334 0,01
Plantas 1 15,86 0,01
DxP 4 4,25 0,01
Residuo 40
C.V.=20,76 %
Colonizagio micorrizica (kudzi tropical)
Doses 4 9,05 0,01

Residuo 20
C.V.=45.82%






