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RESUMO GERAL

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) tém sido utilizados em programas de
reabilitacdo de solo em funcdo do efeito benéfico exercido sobre os hospedeiros. Neste
trabalho foram avaliadas a atividade microbiana e a tolerancia das plantas (Senna
spectabilis, Caesalpinia  ferrea, Erythrina  velutina, Mimosa tenuiflora, M.
caesalpiniaefolia e Ricinus communis) a contaminacdo do solo por metais pesados.
Coletas de solos com e sem contaminacdo foram realizadas nos periodos seco
(agosto/2004) e chuvoso (abril/2005), em areas de industria metaldrgica, em Belo
Jardim-PE. Nos experimentos foi adicionado solo contaminado ao nativo, nas
proporgdes 0, 7.5, 15 e 30% correspondendo respectivamente a 7.6, 58.6, 97.2 e 93.8
mgPb.kg solo™. foram avaliados altura, didmetro do caule e matéria seca, das plantas
inoculadas ou ndo com FMA, apds 100 dias em casa de vegetacdo. A biomassa
microbiana e a respiracdo basal foram menores no periodo seco (70 ugC.g solo™ e 41
mgC-CO,.g solo?) em relagdo ao chuvoso (252 ugC.g solo™ e 52 mgC-CO,.g solo™),
enquanto o quociente metabolico foi superior no periodo seco (7,7 e 0,3 mgC-CO,ug
C.g solo™?), indicando o estresse ambiental. A atividade da fosfatase &cida foi
estimulada pelo cultivo das plantas com FMA, mas estas ndo tiveram o0 crescimento
beneficiado pela micorrizacdo. Entre as plantas testadas, Erythrina velutina foi a mais

tolerante no tratamento recebendo 15% de solo contaminado.

Palavras-chaves: metal pesado, atividade microbiana e fungo micorrizico arbuscular



ABSTRABT

The arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) have been used in soil reabilitation programs
due to the benefits to their hosts. In this work, microbial activity and tolerance of plants
(Senna spectabilis, Caesalpinia ferrea, Erythrina velutina, Mimosa tenuiflora, M.
caesalpiniaefolia and Ricinus communis) to heavy metal contaminated soils were
evaluated. Samples of contaminated and non contaminated soils were taken during the
dry (august/2004) and wet (april/2005) periods, in areas of metallurgic industry in Belo
Jardim- PE. In the experiment, contaminated soil was added to the control soil in the
proportions: 0, 7.5, 15, 30% (v/v), corresponding respectively to 7.6, 58.6, 97.2 e 95.8
mg Pb. Kg soil™. Plant height, shoot diameter and dry matter of plants inoculated or not
with native AMF were evaluated after 100 days at the greenhouse. Microbial biomass
and basal respiration were lower during the dry period (70 pumC.g soil™* and 41 mgC-
CO..g soil™) than in the wet period (252 umC.g soil* and 52 mgC-CO,.g soil™*), while
CO, was higher (7,7 and 0,3 mgC-CO,um C. gsoil™) during the dry period, indicating
environmental stress. The phosphatase acid activity was stimulated in the rhizosphere of
mycorrhized plants, but presence of AMF was not effective to improve plant growth in
the contaminated soil. Among the tested plants, Erythrina velutina was the most tolerant in the

treatment receiving 15% of contaminated soil.

Key-words: heavy metal, microbial activity and arbuscular mycorrhizal fungi
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INTRODUCAO GERAL

Quando em estado natural, o solo possui um “equilibrio” que pode ser perturbado por
diversas acdes, entre elas as atividades antropicas (Garcia et al., 2000). Solos contaminados por
acao da mineracdo ou pelo processamento de metais, incluindo o descarregamento macico de
residuos, normalmente produzem os casos mais severos de contaminagdo ambiental (Klauberg-
Filho et al., 2005).

A utilizacdo de solos contaminados para producdo de alimentos tem preocupado varios
paises desde o inicio da década de 1970, devido a possibilidade de se ingerir alimentos
contaminados com metais pesados. Por esse motivo, limites de contaminagdo foram estabelecidos
no sentido de proteger as plantas e 0s animais dos efeitos negativos do excesso de metais; porém,
esses limites pouco consideram a sensibilidade dos microrganismos do solo (Klauberg-Filho et
al., 2005), os quais desempenharam papel fundamental na manutencdo dos ecossistemas
terrestres, atuando na producdo primaria de biomassa pelas plantas e nos ciclos biogeoquimicos
(Azevedo et al., 2004; Lambais et al., 2005).

As plantas sdo componentes importantes dos ecossistemas, transportando elementos do
ambiente abidtico para o bidtico. Entre esses elementos alguns podem ser danosos na
contaminacdo alimentar como o As, Cd (cadmio), Hg (mercdrio) e Pb (chumbo).
Simultaneamente, outros micronutrientes como o Cu (cobre), Cr (cromo), Ni (niquel) e Zn
(zinco), quando em altas concentracfes, podem ser toxicos tanto para as plantas como para 0s
animais. A biodisponibilidade de um elemento para a planta é controlada por muitos fatores
associados ao solo, as condigdes climaticas, ao gendtipo da planta e ao manejo agricola

(Chojnacka et al., 2005).
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Dentre os microrganismos do solo encontram-se 0s fungos micorrizicos arbusculares
(FMA), simbiontes obrigatérios que colonizam as raizes das plantas e sdo considerados 0s
principais componentes da microbiota rizosférica (Moreira & Siqueira, 2002).

A dindmica dos microrganismos e sua interagdo com o ambiente (solo) refletem as
perturbacdes ambientais, por este motivo foram estabelecidas metodologias para estimar a
atividade microbiana dos solos. Dentre essas, destacam-se a atividade da fosfatase e da
desidrogenase, a emissdo do gas carbdnico (CO,) e a estimativa da biomassa microbiana (Vance
et al., 1987; Garcia et al., 1994; 2000).

Neste trabalho foram avaliadas a atividade microbiana e a interagdo de plantas e fungos

micorrizicos arbusculares em solo contaminado com metais pesados.

11
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CAPITULO 1

REVISAO DE LITERATURA
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REVISAO DE LITERATURA

1. Contaminagao por Metais Pesados

O solo é a base de toda a biosfera e o local onde ocorrem as diferentes atividades
biolégicas dos organismos que oscilam entre germinar e apodrecer, viver € morrer. Assim, no
caminho bioldgico e bioquimico, o solo representa a interface mais importante no intercdmbio
global de matéria organica e energia (Filip, 2002).

Como recurso natural para a producdo de alimento, o solo desempenha trés funcdes
fundamentais no ambiente filtracdo- capacidade de reduzir os contaminantes contidos na agua;
producdo- capacidade para produzir colheitas de qualidade; e degradacdo- capacidade para
funcionar como ecossistema auto-sustentavel e com aptidao para degradar os substratos organicos
(Trasar-Cepeda et al., 2000).

Solos contaminados e solos poluidos favorecem o desequilibrio do ambiente e diferem
entre si devido a concentracBes de determinado elemento quimico. No primeiro caso esta
concentracdo estd acima das condigdes naturais, e no segundo 0s componentes bioldgicos, a
funcionalidade e a sustentabilidade do ecossistema estdo sendo comprometidos (Accioly &
Siqueira, 2000).

Dentre os agentes poluidores estdo os residuos quimicos oriundos da producdo de
pesticidas, combustiveis, solventes, explosivos e corantes, com diferentes estruturas e niveis de
toxidade, que sdo liberados no solo por varias fontes antropogénicas. Destas, destacam-se trés
fontes principais de poluicdo: a atividade industrial, o rejeito municipal e as praticas agricolas

(Gianfreda & Rao, 2004). A producdo crescente de residuos poluidos e o descarte indiscriminado
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no solo provoca danos de dificil recuperacdo ao ambiente e a diminui¢édo da qualidade ambiental
(Costa et al., 2004).

A qualidade do solo foi definida como “a capacidade de um solo funcionar dentro dos
limites de um ecossistema para sustentar a produtividade biol6gica, manter a qualidade ambiental
e promover a saude das plantas e animais” (Doran & Parkin, 1996). Mais tarde, Dick (1997)
considerou a “satde” do solo como “a habilidade do solo realizar as fungdes que sao requeridas
pelos componentes bioldgicos do ecossistema dentro dos fatores ambientais do local”.

A utilizag&o de um solo como local de descarte ou de deposi¢géo de materiais considerados
poluentes, s6 é viavel quando este apresenta caracteristicas apropriadas. Dentre estas, destacam-
se a presenca de matéria organica e de 6xidos de ferro, aluminio e manganés, que sao capazes de
complexar e reter diversos metais e moléculas orgéanicas, impedindo a sua percolacéo no perfil do
solo (Costa et al., 2004).

Os metais podem estar presentes no solo como ions metélicos livres, complexos sollveis
(sequiestrados por ligantes), ions trocéveis, insollveis na forma de Oxidos, carbonatos e
hidréxidos e como constituintes da estrutura dos minerais silicatados (Leyval et al., 1997). Estes
fons metélicos ndo migram muito facilmente entre as camadas do solo, ocorrendo como
complexos minerais solUveis adsorvidos nas fases coloidais ou associados na fase solida (Van
Assche & Uyttebroeck, 1980).

Os metais pesados sd0 assim designados por ter peso especifico maior que 6 g.cm™ ou
namero atbmico maior que 20. Essa classificacdo, baseada na densidade, acaba englobando
grupos de metais, semi-metais e até ndo metais (selénio). Alguns dos metais pesados mais toxicos

sdo mercurio (Hg), chumbo (Pb), cddmio (Cd), cobre (Cu), niquel (Ni) e cobalto (Co). Os trés

14
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primeiros sdo particularmente toxicos para animais superiores e 0s trés Gltimos sdo mais toxicos
para plantas do que para animais (Costa et al., 2004).

O chumbo, em especial, € um elemento quimico poluente do solo e potencialmente toxico
para animais e plantas. Sua ocorréncia em solo esta ligada a adi¢do antropogénica, bem como ao
intemperismo das rochas (Pierangeli et al., 2001), que ao sofrer alteracdo fisica, quimica e
bioguimica formam novos constituintes minerais muito reativos com grande area de superficie e
carga elétrica quase sempre eletronegativas. Dentre os elementos indicados para adsorver estes
cations estdo os argilominerais e os 0xidos (Calvo, 1999).

A contaminagéo por metais pesados pode ocorrer como conseqiéncia do manejo intensivo
de areas agricolas, sobretudo em paises altamente industrializados, com elevada aplicacdo de
insumos e utilizacdo de residuos e lodos como fertilizantes. A contaminacdo por metais também
pode ocorrer nas vizinhangas de inddstrias metalUrgicas ndo-ferrosas (Al, Cu, Pb e Zn), nas
rodovias, pelo desprendimento de particulas contendo Pb que atingem a superficie do solo via
corrente de ar ou pingo de chuva, na aplicacdo de estrume de porco (Cu) no solo, no uso de
compostos de lixo doméstico e esgoto (Cu, Zn e Pb) e no uso de pesticidas contendo metais
pesados na sua constituicdo (Cu) (Van Assche & Uyttebroeck, 1980).

Elementos quimicos quando ingeridos podem causar maleficios aos humanos, como por
exemplo: o béario pode causar problemas vasculares e cardiacos, o cadmio: disfungdo renal,
hipertensdo, inibicdo do crescimento e cancer, o cobre: danos capilares, problemas hepéticos e
renais e irritacdo do sistema nervoso central seguido de depressdo e o chumbo: anemia, doencas
renais, disfuncdes reprodutivas, perturbagdes neuroldgicas (como atraso mental ou alteraces do

comportamento) (Azevedo et al., 2004).
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Por este motivo, a descontaminacdo do solo é considerado um topico prioritario na
legislacdo ambiental vigente (Ernst, 1996). De acordo com o Conselho Nacional do Meio
Ambiente- CONAMA (Resolugdo N° 357/2005), a contaminacdo de um solo depende da
concentracdo do contaminante, do seu grau de toxidez, da sua solubilidade em &gua, densidade,
porosidade e permeabilidade do solo. A maioria dessas interacbes pode ser avaliada pelos
padrdes de agua para consumo humano, bem como suas classes de enquadramento de usos.

Nos ultimos anos houve maior interesse em se estudar formas de utilizacdo dos
organismos para remediagdo “in situ”, isto é, em processos de biodegradacao, biorremediacdo e

fitorremediacdo (Ernst, 1996).

2. Atividade Microbiana

Os microrganismos representam as formas de vida mais abundantes do planeta e detém a
maior diversidade genética global. A microbiota do solo € responsavel por transformacdes
fundamentais nos ciclos biogeoquimicos, na reciclagem da matéria organica, na degradacdo dos
xenobiontes, na fixacdo do N, atmosférico e na producao dos gases relacionados ao efeito estufa
(Lambais et al., 2005).

Os organismos do solo sdo responsaveis, direta ou indiretamente, por processos
bioguimicos diversos, como a transferéncia de energia no sistema solo-planta-atmosfera,
constituindo a base da sustentacdo e produtividade dos ecossistemas terrestres em equilibrio
(Moreira & Siqueira, 2002). O papel essencial dos microrganismos é a circulacdo, reciclagem e
transformacdo dos nutrientes, utilizando como fonte de energia produtos de origem vegetal ou
artificial e disponibilizando carbono, nitrogénio, fésforo, enxofre e outros elementos para plantas

ou outros organismos (Calvo, 1999).
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De modo geral, os organismos sdo bastante versateis em adaptar-se a mudancas
ambientais. Algumas espécies podem sobreviver em condicGes extremas de salinidade,
temperatura, pressdo e pH. LimitacGes fisicas (adgua, aeracdo, porosidade, adesdo) e quimicas
(disponibilidade de nutrientes e toxidade de elementos como metais pesados) podem ocorrer nos
solos, mas muitos microrganismos sdo capazes de superar esses fatores em fungéo de adaptacdes
fisiologicas (Moreira & Siqueira, 2002).

O estudo da diversidade microbiana nos solos é essencial tanto para a definicdo de
estratégias de preservacdo da biomassa, como para o desenvolvimento de sistemas indicadores de
alteracGes ambientais associadas a distlrbios, como a presenca de poluentes ou a utilizacdo néo-
sustentavel de solos agricolas (Lambais et al., 2005).

Embora altas concentracfes de metais no solo sejam tdxicas para bactérias e fungos,
alguns microrganismos tolerantes tém sido estudados para remocgdo dos metais dos solos
poluidos, e para fornecer um entendimento biolégico da adaptacdo dos organismos vivos em
ambientes extremos (Leyval et al., 1997).

Metais pesados e elementos radioativos como os radionuclideos podem interagir com 0s
microrganismos por meio da adsorcao desses elementos no envelope celular (biosorc¢éo) ou pela
translocacdo ativa para dentro da célula (bioacumulagéo) (Moreira & Siqueira, 2002).

A biota do solo, especialmente bactérias, fungos e plantas superiores podem modificar as
condicOes e processos quimicos e fisicos que determinam a biodisponibilidade do metal (Ernest,
1996). Além do mais, podem contribuir para a descontaminacdo do solo pela degradacdo dos
poluentes organicos ou imobilizacdo dos metais pesados e pela formacdo da estrutura do solo
(Nannipieri et al.,, 2002). No entanto, a diminuicdo da atividade de uma populagcdo de

microrganismos, por alteracdo das condi¢fes ambientais, podera ser compensada pelo aumento
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da atividade de outra populacdo sem alteracdo significativa da atividade total da comunidade
(Lambais et al., 2005).

A atividade metabdlica dos microrganismos do solo é toda reacdo bioquimica que pode
provocar alteracBes nas propriedades fisicas do solo, como o efeito da excrecdo de
polissacarideos na agregacao do solo. Esta atividade pode ser dividida em geral, proveniente de
todos ou quase todos os microrganismos do solo (ex. respiracdo e a producdo de calor), e
especificas, exercidas por grupos especificos (ex. os fixadores de nitrogénio e os nitrificadores)
(Moreira & Siqueira, 2002). As atividades microbiana e enzimética do solo sdo consideradas
indicadores de monitoramento dos distirbios ou poluicdo do solo, devido ao seu papel no
funcionamento do ecossistema (Hinojosa et al., 2004).

A respiragdo dos microrganismos tem sido utilizada como parametro, para quantificar a
atividade microbiana no solo, e representa a oxidacdo da matéria organica por organismos
aerdbios que utilizam oxigénio como aceptor final de elétrons (Moreira & Siqueira, 2002).

Estudos realizados em solos degradados apresentam valores acentuados de respiragdo por
unidade de biomassa em relacdo aos solos naturais. Segundo Garcia et al. (2000), os
microrganismos presentes em solos impactados, ainda que escassos em numero, estdo adaptados
ao estresse existente, mantendo a taxa de respiragéo elevada.

A biomassa microbiana é um importante atributo do solo para obter informacdes rapidas
sobre mudangas nas propriedades organicas do solo, na deteccdo de alteracbes causadas por
cultivo na devastacdo de florestas, no monitoramento dos processos de regeneracdo apds a
remocao da camada superficial e para avaliar os efeitos dos poluentes nesses ambientes (Frighetto
& Valarini, 2000). A medida do carbono da biomassa tem sido usada como indicador de

mudangas na comunidade do solo sob estresse por excesso de metais pesados, como pode ser
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visto no trabalho de Andrade & Silveira (2004), onde o Pb disponivel no solo correlacionou-se
negativamente com o C da biomassa.

A atividade enzimatica também tem sido utilizada como indicador de qualidade do solo
em varios estudos sobre impactos nesses ambientes. As enzimas sdo catalisadores importantes
nos processos metabolicos, incluindo a decomposicdo de material organico e a desintoxicacao
dos xenobidticos (Maila & Cloete, 2005).

As reacOes enzimaticas podem ser inibidas pelos metais pela complexacdo com o
substrato, pela combinacdo com o grupo protéico da enzima ativa e pela reagdo com o complexo
enzima-substrato. O modo de agéo varia de acordo com o tipo de enzima e pouco se sabe sobre 0
mecanismo exato da interagdo do metal com as mdltiplas enzimas que podem existir no solo
(Dick, 1997).

A excrecgéo de enzimas pelos microrganismos na solugéo do solo pode ser importante na
hidrélise dos substratos com cadeia molecular longa ou insoltvel, viabilizando o transporte de
nutrientes para as células, na desintoxicacdo do ambiente ou na producdo, em alguns casos, de
uma condicdo favoravel para a sobrevivéncia dos organismos (Dick, 1997).

A acgdo das enzimas na reabilitacdo do meio acontece em fungdo das variagfes de pH,
umidade e substrato, e permite estabelecer comparagfes com propriedades do solo e tratamentos
aplicados utilizando fertilizantes, pesticidas, residuos, etc. A maioria dos estudos relaciona o
efeito dos contaminantes do solo, tais como 0s metais, sobre as rea¢Ges cataliticas no sistema
solo-planta (Lobo et al., 2000).

As enzimas estdo presentes no solo na forma bidtica, associadas aos microrganismos
viaveis ou a fauna do solo e na forma abidtica, ndo associada as celulas vivas, como enzimas

extracelulares complexadas aos coldides organicos e minerais (Dick, 1997). Algumas s&o
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encontradas apenas em células vivas, como as desidrogenases, enzimas da membrana que estao
envolvidas no processo de transporte de elétrons e sintese de ATP. Além desta enzima ainda
podem ser estudadas as oxidoredutases, transferases e hidrolases, devido aos seus envolvimentos
em processos de degradacdo da matéria organica e liberacdo de nutrientes (Moreira & Siqueira,
2002).

A desidrogenase é amplamente utilizada como indicador da atividade bioldgica do solo
devido a sua relacdo com as células vidveis. Esta enzima utiliza diretamente o oxigénio como
aceptor de hidrogénio (Dick, 1997), permitindo medir o impacto de moléculas tdxicas sobre a
atividade microbiana pela reducdo do cloreto de trifeniltetrazolio (TTC), receptor artificial de
elétrons, a trifeniltetrazolio (TTF). Esta acdo pode ser realizada por quase todos 0s organismos
(Friguetto & Valarini, 2000).

Enzimas extracelulares, incluindo fosfatases, sdo importantes para a degradacdo de
substancias orgénicas no solo e estdo envolvidas na mineralizagdo de fosfato organico. A
atividade da fosfatase é influenciada pelas diversas propriedades do solo, pela cobertura vegetal e
pela presenca de inibidores e indutores (Frighetto & Valarini, 2000). Esta hidrolase ativa a
transformacéo do fésforo organico em inorgéanico, facilitando a assimilacdo deste pelas plantas
(Garcia et al., 2000). fons fosfato podem ser liberados dos compostos organicos por meio de
reacOes catalisadas pela fosfatase. Tais reacOes podem ser ativadas em trés componentes da

rizosfera: solo, microrganismos e raizes das plantas (Tarafdar & Jungk, 1987).

3. Remediacao - Fitorremediacdo
A atividade da mineracdo é conhecida, na maioria dos casos, por devastar grandes areas

de forma que o solo fica inapropriado para cultivo. Os distarbios sdo mais evidentes e
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prolongados nas areas aridas submetidas a baixa umidade, acimulo de sais e riscos de eroséo
devido a baixa densidade da vegetacao local, responsavel também por fornecer habitat para os
microrganismos (Rao & Tak, 2002).

A recuperacdo natural inclui processos quimicos, fisicos e bioldgicos tais como dispersao,
sorcdo, volatizacdo, oxidacdo abiotica, hidrdlise e biodegradacdo. Entre esses processos naturais a
oxidacdo abiotica, hidrdlise e biodegradacdo sdo apenas mecanismos atenuadores efetivos
capazes de reduzir os contaminantes. Quando a adi¢do de contaminantes excede o nivel de
degradacdo natural é necessario remediar o local usando processos de remedia¢do que requerem a
interveng@o humana para aumentar ou acelerar o poder de degradacdo dos agentes de remediacgéo
selecionados (Gianfreda & Rao, 2004).

As vantagens de se usar bioindicadores esta em entender o efeito da toxidez por meio de
testes rapidos e metodologias acessiveis disponibilizadas para analisar a extensdo do efeito dos
poluentes presentes. As desvantagens estdo na incapacidade de distinguir a origem da toxidez (se
vem de material natural ou de metabdlicos), e na dificuldade de se relacionar as respostas dos
bioindicadores a concentracdo dos contaminantes e nas diferentes respostas aos testes para 0s
varios tipos de elementos téxicos (Maila & Cloete, 2005).

Para reabilitar solos contaminados com metais pesados é possivel adotar diferentes
estratégias. A solucdo mais viavel envolve a remogdo do solo e substituicdo por solo ndo poluido.
Porém, em larga escala, esta opcdo ndo é recomendavel, devido ao alto custo envolvido no
processo. Uma abordagem mais recente pode ser a purificagdo do substrato “in situ” ou “ex situ”
utilizando técnicas quimicas ou fisico-quimicas, que “extraem” ou “removem” 0s metais do solo.

A desvantagem associada com tal técnica é o aumento da mobilidade dos metais que
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permaneceram e as mudancas das caracteristicas fisico-quimicas do substrato (Arienzo et al.,
2004).

A fitorremediacdo é um tipo de remediacdo que consiste no emprego de plantas para
melhorar a funcionalidade do solo. A associacdo da planta com microrganismos tolerantes pode
remover, imobilizar ou tornar os contaminantes menos inofensivo ao ecossistema (Accioly &
Siqueira, 2000).

O uso de plantas no tratamento de agua vem sendo utilizado ha mais de 300 anos. No
entanto, apenas na metade dos anos setenta, este tipo de remediacdo passou a ser empregada em
solo contaminado. Na maioria dos ambientes, as plantas sdo continuamente agredidas por toxinas
organicas e metélicas e, mesmo assim, desenvolvem mecanismos de adaptacdo, sobrevivéncia, e
crescimento. Dentre os mecanismos desenvolvidos destacam-se a absorcdo e a imobilizagcdo dos
metais pela raiz, restringindo a translocacdo para a parte aérea da planta (Cunningham & Lee,
1995). Desta forma, as préaticas de remediacdo podem melhorar o estado quimico e biol6gico do
solo, porém ndo eliminam totalmente os residuos de metais pesados. O uso de corretivos
contribui para diminuir a biodisponibilidade do metal, aumentar o pH e restaurar as propriedades
microbioldgicas do solo (Mora et al., 2005).

No processo de selecdo de espécies de plantas utilizadas em programas de revegetacéo,
aspectos como tipo de solo, temperatura, clima e volume de chuva do local devem ser observados
(Garcia et al., 2005). Um dos requisitos basicos para o sucesso de qualquer técnica de
revegetacao € a selecdo de plantas tolerantes aos contaminantes (Carneiro et al., 2002).

De acordo com Nogueira (1996), a resisténcia das plantas aos metais pode ser atingida por

exclusdo e tolerancia. A exclusdo é definida como a habilidade de um organismo prevenir a
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excessiva absorcdo de metais, e tolerancia é a habilidade dos organismos de suportarem a
excessiva concentracdo de metais em seu corpo, ou em parte dele.

Assim a fitorremediacdo inclui a fitoextracdo (a utilizacdo de plantas para remover
contaminantes do solo), a fitovolatizacdo (o uso de plantas para tornar volatil elementos quimicos
do solo), a rizofiltracdo (utilizacdo de raizes de plantas para remover contaminantes de aguas
correntes) e a fitoestabilizacdo (uso de plantas e agentes amenizantes do solo para remover,
imobilizar ou tornar 0s contaminantes menos nocivos ao ecossistema) (Costa et al., 2004).

O sucesso da fitorremediacao depende de trés fatores: o nivel de contaminacédo do solo, o
nivel de metais biodisponiveis (aspectos fisico e quimico) e a capacidade da planta em acumular
o metal na folha (Ernest, 1996). O crescimento das plantas em ecossistemas onde o solo foi
alterado pelo homem é lento, o desenvolvimento € alterado e a taxa de mortalidade é alta
(Malcova et al., 2001). Segundo Ledin & Pedersen (1996), a freqliente dificuldade das plantas
crescerem diretamente no solo contaminado é devida aos baixos conte(ldos de matéria organica e
nutrientes, a auséncia de cobertura vegetal e a toxidade do rejeito.

A presenca de vegetacdo nativa ou com espécies introduzidas pelo homem que tolerem o
indice de contaminacdo do local, € um fator que influencia no poder depurador, devido a
intervencgéo direta das plantas na reciclagem e circulacdo de diversos elementos (Calvo, 1999).
Por isso, a vegetacdo encontrada em areas contaminadas representa importante fonte potencial de
ecdtipos tolerantes a poluicdo e adaptados ao ambiente estressante (Carneiro et al., 2002). A
revegetacdo apresenta vantagens, dada a sua natureza permanente, 0s baixos custos de
manutencdo, protecdo do solo contra erosdo edlica e hidrica, melhoria da estruturacdo do solo e

aumento da fertilidade, permitindo sucessao bioldgica na area (Accioly & Siqueira, 2000).
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Estudos estdo sendo realizados visando identificar plantas que absorvam contaminantes
em taxa mais elevada, acumulando-os em concentracdes de 1 a 3% na matéria seca, ou ainda,
plantas modificadas geneticamente para extrair os contaminantes em maiores quantidades (Costa
et al., 2004).

Varios trabalhos citam a importancia das plantas na fitorremediacdo de solos
contaminados. Em solos de mineradora, Lollium perene tem sido utilizada para revegetar areas
contaminadas com Cu, Pb e Zn, na Italia (Arienzo et al., 2004). Yanqun et al. (2004) observaram
que a capacidade de 20 espécies vegetais de acumular Pb, Cd, Cu e Zn aumentou de acordo com
0 tipo de planta, ou seja, arbustos > arvores > herbéaceas e os metais foram absorvidos na ordem
de grandeza de Pb < Cu < Cd < Zn. Deng et al. (2004) evidenciaram que 12 espécies de plantas
de péantanos e &reas alagadas acumulam metais principalmente na raiz. Viard et al. (2004)
estudaram a bioacumulacdo de Pb, Zn e Cd em gramineas e no solo observando que a quantidade
dos metais diminui com o aumento da distancia de rodovias na Franca. No sudeste brasileiro,
Carneiro et al. (2002) utilizando 21 espécies de herbaceas tropicais, observaram que Trifolium
repens L., Euchlaena mexicana Schrad, Cynodon dactylon (L.) Pers, Avena strigosa Schreb,
Cenchrus ciliares L. e Cyperus sp., apresentam crescimento satisfatério em solo contaminado

com cadmio e zinco e Pffafia sp. é capaz de acumular o Cd na parte aérea da planta.

4. Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMA)
Os microrganismos durante a evolu¢do adquiriram caracteristicas e adaptacdes para
coexistirem com 0s outros seres vivos. Dentre as relagcBes bioldgicas, a simbiose entre certos
fungos e raizes de plantas, conhecidas como micorriza, € um dos tipos mais importantes de

associacdo. Acredita-se que as micorrizas surgiram ha 400 milhdes de anos, porém, apenas no
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século XIX, a associacdo das raizes com os fungos foi chamada de “micorriza” (Moreira &
Siqueira, 2002).

A micorriza € uma associacdo mutualistica, na qual as raizes de plantas vasculares sao
invadidas por fungos especificos, ocorrendo perfeita integracdo morfoldgica e funcional entre os
simbiontes. Trata-se de uma simbiose praticamente universal, ndo sé pelo grande nimero de
plantas susceptiveis a micorrizagdo, como por sua ocorréncia generalizada. Os fungos formadores
de micorriza habitam o solo e colonizam as raizes, estabelecendo inter-relacbes onde a planta
fornece substrato energético ao fungo, e este, através da rede de hifas externas, captura nutrientes
da solucdo do solo e os transfere a planta hospedeira (Frighetto & Valarini, 2000).

As micorrizas sdo classificadas em diversos tipos, entre 0s quais 0 mais comum nos
tropicos é a micorriza arbuscular. Os fungos que formam essa associacdo sdo denominados
fungos micorrizicos arbusculares (FMA) e estdo atualmente classificados no filo Glomeromycota
(Schupler et al., 2001).

A propriedade simbiotica € determinada pela habilidade da planta adquirir nutrientes
através do micélio do fungo (micotréfico), da dificuldade do fungo completar o ciclo de vida
independente do hospedeiro, uma vez que a fisiologia o obriga a simbiose (fungo dependente) e
ao melhor desenvolvimento da planta quando formando a micorriza (dependéncia da planta a
micorrizacdo) (Azcon-Aguilar & Barea, 1997). Os fungos micorrizicos arbusculares sdo
obrigatoriamente dependentes do carbono da planta hospedeira como fonte de energia e este s6 é
disponibilizado pela simbiose (Marschner & Dell, 1994). Portanto, o micélio do FMA pode ser
intraradical, com hifa e outras estruturas (arbusculos e vesiculas) sendo formadas dentro da raiz e
extraradical com producdo de esporos e exploracdo do solo promovendo a absorcdo de agua e

nutrientes (Rillig et al., 2003).
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A maioria das plantas vasculares sdo capazes de se associar aos fungos micorrizicos.
Excecbes como a de alguns membros das familias: Brassicaceae, Amarantaceae, Commelinaceae,
Juncaceae, Proteaceae, Poligonaceae, Cyperaceae, Chenopodiaceae, podem ocorrer devido a
producdo de compostos fungistaticos, da insuficiéncia de sinais moleculares entre o fungo e a
planta para a associagdo e da deficiéncia na aderéncia ou existéncia de barreiras fisicas na parede
do hospedeiro. Em relagdo ao ambiente, condi¢des de elevada fertilidade do solo e a adigéo de N
e/ou P em quantidades suficientes podem otimizar o crescimento da planta e reduzir a
necessidade de simbiose (Moreira & Siqueira, 2002).

Entre as fungdes dos FMA destacam-se a contribuicdo para aumento da disponibilidade de
agua e de varios nutrientes, especialmente o P para a planta hospedeira (Rao & Tak, 2002). Solos
com propagulos de FMA apresentam maior atividade respiratéria do que solos sem propégulos,
possivelmente por causa da contribui¢do da atividade metabdlica das estruturas externas do FMA
e do possivel estimulo do FMA a comunidades heterotroficas da rizosfera (Andrade & Silveira,
2004).

Os FMA contribuem no fluxo do carbono entre a biosfera e a atmosfera armazenando o
carbono no solo, acumulando residuos por mais tempo na hifa, estabilizando os agregados do
solo e produzindo glomalina (Zhu & Miller, 2003). Esta ultima é uma glicoproteina recentemente
descoberta, sendo produzida pelos fungos micorrizicos e com atencdo na estruturacdo do solo
(Rillig et al., 2003). A sua concentracdo no solo estd relacionada principalmente com a
percentagem de agregados estaveis em agua em uma variedade de solo (Wright & Upadhyaya,
1998). Depois de produzida pelo fungo, a glomalina é secretada no ambiente, constituindo numa
fonte rica em C (e N), e a sua importancia funcional ainda é desconhecida (Rillig & Steinberg,

2002).
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Os FMA possuem um ciclo biologico complexo, muito influenciado por agentes abidticos
dos quais podemos citar a contaminacdo por metais pesados, que atuam de modo diferenciado
sobre as varias fases do ciclo de vida desses fungos e suas relac6es funcionais e ecologicas. Esses
efeitos sdo percebidos na germinagcdo dos propagulos e estabelecimento da simbiose, na
colonizacgdo radicular, na esporulacdo e no crescimento micelial de cada género e espécie de
FMA, afetando assim a eficiéncia, a sobrevivéncia e a diversidade dos FMA no solo e os
beneficios potenciais de sua simbiose com as plantas (Klauberg-Filho et al., 2005). Desta forma,
pode-se dizer que, na natureza, a toxicidade de um determinado metal ou dois ou mais metais
pode ocorrer no fungo, na planta ou em ambos componentes (Nogueira, 1996).

A biodisponibidade dos metais esta relacionada com o pH do solo e a calagem dos solos
acidos. A presenca de Al, Mn, Cu, Zn, Cd e Ni inibe a germinacdo de esporos € 0 crescimento
micelial e consequentemente reduz a colonizagcdo micorrizica das plantas. Diversos estudos
evidenciam o comportamento diferenciado dos FMA em relagdo ao excesso de metais no solo,
sendo conhecidos isolados tolerantes a solos com Al, Mn, Cd, Cu e Zn (Moreira & Siqueira,
2002).

Nas areas agricolas, o uso dos FMA esta restrito a inoculacdo comercial de culturas que
passam por uma fase de casa de vegetacdo. No entanto, do ponto de vista ambiental, ha
possibilidade de utilizar FMA na recuperacdo de areas erodidas ou degradadas. (Frighetto &
Valarini, 2000; Caravaca et al., 2002; Liao et al., 2003). A fitoestabilizacdo € uma solucéo
temporaria para areas degradadas, pois as plantas com micorrizas ligam-se aos metais e limitam
sua translocacdo para as folhas (Leyval et al., 1997).

Segundo Andrade et al. (2003), os FMA tém papel relevante na diminuicdo da

concentracdo de Pb na parte aérea da soja, conferindo tolerancia a planta em uma condicao de
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excesso de metal pesado no solo. A adicdo de residuos contaminados por metais ndo afeta
significativamente o desenvolvimento das micorrizas arbusculares sob condi¢des de campo
(Arnold & Kaputska, 1987), provavelmente porque diferentes espécies de FMA podem exibir
diferentes niveis de tolerancia aos metais. Desta forma, alto nivel de colonizacdo micorrizica
pode ser encontrado em plantas crescendo em solo poluido (Pawlowska et al., 2000).

No entanto, Del Val et al. (1999) observaram que o numero total de esporos de FMA
diminui fortemente com o aumento da quantidade de metais pesados, mas os propagulos de FMA
nunca desapareceram completamente no solo corrigido com o maior nivel de rejeito, sugerindo
certa adaptacdo dos FMA indigenos ao estresse ambiental e ainda, que altas concentracfes de
metais pesados pode afetar de forma adversa o tamanho, a diversidade e a atividade das
populagdes microbianas no solo.

A producdo de novos propagulos infectivos também constitui etapa critica do ciclo de
vida dos fungos, uma vez que as condic¢des fisico-quimicas do solo e os fatores derivados da
planta atuam na formacdo e producdo de propagulos responsaveis por manté-los no solo
(Klauberg-Filho et al., 2005).

Quando as micorrizas sdo encontradas em ambientes contaminados necessitam ser
tolerantes a estes residuos. Alguns trabalhos citam que espécies como Glomus fasciculatum
isolado do solo (Rao & Tak et al., 2002) e Glomus intraradices inoculados em Olea europaea e
Rhamnus lycioides (Caravaca et al., 2002) sdo tolerantes a areas contaminadas e aumentam o
crescimento das plantas. Em trabalho desenvolvido por Liao et al. (2003), Acaulospora laevis foi
sensivel ao Cu e Cd, enquanto Glomus caledonium foi tolerante.

A razdo fundamental da mudanca na diversidade de FMA relativa ao estresse causado

pela presenca de metais pesados, ndo é completamente entendida. Sabe-se que os metais pesados
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ndo podem ser quimicamente degradados, portanto, a remediacdo do solo contaminado por esses
elementos € limitada principalmente para imobilizacdo, ou seja, pela fitoestabilizacdo (Del Val et
al., 1999).

A presenca de FMA em solo com longo periodo de contaminagao sugere que esses fungos
podem desenvolver mecanismos de adaptacdo e tolerancia ao excesso de metais pesados,
dependendo do grau de poluicdo do solo e da ocorréncia de plantas hospedeiras para garantir a
multiplicagdo, promovendo a selegdo. Portanto, em termos préaticos, seria necessario estabelecer
valores criticos dos metais para as plantas nos diferentes tipos de solo. Isso traria grande avango
para o entendimento dos efeitos das micorrizas na absorcdo de metais do solo e a sua aplicagéo na

remediacdo de areas degradadas (Klauberg-Filho et al., 2005).
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CAPITULO 2

ATIVIDADE MICROBIANA E SELECAO DE ESPECIES ARBUSTIVAS

PROMISSORAS PARA PLANTIO EM SOLO DO SEMI-ARIDO CONTAMINADO COM
REJEITO DE METALURGICA
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RESUMO

O impacto ambiental provocado pela deposicdo de metais pesados no solo altera a comunidade
microbiana provocando danos aos microrganismos. Para melhor elucidar o processo, os objetivos
deste trabalho foram: avaliar a atividade microbiana nas proporcdes de solo contaminado, avaliar
0 numero de esporos e propagulos infectivos de FMA e selecionar espécies de plantas (Senna
spectabilis, Caesalpinia ferrea, Erythrina velutina, Mimosa tenuiflora, M. caesalpiniaefolia e
Ricinus communis) tolerantes a contamina¢do do solo com metais pesados. Amostras de solo
foram coletadas nos periodos seco (agosto/2004) e chuvoso (abril/2005), em duas areas: uma
contaminada com metais pesados e outra sem contaminagdo (nativa), e misturados
experimentalmente nas proporgoes 0, 7,5, 15 e 30% de contaminagéo. A concentragéo de chumbo
trocavel nos substratos variou de 7,6 a 93,8 mg.kg™. O carbono da biomassa microbiana diminuiu
a medida que a propor¢do de solo contaminado foi aumentada, com maiores valores no solo
coletado no periodo chuvoso (328,86 a 201,02 ug C.g solo™) em relago ao perfodo seco (95,03 a
32,87 ugC.g solo™). O quociente metabélico respondeu ao estresse durante o periodo seco, com o
solo apresentando C biomassa microbiana reduzida e um alto quociente metabdlico. A estimativa
da atividade da fosfatase acida apresentou valores superiores em solo coletado durante o periodo
seco (3,069 a 2,997 ug p-npp.g solo™) em relagdo ao chuvoso (1,07 a 1,27 pg p-npp.g solo™). O
aumento da contaminacéo inibiu 0 nimero de esporos e de propagulos infectivos de FMA, sendo
maior no periodo chuvoso do que no periodo seco. Erythrina velutina foi a Unica espécie vegetal

que apresentou diferenca significativa para os parametros de crescimento.

Palavras-chaves: metais pesados, atividade microbiana e fungo micorrizico
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INTRODUCAO

Do ponto de vista da sustentabilidade, solos de alta qualidade séo aquelas capazes de
produzir colheitas saudaveis e abundantes, descontaminando a agua que passa atraves dele, ndo
emitindo gases em quantidades detrimentais para 0 ambiente e comportando-se como
ecossistema, capaz de degradar materiais organicos (Trasar-Cepeda et al., 2000).

Nas Ultimas décadas a atividade humana tem aumentado o nivel de metais pesados que
poluem a biosfera e elevam a contaminagdo do solo, provocando impacto negativo ao meio
ambiente (Yanqun et al., 2004).

Entre os varios elementos de origem inorganica responsavel pela poluicdo do solo, 0s
metais pesados séo considerados os mais relevantes; o seu efeito se estende sobre a atividade
enzimatica e varia de acordo com os tipos de contaminantes, de enzimas e de solo (Gianfreda et
al., 2005). Os efeitos da contaminacdo do solo por metais pesados em relacdo ao ciclo dos
nutrientes podem ser determinados, entre outros, pela estimativa da atividade da biomassa
microbiana, emissdo de CO,, atividade enzimética e nivel de degradacdo da matéria organica
(Garcia et al., 1994; Rillig & Steinberg, 2002; Andrade & Silveira, 2004; Gianfreda et al., 2005).

Os microrganismos e a flora sdo os principais agentes primarios responsaveis pelos
processos que ocorrem no solo (Dick, 1997). Nesse contexto, bactérias e fungos vém sendo
estudados como indicadores de qualidade do solo, pois a resposta da atividade microbiana as
mudancas do ambiente reflete a soma de varios fatores que regulam a degradacdo e a
transformacéo dos nutrientes no solo (Stenberg, 1999).

Fungos micorrizicos arbusculares (FMA) sdo simbiontes obrigatorios responsaveis por
fornecer nutrientes e dgua para as plantas, além de favorecer a retencdo de umidade, a agregacédo

e a estabilidade dos solos. Os FMA produzem uma glicoproteina (glomalina) que tem sido
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utilizada como indicadora da presenca desses fungos no ambiente (Rillig & Steinberg, 2002).
Alguns FMA tém sido encontrados em solos contaminados por metais pesados, evidenciando que
existem isolados tolerantes a estes contaminantes, 0s quais tem potencial para serem utilizados na
recuperacdo de ambientes poluidos (Liao et al., 2003).

Em areas contaminadas, plantas colonizadas por FMA provenientes do mesmo local
apresentam maior crescimento do que plantas associadas a isolados oriundos de solos nao
contaminados (Nogueira, 1996). A associacdo micorrizica em solos contaminados pode favorecer
a sobrevivéncia das plantas devido aos beneficios decorrentes da simbiose com relacdo a
nutricdo, resisténcia a aridez e salde da raiz (Weissenhorn et al., 1993).

Técnicas de remediacdo estdo baseadas na extracdo ou estabilizacdo dos contaminantes
(Mora et al., 2005). Plantas podem ser utilizadas para minimizar os efeitos adversos do ambiente
podendo ser esta uma alternativa nos estudos ambientais, por contribuir especialmente para
minimizar os niveis de contaminacdo do solo (Salt et al., 1998), proteger o solo contra eroséo,
lixiviagdo, aumentar a agregacao e a atividade microbiana do solo (Carneiro et al., 2002).

Os objetivos deste trabalho foram avaliar a atividade microbiana, o numero de propagulos
infectivos e de esporos de FMA no solo e selecionar plantas tolerantes ao solo contaminado com

metais pesados.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram desenvolvidos em casa de vegetagdo do Departamento de
Micologia/CCB-UFPE e as analises bioquimicas realizadas nos Laboratérios de Microbiologia do
Solo e Quimica Ambiental/ITEP. Foram coletadas amostras de solos (0 - 20 cm de profundidade)

em duas areas localizadas na regido agreste de Pernambuco, sendo uma contaminada com
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residuos solidos contendo metais pesados (principalmente Pb) e outra nativa, ndo contaminada.
As coletas foram realizadas nos periodos seco (agosto/2004) e chuvoso (abril/2005).

Para cada espécie vegetal foi conduzido um experimento, em casa de vegetacdo, com
delineamento experimental inteiramente casualizado com quatro propor¢ées de solo contaminado
(0, 7,5 15 e 30% (v/v), em cinco repeticBes, totalizando 20 unidades experimentais/ espécie
vegetal. As seis espécies testadas foram céssia carnaval (Senna spectabilis (DC) H.S.Irwin.&
Barneby), pau-ferro (Caesalpinia ferrea C. Martius), mulungu (Erythrina velutina Wild.),
jurema-preta (Mimosa tenuiflora (Wild.) Poir.), sabia (M. caesalpiniaefolia Benth.) e mamona
(Ricinus communis L.). As sementes foram cedidas pela Embrapa Semi-arido (Petrolina-PE),
Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecuaria (IPA) e Empresa “Producdo e
Comercializagdo de Sementes e Bagas” localizada em Garanhuns.

A caracterizagdo quimica do solo foi realizada pelo Laboratério de Solos do IPA (Tabela
1). Os solos apresentaram textura franco-argilo-arenosa (solo nativo- areia 49%, silte 24% e
argila 27%) (solo contaminado- areia 50%, silte 23% e argila 27%).

Tabela 1. Caracteristicas quimicas do substrato com proporcdes crescentes de solo contaminado
por metais pesados dos dois periodos de coleta

% SC PH M.O P Ca Mg Al
(H,0) (%) mg.dm™ cmol..dm™

0 534 1,34 3,0 1,90 0,90 0,10
(5,07) (2,73) (6,0) (1,70) (1,85) (0,15)

7,5 4,92 1,27 2,0 2,00 1,25 0,15
(4,88) (2,33) (5,0) (2,70) (2,80) (0,25)

15 4,85 1,26 2,0 2,00 1,60 0,15
(4,82) (2,48) (6,0) (3,25) (4,05) (0,30)

30 4,76 1,02 2,0 1,85 2,85 0,20
(4,70) (2,51) (6,0) (5,00) (5,65) (0,45)

% SC- proporcdao de solo contaminado

periodo seco (periodo chuvoso)
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A analise do chumbo foi realizada no ITEP por lixiviacdo acida (ABNT, 1987) através da
leituras do pH do solo (1 solo : 20 agua) nos tempos 0, 15’, 30, 60° e 24 h, seguidas por agitacdo
e corrigindo o pH para 5,0 com &cido acético. Apds estes tempos fez-se a leitura em

espectrometro de emisséo atdmica em plasma individualmente acoplado (tabela 2).

Tabela 2. Analise dos metais pesados nas propor¢oes crescentes de solo contaminado

% Solo Fe Cu Zn Cd Pb
contaminado mg/dm’ mg.kg™
0 2714,050 8,38 509,10 7,52 7,6
7,5 2377,135 8,62 443,56 6,46 58,6
15 2040,220 8,86 377,52 5,40 97,2
30 2959,200 15,50 962,02 7,81 93,8

Para 0 experimento em casa de vegetacdo, sementes das seis espécies vegetais foram
previamente desinfestadas com Hipoclorito de sodio a 0,05% e semeadas no solo sem
contaminacdo. Apo6s o aparecimento das folhas verdadeiras, as mudas foram transferidas para
sacos plasticos contendo 2 Kg de substrato com as diluicdes pré-estabelecidas de solo
contaminado. Apos 90 dias, foi avaliada a toleréncia de cada espécie vegetal a contaminacéo,
medindo-se altura, didmetro do caule e matéria seca da parte aérea das plantas.

O numero mais provavel de propagulos de FMA no solo foi avaliado utilizando solos
nativo e contaminado e como diluente areia autoclavada. Vasos de 300 mL receberam 30 mL do
solo nativo ou contaminado e 270 mL do diluente, diluicdo 10, seguindo até a diluicdo de 10
sendo usado milho (Zea mays L.) como planta hospedeira (Feldmann & Idczak, 1994). Para cada
diluente foram feitas 5 repeticdes e ap6s 30 dias as raizes foram retiradas, lavadas e coradas com

azul de Trypan para avaliacdo (Phillips & Hayman, 1970).

41



Gattai, G. S. Efeito dos fungos micorrizicos arbusculares sobre o crescimento de espécies arbustivas...

De cada tratamento (0, 7,5, 15 e 30%) de solo, esporos de FMA foram extraidos de 50 g
de solo pelo método de peneiramento por via imida (Gerdemann & Nicolson, 1963), seguido por
centrifugacdo em agua e sacarose (Jenkins, 1964). Apds a extracdo, os esporos foram contados
em placas canaletadas, com o auxilio de estereomicroscapio.

Foram realizadas as seguintes analises bioquimicas e enziméaticas em cada proporc¢des do
solo contaminado:

Respiragdo basal (Respirometria) (Grisi, 1978): amostras de 100 g de solo foram mantidas
em frascos fechados contendo um recipiente com 10 mL de KOH 0,5 M. Ap6s 15 dias o CO;
absorvido pelo KOH foi titulado com HCI 0,1 N, usando fenolftaleina e metilorange como
indicadores.

Carbono da biomassa microbiana (método de fumigacdo-extracdo) (Vance et al., 1987):
amostras de solo foram fumigadas com cloroférmio e o C foi extraido com K,SO4 0,5 M. A
diferenca do C microbiano foi obtido apds oxidagdo acida (K,Cr,07, HsPO, e H,SO,) e posterior
titulagdo com sulfato ferroso amoniacal. O carbono da biomassa microbiana foi estimado pela
diferenca entre o C das amostras fumigadas e ndo fumigadas, utilizando o fator (kc) 0,45
(Joergensen, 1996).

O quociente metabolico (qCO,) foi obtido pelo produto da respiracéo basal pelo carbono
da biomassa microbiana.

Desidrogenase (Casida et al., 1964): cloreto de trifeniltetrazolium (TTC) foi adicionado a
5,0 g de solo e incubadas a 37°C. Apos 24 h o trifeniformazan (TTF) formado foi extraido com

metanol e estimado em espectrofotdmetro (485 nm).
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Fosfatase acida (Tabatabai & Bremner, 1969): amostras de 2,0 g de solo foram incubados
a 37 °C com p-nitrofenilfosfato e tampao universal modificado. Apés 1 h foram adicionados
CaCl; 0,5 M, NaOH 0,2 M e p-nitrofenol e realizada leitura em espectrofotémetro (490 nm).

Glomalina facilmente extraivel (EEG): amostras de 0,25 g de agregados (fragdo 1 - 2 mm)
foram autoclavados com citrato de sodio (20 mM; pH 7,0) por 30 min., centrifugadas (10000g/5
min.) e o sobrenadante armazenado em geladeira (-4°C). As fracdes de glomalina foram
estimadas pelo método de Bradford (1976) em espectrofotdmetro (595 nm).

Os dados foram submetidos a andlises de variancia, os tratamentos avaliados pelo teste F
(P<0,05) e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia usando o programa

STATISTICA.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores de pH (Tabela 1) apresentaram uma tendéncia a diminuir com o aumento da
proporcao de solo contaminado, possivelmente devido ao carater acido do solo contaminado por
residuos industriais, proporcionando maior disponibilidade dos metais no solo. A Companhia de
Saneamento do Parand (1997) propds concentracdes maximas para cada tipo de metal no solo,
sendo que para o Pb é recomendada como concentragdo maxima, 300 mg.kg™ em pH basico, e de
apenas 50 mg.kg™ em pH écido, o que mostra que a partir de 7,5% de solo contaminado o0s niveis
de Pb nos substratos testados estdo acima do nivel aceitavel (Tabela 2).

Houve interacdo significativa entre as proporcdes de solo contaminado e os periodos de
coleta com relacdo aos parametros carbono da biomassa microbiana, respiracao basal e quociente

metabolico (Tabela 3).
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Tabela 3. Andlise de variancia da atividade do carbono da biomassa microbiana- C bmic. (ug C.
g solo™), respiracdo basal- C-CO, (mg C-CO,. g solo™), quociente metabélico- qCO, (mg C-
CO,. ug C mic.™), atividade da desidrogenase- DEH (ng TTC. g solo™), fosfatase acida- F.AC.
(ug p-np. g solo™) e glomalina- GLOM (mg prot. g solo™) nas proporcdes de solo contaminado.

Parametros GL ATIVIDADE MICROBIANA

C bmic. C-CO, qCoO; DEH F.AC. GLOM.
P 3 14,04** 40,54**  41,286**  2,0869"™ 4,42* 3,9898*
E 1 203,54**  169,32**  56,114** 0,8416"™  575,22**  2,2939™
PxE 3 5,56** 37,45**  34,449** 0,9213"™ 0,90™ 2,3454"™

(P- proporcéo de solo contaminado; E- periodo de coleta); ns- ndo significativo; *significativo a 5% e
**sjgnificativo a 1% de probabilidade pelo teste F.

O carbono da biomassa microbiana pode ser utilizado de forma mais efetiva que a matéria
organica como indicador das varia¢@es sofridas no solo, ja que responde de forma mais rapida e
sensivel as mudancas (Garcia et al., 2000).

A taxa de carbono da biomassa microbiana (Figura 1) foi influenciada negativamente pelo
aumento da contaminacdo do solo nos dois periodos de estudo. No periodo seco a regressao foi
linear mostrando que a biomassa decaiu gradativamente com o0 aumento da contaminacgéo,
enquanto no periodo chuvoso uma queda ocorreu até a concentracdo de 15%. De todo modo, no
periodo chuvoso a taxa de C da biomassa microbiana foi sempre maior do que no periodo seco,
pois limitagdes fisicas como &gua, aeracdo e porosidade afetam as comunidades biol6gicas do
solo e sua atividade. Em baixo potencial hidrico, a maioria dos microrganismos é inativada
resultando na morte dos vegetais e aumento da esporulagcdo dos microrganismos, com 0 aumento
do potencial hidrico os microrganismos saem do estado de laténcia e voltam a se desenvolver

(Moreira & Siqueira, 2002).
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Figura 1. Médias do carbono da biomassa microbiana em funcéo das proporcdes 0, 7,5, 15 e 30% de solo
contaminado com metais pesados (M periodo seco e [J periodo chuvoso).

No solo coletado durante a estagdo chuvosa observou-se maior producdo de biomassa
microbiana (232 pgC. g solo™) do que na estacdo seca (70 ugC. g solo™), com diferenca
significativa entre os tratamentos. Resultados similares foram observados por Andrade & Silveira
(2004) em area sob a influéncia de chumbo.

Os dados confirmam que a presenca de metais pesados é prejudicial aos microrganismos,
0 que refletiu na reducdo da biomassa microbiana. Tanto o carbono da biomassa quanto a
respiracdo sdo influenciados por mudangas na composi¢édo microbiana ou na comunidade do solo,
devido a presenca de altos niveis de metais biodisponiveis no solo que causam diminui¢do no C e
no N da biomassa (Khan & Scullion, 2002).

Com relacdo a respiracdo basal, o aumento da contaminacdo no solo alterou
significativamente apenas o solo coletado durante o periodo chuvoso (Figura 2). Em estudos

sobre contaminacdo do solo por diferentes metais pesados, Dumontet et al. (1992) observaram
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que a respiracao basal do solo nédo sofria alteracdo na presenca de Pb ou Zn, porém quando o solo

estava contaminado com Cd ou Cu a respiracéo basal respondia a contaminacao.

seco y=41.97655+0.22316x-0.0169x
R?=0.82245"™

chuvoso y=68.22682-2.39179x+0.05535x"
R?=0.88175*

~

o
1
o

[e)]
a1
1

ao basal

respiracao
mg C-CO,,. g solo seco™

propor¢8es de solo contaminado

Figura 2. Médias da respiracdo basal em funcéo das proporcdes 0, 7,5, 15 e 30% de solo contaminado com

metais pesados nos periodos seco (M) e chuvoso ( [1).

O quociente metabodlico (qCO;) estimado no solo coletado durante o periodo seco (Figura
3) aumentou nas maiores concentracfes de contaminacdo. Este resultado sugere estresse
ambiental durante o periodo, pois o C da biomassa microbiana, para o mesmo solo, foi
linearmente decrescente (Figura 1), demonstrando a baixa quantidade de microrganismos no
local. O qCO; do solo coletado durante o periodo chuvoso diminuiu com o0 aumento da
contaminacgdo, e segundo Garcia et al. (1994) o aumento do qCO2 indica uma resposta da

microbiota do solo as condi¢des adversas diante das perturbacdes do solo.
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Figura 3. Médias do quociente metabdlico em funcdo das propor¢cdes 0, 7,5, 15 e 30% de solo
contaminado com metais pesados (m periodo seco e [ periodo chuvoso).

A atividade da desidrogenase ndo apresentou diferenca significativa nem entre 0s
periodos de coleta nem entre as proporcdes de solo contaminado (Tabelas 3). Essa enzima, como
medida geral dos microrganismos viaveis, tem sido empregada no diagndstico da degradacédo dos
solos impactados por metais pesados e pesticidas (Gil-Sotres et al., 2005).

Em estudo para elucidar a utilizacdo da atividade enzimatica como estimativa da
qualidade do solo, Trasar-Cepeda et al. (2000) usaram solos poluidos por efluente com tanino,
lixo urbano (lixo) e hidrocarbonetos, e observaram que entre as enzimas desidrogenase, urease,
B-glicosidase e fosfomonoesterase, apenas a primeira apresentou respostas em funcdo dos
diferentes tipos de contaminantes. No entanto, neste trabalho a atividade da desidrogenase nédo se
mostrou um parametro sensivel para detectar mudancas na microbiota do solo.

A atividade da fosfatase &cida apresentou diferenca significativa tanto nas proporcdes de
solo contaminado como nos periodos de coleta (Tabela 3). De modo geral, o valor médio da

atividade da fosfatase acida no periodo seco (3,14 pg p-npp.g™*h™) foi 2,3 vezes maior do que o
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observado no periodo chuvoso (1,33 ug p-npp.g- h™) (Figura 4 a). A atividade da fosfatase acida
também diferiu entre os tratamentos com diferentes propor¢des de contaminacdo, sendo que a
estimativa desta enzima no tratamento com 7,5% de solo contaminado (2,411 ug p-np. g solo™)
foi superior ao detectado no solo sem contaminacéo (2,070 pg p-np. g solo™). O aumento da

contaminac&o de 7,5 para 30% ndo produziu efeito sobre a produgéo de fosfatase acida (Figura 4

b).
a 2.5 a ab
3.0- b ab
. 25 20
s 2 3 o
g 3 20- S @ 15-
2 = b g @
% g_ 1.5 g 2 1.0-
T I
2 S 1.0- o a
o ' 8 [=2)
= 3 = 5 0.54
0.5+
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Figura 4. Médias da atividade da fosfatase acida em funcéo dos periodos de coleta (a) (1 seco e 2 chuvoso)

e em relacdo as proporces 0, 7,5, 15 e 30% de solo contaminado com metais pesados (b).

Médias seguidas das mesmas letras minusculas, ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (5%).
Lee et al. (2002) estudaram o efeito da deposicdo de metais pesados e de TNT no solo,

sobre a atividade enzimatica (atividade da desidrogenase, fosfatase e B-glicosidase) em dois

periodos, observando que no outono a atividade da fosfatase acida (periodo das chuvas) foi

menor que no periodo mais seco e que o aumento da concentracdo de metais tem impacto

negativo na estrutura e funcdo das comunidades do solo.
A fosfatase pode estar relacionada positivamente com o pH ou negativamente com o

fosforo disponivel no solo, devido a atuacdo na mineralizacdo do fdsforo, indicando o seu
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potencial para as reacdes bioquimicas e contribuindo para a fertilidade do solo (Gianfreda et al.,
2005).
Foi observada diferenca significativa na producdo de glomalina, que diminuiu no

tratamento com 15% de solo contaminado, em comparagéo com o solo controle (Figura 5).

0.404 a
0.351
0.30
0.251
0.201
0.151
0.101
0.051
0.00- + + + + + + + +
-5 0 5 10 15 20 25 30 35
proporcdes de solo contaminado

ab

ab

glomalina
mg prot. g solo seco™

Figura 5. Médias da producdo de glomalina em relacdo as propor¢cbes 0, 7,5, 15 e 30% de solo
contaminado com metais pesados.
Médias seguidas das mesmas letras minudscula, ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (5%).

A baixa producdo de glomalina pode estar relacionada com o estresse do solo mostrado
pelo qCO, (Figura 3) confirmando o comentéario feito por Rillig & Steinberg (2002), de que as
condi¢cbes menos favoraveis do ambiente representam menor agregacdo do solo e producao de
glomalina.

O potencial infectivo dos FMA foi influenciada pelo periodo de coleta, sendo maior no
periodo chuvoso (média 350 a 40 propagulos infectivos.cm™) do que no periodo seco (média 140
a 12 propégulos infectivos.cm™) para o solo sem e com contaminag&o.

O ndmero de propagulos infectivos no solo nativo foi maior do que no solo com 100% de

contaminacgdo, confirmando o trabalho de Liao et al. (2003) que observaram que o nimero de
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esporos, a infectividade micorrizica e a germinacdo dos esporos de FMA sdo afetados
diferentemente pela concentracdo de metais pesados e pelos diferentes tipos de metais.

O numero de esporos ndo diferiu entre os solos nativo (média 136 e 124 esporos.100g
solo™) e contaminado (média 144 a 132 esporos.100g solo™), respectivamente no periodo seco e
chuvoso. Souza et al. (2003) observaram que quando o nimero de esporos encontrados em um
solo é baixa, e a infectividade dos esporos do mesmo solo é alta, isto pode estar relacionado aos
diferentes mecanismos de sobrevivéncia do FMA.

Estudando trés espécies de FMA e dois hospedeiros, em solos contaminados com Cu ou
Cd, Liao et al. (2003) observaram que a densidade dos indculos de Acaulospora laevis, Glomus
caledonium e G. manihotis variou com a contaminacdo e que a esporulagdo dos fungos foi
afetada pela concentracdo de metal pesado no solo. Do mesmo modo, Del Val et al. (1999)
encontraram diminuicdo no ndmero de esporos (550 para 30 esporos.100g solo™) com aumento
da concentragdo de metais pesados no solo.

As seis espécies vegetais cultivadas nas diferentes propor¢des de solo contaminado, ndo
apresentaram diferenca significativa, para nenhum dos parametros analisados, com exce¢édo da

espécie mulungu (Tabela 4). Esta se desenvolveu no solo com até 15% de contaminacao.
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Tabela 4. Médias de altura, didmetro do caule e producdo de matéria seca da parte aérea (MSPA)

de plantas mantidas em substrato com propor¢oes crescentes de solo contaminado.

Planta % Solo Parametros de crescimento
contaminado Altura (cm) Diametro caule (mm) MSPA (g)
Cassia 0 16,76 a 0,29 a 0,78 a
7,5 15,28 a 0,28 a 0,75a
15 13,94 a 0,25 a 0,62 a
30 14,96 a 0,30 a 0,71a
Jurema 0 6,04 a 0,17 a 0,24 a
7,5 6,28 a 0,17 a 0,25a
15 574 a 0,17 a 0,23 a
30 6,58 a 0,18 a 0,18 a
Mamona O 16,36 a 0,43 a 0,66 a
7,5 14,26 a 0,46 a 0,65a
15 16,96 a 0,48 a 0,74 a
30 17,02 a 0,46 a 0,54 a
Mulungu O 7,42 Db 0,36 ¢ 147D
7,5 16,60 a 0,88 a 3,40 a
15 15,16 ab 0,78 ab 2,06 ab
30 7,70 b 0,49 bc 1,22b
Pau-ferro 0 28,76 a 0,34 a 1,44 a
7,5 28,54 a 0,35a 1,29a
15 36,14 a 0,35a 1,88 a
30 32,76 a 0,34 a 1,67 a
Sabia 0 21,62 a 0,36 a 1,50 a
7,5 23,38 a 0,38 a 1,71a
15 18,46 a 0,34 a 1,02 a
30 20,92 a 0,35a 1,18 a

Observando o crescimento de trés espécies arbustivas (Acacia mangium, Enterolobium

contortisiliquum e Sesbania virgata) em solo contaminado com metais pesados, Trannin et al.

(2001) registraram efeito significativo sobre a producédo e o crescimento das plantas, em fun¢éo

dos baixos indices de tolerancia para as variaveis de producdo de matéria seca da parte aérea,

altura e diametro do caule, de cada espécie vegetal estudada. Os autores observaram ainda, efeito

fitotoxico dos metais sobre as trés espécies, a partir de 15% de contaminagdo, com reducdo no

crescimento, clorose das folhas novas seguidas por branqueamento e diminui¢do da ramificacéo

das raizes, sintomas tipicos da toxidez por metais pesados. Aspectos similares também foram

51



Gattai, G. S. Efeito dos fungos micorrizicos arbusculares sobre o crescimento de espécies arbustivas...

percebidos para as especies cassia e sabia, embora isso ndo tenha sido evidenciado

estatisticamente.

CONCLUSOES

e O carbono da biomassa microbiana e o quociente metabdlico refletem estresse do solo
durante o periodo seco;

e Os esporos dos fungos micorrizicos arbusculares coletados no periodo chuvoso possuem um
maior potencial infectivos do que os coletados durante o periodo seco;

e Erythrina velutina (mulungu) mostrou-se tolerante ao solo com até 15% de contaminagao por

metais pesados;
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CAPITULO 3
EFEITO DOS FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES (FMA) NO

CRESCIMENTO DE ESPECIES NATIVAS DO SEMI-ARIDO E NA ATIVIDADE

MICROBIANA EM SOLO CONTAMINADO COM CHUMBO ®

A ser enviado para publicagdo na Revista Brasileira de Ciéncia do Solo
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RESUMO

A utilizagdo de plantas micorrizadas tem adquirido destaque pelo potencial em minimizar os
efeitos da poluicédo pela deposicdo de metais pesados no solo. Os objetivos deste trabalho foram:
identificar e testar a efetividade de fungos micorrizicos arbusculares nativos sobre o crescimento
de mudas de Caesalpinia ferrea, Erythrina velutina, Mimosa tenuiflora e avaliar a atividade
microbiana em solo contaminado por chumbo, antes e ap6s o cultivo. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, em fatorial, considerando quatro tratamentos de solo
(sem e com 15% de contaminacdo, sem e com FMA nativo), em trés espécies vegetais e com
cinco repeticdes. Foram identificadas dezoito espécies de FMA, sendo 17 no solo sem
contaminagéo e 11 no solo contaminado. A contaminagao do solo inibiu a colonizagéo das mudas
pelos FMA e possivelmente por este motivo a inoculacdo ndo foi efetiva em promover o
crescimento das mudas. Erythrina velutina foi a Unica espécie com aumento de massa da matéria
seca na presenca do FMA, em solo contaminado. As estimativas da biomassa microbiana, da
glomalina e da atividade da desidrogenase foram maiores no solo antes do cultivo, devido a
posterior esterilizacdo do solo para 0s experimentos, enquanto a fosfatase acida foi estimulada na

presenca das plantas micorrizadas.

Palavras-chaves: chumbo, atividade microbiana e fungos micorrizicos.
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INTRODUCAO

O solo € um importante recurso natural que necessita ser preservado, pois o equilibrio
ecologico, quando perturbado pelo homem, resulta na queda da qualidade natural promovendo
destruicdo das plantas, deficiéncia na matéria organica e degradagdo da estrutura do solo, 0 que
aumenta o risco de erosdo (lzquierdo et al., 2005). Entre as inimeras atividades antrépicas que
afetam o ambiente, as atividades de mineracdo e da industria metallrgica produzem grandes
quantidades de rejeito com metais pesados que poluem o solo (Carneiro et al., 2002).

Entre as fontes de contaminacdo de metais ao solo agricola, a disposicdo inadequada de
residuos industriais e o uso de produtos agricolas contaminados com Cd, Pb, Ni, Cu e Zn, quando
aplicados durante muitos anos e em um mesmo local, tém sido considerados como as mais
preocupantes (Azevedo et al., 2004).

O desenvolvimento das plantas em um solo contaminado depende de varios fatores, entre
0s quais a intensidade da contaminacdo, a biodisponibilidade dos metais para as raizes e a
habilidade das plantas em absorver e acumular os metais nas folhas (Ernest, 1996). Estudando 31
espécies herbaceas, Carneiro et al. (2002) observaram que as espécies se comportam de forma
diferente em relagdo a contaminacdo do solo por Cd e Zn, variando de tolerante a muito sensivel
a esses elementos.

Os microrganismos presentes no solo e na rizosfera realizam atividades metabdlicas
relevantes para o crescimento das plantas (Andrade & Silveira et al., 2004). Entre eles, os fungos
micorrizicos arbusculares (FMA) sdo importantes por formar associa¢des simbioticas com as
raizes da maioria das plantas vasculares, disponibilizando nutrientes para 0s hospedeiros em troca

de carboidratos (Weissenhorn et al., 1993). Contudo, o potencial de adaptacdo desses fungos a
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toxidez de metais no solo precisa ser melhor conhecido, embora os FMA sejam considerados
“atenuadores da toxidez causada pelos metais” (Leyval et al., 1997).

Os metais podem atuar como fungitoxicos, reduzindo a germinacdo dos esporos, 0
crescimento do micélio e a colonizacdo micorrizica (Nogueira, 1996). Desta forma, altas
concentracOes de metais podem interferir na associacdo micorrizica (Siqueira et al., 1999; Rao &
Tak, 2002).

A andlise das propriedades biol6gicas e bioquimicas ¢ uma das formas mais Uteis de
detectar a perda da qualidade do solo (Visser & Parkinson, 1992). Tais propriedades estéo
relacionadas com o ciclo dos nutrientes, degradacdo da matéria organica, capacidade de
mineralizacdo do carbono e do nitrogénio e atividade enzimatica do solo (Garcia & Hernandez,
1997; Trasar-Cepeda et al., 2000; Mora et al., 2005). Entre as andlises atualmente empregadas
para definir a qualidade de um solo incluem-se: biomassa microbiana (C e N), respiracdo basal,
quociente metabdlico, atividade enziméatica e producdo de glomalina. Esta ultima é uma
glicoproteina resultado da atividade do micélio externo dos FMA e contribui para agregacdao do
solo (Wright & Upadhyaya, 1998).

Os objetivos deste trabalho foram identificar e testar a efetividade dos FMA nativos sobre
0 crescimento de mudas arbdreas nativas e estimar a atividade microbiana em solo do semi-arido

contaminado por chumbo.
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MATERIAL E METODOS
Local de execucgao

Os experimentos foram realizados em casa de vegetacdo, no Departamento de
Micologia/CCB-UFPE e as analises quimicas e ensaios bioquimicos realizados nos Laboratorios
de Microbiologia do Solo e Quimica Ambiental-ITEP.
Coleta, preparo e caracterizacéo do solo

Foram coletadas amostras de solo em duas areas, localizadas no Municipio de Belo
Jardim, na regido agreste do Estado de Pernambuco, sendo uma destinada a deposicdo de
residuos solidos industriais (ARSI) com metais pesados (principalmente Pb) e outra nativa com
vegetacao de caatinga, como controle.

As amostras de solo foram coletadas (0 — 20 cm profundidade) em dez pontos aleat6rios
(cada um composto de trés sub-amostras) em cada area, e acondicionadas em sacos de polietileno
fechados e identificados. No Laboratério, o solo foi peneirado e esterilizado em autoclave (1 h, 2
dias consecutivos) a 120 °C e ap6s 10 dias colocado em sacos de 1 Kg, sendo arranjado em dois
tratamentos: solo nativo sem contaminagdo (SC) e solo com contaminacdo (CC), este ultimo
composto de solo nativo (85%) e contaminado (15%).
Analise granulométrica e da fertilidade do solo

A caracterizacdo quimica do solo foi realizada pela Empresa Pernambucana de Pesquisa
Agropecuéaria (IPA) (Tabela 1). O solo apresentou textura-franco-argilo arenosa (solo SC areia

51%, silte 22% e argila 27%) (solo CC areia 49%, silte 28% e argila 23%).
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Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas do solo utilizado nos experimentos.

Solos pH M.O. V P Ca Mg K Al H S Pb
H,0 % mg.dm™ cmol..dm mg.kg™

SC 507 2,73 68 6,00 1,70 185 045 0,15 282 6,40 37,0

CcC 482 2,48 77 6,00 325 405 041 0,30 4,65 16,05 154,0

SC- sem contaminagdo; CC- com contaminacgéo
Anélise dos metais pesados do solo por lixiviagdo (ABNT, 1987)

Leituras do pH do solo (1 solo : 20 agua) foram realizadas nos tempos 0, 15°, 30’, 60’ e
24 h, seguidas por agitacdo e corrigindo o pH para 5,0 com &cido acético. Apos o ultimo tempo,
as amostras foram filtradas e fez-se a leitura em espectro de emissdao atdbmica em plasma
individualmente acoplado, no laboratério LQA do ITEP.

Espécies vegetais e germinacao das sementes

As espécies testadas foram jurema-preta (Mimosa tenuiflora [Wild.] Poir.), pau-ferro
(Caesalpinia ferrea C. Martius) e mulungu (Erythrina velutina Wild.).

As sementes foram previamente desinfestadas (Hipoclorito de sédio a 0,05% por 10
minutos), lavadas com agua destilada e semeadas em solo sem contaminacdo. Apds emissdo das
duas primeiras folhas verdadeiras, as mudas foram transferidas para os sacos contendo 1 Kg de
solo (sem ou com contaminac¢do) e mantidas em casa de vegetacdo por 90 dias.

Anélise dos FMA

Identificacdo das espécies de FMA: esporos foram extraidos do solo por peneiramento
por via imida (Gerdemann & Nicolson, 1963), centrifugados em agua sacarose (Jenkins, 1964) e
separados, sendo parte usada para identificacdo e o0 restante como inoculo. Esporos foram
montados com PVLG (&cido latico polivinilico glicerina) e reagente de Melzer + PVLG (1: 1) e
para identificacdo foram utilizados o0 Manual de Identificacdo de FMA (Schenck & Perez, 1990)

e 0 banco de dados da International Culture Collection of Arbuscular Mycorrhizal Fungi
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(http://www.invam.caf.wvu.edu/taxonomy). O indculo foi constituido de 100 esporos/pote,

extraidos do solo aleatoriamente. A inoculacdo ocorreu no momento do transplantio das mudas
para 0s sacos com 0s respectivos tratamentos de solo.

Avaliacdo da efetividade dos FMA nativos: apds 90 dias em casa de vegetacdo, as
plantas inoculadas com FMA nativos e as ndo inoculadas foram avaliadas quanto a altura,
didmetro do caule, matéria seca da parte aerea e colonizagéo micorrizica.

Avaliagdo da colonizacdo micorrizica - as raizes foram lavadas, diafanizadas com KOH
e H,0,, acidificadas com HCI (1%) e coradas com azul de Trypan em lactoglicerol (0,05%)
(Phillips & Hayman, 1970). A colonizacdo foi avaliada pelo método de interse¢do dos quadrantes
(Giovannetti & Mosse, 1980).

Delineamento experimental

Para cada espécie vegetal foi conduzido um experimento, em casa de vegetacdo, com
delineamento experimental inteiramente casualizado, com 4 tratamentos (sem contaminacdo e
com micorriza (SC + M), sem contaminagdo e sem micorriza (SC + SM), com contaminacao e
com micorriza (CC + M) e com contaminacdo e sem micorriza (CC SM) em 5 repeticoes,
perfazendo 20 unidades experimentais/espécie vegetal.

Para analise da qualidade do solo pelos parametros bioquimicos e enzimaticos foram
utilizados 6 tratamentos de solo (antes e ap6s o cultivo, solo com e sem contaminagdo e com e
sem FMA) e 5 repeti¢des, perfazendo 30 unidades/espécies vegetais.

Analises bioquimicas e enzimaticas do solo
Andlises bioquimicas e enzimaticas das amostras do solo foram feitas para cada

tratamento, antes e ap6s o cultivo das plantas.
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Respirometria (Grisi, 1978): amostras com 100 g de solo e capacidade de campo
ajustada a 50% foram mantidas em frascos fechados contendo em seu interior um recipiente com
10 mL de KOH 0,5 M. O CO; absorvido pelo KOH foi titulado com HCI 0,1 N, usando
fenolftaleina e metilorange como indicadores.

Carbono da biomassa microbiana (método de fumigacgdo-extracdo) (Vance et al.,
1987): amostras com 4 g de solo foram submetidas a atmosfera de cloroférmio por 30’ para a sua
fumigacdo. O carbono das amostras fumigadas e ndo fumigadas foram extraidas com K,SO, 0,5
M. Em seguida o extrato obtido foi oxidado com K,Cr,07, H,SO,4 e H3PO, e foi feita a titulagio
com Fe(S04),NH..6H,0. A estimativa do carbono microbiano foi feita pela diferenca entre o C
das amostras fumigadas e ndo fumigadas, utilizando o fator (kc) 0,45 (Joergensen, 1996).

O quociente metabdlico (qCO,) foi obtido da reacdo da respiracdo basal pelo carbono da
biomassa microbiana

Desidrogenase (Casida et al., 1964): amostras com 5,0 g de solo receberam 5,0 mL de
cloreto de trifeniltetrazolium (TTC) e foram incubadas por 24h a 37 °C. O trifeniformazan (TTF)
formado foi extraido com metanol e estimado por espectofotometria a 485 nm.

Fosfatase acida (Tabatabai & Bremner, 1969): amostras com 2,0 g de solo foram
incubadas por 1 h a 37 °C com p-nitrofenilfosfato e tampao universal modificado (MUB). Apds
incubagdo foram adicionados CaCl, 0,5 M e NaOH 0,2 M. A leitura foi realizada pela
absorbancia do extrato em espectrofotdmetro a 490 nm.

Glomalina facilmente extraivel (EEG): amostras de 0,25 g de solo foram autoclavadas
com citrato de sodio (20 mM; pH 7,0) por 30 min. e centrifugadas (10000g/5 min.) e o

sobrenadante armazenado em geladeira (-4 °C). As fragOes de glomalina foram estimadas pelo
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método de Bradford (1976) em espectofotémetro (595 nm). Para a curva-padrdo foi utilizado soro
albumina bovina (BSA).
Anélise dos dados

Os dados foram submetidos a andlise de variancia, os tratamentos avaliados pelo teste F
(P<0,05) e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significAncia usando o programa

STATISTICA.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas areas estudadas, os FMA estdo representados por seis géneros e dezoito espécies,
sendo: trés de Acaulospora, uma de Archaeospora, duas de Gigaspora, sete de Glomus, uma de
Paraglomus e quatro de Scutellospora. O género mais representado em numero de espécies foi
Glomus (Tabela 2).

Resultados similares foram observados por Silva et al. (2005) em estudo realizado em
area de mineracdo de cobre, onde 21 espécies de FMA foram identificadas, sendo a maioria
pertencente ao género Glomus, provavelmente por ser um género com ampla distribuigéo e maior
namero de espécies. Comparando os dois trabalhos verifica-se que Acaulospora scrobiculata, A.
tuberculata, Glomus clarum, G. etunicatum, G. sinuosum e Paraglomus occultum foram
encontradas nos dois locais de estudo, evidenciando a provavel tolerancia destas espécies a

contaminagéo.
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Tabela 2. Fungos micorrizicos arbusculares identificados nos solos nativo (sem contaminagao) e

com 15% e 100% de contaminacéo por chumbo, coletados no Municipio de Belo Jardim, PE.

Espécies de FMA Solos
Nativo 15% 100%
Acaulospora mellea Spain & Schenck + + -
A. scrobiculata Trappe + + -
A. tuberculata Janos & Trappe + + -
Archaeospora leptoticha (Schenck & Smith) Morton & Redecker + + -
Gigaspora sp. + + -
G. decipiens Hall & Abbott + + -
Glomus sp. + - -
G. clarum Nicolson & Schenck - + +
G. clavisporum (Trappe) Almeida & Schenck + - -
G. coremioides (Berkeley & Broome) Morton & Redecker + - -
G. etunicatum Becker & Gerdemann + - -
G. glomerulatum Sieverding + + -
G. sinuosum (Gerdemann & Baski) Almeida & Schenck + - -
Paraglomus occultum (Walker) Morton & Redecker + + +
Scutellospora biornata Spain, Sieverding & Toro + - -
S. gregaria (Schenck & Nicolson) Walker & Sanders + + +
S. pellucida (Nicolson & Schenck) Walter & Sanders + - -
S verrucosa (Koske & Walker) Walker & Sanders + + -

(+) presenca e (-) auséncia do fungo micorrizicos

Em trabalhos sobre a diversidade de FMA no cerrado brasileiro, Klauberg-Filho et al.

(2002) identificaram 21 espécies de FMA, dentro de 5 géneros, em &rea contaminada com metais

pesados, sendo identificada apenas uma espécie de Entrophospora, género que nao foi

representado no presente estudo.

Souza et al. (2003) identificaram, em area preservada da caatinga no semi-arido

nordestino, sete espécies de Acaulospora, uma de Archaeospora, uma de Entrophospora, duas de

Gigaspora, oito de Glomus, uma de Paraglomus e quatro de Scutellospora. Acaulospora

66



Gattai, G. S. Efeito dos fungos micorrizicos arbusculares sobre o crescimento de espécies arbustivas...

scrobiculata, A. leptoticha, G. etunicatum, G. sinuosum, P. occultum e S. pellucida foram
encontrados nas duas areas, mostrando a adaptacdo dessas espéecies ao ambiente semi-arido.

A taxa de colonizacdo dos FMA foi baixa nos dois solos (<10%) decaindo com a adicao
do solo contaminado em raizes de jurema (6,5 — 2,7 % de colonizacao) e pau-ferro (8,7 — 6,0% de
colonizacdo), porém esta diminuigdo nédo foi significativa. A baixa colonizacao da raiz pelo FMA
pode ter sido devido a concentracdo do chumbo no solo e a saturacdo de bases (V), como
observado por Andrade et al. (2003), em estudo sobre a influéncia do chumbo no crescimento de
FMA.

Del Val et al. (1999) constataram reducdo significativa da colonizacao de raizes de Allium
porrum e Sorghum bicolor por diferentes espécies de Glomus, em solo com adi¢do de lodo de
esgoto contendo altos teores de Zn, Cd, Ni e Pb, além de forte diminuicdo na formacdo de
arbusculos e na extensdo do micélio externo.

De modo geral, a simbiose ndo propiciou beneficios as plantas, possivelmente devido aos
niveis muito baixos da colonizacdo micorrizica. Mesmo assim, em mulungu, as plantas
micorrizadas apresentaram maior desenvolvimento em alguns parametros (Tabela 3). O didmetro
do caule diferiu entre os tratamentos com e sem micorriza nos dois solos, com producéo de
matéria seca diferindo apenas no solo com contaminacdo, pela presenca ou auséncia da micorriza.
A micorrizagdo nas plantas de pau-ferro proporcionou diferenca significativa na altura das
plantas mantidas em solos com e sem contaminagé&o.

Estudando o efeito da micorrizagcdo em mudas de espécies arbdreas cultivadas em solo
contaminado com metais pesados, Siqueira et al. (1999) observaram forte redugdo do crescimento

com o aumento da contaminagéo, tanto em plantas micorrizadas quanto nas ndo micorrizadas.
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Em espécies de gramineas, Carneiro et al. (2001) evidenciaram queda na producédo de
matéria seca com o0 aumento da contaminacgédo, enquanto a mostarda apresentou producdo maxima
em tratamentos com 18% de solo contaminado. Isso demonstra que a eficiéncia do FMA em
promover aumento na producdo de matéria seca da planta depende do nivel e tipo de metais
pesados no solo (Del Val et al., 1999).

Tabela 3. Médias dos pardmetros do crescimento de plantas com micorriza (M) ou sem micorriza

(SM), cultivadas em solos sem contaminagdo (SC) e com contaminacdo (CC) apos 90 dias em
casa de vegetacao

Planta Tratamentos Altura (cm) Diametro caule (cm) MSPA (g)
SC CcC SC CcC SC CcC
Jurema M 3,77 aA 4,72aA 0,07 aA 0,08 aA 0,02 aA 0,02 aA
SM 5,22 aA 395aA 0,07aA 0,06 aA 0,02 aA 0,02 aA
Mulungu M 13,82aA 14,17aA 0,557 aA 0,53 aA 0,95 aA 0,97 aA
SM 12,50 aA 7,77aA 0,27 aB 0,32aB 0,54 aA 0,36 aB
Pau-ferro M 20,55aA  1537bA 0,27 aA 0,20 aA 0,76 aA 0,39 aA
SM 10,42aB  10,10aA 0,19aA 0,24 aA 0,23 aA 0,19 aA

MSPA- matéria seca da parte aérea
Médias seguidas da mesma letra minuscula, na linha, e mesma letra maidscula, na coluna, ndo diferem
significativamente pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Analisando o efeito da adicdo de doses de Pb no solo sobre a massa da matéria seca,
Andrade at al. (2003) observaram significativa diminuicéo linear do crescimento em plantas de
soja micorrizada. Por outro lado, neste trabalho, as plantas sem micorriza ndo apresentaram efeito
inibitorio no crescimento em fungdo da presenca dos metais, apesar de terem crescimento inferior
em relagdo as plantas micorrizadas.

Enkhtuya et al. (2000) observaram que espécies nativas de FMA isolados de solos
degradados com altos niveis de metais e alta acidificacdo, ndo estimularam o crescimento das

plantas quando comparado com o controle sem micorriza. Segundo os autores, este fenémeno
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pode estar relacionado com o desequilibrio custo-beneficio da simbiose micorrizica nos solos
contaminados ou ser devido a maior absor¢do de metais pesados por plantas micorrizadas.

Em plantas de Olea europaea, Pistacia lentiscus, Retama sphaerocarpa e Rhamnus
lycioides, inoculadas com fungos nativos ou com Glomus claroideum, em solo degradado,
Caravaca et al. (2005) observaram que ndo houve interferéncia significativa da inoculagédo no
crescimento das plantas.

A producéo de glomalina (Tabela 4) foi maior no solo ndo contaminado, antes de iniciado
o0 plantio, do que nos demais tratamentos, que ndo diferiram entre si. Essa proteina é produzida
exclusivamente pelos FMA e possivelmente a contaminagdo determinou esse resultado, porque
em solucdo &cida sos cations metalicos sdo liberados para o solo e estes podem estar ligados a
glomalina. Além do mais, quando o fungo esta associado ao hospedeiro os metais (Cu, Pb, Cd,
Mn, Zn e Fé) ligados a glomalina, ndo passando o metal para a planta (Wright & Upadhyaya,
1998; Gonzalez-Chavez et al., 2004).

A inoculagdo com Glomus claroideum ou com uma mistura de fungos nativos aumentou a
concentragdo de glomalina, a percentagem de agregados, melhorou a estrutura do solo e
viabilizou o desenvolvimento das plantas estudadas por Caravaca et al. (2005), reforcando a

importancia dos fungos no solo.
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Tabela 4. Medias da producéo de glomalina (mg prot. g solo™) e da atividade da desidrogenase
(ug TTC. g solo™) para os tratamentos antes do cultivo (com e sem contaminacdo), e apés
cultivo (com e sem contaminagdo e com e sem micorriza)

Tratamentos Atividade microbiana
Glomalina Desidrogenase

Antes SC 0,406 A 0,259 A
Apés SC+M 0,121 B 0,036 B
Apés SC +SM 0,266 B 0,125B
Antes CC 0,082 B 0,242 A
Apbés CC+M 0,111 B 0,065 B
Apés CC + SM 0,087 B 0,035B

SC- sem contaminacdo; CC- com contaminacdo; M- com micorriza; SM — sem micorriza.
Médias seguidas da mesma letra maiuscula, na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo teste
de Tukey a 5%

A atividade da desidrogenase (Tabela 4) diminuiu significativamente apos o cultivo em
todos os tratamentos, talvez porque o solo foi autoclavado antes da inoculagdo com os FMA, o
que reduziu a atividade enzimatica, que nao foi recuperada no espaco de tempo do experimento,
mesmo nos tratamentos onde o FMA foi inoculado. Portanto, a avaliagdo da atividade da
desidrogenase ndo foi Gtil como parametro de avaliacdo devido a esterilizacdo do solo, sendo
mais precisa para a avaliacdo em campo.

A atividade da fosfatase acida (Tabela 5) foi o melhor parametro para medir a qualidade
do solo, pois aumentou significativamente ap6s o cultivo dos hospedeiros, em alguns
tratamentos. Plantas micorrizadas de jurema no solo sem contaminacdo e de pau-ferro nos dois
tratamentos de solo.

A importancia da atividade da fosfatase para os solos esta na hidrolise dos compostos de
fésforo, de organico para inorganico, disponibilizando a forma assimilavel para as plantas.
Segundo Baum et al. (2003) a alta atividade da fosfatase &cida pode ser uma reacdo das plantas e

microrganismos a auséncia de fosforo biodisponivel e ao baixo contetdo de fésforo total ou do
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disponivel. Garcia et al. (2000) observaram que os valores da fosfatase em solos degradados
equivalem a quarta parte do encontrado em solos que ndo sofreram acdo antropica, e a presenca
de vegetacdo pode estimular a producéo desta enzima.

Tabela 5. Medias da atividade da fosfatase acida (ug p-np. g solo™) e da biomassa microbiana

(ug C. g solo™) para as trés espécies de plantas nos tratamentos antes do cultivo (com e sem
contaminagéo), e apos cultivo (com e sem contamina¢do e com e sem micorriza)
Planta Tratamentos Atividade microbiana

Fosfatase acida  Biomassa microbiana

Jurema Antes SC 1,034 B 321,72 A
Apés SC+M 4,048 A 61,33 B
Apds SC + SM 1,672B 96,38 B
Antes CC 1,404 B 161,79 AB
Ap6s CC+M 2,437 AB 70,09 B
Apds CC + SM 1,152 B 148,85 AB

Mulungu  Antes SC 1,034 A 321,72 A
Apés SC+M 0,734 A 78,73 B
Apds SC + SM 0,846 A 108,68 B
Antes CC 1,404 A 161,79 AB
Ap6s CC+M 1,574 A 26,24 B
Apds CC + SM 0,878 A 149,72 AB

Pau-ferro  Antes SC 1,034 D 321,72 A
Apés SC+M 5,737 A 70,43 B
Apds SC + SM 2,547 CD 344,43 A
Antes CC 1,404 D 161,79 AB
Ap6s CC+M 5,029 AB 99,76 B
Apds CC + SM 3,556 BC 344,43 A

SC- sem contaminacdo; CC- com contaminagdo; M- com micorriza; SM — sem micorriza.
Médias seguidas da mesma letra mailscula, na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo teste
de Tukey a 5%

O carbono da biomassa microbiana (Tabela 5) apresentou maiores valores no solo antes
do cultivo e sem contaminacdo, provavelmente devido a esterilizagdo dos solos usados nos

experimentos 0 que demonstra que o método ndo é efetivo para trabalhos onde o solo necessite
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ser esterilizado. Além disso, é possivel que trés meses ndo sejam suficientes para que a
microbiota do solo seja recuperada ou re-estabelecida.

Uma das principais limitacdes na interpretacdo das andlises das propriedades do solo,
incluindo a atividade enzimatica, € que ndo € possivel generalizar os resultados obtidos em solos
com propriedades e caracteristicas diferentes (Gianfreda et al., 2005). O carbono da biomassa, a
respiracdo basal e a atividade enzimética sdo estimativas da qualidade do solo mais efetivas que a
matéria orgénica, ja que as primeiras respondem mais rapidamente e sensivelmente aos
problemas do solo (Garcia et al., 2000). No entanto, neste trabalho, a atividade da fosfatase &cida
foi o parametro bioquimico com melhores respostas para as caracteristicas do solo e o tipo de

experimento desenvolvido.

CONCLUSOES

Vérias espécies de FMA parecem ser resistentes a contaminagéo do solo por chumbo, embora

a colonizacdo dos hospedeiros seja inibida;

e 0Os FMA ndo se mostraram efetivos em promover o crescimento das plantas no solo
contaminado por chumbo;

e Os valores do carbono da biomassa microbiana e da atividade da desidrogenase diminuem

com a esterilizagdo do solo, cuja microbiota ndo se recupera efetivamente em curto espaco de

tempo.

e A atividade da fosfatase é estimulada pelo cultivo de plantas micorrizadas.
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CONCLUSOES GERAIS

O carbono da biomassa microbiana e a respiracdo do solo sdo estimulados durante o periodo
das chuvas e refletem o estresse do solo durante o periodo seco.

A esterilizacdo do solo diminui os valores do carbono da biomassa microbiana e da atividade
da desidrogenase.

A atividade da fosfatase &cida é estimulada pelo cultivo de plantas micorrizadas.

Os esporos de fungos micorrizicos arbusculares coletados do solo no periodo chuvoso
possuem um maior potencial infectivos do que os coletados durante o periodo seco.

O aumento da contaminacdo do solo pelo chumbo inibe a colonizacdo dos hospedeiros,
apesar de varias espécies de FMA parecem ser resistentes a contaminacao.

Os FMA ndo se mostraram efetivos em promover o crescimento das plantas no solo
contaminado por chumbo.

Entre as plantas testadas, mulungu foi a Unica espécie vegetal que apresentou diferenca

significativa no solo contaminado com metais pesados.
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Bras. Ci. Solo, 21:47-50, 1997.

b. Livro: Autores. Titulo da publicacdo. Niumero da edi¢&o. Local,
Editora, ano de publicacdo. NUumero de péginas. Exemplo:

KONHNKE, H. Soil physics. 2.ed. New York, MacGraw Hill, 1969.
224p.

c. Participagdo em obra coletiva: Autores. Titulo da parte
referenciada seguida de In: Nome do editor. Titulo da publicacédo,
numero da edicdo. Local de Publicacdo, Editora, ano. Paginas
inicial e final. Exemplos:

- Capitulo de livro:
JACKSON, M.L. Chemical composition of soil. In: BEAR, F.E., ed.
Chemistry of the soil. 2.ed. New York, Reinhold, 1964. p.71-141.

d. Trabalho em Anais:

VETTORI, L. Ferro "livre" por calculo. In: CONGRESSO
BRASILEIRO DE CIENCIA DO SOLO, 15., Campinas, 1975. Anais.
Campinas, Sociedade Brasileira de Ciéncia do Solo, 1976. p.127-
128.

e. CD-ROM:

SILVA, M.L.N.; FREITAS, P.L.; BLANCANEAUX, P. & CURI, N.
Indice de erosividade de chuva da regido de Goiania (GO). In:
CONGRESSO LATINO AMERICANO DE CIENCIA DO SOLO. 13.,
1996. Anais. Aguas de Lind6ia, EMBRAPA, 1996. CD-ROM

f. Internet:
EL NINO and La Nifia. Disponivel em:
<http://www.stormfax.com/elnino.htm=>. Acesso em 15 out.
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As abreviacbes de nome de revistas devem ser feitas de acordo
com as usadas pelos "abstracting journals", como dos
Commonwealth Agricultural Bureaux.

6. As Referéncias no texto deveréo ser feitas na forma: Silva &
Smith (1975) ou (Silva & Smith, 1975). Quando houver mais de
dois autores, usar a forma reduzida: (Souza et al., 1975).
Referéncias a dois ou mais artigos do(s) mesmo(s) autor(es), no
mesmo ano, serdo discriminadas com letras mindsculas (Ex.:
Silva, 1975a,b).

7. Os quadros deverao ser numerados com algarismos arabicos,
sempre providos de um titulo claro e conciso e construidos de
modo a serem auto-explicativos. Nao usar linhas verticais. As
linhas horizontais devem aparecer para separar o titulo do
cabecalho e este do conteudo, além de uma ao final do quadro. O
quadro deve ser feito por meio de uma tabela (MICROSOFT
WORD/TABELA/INSERIR TABELA), no qual cada valor deve ser
digitado em células distintas, estando centralizado e alinhado.

8. Os graficos deveréo ser preparados, utilizando-se "Softwares"
compativeis com "Microsoft Windows" ("Excel", "Power Point",
"Sigma Plot", etc.). N&o serao aceitas figuras que repitam

Envio de manuscritos

Os trabalhos submetidos a publicacdo somente poder&o ser
enviados por correio eletronico, acessando o site
www.sbcs.org.br (E-mail: autores@sbcs.org.br), e ndo mais em

papel

[Home] [Sobre esta revista] [Corpo editorial] [Assinaturas]

© 2003 Sociedade Brasileira de Ciéncia do Solo

Secretaria Executiva
Caixa Postal 231
36570-000 Vicosa - MG
Tel./Fax: +55 31 3899 2471
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