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indices ecotoxicoldgicos para cadmio em plantas nigizadas e adigcéo de
biocarvéo e fungo micorrizico para fitorremediacaade rejeito de mineracao

RESUMO

Os metais pesados podem ocorrer no solo de fortneahau devido a atividades
antropicas, principalmente aquelas associadas &rag&o. Em funcdo da alta
toxicidade e permanéncia na cadeia trofica, € desrm@a importancia conhecer o
comportamento destes elementos em solos contansiradaa interagdo com a biota.
Desta forma € possivel o estudo de alternativas gpdescontaminacao dessas areas. Os
objetivos deste trabalho foram avaliar os efeitmg@xicoldgicos de diferentes teores de
Cd em espécies vegetais micorrizadas e avaliagitoafa aplicacdo de biocarvao (BC)
e fungos micorrizicos arbusculares (FMAS) no cresaito e absor¢cdo de Cd, Pb e Zn
em duas espécies de plantas cultivadas em rejitoigeracdo multicontaminado. Na
determinacdo dos indices ecotoxicolégicos, feij@gadrco e pinhdo manso foram
plantados em solo previamente contaminado com &olde Cd(NG)2, em cinco doses
diferentes, e inoculadas ou ndo com uma misturaFd®8s Glomus etunicatum e
Glomus intraradices. Apds colhidas, foram determinadas producdo den&éésa das
raizes e parte aérea, atividade enzimatica nasadfolbolonizacdo micorrizica e
concentracdo de Cd no tecido vegetal. A menor des€d em que algum efeito foi
observado (LOEC) e a maior dose em que nenhuno déibbservado (NOEC) foram
determinadas pelo teste de Dunnett (p < 0,05). égursdo experimento, as plantas
foram cultivadas em rejeito multicontaminado nasprga ou auséncia de BC e do
FMA G. etunicatum. Foram determinadas a atividade e biomassa mamabido solo,
0s parametros de crescimento das plantas e atevidadenzimas na folha, além da
colonizagdo micorrizica e teor de metais na plakégplantas colonizadas pelos fungos
nativos e inoculados (FN+FI) apresentaram, em gewbres de LOEC e NOEC
maiores que as plantas colonizadas apenas pelgssfumtivos (FN), indicando o
aparecimento dos sintomas de toxicidade em doses etevadas de Cd quando foi
introduzido o mix de FMAs. A inoculacdo favorecainda, o acumulo de Cd nos
tecidos das plantas que, desta forma, ficaram préisimas de serem consideradas
hiperacumuladoras. Ja o biocarvao diminuiu o poaéme extracdo das plantas, que
acumularam menos metais em seus tecidos quandeadak com BC. A retencéo dos

metais no solo e a consequente diminuicdo da spambilidade beneficiaram plantas
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e microrganismos, que apresentaram maior produgadiamassa. A colonizagao
micorrizica também aumentou na presenca do biocar&aatividade das enzimas
microbianas no solo, entretanto, ndo foi bom pat@meara a avaliacdo da atividade

dos microrganismos do solo na presenca do biocarvao

Palavras chave: feijao-de-porco, pinhdo manso, metais pesadosioxcaade,

micorriza
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Ecotoxicologic studies for Cadmium in plants inocwdted with mycorrhizal fungi
and application of biochar and mycorrhiza for phytoremediation of mine tailing

ABSTRACT

The occurrence of heavy metals in soils can barakbr due anthropogenic
activities, mainly those associated with mining.cB&se of the high toxicity and
permanence in the foodchain, it is of utmost imgroce to understand the behavior of
these elements in contaminated soils and its ictierawith the biota. In this way it is
possible to investigate alternatives for decontatmm of these areas. The objectives of
this study were to assess the ecotoxicologicateffef different concentrations of Cd in
plants associated with arbuscular mycorrhizal fUAdfFs) and to evaluate the effect
of biochar (BC) and AMFs on growth and uptake of W, Zn in two species of plants
grown in mine tailing. To determinate the ecotological indexes, jack bean and
physic nut were planted in previously contaminateiti with a solution of Cd(Ng)>, in
five different doses, and whith the inoculationnot, of a mixture of the AMF&lomus
etunicatum and Glomus intraradices. After harvested, biomass production of roots and
shoots, enzyme activity in leaves, mycorrhizal oa@ation and Cd concentration in
plant tissue were determined. The Lowest ObsenfettEConcentration (LOEC) and
the No Observed Effect Concentration (NOEC) wererd@ned by Dunnett's test (p <
0,05). In the second experiment, plants were grimamulti contaminated tailing in the
presence or absence of BC and the AMFetunicatum. The activity and microbial
biomass in the soil, plant growth, enzyme actiuityeaf, mycorrhizal colonization and
metal content in plant were determined. In genguknts colonized by native and
inoculated fungus (FN+FI) showed higher LOEC andB@values than plants which
were colonized only by native fungus (FN), indiogtthe onset of symptoms of toxicity
at higher doses of Cd when the mix of AMF was idtreed. The inoculation also
stimulated Cd accumulation in plant tissues thherdby, became closer of being
considered hyperaccumulators. Biochar reduced ldstppotential of extraction and
the plants accumulated less metals in their tissmeen in presence of BC. The
retention of metals in the soil and consequentesess in its availability benefited plants
and microorganisms, which produced more biomass.coktiiizal colonization

increased in the presence of biochar. The actiwitynicrobial enzymes in the saill,
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however, was not a good parameter for assessingcthaty of soil microorganisms in

the presence of biochar.

Key-words: jack beans, physic nut, heavy metals, ecotoxinoitycorrhiza



1 INTRODUCAO

Metais pesados (MPs) sdo elementos toxicos a baasentracbes e tem sua
toxicidade aumentada proporcionalmente ao seu doNAGAJYOTI et al., 2010).

A principal preocupacédo pela contaminacdo dos saosm MPs ocorre pela
bioacumulacdo desses elementos ao longo da cddeentar, o que pode afetar o
ecossistema como um todo e causar efeitos delet@ibomem (LEI et al., 2010).

O cadmio é um exemplo desses elementos e, de anomla ATSDR — Agéncia
para Substancias Toxicas e Registro de Doenca0G8)26itua-se no sétimo lugar da
lista das substancias perigosas consideradast@rasi para controle. Como nao possui
nenhuma funcéo biolégica conhecida é consideragimezito ndo essencial e mesmo
em pequenas quantidades pode causar efeitos aslverso

Nas plantas o Cd causa clorose e necrose da d#ig ®lhas, o que acarreta em
diminuicdo do crescimento (GUIMARAES et al., 200B)n humanos os principais
efeitos relacionados ao excesso de Cd aparecemnsos no sistema 6sseo, que se
torna fragil e de facil fratura (ATSDR, 2008). Pdiio do Cd ser toxico a baixas
concentracdes, € interessante que sejam realiratlados determinando quais sdo essas
concentracdes e quais os efeitos que seu acumdéoganisar no organismo.

Ecotoxicologia € o ramo da toxicologia que estu@fetto das substancias toxicas
no ecossistema empregando, tanto métodos no campo, em laboratorio (FORBES
& FORBES, 1994), e envolve ensaios de toxicidadedagque consistem de uma
espécie exposta a varias concentracdes de um pal@sndados obtidos a partir desses
testes séo, entdo, usados para a construcao des alevdose-resposta e predicdo de
valores como o LOEC (“Lowest Observed Effect Comeion”), que indica a
concentracdo mais baixa em que um efeito é obsenead NOEC (“No Observed
Effect Concentration”), que é a maior concentragdo que ndo se observam efeitos
adversos (GIULIO & NEWMAN, 2008).

Aléem dos estudos ecotoxicologicos é importante sgieencontrem formas de
remediar areas contaminadas por metais pesadostsBs$v alternativas sdo aplicadas
com esse intuito, sendo aquelassitu as mais viaveis economicamente e de maior
aceitacdo publica por causarem menos perturbac&cadlo(NASCIMENTO & XING,
2006). Dentre estas alternativas estdo a fitorream@d, que j4 é aplicada em certos
casos com sucesso e tem sido alvo de pesquisaob{@OUTINHO & BARBOSA,
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2007), e o uso do biocarvao, que é uma técnica reeente, mas conta com estudos
indicando seu grande potencial (BEESLEY & MARMIRQI2011; FELLET et al.,
2011; UCHIMIYA et al, 2012; ZHANG et al., 2013).

Fitorremediacdo é o uso de plantas e sua microbggaciada com o intuito de
amenizar ou até mesmo despoluir totalmente areatrmomadas (COUTINHO &
BARBOSA, 2007). Essa microbiota associada condist@icrorganismos de vida livre,
rizobactérias simbidticas e fungos micorrizicos A 2005), sendo os fungos
micorrizicos arbusculares (FMAs) importantes congmbes funcionais que formam
relacdes simbidticas com as raizes de 80 a 90%ldatas em ecossistemas naturais,
agricolas ou florestais (BRUNDRETT, 2002). Essasg@s, além de melhorarem o
estado nutricional das plantas aumentando a almsalg&nutrientes e agua pela raiz
(QUILAMBO, 2003), ainda mediam interacfes entregages das plantas e os metais
pesados, atuando na protecdo dessas raizes alaoeiaios metais (LEYVAL et al.,
1997). Sabe-se que micorrizas produzem substaesiamuladoras do crescimento,
melhorando a nutricdo e incrementando a producduaieassa necessaria para que a
fitorremediacdo seja uma estratégia comercialmeaieel para a descontaminacdo do
solo (PAWLOWSKA & CHARVAT, 2004).

Biocarvdo, por sua vez, € a denominacdo de qualtpree de biomassa
carbonizada para uso no solo com finalidade deestigu carbono e aumentar sua
qualidade agrondémica (MAIA, 2010). Seu potencialreter metais esta na capacidade
de reduzir sua mobilidade e aumentar a dispon#ulkdde nutrientes como N, P, Ca e
Mg (ATKINSON et al., 2010).

A adicao de biocarvdo no solo pode resultar emfl@og tanto para as plantas
quanto para os fungos micorrizicos, ja que o bi@mgralém de elevar a disponibilidade
de nutrientes, aumenta a colonizacdo da raiz poAd-M cria um micro-habitat
favoravel no solo (WARNOCK et al., 2007). O potehaa adicdo do biocarvdo nos
solos para aumentar a capacidade de sorcdo e ganigha toxicidade e transporte de
metais pesados é elevado (VERHEIJEN et al., 2080hma adicdo conjunta de
biocarvdo e FMAs em um solo a ser fitorremediaddepsignificar uma melhora
interessante na sua qualidade e na capacidadeiegimiedda planta.

As hipéteses do trabalho foram:

a) Plantas micorrizadas apresentam indices ecotdxjimals mais elevados em

relacdo as plantas ndo micorrizadas devido a talExgroporcionada pela

presenca do fungo micorrizico;



b) A presenca do biocarvdo associada ao FMA aumentaagacidade
remediadora da planta;
c) A adicao de biocarvao ao solo contaminado favoags®massa e a atividade
da microbiota edafica.
Sendo assim, o0s objetivos deste trabalho foram rrdetar os indices
ecotoxicolégicos para Cd em plantas micorrizadaavaiar o efeito da adicdo de
biocarvdo e fungo micorrizico na fitorremediacdo degeito de mineracdo

multicontaminado por metais pesados, empreganm{de-porco e pinhdo manso.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Metais Pesados

Metais pesados (MPs) sdo elementos que ocorremegoepas concentracoes e
apresentam densidade maior que 5,0 § GADRIANO, 2001). Seu comportamento em
solos ndo € essencialmente diferente dos outrasnsapresentes, porém, se for
considerada a baixa concentracdo em que se enooraeaMPs formam complexos
estaveis com grande numero de ligantes organigastieipam de reacdes especificas
de adsorcdo mais prontamente que o0s metais alsalmo alcalino-terrosos
(HARMSEN, 1977).

Alguns desses elementos desempenham importanter@apatricdo de plantas e
animais, tais como Cu, Zn e Co, enquanto outros tefo funcdes bioldgicas
conhecidas, como Cd e Pb. Quando em excesso np aoIMPs exercem efeitos
deletérios sobre varios componentes da biosferaLQMIAY, 1990). A grande
preocupacdo ambiental em relacdo as areas conttamipar MPs se deve ndo s ao
risco de afetarem o crescimento das plantas, mmbéta de atingirem humanos e
animais ao entrarem na cadeia alimentar (HARMSEN7 L

A exposicao do solo aos metais pesados ocorreveesds maneiras, podendo ser
naturais ou de origem antrépica (DEMBITSKY, 2008aturalmente, esses elementos
sdo encontrados como constituintes dos mineraimapios de rochas igneas ou
sedimentares (ALLOWAY, 1990). As principais fontegde contaminacdo
antropogénicas incluem a urbanizacdo (ALMEIDA et2008) e atividades agricolas e
industriais, tais como a mineracéo, liberacdo deepfes industriais, producdo de
combustiveis, processos de fundi¢do, operacoemragi olarias e combustdo de carvao
(SHEN et al., 2002).

Dentre as atividades que mais contribuem parawgdo do solo com MPs estéo
a mineracao e a industria metalurgica, principatma@nde metais ndo ferrosos que, ao
promoverem a extracdo de alguns metais, produzemdgs quantidades de rejeitos,
muitas vezes com elevados teores de Ni, Cr, CuC®le Zn, que afetam severamente a
vegetacdo (BAKER et al., 1994) e as atividadesdfgioas do solo, como respiracao e
decomposicdo (VANGRONSVELD et al., 1997). Por sens@tais potencialmente
toxicos e de alta persisténcia (NASCIMENTO & XINEXO06), os solos contaminados



por esses elementos exigem acdo remediadora qureudims teores desses poluentes
em niveis ambientalmente seguros (MELO et al., 2006

O cadmio (Cd) é um metal pesado muito téxico, semhama significAncia
metabolica (PIERANGELI et al., 2003). Quando liltkergpara o meio ambiente, o Cd
pode poluir o solo, as aguas e se tornar dispopel as plantas, podendo afetar o
aparato fotossintético, assim como o respiratomoneetabolismo do nitrogénio, o que
resulta em retardo no crescimento, clorose nasgothdesbalango de nutrientes e agua
(GUIMARAES et al., 2008). Também pode causar eséresxidativo em muitas
espécies de plantas (GRATAO et al., 2008). Nos Im@siao maior risco é a
acumulacéo de Cd nos rins (ALLOWAY, 1990). Em 1%@0registrada contaminacao
de Cd no Japédo que causou uma doenca nos osspsssass contaminadas e ficou
conhecida como “doenca de ltai-ltai”. Tal event@roeu pela contaminagcao de rios
com residuos de mineracdo, cuja agua foi usada ipagar plantacées de arroz
(HARMSEN, 1977).

O chumbo (Pb), por ser um dos metais mais pergestaro solo, cuja retencao
estimada pode variar de 150 a 5000 anos (KUMARI.et1895), é o seu maior
contaminante (GRATAO et al., 2005) e o maior protdeambiental no mundo
moderno (SHEN et al., 2002), sendo notoriamenteetalnpesado que oferece maior
risco de envenenamento aos seres humanos, espEdialas criancas (LASAT, 2002).
Nas plantas, baixas concentracdes sdo suficieatasafetar processos vitais, tais como
fotossintese e absorcao de agua (KABATA-PENDIASERNPIAS, 1984).

O zinco (Zn) é essencial para plantas e animais, participa de importantes
processos enzimaticos como componente de divengasas (HARMSEN, 1977), tais
como as desidrogenases, proteinases, peptidasedoeldses. Porém, pela atividade
antropica, sua concentracdo no solo pode se tddaca (ALLOWAY, 1990),
causando clorose nas folhas jovens e diminuindescenento das plantas (KABATA-
PENDIAS & PENDIAS, 1984).

2.1.1 Contaminacgao e poluicao

Alguns especialistas fazem uma distingdo entre aooinacdo e poluicao.
Contaminacdo € utilizada para situagBes onde urhaténcia quimica perigosa €
introduzida ou esta presente no ambiente, mas a@sacqualquer dano Obvio. Ja a
poluicdo corresponde aos casos onde a introduc@&ordpostos poluentes gera efeitos
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danosos aparentes, como a degradacao do solorehiente (ALLOWAY & AYRES,
1997; MATTIAZZO-PREZOTTO, 1992; BOTKIN & KELLER, 19B). Por exemplo, a
acumulacéo de elementos benéficos as plantas @iarém niveis abaixo da toxicidade
caracteriza a contaminacdo. Quando acumulados s au acima do nivel de
toxicidade, caracterizam a poluicdo (TAN, 2000).

A CETESB (2012) — Companhia de Tecnologia de SaapamAmbiental —
mantém um Cadastro de Areas Contaminadas e Radadino Estado de S&o Paulo.
Trata-se de uma lista que comecou a ser divulgadam&o de 2002 e € periodicamente
atualizada. Na primeira vez em que foi divulgadsta registrava 255 ocorréncias no
estado de Sao Paulo. Ao longo dos anos este nufoerorescendo, tendo sido
identificadas 1664 areas em 2006, 2514 em 200878 86n 2010. Apds a ultima
atualizacdo, ocorrida em dezembro de 2012, foratalizados 4572 registos no
cadastro. Dentre estes registros, 668 areas est&#antinadas por metais pesados,

correspondendo a 14,61% do total de areas contdasima estado.

2.1.2 Valores orientadores para solos e aguas subterranea

Em 2005 a CETESB publicou valores orientadores pswobbs e aguas
subterraneas no estado de Sédo Paulo. Séo elesl@)dé Referéncia de Qualidade
(VRQ), que é a concentracdo de uma substancialomema agua subterranea que a
define como limpa e é utilizada como referéncia a@®es de prevencdo da poluicédo e
de controle de areas contaminadas; b) Valor deeRg&o (VP), que € a concentracao
de determinada substéncia acima da qual podem eocalieracdes prejudiciais a
qualidade do solo e da agua subterranea e dewdtikesida para monitoramento da
introducéo de substancias poluidoras e impactosraates; e ¢) Valor de Intervencéo
(VI), que é a concentracdo de uma substancia moosbha agua subterranea acima da
qual existem riscos potenciais a saude humana. $¢dwa o VI é dividido em trés
cenarios de exposicdo — Agricola, Residencial edimél — sendo o cenario agricola
considerado Area de Protecdo Maxima. Na tabela dongram-se os valores
orientadores de alguns contaminantes inorganicas smdos. A partir desses valores é
possivel determinar se um solo esta contaminad® ¢uae medidas de prevenc¢do ou

remediagdo possam ser tomadas.



Tabela 1- Valores orientadores para solos no estado dé@&ao

VRQ VP v
Agricola Residencial Industrial
------------------------------ Mg Kgt-------mmmmmme -
Antimonio <0,5 2 5 10 25
Arsénio 3,5 15 35 55 150
Bario 75 150 300 500 750
Cadmio <05 1,3 3 8 20
Chumbo 17 72 180 300 900
Cobalto 13 25 35 65 90
Cobre 35 60 200 400 600
Cromo 40 75 150 300 400
Mercurio 0,05 0,5 12 36 70
Molibdénio <4 30 50 100 120
Niquel 13 30 70 100 130
Prata 0,25 2 25 50 100
Zinco 60 300 450 1000 2000

Adaptado de CETESB, 2005.

2.2 Ecotoxicologia

Estudos ecotoxicoldgicos se originaram a partitadcologia, que é a ciéncia
gue estuda os efeitos nocivos que substancias cagrekercem em organismos Vivos.
Em 1969, Truhaut empregou pela primeira vez o tezoaioxicologia para identificar
uma extensdo da toxicologia, que estuda os efalosrsos que os agentes téxicos
ocasionam no ecossistema, ou seja, os efeitosawproduzidos pelos diferentes tipos
de agentes toxicos nos niveis de organizacdo capglecomo populacdes,
comunidades, e o préprio ecossistema (FORBES & HEBRR994).

Por serem altamente toxicos, 0os metais pesadosmdess detectados em
concentracdes muito baixas no ambiente para n&a@un danos aos seres vivos (LIU

et al., 2008). No entanto, a simples medi¢do estregida concentracdo de MPs no



ambiente ndo sdo garantia de isencdo quanto a<sef@iversos, sendo necessaria a
determinacdo de limites seguros dessas espéciescgaino ambiente (VERMIERE,
1992).

Bioensaios sdo ensaios de toxicidade empregadasrpeonhecer e avaliar os
efeitos dos contaminantes na biota. Eles permitstabelecer limites para diferentes
contaminantes e comparar a sensibilidade de umanais espécies a diferentes
substancias ou a diferentes condi¢des para 0 mesntaminante. E importante que as
condicbes dos cultivos e dos ensaios estejam aiteneontroladas para permitir a
comparacao dos resultados (VERMIERE, 1992).

Para se executar uma quantificacdo do efeito tosigbletal que algumas
substancias produzem nos diferentes organismop@gudes sdo usados marcadores
biologicos, ou biomarcadores, que, segundo GIULION&EWMAN (2008), sao
medidos nos niveis molecular, bioquimico ou celwan organismos expostos a
contaminantes, e indicam a magnitude da respostarglEanismo ao contaminante.
Ainda de acordo com esses autores, alguns dos e@modmmais utilizados nas
avaliacdes ecotoxicologicas sao:

- NOEC (No Observed Effect Concentration): con@géo de exposicao
experimental que representa a mais alta concenttagéada em que os efeitos toxicos
n&o sao observados;

- LOEC (Loest Observed Effect Concentration): com@gdo de exposicao
experimental que representa a menor concentrastam#eem que se observam efeitos
toxicos.

Bioensaios com plantas tém sido amplamente utiza@ara estudos de
ecotoxicidade em solos contaminados por metaisdpeséAN, 2004; AN, 2006;
BROOS, et al., 2005; GYURICZA et al., 2010). Osnpipais parametros usados na
determinacdo dos indices sdo germinacdo de sempradsicdo de biomassa na raiz e
na parte aérea e bioacumulagéo do metal.

Embora muito populares no meio cientifico, os testeotoxicologicos tem
recebido criticas nos ultimos anos (DAM et al., 20Diversos autores tem discutido a
validade desses testes justificando que eles m@aitpen que se obtenha uma resposta
absoluta sobre o risco que uma determinada amagi@senta para a populacdo
humana, uma vez que é muito dificil extrapolar mara@eres humanos os resultados de
toxicidade obtidos para os organismos em laboratératé mesmo correlacionar os

resultados de toxicidade entre organismos de difeseespécies (COSTA & OLIVI,
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2008). DAM et al. (2012) acreditam que os indic€3EIC e NOEC deveriam ser
banidos das futuras publicagbes e substituidosfgzoementas mais eficientes pelos
ecotoxicologistas.

Porém essa ndo é uma opinido unanime, GREEN €¢P@12) defendem que
quando se tem os dados de LOEC e NOEC, juntamemte autros parametros

ecotoxicoldgicos, é possivel a determinagédo do esoldgico de forma satisfatoria.

2.3Fitorremediacao

Grandes esforcos tém sido feitos para integrar eonientos que facilitem a
reabilitacdo de solos contaminados com metais pesadassim, possibilitar o retorno
da funcionalidade e estabilidade do ecossistema tbs estratégias de reabilitagdo
situ e de custo relativamente baixo é a fitorremedi@dMDRADE et al., 2009).

Fitorremediac@o é o uso de plantas e sua microbggaciada com o intuito de
amenizar ou até mesmo despoluir totalmente areataromadas (COUTINHO &
BARBOSA, 2007). Diversas sdo as técnicas de fitoediacdo existentes, porém,
somente algumas sdo eficazes na remediacdo de lont@daminado por MPs. A

tabela 2 contém uma breve descri¢cao dos tipogatesinediacao.

Tabela 2— Técnicas de fitorremediacao de solos ou dguacovnados

Técnica Descricao

Fitoextracéo Acumulo do poluente na biomassa d#gleom o intuito de
colhé-la posteriormente
Fitofiltracéo As plantas removem os poluentes priesena agua contaminada
Fitoestabilizag&o Limitagdo da mobilidade e biodrepilidade dos poluentes do
solo por conta das raizes das plantas

Fitovolatilizacao Converséao do poluente a sua forodatil

Fitodegradacao Degradacao de xenobidticos em fute@&nzimas produzidas
pela planta

Rizodegradacao Degradacao de xenobidticos naekizopesenca dos

microrganismos da rizosfera

Fitodessalinizacdo = Remocéao do excesso de sal @& sinos por plantas haldfitas

Adaptado de ALl et al., 2013.



As técnicas mais utilizadas na remediacdo de smdosaminados por metais
pesados sao a fitoextragcdo, em que as plantassadasipara remover os poluentes do
solo e acumula-los nos seus tecidos, e a fitodigatio, em que a mobilidade dos MPs
nos solos € minimizada através da acumulacdo pedaou precipitacdo na rizosfera
(LOMBI et al., 2001; RASKIN et al, 1997; RASKIN &ENSLEY, 1999;
NASCIMENTO & XING, 2006; CONESA et al., 2012; ALt al., 2013).

Fitoextracdo € a principal e mais utilizada técmiaea remocao de MPs de solos
poluidos, sedimentos ou agua. Para que a remed@gdwa, entretanto, deve se
escolher espécies vegetais com elevadas taxagst@neento e producédo de biomassa,
capazes de acumular grandes quantidades de mesaidgs sem apresentar sintomas de
toxicidade e translocar a maior parte desses nadaigiz para a parte aérea (ALl et al.,
2013). Diversas plantas tém sido testadas com fesdalade, embora seja dificil a
obtencao de todas as caracteristicas desejaveipams uma espécie.

VIANA (2011) testou o potencial fitoextrator do péo mansoJatropha curcas)
em solo contaminado por diversos metais pesadasceebcaracterizou a planta como
acumuladora de B, Ba e Cd pelo alto teor desseseal®s na parte aérea. ROSSI
(2007) comparou o potencial fitoextrator de cadméoduas leguminosas, feijao-de-
porco Canavalia ensiformis) e crotalériaCrotalaria juncea), cultivando-as em solucéo
nutritiva com Cd (0, 25 e 100 pmol?Y), concluindo que o feijao-de-porco, embora
tenha apresentado sintomas de toxicidade na doeseelexyada, apresenta potencial
para acumular Cd e transloca-lo para sua parta,aéaeacteristica desejavel em plantas
fitoextratoras.

Fitoestabilizacdo consiste no uso de plantas pathazir a mobilidade dos MPs
através de estratégias de revegetacdo (GARBISU &O@RTA, 2001). Para que se
tenha sucesso, as plantas utilizadas devem searitde a grandes concentragfes de
metais e capazes de crescer em solos sem vegefagambilizacdo de MPs pelas
plantas se da pela sor¢céo na raiz, precipitacaoplexacao ou reducao da valéncia do
metal na rizosfera, o que pode diminuir sua toaidel (SINGH, 2012). O resultado é
uma diminuicdo da lixiviagdo de MPs para aguasestditeas e do acumulo de MPs
pela biota sem, entretanto, remover 0s poluenteseptes. Ocorre apenas uma
estabilizacdo dos elementos potencialmente tOX\ABIGRONSVELD et al., 2009).

Os microrganismos desempenham importante papelitnasthbilizacdo ao

produzirem e liberarem na regido rizosférica corfgmgue se ligam aos metais
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pesados, complexando-os e diminuindo sua mobilidiéAN, 2005). Um exemplo
dessas substancias é a proteina chamada glomabdazjga por fungos micorrizicos
(VODNIK et al., 2007). GONZALES-CHAVEZ et al. (20p£xtrairam glomalina de
solos contaminados com Cu, Pb e Cd e de hifas da Belado Gigaspora rosea, e
identificaram o potencial fitoestabilizador tanta proteina extraida do solo quanto da
extraida das hifas.

Outro importante papel da microbiota rizosférica aé contribuicdo das
rizobactérias promotoras de crescimento em plan(RPCPs) no melhor
desenvolvimento da planta ao fixar nitrogénio aféroso ou produzir fitormonios, por
exemplo. Tais substancias permitem que as planéggam melhor, mesmo em solos
contaminados por metais pesados. Outra contribuilgBB RPCPs é a producdo de
sideroforos que, assim como a glomalina, agem cgnetantes na rizosfera (KHAN,
2005).

2.4Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMAS)

A rizosfera é onde se realizam atividades metad®licelevantes para o
crescimento das plantas por conta da grande gaadetide microrganismos presentes
nessa regido. A absorcdo de nutrientes do solorgiees é influenciada por essa
microbiota, que pode manter somente contato semdrbu se estabelecer dentro de
tecidos da raiz (CARDOSO & NOGUEIRA, 2007).

Os fungos micorrizicos sdo importantes componeddéesizosfera que formam
associagdes mutualisticas com diversas espécigdadas (AZCON-AGUILAR &
BAREA, 1992). Eles constituem um prolongamentoidtema radicular, aumentando a
area de influéncia e a absorcdo de elementosveataginte imoveis, como P, Zn e Cu e,
consequentemente, incrementando a biomassa dapaite aérea (RABIE, 2005).

O grupo de maior interesse agronémico dentro dogosl micorrizicos € o dos
fungos micorrizicos arbusculares (FMASs), que caam a maior parte das plantas
superiores e inferiores, incluindo a maioria dapéews cultivadas. Esses fungos
colonizam intra e intercelularmente o coOrtex deaz,rdormando estruturas tipicas
chamadas vesiculas e os arbusculos (SILVEIRA, 1992)esempenho dos FMAs é
fundamental para o estabelecimento e sobrevivédeianuitas plantas, tanto em
condices de solos naturais quanto em areas delgsadBERTON et al., 2006). Esse
tipo de associacdo pode ser prejudicado pela prasde metais pesados no solo,
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produzindo mudancas na diversidade e na abunddasigopulacbes de FMA e na
eficiéncia da simbiose (ANDRADE et al., 2003; GILN@& TINKER, 1983; VAL et
al., 1999).

Em contrapartida, os FMAs podem diminuir os efeit@gativos do estresse
induzido por altas concentracbes de MPs e exefeeo @rotetor a planta colonizada,
pois aumentam 0 acesso das plantas a mineraisvaelente imdveis, como o P,
melhoram a agregacdo de particulas de solo e retemetais pesados nas raizes
(GAUR & ADHOLEYA, 2004). Diversos estudos documantaobre a contribuicéo de
FMAs a tolerancia a MPs pela planta hospedeiragtamito, os mecanismos envolvidos
ainda nao estéo totalmente elucidados. Um mecardenpootecéo sugerido por GALLI
et al. (1994) é a imobilizacdo de metais no micélioa e extrarradicular do FMA,
evitando a sua translocacédo para a parte aéreaRANE et al. (2005), trabalhando
com feijao-de-porco em associacdo com diversos Féésas concentracdes de Cd em
condicbes de hidroponia, constataram que a as&ociagicorrizica aumentou a
concentracdo foliar e radicular de Cd, que foi adado principalmente nas raizes.
Entretanto, diferencas na eficiéncia de FMAs na@d® de MPs pelas plantas tém sido
relatadas por varios autores (JONER & LEYVAL, 19PAWLOWSKA et al., 2000).
ANDRADE et al. (2003), por exemplo, observaram dinigdo na massa da matéria
seca da parte aérea de soja micorrizada cultivadasao contaminado com Pb e
aumento no teor de Pb na parte aérea. Ja PAUN &(Hl2) destacam aumento na
producao de biomassa e reducéo do estresse owi@ati\plantas de girassol cultivadas
em solo multicontaminado quando inoculadas com F#&autores destacam também
a capacidade dos FMAs de acumular os MPs na rizosfe

Todavia, ainda néo esta claro se a reducédo dadasie do metal observada em
plantas micorrizadas é uma simples consequéncraailaora na condi¢cdo nutricional
gerada pela associagdo planta-FMA ou é uma inflaédiceta do fungo na resposta
fisiol6gica da planta ao estresse (SCHUTZENDUBEP@LLE, 2002).

2.5Biocarvao

Metais pesados também sdo fortemente adsorvidossigos especificos de
biocarvao (PARK et al., 2011), que € um produto em carbono obtido pela queima
de biomassa em temperaturas relativamente baix@®dC), com pouco ou nenhum
oxigénio (LEHMAN & JOSEPH, 2009), e que contém gmsigcarboxilicos em sua

12



superficie, responsaveis pela retencdo dos MPstaliesma, o biocarvdo é uma
ferramenta que se mostra efetiva na mitigacao dalicede e toxicidade dos MPs no
solo (ENNIS et al., 2011, PARK et al., 2011).

O biocarvao vem sendo largamente estudado por itendd biogeoquimica do
solo e as populacbes microbianas presentes. Devidoia estrutura aromatica, o
biocarvdo é decomposto vagarosamente no solo e g@detilizado no sequestro de
carbono (LEHMAN & JOSEPH, 2009). Além dessa pragaiie, o biocarvao provém
habitat para microrganismos, maior retencdo de @gl@solo, maiores pH e CTC, e
maior disponibilidade de alguns micronutrientesmoo Cu, Zn, Fe e Mn, e
macronutrientes, como P, K, N, Ca e Mg (VERHEIJERNIg 2010).

SUPPADIT et al. (2012) cultivaram diferentes vasiges de pinhdo manso em
solo contendo Cd e doses crescentes de biocarv@mna&uiram que o biocarvao
diminuiu a biodisponibilidade de Cd para as plardaf®i favoravel ao crescimento

vegetal, apresentando potencial na remediacaola® smtaminados com Cd.

2.5.1 Biocarvao x microrganismos do solo

Muitos trabalhos de remediacdo de areas contangnamtametais pesados focam
apenas no processo de restauracdo da vegetacagligem@am a reabilitacdo da
microbiota edafica (TORDOFF et al., 2000). Entregandiversos estudos tem
evidenciado que microrganismos sdo muito mais @eissho estresse ocasionado pelos
metais pesados que plantas e animais (GILLER,e1998).

Diversos parametros microbiologicos tém sido sugsri e amplamente
empregados como possiveis indicadores da qualdtadelo (YAO et al., 2000), dentre
eles estdo o carbono da biomassa microbiana (CBMpiracédo basal e atividades
enziméticas do solo (DORAN & PARKIN, 1994; SPARLING97) .

A biomassa microbiana do solo, que desempenha uporiamte papel na
ciclagem de nutrientes e consequente manutencaecaksistema, tem se mostrado
bastante sensivel ao aumento das concentra¢cfestdis pesados no solo (GILLER et
al., 1998). A liberacdo de GOmaior produto dos processos catabdlicos aergimos
ciclo do carbono, também é comumente medida eanaiconversdo do carbono do
solo. O quociente metabdlico (g@Pque € o C convertido na respiracédo basal express
em relacdo a biomassa microbiana, é inversamelaigaeado a eficiéncia com que a
biomassa microbiana utiliza seus substratos (ANDBEIRS DOMCH, 1990) e pode
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ser indicador sensivel da presenca de contaminaotesmbiente. As atividades das
enzimas do solo também sédo consideradas boasdodisade poluicdo por refletirem
rapidamente distlrbios naturais ou antropogénicaserem de facil avaliacdo. Na
presenca de metais pesados a atividade dessasasrzifortemente inibida (KHAN et
al., 2007).

As possiveis conexdes entre o biocarvdo e proplesdda biota do solo, bem
como suas implicacdes para 0S processos que ocoreersolo ainda ndo foram
totalmente descritas (LEHMAN et al., 2011). Alguastores apontam o biocarvao
como insumo que melhora a qualidade do solo e pewm bom desenvolvimento da
microbiota edéfica, entretanto, os efeitos na rbiota da adicdo de biocarvao ao solo
sao variados. Por exemplo, KNOBLAUCH et al. (20bbyervaram baixa respiragéo
basal em solo com biocarvao, enquanto SMITH e28l10) observaram aumento na
respiracdo com a adicéo de biocarvao ao solo.

As diferentes respostas a adicdo de biocarvao pegen relacionadas ao uso de
biocarvdes de origens diversas em solos com caisttas variadas. STEINBEISS et
al. (2009) observaram alteracdes na estrutura deimidades com a adicdo de dois
tipos de biocarvdo a diferentes solos, sendo oabi@o menos recalcitrante o que
provocou maiores efeitos na ciclagem de nutrieqescipalmente no solo com menor
diversidade de microrganismos. Com isso 0s autooesluem que no momento da
sintese do biocarvao é possivel manipular suag@sts quimicas e fisicas a fim de que
ele possua as caracteristicas que se deseja.

RILLIG & MUMMEY (2006) também observaram mudanc¢as estrutura da
comunidade microbiana, o que pode ter alterado teutesa do solo. Fungos
micorrizicos e bactérias rizosféricas também foramiuenciados pelo BC e
promoveram maior crescimento de plantas (COMPANALe2010).

Segundo WARNOCK et al. (2007) a colonizacdo deemjzor alguns FMAs é
aumentada na presenca de biocarvao, que tambémedavas associacfes de plantas
com outras endomicorrizas pela disponibilizacdd®déia quatro hipoteses sobre os
mecanismos pelos quais o biocarvao influencia anddmcia ou funcionalidade das
micorrizas. A primeira seria pelas alteracdes aaprgdades fisico-quimicas do solo,
aumentando a disponibilidade de nutrientes parargghospedeira e para o fungo; a
segunda seria o efeito benéfico que o biocarvdeacans demais microrganismos do
solo (bactérias solubilizadoras de fosfato, porngde), afetando indiretamente os

fungos micorrizicos; a terceira seria a ocorrédeianterferéncias na sinalizacéao planta-
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fungo e a detoxificacdo de substancias aleloqusmigee impedem o estabelecimento
de micorrizas; e a Ultima hipotese estaria reladanaos poros do biocarvdo servindo
de abrigo para as hifas do fungo.

RILIG et al. (2010) trabalharam com biocarvao pmda de um subproduto do
processamento de acUcar de beterraba a partirrdanczacéo hidrotermal, que é a
pirdlise da biomassa em meio aquoso, possibilitagde se trate biomassa sem
operagdo prévia de secagem. Os autores encontrdigitos positivos, tais como
aumento da quantidade de arbusculos e colonizai@orimica nas raizes do dente-de-
ledo {Taraxacum sp.) em solo contendo 20% de biocarvao, além derrgarminacéo
de esporos délomusintraradices em placas de Petri.

Como os efeitos sdo também funcdo de outros fatteess como préticas de
manejo, espécie do fungo, tipo de biocarvéo, oaaspmla planta utilizada, ficam claras
as oportunidades de se explorar o potencial sst@gidessa associacdo, que pode

afetar positivamente a qualidade do solo e a &mgigt da planta aos metais pesados.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Indicadores de fitodisponibilidade de Cd para lantas inoculadas com
fungos micorrizicos arbusculares

O solo utilizado foi coletado no Centro Experimén@entral do Instituto
Agronémico. Foram retiradas amostras da camada €@20que foram secas ao ar,

peneiradas (malha de 2,0 mm) e analisadas qudettlidade (Tabela 3).

Tabela 3- Atributos de fertilidade do solo (camada 0-20 cm

M.O. Cu Fe Mn Zn B P S.B. H+Al CT.C. V% Ca K Mg pH

gldm®  ---meeeeeeee- mg dnTd------eeeee- --- mmol. dm3 --- % - mmolc dm3 -----

29 83 19 358 25 025 26 491 28 77,1 64 31 315 1 61

O delineamento experimental foi o inteiramente abgado, sendo os tratamentos
doses crescentes de cadmio (0, 20, 40, 80 e 16@™de Cd) e a inoculacdo ou ndo de
uma mistura dos FMA&lomus etunicatum e Glomus intraradices, com seis repeticoes.
As plantas utilizadas foram duas espécies contegdasua tolerancia a presenca de
metais pesados no solo: pinhdo mardstr ¢pha curcas) e feijdo-de-porcoGanavalia
ensiformis). A contaminacdo do solo foi induzida pela adigkonitrato de cadmio
[CA(NGs)2] nas concentragbes definidas, seguida de incubpQ&d®30 dias, com a
umidade mantida a 60% da capacidade de campo. © rs foi esterilizado
permitindo-se, desta forma, a presenca de fungosrrigicos nativos.

ApoOs o periodo de incubacao, foi retirada uma amodé solo de cada
tratamento para avaliacdo do teor disponivel de ulitzando extrator DTPA:
dietilenotriaminopentaacético + trietanolamina ereto de céalcio (DTPA 0,005 moliL
+ TEA 0,1 mol ! + CaC} 0,01 mol L a pH 7,3) conforme LINDSAY & NORVEL
(1978) — 10 cride solo + 20 mL de solucdo extratora com agitacd@ horas.

Antes da semeadura, as sementes passaram porsproeequebra de dorméncia
que consistiu na escarificacdo mecanica para aofeig-porco, ou seja, abrasdo das
sementes sobre uma superficie aspera; e remocguimento para o pinhdo manso.
Os FMAs introduzidos foram inoculados na forma de-indculo, sendo adicionados
sob uma camada de 2,0 cm de solo, abaixo das ssnent

Sete sementes de feijao-de-porco e cinco de pinfd@so foram semeadas por

vaso (de 2,0 di) e, vinte dias apds a semeadura, foi realizadesbabte, deixando-se
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trés plantas por vaso no caso do feijado-de-porama planta por vaso para o pinhao
manso. As plantas foram irrigadas adicionando-sa égstilada em dias alternados, de
forma a manter a umidade proxima a 60% da capazidadetencdo de agua do solo. A
colheita foi realizada apos 50 dias de cultivo par@ijado-de-porco e 90 dias para o
pinhdo manso.

Antes da colheita do feijao-de-porco foram avakada atividades da fosfatase
acida e redutase do nitratovivo, em folhas do segundo trifélio da planta. Devido a
baixo crescimento das plantas de pinhdo manso,hnéwe coleta de material para
analise da atividade dessas enzimas.

A atividade da fosfatase acida foi determinada derdo com BESFORD
(1980), com algumas modificagbes. As folhas cobetade feijdo-de-porco foram
cortadas em tiras de aproximadamente 3,0 mm e f0fdram colocados em tubos de
ensaio com 8,0 ml de p-nitrofenilfosfato de diseggH 4, e incubadas a 30°C por 20
minutos em banho-maria na auséncia de luz. ApGsamhdmaria, 5,0 mL de
sobrenadante foram adicionados arOH 2 mol ! e, logo em seguida, fez-se a leitura
em espectrofotbmetro a um comprimento de onda @en#l A curva foi construida
usando-se solucéo padrao de p-nitrofenol nas ctacées de 0, 25, 50, 75, 100 e 125
umol 1. Os resultados foram expressos em g p-nitrofghai.

A atividade da redutase do nitrato foi realizadanfaone HAGEMAN &
FLESHER (1960) e HEWITT (1970). As folhas de feid®porco foram cortadas em
tiras de aproximadamente 3,0 mm e 200 mg foramcedlns em tubos com tampa
rosqueavel. Foram entdo adicionados 5,0 mL de mubsamponado (KN&200 mmol
Lt em tampéo fosfato 50 mmoitlcom pH 7,4 e 0,5% de Tween-20). Ap6s 1 hora de
incubacdo a 35°C, 2,0 mL do substrato foram tradsie para tubos de ensaio
preparados com 1,0 mL de sulfanilamida 1% em HGhd& L* e 1,0 ml deo-
nafdilenodiamino 0,05%. Os substratos foram entaosferidos para cubeta e a
absorbancia determinada por espectrofotometriaongpimento de onda de 540 nm.
Os resultados foram expressos em prrdiéde NQ.

Ainda antes do corte de ambas as plantas, fozeskliamostragem de folhas do
terceiro trifdlio, as quais foram imersas em niéig liquido e armazenadas a -80°C
(MELO et al., 2011) para avaliagdo da atividadeireética da catalase (CAT) e da
peroxidacao lipidica.

A avaliacdo da atividade da catalase foi feita sdguCOSTA et al. (2005). A

extracao foi realizada em almofariz e pistilo resfo, onde foi macerado 1,0 g de folha
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em 20 mL de tampéo fosfato de sédio 100 mmb(pH 7,0). Em seguida, o extrato foi
centrifugado a 14000 x g, a 4°C por 10 minutosselwrenadante utilizado no ensaio
enzimético. A determinacdo da catalase consistiadigiio de 6L de HO> 1,0 mol
L1 em uma mistura contendo 2840 de tampéo fosfato de sodio 50 mmdi (pH 6,0)

e 100uL do extrato enzimatico. O decréscimo dgDifoi monitorado pela absorbancia
a 240 nm, em intervalos de 10 segundos por umdeede 1 minuto. A diferenca de
absorbancia AA240nm) foi obtida através de regresséao linear, sendaidar pelo o
coeficiente de extingdo molar do®b, 39,4 M* cm! (AEBI, 1984). A atividade da
CAT foi expressa emmol de O, mim* g* de matéria fresca.

A determinacdo da peroxidacao lipidica foi real@at® acordo com o método
usado por LEI et al. (2007) e os valores expresso® equivalentes de conteudos de
malondialdeido (MDA). Cerca de 0,5 g de segmen&$otha foram homogeneizados
em 10 mL de 10% de acido tricloroacético (TCA) ateigadas a 12.000 x g por 10
minutos. Em seguida, foram adicionados 2,0 mL ddoatiobarbitirico, em 10% de
TCA, a uma aliquota de 2,0 mL do sobrenadante. #turd foi aquecida em agua
fervente por 30 minutos e logo apds resfriada enhdale gelo. Apds centrifugacéo a
10.000 x g por 10 min, foi determinada a absorl@doi sobrenadante a 535 e 600 nm
(GYURICZA et al., 2010). O contetdo de MDA foi callado de acordo com HODGES
et al. (1999).

A matéria fresca da raiz foi determinada por pesagpos a lavagem em agua
corrente e secagem ao ar livre por ocasido daacdleh seguida, as raizes foram
armazenadas em alcool etilico 50% para posterig@lisenda colonizagdo micorrizica.
Para avaliar a colonizacdo micorrizica, as raiaesi clarificadas com KOH a 2,0 % e
coradas com azul tripano pelo método de PHILLIPBA&MAN (1970). Adotou-se o
método da lamina para quantificar a porcentagem cd®nizacdo radicular
(GIOVANETTI & MOSSE, 1980) utilizando-se 30 segnmanide raizes de 1,0 cm de
comprimento por planta.

Apoés a colheita a parte aérea das plantas foi taead agua destilada e seca em
estufa a 60°C com circulacdo forcada de ar atégiatipeso constante para a
determinacdo da massa da matéria seca. Apos aesecagaterial vegetal foi triturado
em moinho de aco inoxidavel, tiptiley, e submetido a digestdo utilizando-se 250 mg
de material em 2,0 mL de28, + 2,0 mL de HN®@ + 5,0 mL de agua deionizada,
conforme o método EPA 3052 (USEPA, 1996). Os epdrggara quantificacdo dos
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teores do metal foram analisados por espectrofdt@nde emissdo em plasma,

induzido em argoénio ICP-OES.

3.1.1 Analise dos resultados e determinagdo dos indicades ecotoxicoldgicos

Foram feitas analises de regressao linear e naearlif{polinomial e/ou
exponencial), visando analisar a significancia @eEite das doses sobre as diversas
caracteristicas avaliadas, optando-se pelo modelg@upporcionou melhor ajuste.

Os resultados referentes a producdo de matérianseqmrte aérea e raiz das
plantas, a altura, a atividade enzimatica, MDAsdemres de Cd nas diversas partes da
planta foram submetidos a ANOVA e teste de Duncatt 95% de probabilidade. A
primeira dose a apresentar diferencas significatara relacdo ao controle foi escolhida
como LOEC, ou seja, menor concentracdo em que farheervados efeitos de
toxicidade, e a dose imediatamente anterior fosimiada NOEC (maior concentracao

em gque nenhum efeito foi observado).

3.2 Aplicacdo de biocarvdo e FMAs na fitorremediacdo de rejeito
multicontaminado e atividade da microbiota do solo

O rejeito de éarea de mineracdo foi coletado préximauma unidade de
processamento de Zn no municipio de Vazante (M&ramada de 0-20 cm. Além do
Zn, o material de origem do solo também é rico emeCPb. Todo o material foi
peneirado (< 4,0 mm) e homogeneizado. Posterioanianam retiradas amostras, as
quais foram secas ao ar, passadas em peneira aen2,8 caracterizadas quimica e
fisicamente de acordo com RAIJ et al. (2001) e CARGO et al. (1986). O teor de
metais dessas amostras foi analisado pelo método IB1 (USEPA, 2007) e a
determinacgao foi realizada em ICP-OES. Na tabetndontram-se os teores de macro
e micronutrientes e metais pesados do rejeito deenagdo utilizado. O elemento
presente em maior quantidade é o Zn, porém aquelesg encontra em concentracao
acima dos valores de intervencdo para areas aagi¢h80,0 mg k¢ e residenciais
(300,0 mg kg determinados pela CETESB (2005) é o chumbo. Aewnacdo de Cd
também esta no limiar do valor de prevencao (1,kgly determinado pela CETESB,
que € a concentracdo acima da qual podem ocotesagdes prejudiciais a qualidade

do solo, e ainda esta acima da concentracdo médtadanto para os solos do estado
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de Minas Gerais (0,75 mg &) de onde o solo foi retirado, quanto para o est&ElS&0
Paulo (0,39 mg kg, onde o trabalho foi realizado (OLIVEIRA et &Q13).

Tabela 4 —Teores semi-totais (EPA 3051) de elementos qusrpecesentes em amostra

de solo coletado em Vazante-MG.

Elemento Unidade Concentracao
Zn mg kg 149 + 74
Cd mg kg? 1,2+0,4
Pb mg kg* 556 + 265
Fe g kgl 255+ 13,4
Al g kg 4,00 + 1,38
Mn mg kg? 362 + 135

P mg kg* 60 + 39
Ca g kg? 0,057 + 0,004
Mg g kgt 0,12 + 0,07

K g kgt 1028

S g kgt 59+3
Na mg kg 10+ 4
Cu mg kg* 5+4
As mg kg? 23+1,4
Ba mg kg* 3,2+0,2
Ni mg kg <24
Cr mg kg* 16,8 + 6,2
Vv mg kg* 31,5+ 10,4
Co mg kg* <20
Sb mg kg? 3,2+0,9

*Digestao nitrico-perclérica. Médias (n = 3) + despadrdo. Os elementos Ag, Hg, Se

ficaram abaixo do limite de quantificacdo do métatlizado, em todas as amostras.

O biocarvao foi produzido a partir da pirélise kente palha de cana-de-acguUcar,
em forno com condi¢cdes controladas para preveniluxm de Q a 700°C. Apos
resfriamento, o material foi homogeneizado, moidpeaeirado (< 0,5 mm) para

posterior caracterizacdo. Os dados da caracteazg@ntram-se na tabela 5.
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Tabela 5— Andlise quimica do biocarvéo de palha de caracdear

Elemento Concentracéo (mg kg)
B 5,8
Cd <0,49
Ca 5700
Pb <3,09
Cu 14,9
Cr 7,8
S 1400
Fe 4118
P 1300
Mg 2200
Mn 233
Mo <0,9Y
Ni <2,4Y
Zn 45,4
As <1,V
Ba 44,1
Hg <1,09
Se <1,0Y
K 124
Na 130

@) Nzo detectado, concentracées menores do quete limiquantificacao.

Foram realizados dois experimentos em casa de agigetcom delineamento
experimental inteiramente ao acaso, em esquen@aid?ax 2, com seis repeticdes. Os
experimentos foram divididos em funcéo da espéegetal avaliada (feijao-de-porco e
pinh&o manso), com o0s seguintes tratamentos: (h) €sem a inoculagdo do FMA
Glomus etunicatum e (2) com e sem uma dose de 5% de biocarvao adaaoso rejeito
multicontaminado.

Para o feijao-de-porco foram mantidas trés plaptasvaso, que foram colhidas
apos 50 dias de cultivo. Ja o pinhdo manso foivadd durante noventa dias, sendo
mantida apenas uma planta por vaso. As plantasmforaggadas adicionando-se agua
destilada em dias alternados, de forma a mantem@ade proxima a 60% da
capacidade de retencdo de agua do solo.

Antes da colheita do feijao-de-porco foram avakada atividades da fosfatase
acida e redutase do nitrato conforme descrito permxento anterior. Devido ao baixo
crescimento das plantas de pinhdo manso, ndo lole& de material para analise da

atividade dessas enzimas.
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Ainda antes do corte de ambas as plantas, fozeskliuma amostragem de suas
folhas, as quais foram imediatamente congeladasiteogénio liqguido e armazenadas a
-80°C (MELO et al., 2011) até serem realizadasnasises da atividade da catalase e
peroxidacao lipidica.

Depois de colhidas, foram determinadas massa dérimmateca da parte aérea e
matéria fresca de raiz, concentracdo de metaisreemes na parte aérea e colonizacao
micorrizica conforme descrito no primeiro experitaen

As amostras de matéria seca da parte aérea, apdgese e pesagem, foram
moidas e submetidas a digestdo com acido nitricboem de micro-ondas e os metais
foram determinados por espectrofotometria de emisséiplasma, induzido em argonio
(ICP/OES).

Foram determinadas biomassa e atividade microbianasolo. O carbono da
biomassa microbiana (CBM) foi determinado pelo métale fumigacéo-extracao
(VANCE et al.,, 1987), utilizando-se cloroformio fier de etanol para fumigar as
amostras de solo, que foram incubadas por 3 d&s#a2°C. Para a extragdo do C da
biomassa microbiana das amostras fumigadas e ndigddas foi utilizado KSQ; 0,5
mol L e agitacdo por 30 minutos em agitador horizoseguida de decantagdo por
mais 30 minutos para a filtracdo em papel Whatmiat2nApds a extracdo as amostras
foram armazenadas em freezer, para posteriorgéala determinacdo do CBM e sua
quantificacdo pela oxidacdo acida com dicromatopd&ssio. Para realizacdo do
calculo do C da biomassa microbiana foi utilizado fator de correcéo, Jde 2,64. O
calculo foi realizado da seguinte forma: C da bissaa= (C da amostra fumigada — C
da amostra ndo fumigada) x 2,64. Os resultadosfespressos por pg Cgolo seco.

Para a respiracao basal 100 g de solo foram inosbadh triplicata, com 60% de
sua capacidade de retencdo de agua em vidros pieonestria cobertos com filme
transparente por trés dias, até que a atividadeobiéma se estabilizasse nos
recipientes. Apos o periodo de incubacao forami@whdos recipientes contendo 10
mL de NaOH 1 mol tX. Os vidros foram entéo fechados de forma a imgedintrada e
saida de gases e incubados novamente por trés @8%C. Terminado o periodo de
incubacao realizou-se a titulacdo da amostra, @dicido-se 1,0 mL de BaCla 50%,
que reagiu com o CQOliberado da respiracdo microbiana, formando o ipitaco
BaCQs. O restante do NaOH foi quantificado pela reacém ¢4Cl 0,1 mol ! na
presenca de fenoftaleina 0,1% (ALEF, 1995). O mgsmmoedimento foi realizado com
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frascos incubados sem solo (branco). Os resulfadas expressos por pg @ solo
dial.

O carbono organico do solo foi determinado pelooa@tde oxidagdo por
dicromato de potassio e uso de fonte externa ae. ganostras de 0,2 g de solo seco
foram transferidas para tubos de digestédo, ondenf@dicionados 5,0 ml de dicromato
de potassio 0,167 molLe 7,5 mL de éacido sulfirico concentrado, aquecjsrs30
minutos em bloco digestor pré-aquecido a 150°Gsfieados a temperatura ambiente
por mais 30 minutos. Em seguida, a solucéo fosfeita para Erlenmeyers de 250 mL
e foram adicionados 5,0 mL de acido fosforico catreelo, 100 mL de agua destilada e
6 gotas do indicador ferroina titulando-se em styebm uma solucdo 0,2 moflde
sulfato ferrroso amoniacal, até a viragem da cadespara o vermelho.

O quociente metabdlico (qGPrepresenta a quantidade de C:QiBerada por
unidade de C-biomassa microbiana e foi calculadacdedo com ANDERSON (1994),

conforme a equacao a seguir:

C-CQ
qCC =
CBM

Em que:
C-CQ: carbono liberado na forma de €@kla respiracdo microbiana, em pg g

solo dial;

CBM: carbono da biomassa microbiana, em iggo seco.

O quociente microbiano (gMic) indica quanto do oaid organico corresponde
a biomassa microbiana e foi determinado pela relagére C-biomassa microbiana e C-
organico:
CBM
CO

gMic =

Em que:
CBM: carbono da biomassa microbiana, em iggo seco;

CO: carbono orgéanico do solo, em pysplo seco.

A atividade da fosfatase alcalina no solo foi daeieada conforme EIVAZ| &
TABATABAI (1977). Amostras com 1,0 g de solo seamraim adicionadas em
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Erlenmeyers de 50 mL, na presenca de 200 puL derto)ut,0 mL de tamp&o universal
modificado pH 11 (contendo tris, hidroximetil aminetano (THAM), &cido maléico,
acido citirico, acido borico em NaOH 1 mob)Le 1,0 mL de solugdo 0,05 mot lde p-
nitrofenil fosfato como substrato da enzima. A satufoi entdo incubada em banho-
maria a 37°C por uma hora na auséncia de luz. Apdsubacéo, foram adicionados 1,0
mL de CaCl 0,5 mol ! e 4 mL de NaOH 0,5 mol'L. A solucéo foi entéo filtrada e a
formacgao de p-nitrofenol foi determinada por espéatometria com comprimento de
onda de 410 nm. Os resultados foram expressosgpde p-nitrofenol g solo ht.

A atividade de desidrogenase foi determinada seg@WSIDA et al. (1964),
com algumas modifica¢cdes. Foram adicionadas ansod#r&,0 g de solo seco em tubos
com tampas rosqueaveis de 20 mL. Apds a adicdmb,8e solucdo 2% de cloreto de
2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC) em agua, os tubosafo agitados e incubados em banho-
maria a 37°C na auséncia de luz por 24 horas. Apésubacéo, o trifenilformazan
(TTF), formado pela reducdo do TTC, foi extraidenc20 mL de metanol e as amostras
foram centrifugadas por 10 minutos a 3400 rpm. Ap@entrifugacdo, o sobrenadante
foi transferido para uma cubeta para leitura emeaspotometro. A absorbancia foi
determinada a um comprimento de onda de 485 nnresakados expressos em pL de
H g solo dia.

A atividade dg3-glucosidase foi determinada conforme EIVAZI & TABABAI
(1988). Em tubos rosqueaveis foram adicionadosgld®e solo, 4,0 mL de tampéao
universal modificado (MUB), com pH 6, 250 pL deuho e 1,0 mL de solucéo de p-
nitrofenil B-D-glucopiranosideo (PNG) 25 mmoftLcomo substrato da enzima. Os
tubos foram entdo incubados a 37°C por 1 hora. Agésubacao foram adicionados a
reacdo 1,0 mL de Ca£0.5 mol L't e 4,0 mL de Tris 0,1 molt.com pH 12. A solugéo
foi entdo filtrada e a formacédo de p-nitrofenol d@terminada por espectrofotometria
com comprimento de onda de 400 nm. Os resultad@snf@xpressos por pg de p-
nitrofenol g solo ht.

3.2.4 Andlise estatistica

Os resultados foram submetidos a andlise de vaigara testar o efeito dos
tratamentos estudados sobre os parametros avalt@daado o teste F foi significativo

(p < 0,05) as médias foram comparadas pelo testelkiey com 95% de probabilidade.
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Os dados de colonizacdo micorrizica foram transioios para atingir distribuicdo

normal pela férmula/(x/100), sendo x o valor observado.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1Indicadores de fitodisponibilidade de Cd para planas inoculadas com
fungos micorrizicos arbusculares

A colonizacdo micorrizica foi maior nos tratamenéms que foram inoculados
FMAs em ambas as plantas (Figura 1). A presencaCdono solo influenciou
negativamente a colonizacéo, que foi menor quamioma dose aplicada no solo.

A toxicidade dos metais pesados pode afetar a izalgdio micorrizica,
diminuindo a taxa de germinagdo dos esporos. Dbsergutores observaram a
diminuicdo da colonizagcdo micorrizica em plantaliivadas na presenca de metais
pesados (AL-GHAMDI & JAIS, 2012; AWOTOYE et al., @8, BARUA et al., 2010;
GARG & AGGARWAL, 2011).

Entretanto, a formagdo da micorriza pode protegetaata da toxicidade dos
metais (AL-GHAMDI & JAIS, 2012). Os mecanismos anddo estdo completamente
elucidados, porém sabe-se que a micorrizacdo aamsetrtescimento, a nodulacdo e o
potencial de fixacdo de N das plantas, bem comiosargdo de P e outros nutrientes
menos moveis no solo ao aumentar o volume explopela raiz (GARG &
BHANDARI, 2013), além de proteger a planta contracpssos oxidativos ocasionados
pelo estresse a fatores abi6ticos (AZCON et al9p@antas micorrizadas sob estresse
causado pela presenca Cd apresentaram maior dévitdaenzima ascorbato peroxidase
(ABAD & KHARA, 2007), conteudo de proteina e aun@enho crescimento
(ANDRADE & SILVEIRA, 2008).

Os teores de Cd, tanto nas raizes quanto na pam@ @de ambas as plantas,
aumentaram conforme a dose de Cd aplicada nossaidp maior nas raizes (Figura 2).
A micorrizacéo favoreceu uma maior absorcao do In=ieno também ja foi observado
por AL-GHAMDI & JAIS (2012), ANDRADE et al. (2009)ARRIAGADA et al.
(2007) e JANKONG & VISOOTTIVISETH (2008). Planthgperacumuladoras de Ni
inoculadas com FMAs nativos tiveram maiores valalesbiomassa da parte aérea e
conteudo de Ni (TURNAU & MESJASZ-PRZYBYLOWICZ, 20p3
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mg kg * de Cd
©FN y =-0,5604x + 92,068 R2=0,8486 p<0,01
WEN +Fl y = 0,0043x2 - 1,1386x + 79,478 R2=0.9372 p<0,05

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
-1
mg kg de Cd
®FN y=-0,341x + 84,289 R?=0,9731 p<0,01
MFN +Fl y =0,0008x2 - 0.5653x + 75,723 R?=0,9888 p<0,01

Figura 1 — Colonizag¢do micorrizica nas plantas de feijagaieo (A) e pinhdo manso

(B) cultivadas em doses crescentes de Cd, em quepdwhas fungos nativos, e FN +

FI: fungos nativos + fungos inoculados. * significa pelo teste de Tukey (5%) para
FN e FN + FI dentro de cada dose de Cd.

Os efeitos dos FMAs na absorcdo de MPs pelas plantspedeiras séo

especificos para cada metal e dependem da cong@mtrdisponibilidade do metal,

espécie da planta, espécie do fungo, propriedamlesld, dentre outros fatores (WANG

et al., 2005). FMAs nativos de solos contaminadoa 81Ps podem ser mais eficazes
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na promocao do crescimento das plantas (DIAZ et18P6; DEL VAL et al., 1999;

VIVAS, et al., 2003; WANG et al 2005). Entretantm, presente estudo o solo utilizado
foi contaminado artificialmente, o que pode expliaanenor micorrizacdo das plantas
na presenca dos fungos nativos (Figura 1) e o neaorde Cd na presenca dos fungos

nativos e inoculados (Figura 2).
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¢FN y = 0,0007x2 + 0,0458x + 0,6792 R?=0,9982 p < 0,01 BEN +FI y=0,4771x+5,536 R?=0,9596 p<0,01
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®FN y =0,0001x? - 0,0012x + 0,1564 R2=0,9786 p< 0,05 ®FN y=0,1228x+0,1929 R*=0,8917 p<0,01
WFN+Fl  Y=00001x*+0,0019x+0,255 R*=0,9744 p<0,01 WFN +FI y =0,0011x2 + 0,0162x + 2,6022 R*=0,984 p<0,01

Figura 2 — Teores de Cd na parte aérea (1) e raiz (2)ldatap de feijao-de-porco (A)
e pinhdo manso (B) cultivadas em doses crescest€ddem que FN: apenas fungos
nativos, e FN + FI: fungos nativos + fungos inodok * significativo pelo teste de
Tukey (5%) para FN e FN + Fl dentro de cada dosedle

Quanto ao acumulo de Cd na parte aérea, feijdmampe pinhdo manso

acumularam mais metal quanto maior a sua concawatmag solo (Figura 3). Como nas
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doses mais elevadas de Cd houve reducédo sigrnificath biomassa da parte aérea
(Figura 4), o incremento no Cd acumulado pode eacionado com o maior teor do
metal na parte aérea, evidenciando o potenciaktiegdo de Cd de ambas as plantas. O
feijdo-de-porco acumulou mais metal em seus te@dpsoduziu mais biomassa que o

pinhdo manso, além de apresentar teores mais ekedadCd.
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®FN y = 0,0008x2 +0,1571x + 2,6152 R?*=0,993 p <0,05
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®FN y = 0,0002x2 - 0,0082x + 0,3195 R?=0,9876 p <0,05

EFN+Fl  y=0,0298x+0,5329 R2=0,8145 p<0,01

Figura 3 — Acumulo de Cd na parte aérea das plantas d@{dg-porco (A) e pinhédo
manso (B) cultivadas em doses crescentes de CduerN: apenas fungos nativos, e
FN + FI. fungos nativos + fungos inoculados. * digativo pelo teste de Tukey (5%)
para FN e FN + Fl dentro de cada dose de Cd.
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Figura 4 — Massas da matéria seca da parte aérea (1)a ftagaiz (2) das plantas de

feijdo-de-porco (A) e pinhdao manso (B) cultivadas @oses crescentes de Cd, em que

FN: apenas fungos nativos, e FN + Fl: fungos nativo fungos inoculados. *

significativo pelo teste de Tukey (5%) para FN e+#RI dentro de cada dose de Cd. ns:

correlacéo nao significativa.

A micorrizagéo favoreceu a absor¢do do metal, atando o potencial extrator

de ambas as plantas. Porém, plantas considerapgesadumuladoras sdo altamente

especializadas em acumular ou tolerar altissimasetdracdes de metais em seus
tecidos, tais como: > 10.000 mgkde Zn e Mn; > 1.000 mg Kgde Pb, Ni e Cu; > 100
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mg kg! de Cd (RASKIN et al., 1994), ou seja, valores siopes aos observados tanto
pela raiz quanto pela parte aérea do feijao-degp@ido pinhdo manso.

Segundo KHAN et al. (2000), cerca de 400 planta®iam identificadas como
hiperacumuladoras, sendo a maioria originaria dmsarcontaminadas da Europa,
Estados Unidos, Nova Zelandia e Australia. Essast@gd pertencem a familias
especificas (GARBISU & ALKORTA, 2001) e a maiorialas é eficiente para apenas
um metal, como o girassdH@ianthus annuus), que é conhecido como acumulador de
Ni (USEPA, 2000). Pelo fato de as plantas hiperadadoras conhecidas serem, em
sua maioria, de clima temperado, no Brasil as ftraéoras sdo pouco conhecidas e
exploradas em comparagéo com o restante do mudREIRA, 2005).

O potencial hiperacumulador do feijao-de-porcanfaior que o do pinhdo manso,
que apresentou sintomas mais severos de toxicmildeCd, como pode ser observado
pela menor producédo de biomassa dessas plantasgHEy VIANA (2011) avaliou o
potencial fitoextrator do pinhdo manso em solo ioatitaminado e também constatou
baixa producdo de matéria seca, o que, de cem@afderia limitado a capacidade da
planta em acumular metais.

O feijdo-de-porco ja foi largamente estudado naa€e&b de diversos metais
pesados e se mostrou uma planta bastante tole(ahtlEIDA et al., 2008;
ANDRADE et al., 2005; ANDRADE et al., 2009; GABOSa&., 2009 PEREIRA et al.,
2005). ROSSI (2007) também observou o grande palee extracdo de Cd do feijao-
de-porco, ndo atingindo, porém, os valores estalele para que a planta seja
considerada hiperacumuladora.

Os valores considerados NOEC (concentracdo setoefadservaveis) e LOEC
(concentracdo mais baixa com efeitos observavesant diferentes para as
caracteristicas avaliadas (producdo de matéria dacparte aérea e fresca da raiz,
atividade das enzimas redutase do nitrato, fosdadarla e catalase, e teor de MDA),
bem como entre as duas espécies estudadas eseptamtas com fungos inoculados ou
apenas nativos (Tabelas 6 e 7). Embora o sistetheular seja normalmente mais
afetado pela toxicidade de Cd, devido ao contaitalicom o elemento (SANITA DI
TOPPI & GABBRIELLI, 1999), para o feijao-de-porcs @®feitos negativos foram
observados primeiramente na parte aérea.

A massa da matéria seca da parte aérea foi mas/eka responsiva a toxicidade
de Cd para o feijdo-de-porco colonizado somenteFpgrpois a reducao significativa

da massa ocorreu ja na dose de 20 myde Cd adicionado ao solo (Tabela 6). De
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modo geral, a reducdo do crescimento é um efgtootiem plantas expostas ao Cd
(HASAN et al., 2009). A diminuicdo da biomassa @aite aérea na presenca de Cd
também j4 foi relatada para as mais variadas epgMASSILEV et al., 1998,
SANDALIO et al., 2001; AN, 2004; AN et al., 2004HBTURVEDI, 2004; SAFFAR

et al., 2009). Para o feijao-de-porco micorrizado BN + FI a primeira dose a causar
reducéo significativa na matéria seca da parteaai®ieB0 mg k¢t de Cd. RIVERA-
BECERRIL et al. (2002) cultivaram ervilh&igum sativum) na auséncia e presenca de
Cd e do FMAGIomusintraradices e também observaram aumento da biomassa da parte

aérea nas plantas micorrizadas.

Tabela 6- Valores de NOEC e LOEC determinados para ospetras avaliados em
feijdo-de-porco com fungos micorrizicos nativos YENhativos + inoculados (FN + FI)

em funcéo de doses crescentes de Cd aplicadasono so

NOEC LOEC
FN FN + FI FN FN + FI
-------------- mg kgt ---------mm-mm--
MSPA 0 80 20 160
MFR 80 ns 160 ns
RN 40 40 80 80
FA 160 ns 160 ns
CAT 40 80 80 160
MDA 80 80 160 160

ns - como nao houve tratamento significativamernterahte do controle, ndo foi
determinado o valor de LOEC. MSPA: massa da mat&ta da parte aérea, MFR:
massa da matéria fresca da raiz, RN: atividadeediataise do nitrato, FA: atividade da
fosfatase acida, CAT: atividade de catalase, Mvhteido de malondialdeido.

Ao contréario do feijdo-de-porco, o sistema radicda pinhdo manso apresentou
sintomas de toxicidade de Cd antes que a partea g@@bela 7), com reducédo
significativa em sua matéria fresca ja com a adigi@0 mg kg de Cd, quando n&o
inoculado com a mistura de FMAs, e 80 mg- kig Cd quando inoculado (FN + FI). A
presenca de Cd pode inibir a elongacéo da raim d&influenciar sua anatomia (LUX
et al.,, 2011), o que pode explicar a menor produgéobiomassa. Resultados
semelhantes foram obtidos por SHAHABIVAND et al012), quando cultivaram trigo
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(Triticum aestivum) em diferentes concentracdes de Cd. A raiz fosmagponsiva que
a parte aérea e produziu menos biomassa quanta malose de Cd utilizada. Os
autores ainda constataram que a micorrizagado dasagl promoveu maior crescimento

tanto da raiz quanto da parte aérea.

Tabela 7 - Valores de NOEC e LOEC determinados para os pgramavaliados em
pinhdo manso com fungos micorrizicos nativos (FMp#vos + inoculados (FN + FI)

em funcéo de doses crescentes de Cd aplicadasono so

NOEC LOEC
FN FN + FI FN FN + FI
-------------- mg kgt --------------
MSPA 80 80 160 160
MFR 20 40 40 80
CAT 40 80 80 160
MDA 160 ns 160 ns

ns - como nao houve tratamento significativamenterehte do controle, néo foi
determinado o valor de LOEC. MSPA: massa da mat&@a da parte aérea, MFR:
massa da matéria fresca da raiz, CAT: atividadecatalase, MDA: conteudo de

malondialdeido.

As diferencas nas respostas das plantas mostraraspeetos morfologicos e a
arquitetura do sistema radicular tém grande inftiggéna absorcéo e sensibilidade ao Cd
(ALLOWAY, 1995). As raizes mais finas e compridas féijado-de-porco podem ter
proporcionado maior efeito rizosférico, ou sejajjandiberacdo de compostos pelas
raizes, o que leva a maior estimulo da microbicdagnte e consequente diminuicdo da
mobilidade do Cd pela sua complexagdo com exsudatdgulares e produtos
excretados pelos microrganismos rizosféricos (KHAI05). Fungos micorrizicos
também podem diminuir a disponibilidade dos metagsados para as plantas
acumulando o metal em seu micélio (CABRAL, 2010;R&A& BHANDARI, 2013).

Quanto as atividades enzimaticas, houve aumenatividade da enzima redutase
do nitrato nas folhas de feijao-de-porco quantooma dose de Cd tanto nos
tratamentos onde houve a inoculacdo de FMAs (FN),#gEanto naqueles em que néo
houve inoculagéo, apenas FN (Figura 5). O fato stk relacionado com o maior teor
de N na parte aérea dessas plantas (Figura 6)JaAgp colonizadas ou ndo com FMAs
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introduzidos ndo apresentaram diferenca nos vatteeSOEC e LOEC, porém houve
diferenca significativa na atividade da enzima naedmais elevada, sendo as plantas

colonizadas apenas por fungos nativos as que apaese maior atividade.
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y =0,0011x2— 0,0044x + 7,7185 R?*=0,9792 p<0,01 ®FN ns

B FEN + Fly=0,8779x + 6,687 R*=0,868 p<0,01 WFN+F ™

Figura 5 — Atividade da redutase do nitrato (Al) e fosfatasida (A2) nas folhas de
feijdo-de-porco cultivado em doses crescentes dee@d que FN: apenas fungos
nativos, e FN + FI: fungos nativos + fungos inodok * significativo pelo teste de
Tukey (5%) para FN e FN + FI dentro de cada doseCde ns: correlacdo nao

significativa.

A redutase do nitrato € uma enzima catalisadorarggh¢z o nitrato a nitrito no
citoplasma das plantas. Segundo EPSTEIN & BLOOM®20a atividade da enzima
aumenta com o aumento da concentracdo de. NIO presente estudo, observou-se que
o teor de N na parte aérea das plantas colonizadad$-N + FI foi aumentando
conforme a dose de Cd aplicada no solo até a pmalttose mais elevada e diminuiu
na ultima dose (Figura 6), o que pode explicar mento da atividade da enzima. A
inoculacdo de FMAs nao influenciou o teor de N naioma das doses e,
consequentemente, ndo houve diferengas nos valer&OEC e LOEC. A diferenga
significativa entre FN e FN + FI no tratamento canmaior dose de Cd pode estar

relacionada a diminui¢cdo no teor de N nas plam@suladas.
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BFN+Fl y= —0,0001x2 +0,0094x +0,9809 R*=0,5379 p<0,01

Figura 6 — Teores de fosforo (A1) e nitrogénio (A2) na paérea do feijdo-de-porco
cultivado em doses crescentes de Cd, em que FMaggangos nativos, e FN + FI.
fungos nativos + fungos inoculados. * significatpelo teste de Tukey (5%) para FN e

FN + FI dentro de cada dose de Cd. ns: correlagéignificativa.

A fosfatase &cida € uma enzima relacionada a gdoig eficiéncia do uso de P
nas plantas (YUN & KAEPPLER, 2001). Essa enzimané& hidrolase que promove a
hidrolise do fosfato, transformando o fosfato orgdnem fosfato inorganico
(BRESEGHELO et al., 1992). Plantas com deficiém®aP mostram geralmente uma
atividade da fosfatase acida mais elevada, a qrahtge suprimento de P dos tecidos
mais velhos, por hidrélise do P organico e rempéifio para as partes apicais em
crescimento (FURLANI & MACHADO, 2002). Portanto,atividade da fosfatase em
plantas é comumente mais elevada em condi¢fes figédeia de fosforo que em
situacao de suprimento adequado (ROSSI & MONTEIFED)).

Os niveis de P no solo estavam adequados (Tabela Bpuve pequenas
alteracbes nas concentracdes de P na parte aéfegadede-porco por conta do Cd
(Figura 6), o que pode justificar a ndo alteracd@tividade da enzima fosfatase acida
no feijdo-de-porco. Entretanto, em condicbes deegs® como a presenca de
contaminantes no solo pode ocorrer um aumento inaate da fosfatase acida em
decorréncia de alteracdes fisiologicas na plammocaquelas que levam a senescéncia
de folhas (SNAPP & LYNCH, 1996), o que pode serafgito toxico do metal pesado
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na planta. Alguns autores observaram esse aumardatvidade da fosfatase acida em
diversas espécies cultivadas em solos contamiramoschumbo (OLIVARES, 2003),
cobre (LIDON & HENRIQUES, 1998) e cromo (DUBE et, &004).

Em relacdo a peroxidacao lipidica, o conteudo deAMipresentou incremento
nas folhas de feijao-de-porco, conforme o aumeatdake de Cd no solo nas plantas
colonizadas por FN + FI e somente FN (Figura 7)stnando que a concentracdo de Cd
provocou, de fato, aumento na peroxidacdo lipidlaa membranas celulares, cuja
principal consequéncia é a alteracao da fluidea pedmeabilidade i6Gnica da membrana
(QUEIROZ et al.,, 1998). Para ambos os casos a mdase a apresentar efeito
significativo foi a de 160 mg kKgde Cd (Tabela 6), ou seja, a micorrizagdo ndo
influenciou no conteddo de MDA produzido pelo feide-porco. O aumento da
peroxidacao lipidica como efeito da toxicidade d# j& foi relatado para diversas
espécies de plantas (SHAW, 1995; DALURZO et al9719SAFFAR et al., 2009;
GYURICZA et al., 2010). Entretanto, pode haver dinigdo de MDA nas doses mais
elevadas como possivel resultado da diminuicaao#ugdo de acidos graxos devido a
toxicidade (GONCALVES et al., 2007). Para o pinhd@anso néo foi possivel
determinar os valores de NOEC e LOEC, pois nao dnaliferenca significativa entre a
producdo de MDA em relacdo as doses aplicadas aw Gdlo (Tabela 7).

A catalase é uma das principais enzimas do pro@ggxidante em plantas que
elimina peroxido de hidrogénio pela sua conversa@gua e oxigénio (CHOUDHURY
et al., 2013). A atividade desta enzima é altameatével entre espécies e tecidos,
podendo ou nao ser influenciada pelo estresse toasodaroduzido por metais pesados.
Enzimas antioxidantes podem responder de maneireadaa conforme o metal
envolvido, a espécie e até mesmo o tecido vegetado (VITORIA et al., 2001). Tais
variacbes podem tanto aumentar como diminuir adaiile da catalase em plantas
(GRATAO et al., 2005). Ha relatos de decréscimoatisidade dessa enzima para
cenoura (CHEN et al., 2003), mostarda (AHMAD et 2011),A. thaliana (CHO &
SEO, 2005; SAFFAR et al., 2009) e milho (CUI & WANZD06). Em contrapartida, ja
foi verificado aumento da atividade da enzima ebamnate (VITORIA et al., 2001),
pepino (GONCALVES et al., 2007) e amendoim (SHABD®D).

A inoculagcéo dos FMAs alterou os valores de LOE@non dose em que foram
observados efeitos) quanto a atividade da catpEseambas as plantas (Tabelas 6 e 7).

Para o feijdo-de-porco, na maioria das doses hdiigeenca significativa na atividade
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da catalase entre plantas colonizadas por FN + &duelas que foram colonizadas
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Figura 7 — Atividade da catalase (1) e conteudo de malddeiido (2) nas folhas de
feijdo-de-porco (A) e pinhdo manso (B) cultivadas @oses crescentes de Cd, em que
FN: apenas fungos nativos, e FN + FI: fungos nativo fungos inoculados. *
significativo pelo teste de Tukey (5%) para FN e+#RI dentro de cada dose de Cd. ns:

correlacéo nao significativa.

J& para o pinhdo manso, a unica dose a apresdetanda foi a Gltima em que
nenhum efeito foi observado (NOEC), 80 mg'kie Cd (Tabela 7 e Figura 7). Em

ambos 0s casos a atividade da catalase aumentow dootemento da dose de Cd
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aplicada no solo, sendo maior nas plantas em quseh inoculagdo dé. etunicatum

e G. intraradices (FN + FI). A maior atividade da catalase pode iadicnaior
detoxificacdo das plantas em relagdo a@xproduzido na condigéo de estresse gerada
pela presenca do Cd. Ou seja, as plantas nao zattas por FN + FI apresentaram
maior dificuldade em se livrar do 8, produzido, tendo como consequéncia o
aparecimento mais precoce dos sintomas de toxiidae as demais. AZCON et al.
(2009) observaram um aumento na atividade da satala plantas micorrizadas, o que,

por sua vez, acabou protegendo as plantas dos dansasdos pelo estresse oxidativo.

4.2 Aplicacdo de biocarvdo e FMAs na fitorremediacdo de rejeito
multicontaminado e atividade da microbiota do solo

Ambas as plantas cultivadas apresentaram sintomé&sxatidade, como reducéo
no crescimento e clorose nas folhas, muito maisreswnos tratamentos sem biocarvéo.
A clorose nas folhas, provavelmente provocada felee Zn, pode estar associada a
reducdo da absorcdo de Fe, P e Mn, 0 que pode afetamente a fotossintese
(NAGAJYOTI et al., 2010). Os sintomas menos severaspresenca do biocarvao
podem ser observados pela maior producéo de biant@ast® da raiz quanto da parte
aérea das plantas (Figura 8).

O biocarvao é uma biomassa carbonizada que, depdmdias condi¢cdes de sua
pirélise, pode conter uma elevada relacdo O/C deaigrandes quantidades de grupos
funcionais que possuem oxigénio em sua supertaige,como carboxilas, hidroxilas e
fendis. Esses grupos funcionais permitem ao BCr retetais pesados no solo
(UCHIMIYA et al. 2011), diminuindo sua disponibiide para as plantas e,
consequentemente, permitindo seu melhor desenvehon

SUPPADIT et al. (2012) cultivaram pinhdo manso @i sontaminado com Cd
em diferentes concentracdes de biocarvao e corastataaior crescimento das plantas
proporcionalmente a dose de BC aplicada até 1&k@'gAcima dessa concentracio o
pH do solo & muito elevado e o desenvolvimentoidbdm manso foi prejudicado. Os
autores discutem que, além de reter o metal ng sd@& melhora a estrutura do solo e
aumenta a retencdo de agua e disponibilidade diemet, o que contribui para o maior
crescimento das plantas. SOLAIMAN et al. (2010)ki@ém observaram maior producao

de biomassa do trigo cultivado em solo contendadndo. Os autores utilizaram
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Massa da matéria seca (q)

Massa da matéria seca (q)

fertilizantes contendo FMAs e observaram que o B®orfeceu a colonizagéo

micorrizica, o que pode ter contribuido para o maiescimento das plantas.
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Figura 8 — Massa da matéria seca da parte aérea (1) eianfiemca da raiz (2) das
plantas de feijdo-de-porco (A) e pinhdo manso (Bjvadas em rejeito de mineracéo,
em que Controle: tratamento em que nao foram aitz biocarvdo e o fungo
micorrizico G. etunicatum; FMA: contém somente o fungo micorrizico; BC: @mt
somente biocarvao; e BC + FMA: cont&netunicatum e biocarvao. Letras iguais nao
diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

No presente estudo, a colonizacdo foi influencipdla presenca dos metais
pesados (Figura 9). Para o pinhdo manso a inoauldedGlomus etunicatum nao
influenciou na colonizagdo micorrizica, que foiazede 50% maior nos solos com
biocarvao, tanto onde houve inoculacdo quanto dag& apenas fungos nativos. Ja o
feijdo-de-porco apresentou baixa colonizacdo ermstaxb tratamentos, com aumento
significativo de cerca de 40% apenas no tratamentayue foi feita a inoculacado do
FMA juntamente com a adicdo de biocarvao. Aindaimasa porcentagem de
colonizacéo foi mais baixa que no pinhdo mansc déerencas podem ser explicadas
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pela presenca no solo de FMAs considerados makcieiiptas na colonizacdo de
plantas em comparacdo com as espécies mais getexalDEHL et al 2010). Os
fungos nativos colonizaram com mais eficacia o #nmanso, que aparentemente nao
apresentou tanta afinidade comGo etunicatum, resultando na semelhanca entre os

tratamentos com biocarvao, independente de tedbaxi ndo inoculacéo.

Colonizagéo micorrizica (%)

Colonizagéo micorrizica (%)

Figura 9 — Colonizagdo micorrizica nas raizes das planéageijfio-de-porco (A) e
pinhdo manso (B) cultivadas em rejeito de mineragéoque Controle: tratamento em
gue nao foram utilizados biocarvdo e o fungo mizao G. etunicatum; FMA: contém
somente o fungo micorrizico; BC: contém somenteddo; e BC + FMA: contéi@.
etunicatum e biocarvao. Letras iguais ndo diferem entre k peste de Tukey (p <
0,05).
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O feijao-de-porco nao foi bem colonizado pelos amgativos, porém houve
maior preferéncia pel&. etunicatum, como ja foi observado por ANDRADE et al.
(2005), que cultivaram a leguminosa em solucgaoitivatrcontendo Cd e obtiveram
elevada colonizacdo micorrizica. No entanto, PAWLERK & CHARVAT (2004)
constataram que 6. etunicatum pode ser sensivel a presenca de metais pesados no
solo, havendo reducgéao significativa da germinag@ ebporos (podendo chegar a ser
nula) em determinadas concentracdes de Cd, Pb &afriato pode explicar a baixa
colonizacéo observada e seu aumento quando fooaddn o biocarvao.

A presenca de biocarvao no solo pode ser bené&gaiécrorganismos edaficos e
favorecer a colonizagdo micorrizica, como ja foseado por ISHII & KADOYA
(1994), MAHMOOD et al. (2003), MATSUBARA et al. (22) e WARNOCK et al.
(2007). WARNOCK et al. (2009) descreveram uma sé&le mecanismos que
possivelmente estéo relacionados com os efeito&fibea do biocarvdo na colonizagéao
micorrizica, como o aumento da disponibilidade derientes por alteracdes nas
propriedades fisico-quimicas do solo; favorecimatgamutros microrganismos do solo
que podem ser benéficos aos FMAs e alteracOes atugiio de sinais moleculares
pelas plantas, facilitando o reconhecimento plamgo. Além dos mecanismos
citados, a reducao da toxicidade do solo pelacétedos metais presentes pode ter sido
importante neste caso.

N&o sdo apenas os fungos micorrizicos que saoef@dos pela presenca do
biocarvdo. A microbiota edafica como um todo é ueficiada pela biomassa
adicionada. Quando esta na forma de fragmentosonpgiiuenos, o BC apresenta
atividade quimica na sua superficie no sentido lleoraer compostos organicos
soluveis, reter agua e servir como abrigo paraarganismos do solo (BENITES et al.
2005).

A biodiversidade de um solo contaminado € geralenbaixa pela presenca de
elementos téxicos as comunidades em elevadas doag@es (GILLER et al., 2009).
Por proporcionar um habitat potencialmente maiserdiv aos microrganismos, a
aplicacdo do biocarvdo pode auxiliar a preservagdavorecer a biodiversidade em
solos contaminados (BEESLEY et al., 2011).

Diversas técnicas tém sido utilizadas para a détagéo da abundancia de
microrganismos no solo e sua influéncia pelo bmar (BIRK et al., 2009;
GROSSMAN et al., 2010; KOLB et al., 2009; LIANG &t, 2010; O'NEILL et al.,
2009, STEINBEISS et al., 2009). Dentre essas tasnic carbono da biomassa
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microbiana e a respiracdo basal sdo bastanteadtii&zpor indicarem nao so6 alteracdes
na quantidade e atividade de microrganismos, magém darem indicacdo da

degradacdo do BC no solo. Tal informacédo é intargesquando se adiciona BC ao

solo com o intuito de estocar carbono, pois haerésse de que ele ndo seja facilmente
decomposto (LEHMAN et al., 2011). Entretanto, naspnca de metais pesados, 0
biocarvdo atua como mitigador de toxicidade e prdpoa aumento na biomassa e

atividade microbianas (BEESLEY et al., 2011).

Na figura 10 encontram-se os valores de CBM e piregsio basal dos solos
rizosféricos de ambas as plantas e pode-se obsgueatanto a biomassa microbiana
quanto a respiracdo basal aumentaram significaéwgenquando o biocarvao foi
adicionado ao solo. STEINER et al. (2008) e CHANaét (2008) encontraram
resultados semelhantes trabalhando com carva@arbém, respectivamente.
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Figura 10 — Carbono da biomassa microbiana (1) e respirbg&al (2) nos solos
rizosféricos do feijdo-de-porco (A) e pinhdo marn(®&) cultivados em rejeito de
mineragdo, em que Controle: tratamento em que oéd@onf utilizados biocarvéo e o
fungo micorrizicoG. etunicatum; FMA: contém somente o fungo micorrizico; BC:
contém somente biocarvdo; e BC + FMA: contémetunicatum e biocarvao. Letras
iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey Qg05).
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LIAO & XIE (2007) e YAO et al. (2003) observaramega carbono da biomassa
microbiana e a respiracdo basal foram negativamefiteenciados pela presenca de
grandes quantidades de metais pesados no soloduta® na biomassa evidencia a
sensibilidade dos microrganismos do solo a presdagdPs (GILLER et al., 2009) e
pode ser explicada por uma queda na eficiénciatiizagdo do substrato que ocorre
por conta do elevado gasto energético devido aessst ocasionado pela toxicidade dos
metais (CHANDLER et al., 2002). A diminuicdo da r@ssa microbiana pode ser
relacionada também com mudancas na estrutura danidexdle (ABAYE et al., 2005).

STEINBEISS et al. (2009) e KHODADAD et al. (201hservaram variacdes na
estrutura da comunidade microbiana pela adicdaaatvao ao solo, sendo que tipos
diferentes de biocarvdo favoreceram o0 crescimengéo gidupos diferentes de
microrganismos. O material mais recalcitrante e comaior porcentagem de N
favoreceu o crescimento de fungos enquanto o derrdagradabilidade favoreceu as
bactérias Gram negativas.

Em relag&o a respiracdo basal do solo, SMITH €R@lL0) constataram aumento
na liberagdo de CQogo apos a adigdo de biocarvdo, com reducdedisajivas ao
longo do tempo, corroborando com o conceito degestae carbono. Porém, em solos
poluidos com MPs, a respiracdo do solo correlaesgnanegativamente com a
concentracdo de metais e esse efeito inibitoricemid também da concentracdo de
matéria organica no solo, pois quanto mais matémgnica, menor a inibicdo da
atividade pela toxicidade dos metais (OHYA etE988).

Com a adicéo do biocarvdo houve um aumento sigtific no C organico do
solo (Tabela 8). ANDRADE & SILVEIRA (2004), trabahdo com solo rizosférico de
soja contaminado com Pb, sugeriram que a diminuigdcespiracdo basal pode estar
relacionada com o C da biomassa e com a comunglaglese torna metabolicamente
inativa na presenca do metal, como um mecanisma par menos afetada pela
toxicidade do Pb. Assim, a adicdo de matéria oogdaumentou a liberagdo de £0
atribuida principalmente as populacdes metabolictéenativas, que foram as mais
afetadas pelo excesso de metais no solo. Desta farmpresenca de MPs fez com que
houvesse uma pequena comunidade microbiana e &tan@gade respiratoria, e apenas
esta comunidade ativa foi estimulada pela adicaA& dwganico e teve sua atividade

aumentada, porém nao de forma eficiente.
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Tabela 8— Carbono organico nos solos rizosféricos dodeié-porco e pinhdo manso
cultivados em rejeito de mineracdo com e sem aulagao de Getunicatum e com e
sem biocarvao.

Feijao-de-porco Pinhdo Manso
_____________ g kg’l e ——————
Controle 29,57 b 29,82 b
FMA 29,63 b 29,84 b
BC 31,62 a 35,07 a
BC + FMA 31,37 a 34,92 a
CV% 1,03 2,62

Controle: tratamento em que n&o foram utilizadexdivao e o fungo micorrizid@.
etunicatum; FMA: contém somente o fungo micorrizico; BC: @mnt somente
biocarvao; e BC + FMA: contér®. etunicatum e biocarvao. Letras iguais na coluna
nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05)

O quociente metabdlico (qGPrepresenta o quanto de £6sta sendo liberado
pela biomassa microbiana. Para o solo rizosféricofedjdo-de-porco ndo houve
diferenca significativa entre os tratamentos, peméonsolo rizosférico do pinhdo manso
foi possivel observar um aumento no gG® tratamento onde foi inoculado o FMA
(Figura 11). Um aumento ainda maior foi observaganglo se adicionou ambos (FMA
+ BC). Os maiores valores de g&{dicam que a biomassa microbiana foi menos
eficiente na utilizacdo dos compostos organicegréindo mais carbono na forma de
CQO; e incorporando menos carbono aos tecidos micropi@dERCANTE, 2001). O
gCQ: é considerado ferramenta importante na avaliag#o edeitos das condigdes
ambientais sobre a comunidade microbiana do saADERSON & DOMSH, 1993), e
maiores valores sdo encontrados em condi¢fes atalSiezstressantes, nas quais a
biomassa microbiana consome mais carbono para sumtemgdo (SOUZA et al.,
2006). ANDRADE & SILVEIRA (2004) associaram o aurtendo qCQ a um
desbalanco energético sofrido pela comunidade iimma por causa dos disturbios
ambientais gerados pela presenca do Pb. Emboraoarbéo tenha fornecido um
ambiente mais favoravel para o aumento da biomasgsabiana, os metais presentes
ainda foram decisivos para que sua atividade reseftéio eficiente.

Em relacdo ao quociente microbiano (gqMic), que espnta a fracdo do C
organico que corresponde ao CBM, houve aumentadfisegivo quando adicionado o
biocarvdo no solo rizosférico de ambas as plariagi@ 11). Essa relagdo tem sido
reportada como indicador da qualidade da matéganica do solo (WARDLE, 1994),
pois permite acompanhar, de forma mais rapida, exsipacdes promovidas pelo
desequilibrio ecolégico ao reagir mais prontameyie os indicadores fisico-quimicos
(ALVAREZ et al., 1995). Segundo JUNIOR & MELO (199 maiores valores de
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gMic indicam uma maior conversdo do Corg em Cmi.abordo com ANDERSON &
DOMSCH (1989), citado por FIALHO et al. (2006), wrigMic representa maior
ciclagem de nutrientes e, portanto, menor acumelacatbono. No presente estudo
verificou-se que o gMic foi maior na presenca do BC seja, houve maior conversao

de Corg em Cmic e maior ciclagem de nutrientesasasatamentos.
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Figura 11 — Quocientes metabdlico (1) e microbiano (2) nolss rizosféricos do
feijdo-de-porco (A) e pinhdo manso (B) cultivados eejeito de mineracdo, em que
Controle: tratamento em que nédo foram utilizadasdrivdo e o fungo micorrizid@.
etunicatum; FMA: contém somente o fungo micorrizico; BC: @mnt somente
biocarvao; e BC + FMA: contéi@. etunicatum e biocarvao. Letras iguais ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

A fosfatase alcalina € uma fosfomonoesterase dertmnia na mineralizagcado do
P orgéanico do solo e é totalmente relacionada ao®rganismos, ndo sendo produzida
pelas raizes das plantas (que produzem apenasagesfacida), e por isso pode ser
utilizada como indicadora de atividade microbiadANINIPIERI et al., 2011). No solo
rizosférico do feijdo-de-porco houve maior produgéesa enzima nos tratamentos com
biocarvao (Figura 12). Segundo RENELLA et al. (20@3fosfatase alcalina € mais
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suscetivel em solos &cidos, entdo o aumento dogaldianado pelo biocarvao pode
explicar o aumento da enzima nos tratamentos com BC

RENELLA et al. (2005) observaram menor atividaddatdatase alcalina em solo
contaminado com Cd e relacionou com uma menor éefica no metabolismo
microbiano ocasionada pelo metal, ou seja, com womyCQ. No presente estudo,
porém, no solo rizosférico do pinh&o manso naonfoodservadas diferencas entre os
tratamentos quanto a producdo de fosfatase alcatmmora tenha havido diferenca no
qCQ..

A atividade da desidrogenase no solo reflete aidatie oxidativa total da
microbiota, e como € intracelular e de baixa asigiel quando em estado livre no solo,
pode atuar como um bom indicador da atividade rhiara presente no solo (GARCIA
et al., 1997). No entanto, outros autores ndo dersm a atividade desta enzima um
bom indicador da atividade total da microbiota dim $BEYER et al., 1992).

A atividade da desidrogenase é fortemente altgraldacontaminacdo com MPs e
sua atividade diminui em solos com altos niveical@aminagdo (KANDELER et al.
1996; SIMONA et al. 2004). No solo controle do delde-porco a atividade da enzima
foi menor que no solo rizosférico das plantas geeelseram a inoculacdo de.
etunicatum. Para o pinhdo manso, ndo houve diferenca egtatesttre os tratamentos
(Figura 12).

A B-glucosidase é uma enzima que catalisa a hidrdésearios polissacarideos e
B-glucosideos (JIMENEZ et al., 2007). Os produtosultantes da hidrolise s&o
acucares, que sao importante fonte de energiaogaracrorganismos do solo (EIVAZI
& TABATABAI, 1988; MARX et al., 2005). Por ser umenzima sensivel a qualquer
alteracdo causada no ambient@;glucosidase também é utilizada como indicadora da
qualidade do solo (ZHANG et al., 2011).

Segundo ZHANG et al. (2011), B-glucosidase € geralmente adsorvida na
superficie de particulas minerais e da matérianicgéddo solo, 0 que pode explicar o
porque de ndo terem sido encontradas diferencasicigivas entre os tratamentos no
solo rizosférico do pinhdo manso.

BAILEY et al. (2011) estudaram o efeito do biocan&m quatro enzimas do
solo, dentre elas @-glucosidase, e ndo encontraram resultados comstepara
nenhuma das enzimas estudadas. De acordo com @gsaubs efeitos do BC nas
atividades enzimaticas em solos sdo altamentevessié esses efeitos estdo associados

a reacdes que ocorrem entre o biocarvdo e o subgstudado, impedindo, desta
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forma, que sejam medidas de forma satisfatoriaivadatie das enzimas em solos
contendo biocarvdo. A constatacdo dos autores prpkcar os resultados variados
obtidos para as trés enzimas do solo estudadagsene trabalho.
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Figura 12 — Atividade das enzimas fosfatase alcalina (1sidiegenase (2) @-
glucosidase (3) nos solos rizosféricos do feijagaeo (A) e pinhdo manso (B)
cultivados em rejeito de mineracdo, em que Conttoddamento em que ndo foram
utilizados biocarvdo e o fungo micorrizi€a etunicatum; FMA: contém somente o
fungo micorrizico; BC: contém somente biocarvdo,BE + FMA: contém G.
etunicatum e biocarvao. Letras iguais nado diferem entre k peste de Tukey (p <
0,05).

Quanto ao potencial remediador das plantas cudsjagara uma planta ser
considerada hiperacumuladora ela deve armazenacomeantragdo minima de metais

pesados em seus tecidos. Para Cd, Pb e Zn essasittagdes sao 100, 1000 e 10000
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mg kg! de matéria seca, respectivamente (RASKIN et 804l Mais uma vez, assim
como no experimento anterior, o teor de MPs em amalgplantas esteve bem abaixo
do minimo necessario para que uma planta sejadaradia hiperacumuladora, sendo
que o potencial do pinhdo manso foi menor que feigin-de-porco (Tabela 9).

Ao desempenhar o papel de mitigador da toxicidadesjeito multicontaminado,

0 biocarvao diminuiu ainda mais o potencial extrat@s duas plantas, pois, ao reter 0os
metais no solo, impediu que esses fossem absorvilgsins autores observaram
menor absorcdo de metais pesados por plantas e, mibstarda e pinhdo manso na
presenca do biocarvdo (NAMGAY et al., 2010; PARKakt 2011; SUPPADIT et al.,
2012). FELLET et al. (2011) aplicaram diferentesefode biocarvdo em um rejeito de
mineracdo multicontantaminado cujos principais metanstituintes eram Pb e Zn.
Eles observaram um aumento na capacidade de retelecd@gua e pH do solo, e
reducao da biodisponibilidade de Pb, Zn e Cd.

Quanto ao acumulo de metais na parte aérea, honageducao significativa na
absorcéo de Pb, Cd e Zn pelo feijao-de-porco ebdeel pinhdo manso dos solos que
continham biocarvao (Figura 13), comprovando a wliigio do potencial extrator
dessas plantas na presenca do BC. O pinhdo mansgeral, absorveu menos metais
gue o feijdo-de-porco e, quando o BC foi adicionamdosolo e reteve os MPs, a
absorcdo diminuiu ainda mais e os teores de Cdrearam muito baixos e de dificil
deteccdo nos tecidos das plantas, 0 que pode a&axpdicgrande desvio padrdo
encontrado nos tratamentos com biocarvao parah@pimanso.

A disponibilidade dos macro e micronutrientes tambi®i influenciada pela
adicdo de BC no solo. Dentre os macronutrientes,eCa tiveram sua absorcao
aumentada pelo biocarvao enquanto N, P e Mg for@momabsorvidos pelas plantas.
Os teores de micronutrientes também se apresentasdnzidos com a adicdo de
biocarvao (Tabela 9). As plantas apresentaram cdampentos diferentes na absorcéo
de S e B. Enquanto, para o feijao-de-porco, hounendicdo do teor de B na parte
aérea, para o pinhdo manso houve aumento na paeder8C. Quanto ao S, apenas o
feijdo-de-porco apresentou diferenca na absorcacesposta aos tratamentos, havendo

um aumento do teor de S nas plantas dos tratamenmio8C.
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Figura 13 — Acumulo de Cd (1), Pb (2) e Zn (3) na parte aélias plantas de feijao-de-
porco (A) e pinhdo manso (B) cultivadas em rejeiégomineracdo, em que Controle:
tratamento em que ndo foram utilizados biocarvadusmgo micorrizicds. etunicatum;
FMA: contém somente o fungo micorrizico; BC: contéamente biocarvéo; e BC +
FMA: contémG. etunicatum e biocarvdo. Letras iguais ndo diferem entre & este
de Tukey (p < 0,05).
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Tabela 9— Teor de macro e micronutrientes e metais na @E@tea das plantas de feijao-de-porco e pinhasanauitivadas em rejeito de

mineragao com ou sem a inoculagadsdetunicatume com e sem biocarvao.

N P K Ca Mg S Fe Mn Cu Zn B Na

Feijao-de-porco

Controle 26,17a 1,63a 19,83b 4,30c 2,02a 0,72b 67,5886,13a 2,23a 267,62a 37,42a 7,98 a 10,83 6 &2, 51,19b
FMA 2350a 137a 1847b 493c 203a 0,67b 78,7884,13b 2,12b 238,23a 33,57ab 4,82Db 9,66a 1,88a 6221la
BC 16,15b 0,72b 3508a 8,48b 1,07b 1,32a 77,45%2,83cC 1,47b 1858b 28,72b 0,00 c 190b DbB,894,96c
EI\C/:I; 1450b 0,67b 3575a 987a 1,13b 135a 83,725,37c 164c 19,83b 30,13ab 0,32c 235b 0,76 b 5,90c
CV% 16,42 16,43 4,75 11,69 6,84 7,81 13,06 10,05 15,9895,78 14,65 32,81 15,87 22,20 13,74
Pinhdo manso
Controle 18,92a 2,00a 12,00b 355c¢c 2,00a 040a 76,5989, 75a 3,10a 60,85a 1755b 1195a 0,18a 8,8 34,20 a
FMA 1942a 160a 10,90b 4480 190a 040a 47,70ab 201,10a 3,10a 57,25a 19,40b 1440a 0,12ab6a,725,80b
BC 763b 058b 3545a 598 258a 057a 43,32b 163,10a 0,74b 6,42Db 24,876,32b 001lc 0,35b 2,29c
EI\C/I:AT 753b 060b 33,00a 6,83a 268a 053a 39,77164,10a 1,32b 7,62b 22,62 b 8,27 b 0,04 bc 10,203,15¢c
CV% 27,33 29,75 6,57 16,03 18,30 25,61 22,34 29,87 644,324,25 11,69 13,16 60,79 27,29 23,71

Controle: tratamento em que nao foram utilizadogsdnivdo e o fungo micorrizid®. etunicatum; FMA: contém somente o fungo micorrizico;
BC: contém somente biocarvao; e BC + FMA: cont&netunicatum e biocarvao. Letras iguais na coluna ndo diferatreesi pelo teste de

Tukey (p < 0,05).
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LU et al (2012) avaliaram a sorcao do Pb por uncédifo derivado de lodo e
propuseram o0s seguintes mecanismos de estabilidac&®tal pelo biocarvdo: 1) troca
do PB* com C&", Mg?* e outros céations associados ao BC; 2) complexdgd®b na
superficie do BC com diferentes grupos funcionais3) precipitacdo do metal na
superficie. A troca dos cétions pode explicar oentmna absor¢cédo de Ca e diminuigdo
da absorcéo de Pb pelas plantas cultivadas comarbéam, que passaram a ter mais Ca
disponivel a medida que os ions foram sendo lilbsr@addando seu lugar ao Pb, que,
por sua vez, se tornou menos disponivel. No presestudo, além do Pb, foram
avaliados os teores de Cd e Zn que, por tambémsaitons bivalentes, podem ter a
diminuicdo em seus teores na parte aérea das pkxplicada da mesma forma.

Ainda de acordo com LU et al. (2012), os cationsnavalentes como o K
também podem ser trocados com 0s contaminante®sjtporém essa troca € menos
frequente. FELLET et al. (2011) relacionaram o astmena disponibilidade de alguns
elementos a concentracdo destes no proprio biazami&ado. No presente estudo foi
utilizado um BC derivado de palha de cana-de-agtmar elevadas concentracfes de K
e S (Tabela 5) e concentracdo de Ca muito maioadreontrada no solo (Tabelas 4 e
5), o que também pode ter ocasionado o aumentaspanibilidade e consequente
absorgéo de K, Ca e S pelas plantas.

Quanto aos nutrientes que tiveram sua disponibidicdiminuida pela presenca do
biocarvdo, YAO et al. (2011) constataram que o di#o derivado de residuos de
beterraba provenientes da producgéo de agucar ademfiato do solo. Para que ndo haja
deficiéncia de nutrientes durante a remediagcdondeselo contaminado e que tenha
baixa fertilidade, o biocarvao pode ser combinaoim cnsumos organicos (BEESLEY
et al., 2010; PELTZ et al., 2010).

Ainda que tenha havido uma diminuicdo no potentitakextrator de metais
pesados, o biocarvao apresentou elevado poteraceim tipo diferente de remediacao
de solos contaminados por MPs: a estabilizacdo, pmae reduzir o potencial de
migracdo dos contaminantes até cursos d’agua.o@sftiabilizacdo, ou seja, o uso de
plantas para a estabilizacdo dos contaminante®loopsoporciona uma cobertura ao
solo e protecdo contra processos erosivos. A graadeagem do uso do biocarvao
neste caso é a diminui¢cdo do risco de transfer&usametais para o ecossistema ao
diminuir sua absorcao (Figura 13) e consequentesfeeéncia para a parte aérea
(BEESLEY et al., 2011).
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5 CONCLUSOES

- Os indices LOEC e NOEC foram aumentados nas gdarwlonizadas por fungos
nativos e inoculados (FN + FI) para a maior pads parametros testados, ou seja, a
inoculagdo permitiu maior colonizagcdo micorrizicague conferiu as plantas maior
protecdo quanto aos efeitos deletérios do Cd eippergue os sintomas de toxicidade

aparecessem nas concentracfes mais elevadas dipo meta

- A micorrizagdo aumentou o potencial acumuladorGCde do feijao-de-porco e do
pinhdo manso, aumentando a quantidade de Cd atbs@wiminuindo os sintomas de

toxicidade;

- Adicédo do biocarvéo foi o principal fator respawsl pelo melhor desenvolvimento
das plantas e maior atividade da microbiota edafé tendo ocorrido o efeito de

interacdo biocarvao-fungos micorrizicos;

- As atividades enziméticas ndo sdo os melhoresrros para avaliagdo da atividade
microbiana em solos com biocarvdo. A respiracdoalb&s um parametro mais

responsivo;

- O potencial de extragdo de metais pesados desaasbplantas diminuiu na presenca
do biocarvao, entretanto, o potencial de estagdiaados metais no solo foi elevado,
sugerindo que a estratégia correta para o usoodarkéio em solos contaminados por

metais pesados seja a fitoestabilizacao.
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