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Resumo

DE FREITAS, Raphael Pierotte Mello. Potencial fitorremediador do milho (Zea
mays) inoculado com fungo micorrizico arbuscular em um solo contaminado
por Cobre ou Zinco. Rio de Janeiro, 2016. Dissertacdo (Mestrado em Tecnologia de
Processos Quimicos e Bioquimicos) - Escola de Quimica, Universidade Federal do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2016.

O numero de areas contaminadas pelas atividades humanas cresce em todo o
planeta. Diversas técnicas vém sendo aprimoradas para a remediacao dessas areas,
e nesse contexto a fitorremediacdo vem sendo considerada uma alternativa
promissora, por ser uma técnica melhor aceita socialmente, além de melhorar as
caracteristicas fisicas e bioldgicas do solo. O presente trabalho visa contribuir para
esse campo de estudo, através da realizacdo de dois experimentos em casa de
vegetacdo. Em um deles foi avaliada a fitorremediacdo de solo contaminado com
cobre, e no outro a fitorremediacdo de solo contaminado com zinco. Em ambos a
espécie utilizada foi o milho (Zea mays), e foi avaliada a influéncia da inoculacdo com
fungo micorrizico arbuscular (FMA) - Rhizophagus clarus - no processo de
descontaminacdo. A colonizacdo micorrizica sofreu influéncia da dose de
contaminante aplicado, decrescendo com o0 aumento desta. Com relacdo a
fitoextracdo, o cobre acumulou-se em maior quantidade na raiz das plantas, enquanto
0 zinco acumulou-se majoritariamente na parte aérea, levando a conclusao que
Rhizophagus clarus apresenta boa capacidade de retencédo/imobilizagéo de cobre em
seus tecidos. Os conteudos de contaminante na parte aérea e na raiz foram sempre
maiores nas plantas inoculadas, principalmente devido a maior biomassa destas. Os
melhores resultados, para ambos o0s experimentos, foram obtidos para os tratamentos
inoculados com fungo micorrizico arbuscular na menor dose de contaminante aplicado
(100 mg/kgCu e 300 mg/kgZn). Portanto, conclui-se que a técnica utilizada tem
potencial de aplicacdo apenas para solos contaminados em baixa magnitude e de

maneira difusa.

Palavras-chave: Fitorremedia¢do, micorrizas, contaminagéo, cobre, zinco.



Abstract

DE FREITAS, Raphael Pierotte Mello. Potencial fitorremediador do milho (Zea
mays) inoculado com fungo micorrizico arbuscular em um solo contaminado
por Cobre ou Zinco. Rio de Janeiro, 2016. Dissertacado (Mestrado em Tecnologia de
Processos Quimicos e Bioquimicos) - Escola de Quimica, Universidade Federal do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2016.

The number of contaminated areas by human activities grows across the globe.
Several techniques have been improved for the remediation of these areas, and in this
context the phytoremediation has been considered a promising alternative, because it
is a socially better accepted technique, and improve the physical and biological soil
characteristics. This work aims to contribute to this study area, by conducting two
experiments in the greenhouse. In one of them was evaluated phytoremediation of
copper contaminated soil, and other phytoremediation of zinc contaminated soil. In
both, maize (Zea mays) was the chosen species, and evaluated the influence of
inoculation with arbuscular mycorrhizal fungi (Rhizophagus clarus) in the
decontamination process. The mycorrhizal colonization was influenced by the applied
level of pollutant, decreasing with the increase of this. Regarding Phytoextraction,
copper up accumulated in greater quantity in the plant roots, while zinc has
accumulated mainly in the shoot, leading to the conclusion that Rhizophagus clarus
has good copper retention/immobilisation capacity in their tissues. The contaminant
content in shoots and roots were always higher in inoculated plants, mainly due to
higher biomass of these. The best results, for both experiments, were obtained for the
inoculated plants at lower contamination level (100 mg/kgCu e 300 mg/kgZn).
Therefore, it is concluded that the technique has application potential only to

contaminated soils in low magnitude and diffusely.

Keywords: Phytoremediation, mycorrhiza, contamination, copper, zinc.
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1. Introducao

Falar sobre degradacdo do meio ambiente tornou-se redundante nos ultimos
tempos. Estamos acostumados a presenciar, ou ao menos a tomar conhecimento
através dos meios de comunicacéo, de diversas formas de agressao a natureza, que
acabam por comprometer a qualidade dos ecossistemas, seja através da agua, do ar
ou do solo. Este ultimo, por sua vez, muitas vezes nao recebe a atencdo merecida,
apesar de sofrer tanto quanto os outros compartimentos ambientais. Segundo a
Organizacao das Nacgdes Unidas, dois hectares de solo sdo destruidos a cada minuto
pelo crescimento urbano, e dentre as principais causas estdo o desmatamento, mas
praticas agricolas, poluicdo e uso excessivo de pastagens. Nao por acaso, a ONU
declarou 2015 como o Ano Internacional do Solo, pela sua enorme importancia para

a humanidade.

Através do solo, o homem obtém seu alimento, constréi suas casas e produz
uma grande variedade de bens materiais. Nao obstante, ele ainda nos presta diversos
servicos ambientais, como armazenamento e filtragem da agua, reciclagem de

nutrientes e abrigo de um quarto da biodiversidade do planeta (ONU, 2015).

Outro relevante aspecto do solo se relaciona com o seu papel com indicador
da qualidade ambiental dos ecossistemas. De acordo com Andrade (2013), solos e
sedimentos sdo compartimentos pouco moéveis no espago, 0 que permite um
referencial de andlise diferenciado e complementar em relagcdo a compartimentos
mais dindmicos, como a agua e o ar. Além disso, trata-se de um compartimento
ambiental intermediéario, que pode indicar poluicdo oriunda da atmosfera, lavada pelas
aguas da chuva, bem como uma contaminacdo em potencial para lencol subterraneo

€ 0S rios.

Logo, tanto pela sua importancia para o homem quanto pela sua relevancia
ambiental, & urgente a necessidade de uma maior preocupacado com o solo, no que
diz respeito a acdes de monitoramento de sua qualidade e de recuperacdo de areas

degradadas.

Dentro desse contexto, tem se observado uma evolucao das tecnologias para

a remediacdo de areas contaminadas nos ultimos tempos. De acordo com Moraes et
13



al. (2014), as mesmas tém evoluido de técnicas de contencdo, escavagcao e
tratamento off-site para tecnologias de remediacao in situ, como soil vapor extraction,

air sparging, oxiadacao e reducdo quimica, biorremediacéo e fitorremediacgéo.

Dentre as técnicas em desenvolvimento, a fitorremediacdo vem ganhando
destaque, pois agrega vantagens que vao além do tratamento do contaminante. Além
de causar um menor impacto visual e estético, motivo pelo qual € uma técnica melhor
aceita socialmente, a fitorremediagcdo melhora também as caracteristicas fisicas e
biolégicas do solo, ndo se restringindo apenas a uma mudanca na cComposi¢ao
guimica do mesmo. Ademais, promove a revegetacado das areas contaminadas, o que

ajuda a proteger o solo contra a erosao eolica e hidrica (TAVARES et al, 2013).

Apesar de apresentar novos ganhos, a fitorremediacéo ainda ndo apresenta os
mesmos niveis de eficiéncia de remocado de contaminantes quando comparada com
as tecnologias fisico-quimicas. Entretanto, sua utilizacéo pode ter bons resultados em
areas com contaminacéo difusa e de baixa concentracdo, ou areas extensas onde as
técnicas convencionais ndo sao viaveis economicamente (ZEITOUNI, 2003).
Outrossim, a técnica vem sendo aprimorada pela pesquisa de plantas que acumulam
grandes quantidades do contaminante de interesse, chamadas de
hiperacumuladoras, bem como pela potencializacdo do processo através da melhoria
das condi¢des agrondmicas, como adubacéo, consorciacdo de espécies e inoculacao

de microrganismos.

A inoculacdo de microrganismos em plantas tem sido pesquisada e utilizada na
agricultura, com bons resultados no que diz respeito ao aumento de produtividade das
culturas. Em estudo sobre o efeito da inoculacao de fungos micorrizicos arbusculares
exoticos, da acidez do solo e de fontes de fosforo no crescimento e na composicao
mineral de plantas de milho, Costa et al (2002) concluiram que a inoculacdo promoveu
maiores concentragdes de P, K e Cu nas folhas de milho, em condi¢des de solo ndo
corrigido. Riter Netto et al (2014) avaliaram os efeitos de diferentes espécies de FMA
e de doses de fésforo sobre a producdo de fendis totais, o crescimento vegetal e o
conteudo de nitrogénio, fosforo e potassio na massa seca da parte aérea do
maracujazeiro doce, concluindo que as espécies de fungos micorrizicos arbusculares
estudadas proporcionaram incrementos nos contetdos de fendis totais, N, P e K na

parte aérea das plantas de Passiflora alata.
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Contudo, essa abordagem ainda € pouco explorada na fitorremediacdo de
areas contaminadas, apesar de apresentar potencial para tal. Em trabalho sobre os
efeitos da inoculacdo de bactérias resistentes a metais e promotoras de crescimento
na disponibilidade de cobre no solo, no crescimento e na absor¢cdo de cobre pelo
milho, Sheng et al (2012) observaram maior conteudo de cobre na raiz e na parte

aérea do milho nas plantas inoculadas, em comparag¢do com plantas ndo inoculadas.

Embora seja crescente o interesse por fungos micorrizicos e por bactérias de
vida livre no meio endofitico, o uso ainda é reduzido quando comparado ao uso de

bactérias noduliferas na forma de inoculantes (BARBOSA et al, 2015).

Sendo assim, o presente trabalho visa contribuir para esse campo de estudo,
através da realizacdo de dois experimentos em casa de vegetacdo. Em um deles foi
avaliada a fitorremediacdo de solo contaminado com cobre, e no outro a
fitorremediacdo de solo contaminado com zinco. Em ambos a espécie utilizada foi o
milho (Zea mays), e foi avaliada a influéncia da inoculagdo com fungo micorrizico

arbuscular (Rhizophagus clarus) no processo de descontaminacao.

2. Objetivos

O estudo tem como objetivo geral avaliar o desempenho do milho (Zea mays)
inoculado com fungo micorrizico arbuscular (Rhizophagus clarus) como

fitorremediador de solos contaminados por cobre e zinco.
Como objetivos especificos, a pesquisa pretende:

v' Avaliar a influéncia da contaminacdo por metais (Cu e Zn) na
colonizag&o micorrizica;
v' Avaliar, nas diferentes doses de metais aplicadas:
e A absorcédo dos metais pelo milho (Zea mays), tanto na parte
aérea quanto na raiz;
e A influéncia da inoculagdo micorrizica na absor¢cdo dos metais
pelo milho (Zea mays), tanto na parte aérea quanto na raiz;

e Os parametros biométricos das plantas;
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e A influéncia da inoculagdo micorrizica nos parametros
biométricos do milho (Zea mays);
v Avaliar a influéncia da fitorremediacdo e da inoculacdo micorrizica na

alteracao do pH do solo;

3. Reviséao bibliografica

3.1. Areas contaminadas

As atividades antrépicas tém causado, ao longo de toda sua historia, uma série
de modificacdes nos ambientes naturais. Essas intervenc¢des foram e sdo necessarias
ao desenvolvimento humano, entretanto, pela falta de uma visdo global e holistica,
muitas acdes acabam por trazer beneficios apenas para alguns, enquanto o énus se
estende para a sociedade e 0 meio ambiente. Um desses prejuizos € a contaminacao
do meio ambiente, que pode inviabilizar sua utilizacdo pelo homem e pelas outras

espécies.

Segundo a EUGRIS (2015), uma area contaminada é aquela que contém
substancias em niveis os quais ndo estdo normalmente presentes na mesma. Dessa
forma, a contaminacdo pode ser entendida como uma alteracdo dos padrées de

gualidade ambiental de uma determinada area.

Em definicho do Ministério do Meio Ambiente, entende-se por area

contaminada:

“...area, terreno, local, instalacao, edificacdo ou benfeitoria que
contenha quantidades ou concentragfes de quaisquer substancias ou
residuos em condicdes que causem ou possam causar danos a saude
humana, ao meio ambiente ou a outro bem a proteger, que nela
tenham sido depositados, acumulados, armazenados, enterrados ou
infiltrados de forma planejada, acidental ou até mesmo natural. ”
(BRASIL, 2015)

Ha de se ressaltar que muitas vezes 0s conceitos de contaminacdo e de
poluicdo se misturam. De uma maneira geral, a poluicdo pode ser entendida como um
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nivel de contaminagdo que causa danos a saude humana, ao meio ambiente, a

sociedade ou a economia.

O referido 6rgéo ainda expde que os contaminantes podem concentrar-se no
solo,nos sedimentos, nas rochas, nos materiais utilizados para aterrar os terrenos, nas

aguas subterraneas e até nas estruturas das constru¢cdes como paredes e pisos.

Além disso, ressalta a interdependéncia entre os diversos compartimentos
ambientais, motivo pelo qual a contaminacdo se movimenta atraveés do solo, agua, ar

e seres vivos, de uma maneira geral.

Os tipos de contaminantes estao presentes em grande quantidade e variedade
no meio ambiente, e sdo oriundos do seu uso deliberado ou de processos que nao
fazem o adequado tratamento ou destinacdo dos seus rejeitos (ALEXANDER, 1994).
Dente os principais geradores, destacam-se a inddstria e a agricultura. Com relacéo
as caracteristicas quimicas, os principais contaminantes organicos sao os poluentes
organicos persistentes, amplamente encontrado nos defensivos agricolas, bem como
os hidrocarbonetos, gerados em sua maioria pela indastria petrolifera. No que diz
respeito aos contaminantes inorganicos, destacam-se 0s metais pesados, oriundos

de diversas atividades industriais e presente também em pesticidas.
3.1.1. Areas Contaminadas no Brasil

A Resolugéo n°® 420 de 28 de dezembro de 2009, do Conselho Nacional do
Meio Ambiente (CONAMA), dispde sobre critérios e valores orientadores dequalidade
do solo quanto a presenca desubstancias quimicas e estabelece diretrizes parao
gerenciamento ambiental de areascontaminadas por essas substancias
emdecorréncia de atividades antropicas. Apesar desse importante marco normativo,
o Brasil tem pouco a comemorar sobre o tema. A maioria dos estados segue sem
iniciativas politicas, legislativas ou estruturais para cumprir as obrigacdes fixadas pela

referida resolugéo.

Em seu artigo 38°, a Resolugcao determina as informagdes que devem constar
nos relatérios de gerenciamento das areas contaminadas, que constituirdo o Banco

de Dados Nacional sobre Areas Contaminadas. Entretanto, até o momento da
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realizacdo deste trabalho (2016), estdo disponibilizados no banco de dados apenas

informagdes dos estados de Minas Gerais, Rio de Janeiro e Sdo Paulo.

No ano de 2014, conforme apresentado no grafico 1, foram registradas 577
areas contaminadas ou reabilitadas para o estado de Minas Gerais, 270 para o Rio de
Janeiro e 5148 para Sao Paulo, segundo os relatérios dos respectivos 0rgaos

ambientais estaduais.

Areas contaminadas e
reabilitadas (2014)

w & 6000 5148
o8
5 E 4000
S & 2000 577 270
o &
z 5 0 |
o

Minas Gerais Rio de Janeiro Sdo Paulo

H Areas contaminadas e reabilitadas (2014)

Grdfico 1: Numero de dreas contaminadas e reabilitadas nos estados de Minas Gerais, Rio de Janeiro e Sdo
Paulo, no ano de 2014

O maior numero de areas cadastradas no estado de S&o Paulo é resultado ndo
s6 de sua alta atividade industrial, mas também da maior organizagéo e estruturacéo
de seu 6rgdo ambiental em relacdo aos outros estados brasileiros. No gréafico 2 é

possivel observar a evolucao na quantidade de areas cadastradas nesse estado.
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Grdfico 2: Evolugdo do numero de dreas contaminadas e reabilitadas cadastradas no estado de Séo Paulo, de
2002 a 2014. Fonte: CETESB

E importante salientar que, principalmente no Brasil e em outros paises em

desenvolvimento, espera-se um grande aumento do numero de areas contaminadas,
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tanto pelo aumento da industrializacdo quanto pelo aumento da capacidade de
identificacdo e fiscalizacdo dessas é&reas, por meio da estruturacdo dos 6rgaos

responsaveis e aplicacao de politicas de controle da qualidade ambiental.

De acordo com o relatério da Companhia Ambiental do Estado de Sao Paulo
(CETESB), a atividade que mais contribuiu para a contaminacdo das areas foi a de
postos de combustiveis (grafico 3), seguida pelo setor industrial, comercial, de

tratamento e disposicdo de residuos, agricultura e acidentes.

Distribuigao por atividade - dezembro de 2014

0O Acidentes/Agricultura/
Fonte desconhecida

(14;: O Residuo (151)

Yo

B Indtistria (862)
17%

B Comercial (263)
5%

O Posto de combustivel
(3.825)
T4%

Grdfico 3: Distribuigdo das dreas contaminadas no Estado de Sdo Paulo, pela fonte de contaminagdo, no ano de
2014. Fonte: CETESB

Com relacdo ao tipo de contaminante, a maioria das areas apresentou
compostos relacionados aos combustiveis liquidos, como solventes aromaticos e

hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPAS), e metais (grafico 4).
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Grdfico 4: Numero de dreas contaminadas no Estado de Sdo Paulo, por grupo de contaminantes, no ano de
2014. Fonte: CETESB

Tendéncias similares foram observadas nos estados do Rio de Janeiro, pelo
Instituto Estadual do Ambiente (INEA) e em Minas Gerais, pela Fundacao Estadual do
Meio Ambiente (FEAM). Nesse Ultimo, entretanto, ressalta-se também grande
contribuicdo da industria metallrgica, das atividades minerérias e de ferrovias,

responsaveis por contaminagfes por metais.

3.2. Contaminacao por metais pesados

3.2.1. Os metais pesados

A definicdo do termo metal pesado pode levar em consideracdo aspectos
puramente  quimicos, fisico-quimicos, biolégicos ou toxicologicos (ou
ecotoxicoldgicos). Em seu estudo sobre a significancia do termo, Duffus (2002)
concluiu que o entendimento da biodisponibilidade € a chave para avaliar o potencial
de toxicidade dos elementos metélicos e seus compostos, bem como para uma
classificagdo mais apropriada. De acordo com Lima (2011), metal pesado € um
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conceito em evolucdo, antigamente baseado apenas na massa especifica do
elemento, e atualmente incorporando questdes ambientais e toxicologicas em sua

definicao.

Dentre os elementos considerados como metais pesados, alguns séao
necessarios aos seres vivos, considerados como micronutrientes - Cu, Zn, Fe, Mn, Ni
e Mo, enquanto outros sdo considerados como elementos ndo essenciais - Pb, Cd, Cr
e Hg - (ZEITOUNI, 2003).

3.2.1.1. Metais pesados no ambiente

Os metais pesados estao presentes na natureza, em quantidades consideradas
traco, entretanto o homem modifica sua concentracédo e especiacdo quimica no meio
ambiente. A quantidade da maioria dos elementos traco depositada nos ecossistemas,
pelas atividades antropogénicas, € frequentemente maior que as quantidades
depositadas naturalmente, por isso a poluicdo ambiental € um dos maiores fatores de

destruicdo dos componentes da biosfera (KABATA-PENDIAS, 2010).

O solo pode reter o cobre por troca catibnica ou adsorcdo especifica, sendo
este metal adsorvido fortemente pela maioria dos constituintes do solo. O zinco pode
ser adsorvido prontamente por carbonatos e hidréxidos, além de formar complexos
com compostos organicos e inorganicos, no entanto pode ser mais facilmente
carreado pela agua da chuva devido a elevada solubilidade de seus compostos
(DOD,1994).

Diversos parametros sdo responsaveis pela concentracdo, mobilidade e
disponibilidade dos metais pesados no solo, dentre os quais destacam-se o pH,
potencial redox, capacidade de troca catibnica (CTC), textura, matéria organica,
presenca de Oxidos e hidroxidos (principalmente de Fe, Mn e Al), além dos
microrganismos presentes (KABATA-PENDIAS, 2010). A composi¢do dos solos
também se diferencia geograficamente, devido a caracteristicas climéaticas e do

material que lhe deu origem.

Kabata-Pendias (2010) dividiu as diferentes fracdes dos metais no solo em:
facilmente trocavel ou soltvel em agua, especificamente adsorvido, ligado a matéria

organica, retido por éxidos e hidroxidos de Fe e Mn, e ligado estruturalmente aos
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minerais (residual). Em seu trabalho, Waterlot (2013) dividiu as fracdes em: trocavel
(soluvel em agua e &cido), redutivel (ligado a 6xidos e hidréxidos de Fe e Mn), oxidavel

(ligado a matéria organica e sulfetos) e residual (ligada aos minerais de silicato).

Outro importante aspecto desses elementos esta em sua relagdo com os seres
vivos. Os metais pesados podem se acumular nos organismos, fenémeno conhecido
como bioconcentracdo, que por sua vez pode acarretar o aumento da concentracao
dos mesmos ao longo da cadeia alimentar, no processo denominado biomagnificacao
(LIMA, 2011).

3.2.2. Areas contaminadas por metais pesados

Diversas pesquisas tém revelado a grande quantidade de areas contaminadas
por metais pesados em todo o mundo, tanto em areas urbanas quanto em areas rurais.
Nas primeiras, as atividades industriais e a utilizacdo de combustiveis fosseis sédo as
principais responsaveis pela poluicdo, enquanto nas ultimas, a utilizacdo excessiva de
defensivos agricolas e fertilizantes quimicos tem aumentado os niveis de metais
pesados no solo. A mineracao € outra atividade que tem contribuido com relevancia
para a degradacdo ambiental, sobretudo para contaminagdo com esses elementos
(LIU et al, 2004; BIASIOLI et al, 2006; VALLADARES et al, 2007;MANTOVANI, 2009;
KABATA-PENDIAS, 2010; HAMZEH et al, 2011; WEI et al, 2014).

A queima de combustiveis fésseis, para as mais diversas finalidades, tem sido
relacionada como uma importante fonte desse tipo de poluicéo. Biasioli et al (2006)
avaliaram a contaminag&o do solo na cidade de Torino — Italia, e constataram altas
concentracbes de Pb, Zn e Cu, sendo o primeiro 0 que apresentou niveis mais
elevados. Segundo esse autor, grande parte da poluicdo se deve ao trafico de

veiculos.

Em seu estudo sobre poluicdo e avaliacdo de risco a saude, Wei et al (2014)
concluiram que as concentracdes de Cr, Cu, Zn, Cd e Pb no material particulado do
ar de diferentes areas da cidade de Pequim - China, estavam maiores que os valores
naturais do solo, indicando polui¢cdo antropica. Além disso, a avaliagcdo de risco de

cancer devido ao Cr mostrou-se maior que o toleravel.
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Hamzeh et al (2011) observaram a elevacéo dos niveis de Cd, Cr, Cu, Pb, Sn
e Zn com a aproximacéo do centro da cidade de Kerman — Iran, em comparagao aos
niveis encontrados em ambientes naturais, relacionando o aumento principalmente a

emissao de gases veiculares.

Em 1985, o colapso de uma barragem de rejeitos em minas de Pb e Zn, em
Hunan — China, ocasionou a contaminacgdo de areas rurais na bacia do Rio Dong.
Cerca de setenta anos mais tarde, Liu e colaboradores (2004) avaliaram a
contaminacdo de cultivos agricolas no local, concluindo que os solos e os cultivos
ainda continuam severamente contaminados com As, Cd, Zn, Pb e Cu, pondo em risco

a saude humana.

Recentemente o Brasil vivenciou a maior tragédia ambiental de sua histéria.
Em 2015, o rompimento de uma barragem de rejeitos de mineracdo localizada em
Mariana-MG liberou cerca de 60 milhdes de metros cubicos de lama, deixou 19 mortos
e um rastro de destruicdo que se estendeu até o litoral, cerca de 650 quildmetros
distantes da cidade mineira (COSTA, 2015; DE OLIVEIRA, 2016).

Com relacéo as atividades agricolas, importantes estudos tém sido realizados,

comprovando a degradac¢ao da qualidade dos solos.

A calda bordalesa [CuS0O4.5H20 +Ca (OH2) ] € um produto usado no combate
de doencas e parasitas de plantas frutiferas. Parte da calda pulverizada nas folhas é
depositada no solo, imediatamente pela acdo da 4gua ou na senescéncia das folhas,
promovendo ao longo do tempo o acumulo deste elemento no solo (MANTOVANI,
2009).

Santos e colaboradores (2012) avaliaram a contaminacéo por cobre em solos
de vinhedos da regido Sul do Brasil, e constataram que a longa histéria de aplicacédo

de fungicidas cupricos apresentaram niveis toxicos de Cu para plantas de batata.

Valladares e colaboradores (2007) estudaram a variabilidade espacial e
disponibilidade de cobre e zinco em solos de vinhedos e adjacéncias da Regiéo
Viticola de Jundiai — SP, observando correlacdo positiva entre os teores dos

elementos no solo com as areas cultivadas.
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Em seu trabalho sobre o potencial de fitorremediagdo do milho em solos
contaminados pela aplicacéo de fungicidas, utilizados na cultura da uva, Tiecher et al
(2016) observaram altos teores biodisponiveis de cobre e zinco (120,8 mg/kg e 18,7
mg/kg, respectivamente) na area de producdo, enquanto em area natural nas

adjacéncias os teores observados foram bastante inferiores (0,7 mg/kg e 0,9 mg/kg).

De acordo com Kabata-Pendias (2010), os fertilizantes fosfatados sé&o
considerados uma importante fonte de metais pesados em solos agricolas, e a
acidificacdo desses ambientes, observada nas Ultimas décadas, devido
principalmente as chuvas acidas, pode ocasionar o aumento da mobilidade desses
elementos, acarretando em maior biodisponibilidade e lixiviagcdo para oS corpos

hidricos.
3.3. Remediacédo de areas contaminadas

Com o aumento da populacdo mundial e da degradacéo de ecossistemas, cada
vez menos terras estao disponiveis para os habitantes do planeta. Dentro desse
contexto, torna-se imprescindivel a recuperagcdo de areas contaminadas, visto que

esses locais acarretam prejuizos econémicos, ambientais e para a saiude humana.

De acordo com a Resolucdo n° 420 do CONAMA, de 2009, a remediacéo pode
ser definida como uma das ac¢Bes de intervencdo para reabilitacdo de area
contaminada, que consiste em aplicacdo de técnicas, visando a remocédo, contencao

ou reducéo das concentragfes de contaminantes.

De acordo com o Decreto n® 59.263 de julho de 2013 do Estado de Séo Paulo,

as técnicas de remediacdo podem ser divididas em:

e Teécnicas de tratamento: destinadas a remoc¢éo ou reducdo da massa de
contaminantes;

e Teécnicas de contencéo e isolamento: destinadas a prevenir a migracédo dos
contaminantes.

As técnicas de remediacdo ainda podem ser classificadas de acordo com o
local em que séo executadas, isto €, na prépria area contaminada (in situ) ou fora da

mesma (ex situ).
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Outra forma de classificacdo esta relacionada com o processo de tratamento,
que pode ser, biolégico, fisico-quimico, de solidificacdo/estabilizacdo e térmico
(EUGRIS, 2015).

Com relacéo a remediacao de areas contaminadas por metais, de acordo com
a solidificacao/estabilizacao e a escavacgao/disposicao off-site sdo as tecnologias mais
comumente empregadas. As duas primeiras visam restringir a mobilidade e tornar
inertes os contaminantes, por meio de sua retencdo em blocos com elevada
integridade estrutural (solidificacdo) ou através da aplicacdo de agentes que limitam a
solubilidade do contaminante (estabilizacdo). A escavacao consiste na remocao do
solo contaminado e sua destinacdo para um aterro de residuos perigosos (DOD,
1994).

A seguir sdo apresentadas mais algumas das tecnologias de remediagcéo mais
empregadas para solos contaminados por metais.

Tabela 1: Principais tecnologias utilizadas na remediagdo de solos contaminados por metais. Fonte: (DOD, 1994 —

Adaptado)
Tecnologia ‘ Funcéo ‘
In situ — Fisico-Quimicas
Solidificagéo/Estabilizagcéo Imobilizagao
Lavagem do Solo Extracéo
In situ - Térmico
Vitrificagao Imobilizagao
Ex situ — Fisico-Quimicas (Com
escavacao)
Oxidacdo/Reducédo Quimica Extracéo
Lavagem do Solo Extracao
Solidificacao/Estabilizacao Imobilizacao
Ex situ — Térmico (Com escavacgao)
Vitrificagao Imobilizagdo
Outros
Escavacao/disposicéo off-site Extracdo/Imobilizacao
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Diversos fatores podem influenciar na escolha e no sucesso da tecnologia de
remediacao a ser adotada, dentre os quais se destacam os parametros geotécnicos e
as condicdes de equilibrio fisico-quimico e biolégico do meio de interesse. Além disso,
a escolha da técnica mais apropriada dependera da qualidade da investigacao
ambiental, da avaliacéo de risco e dos estudos piloto em campo e em laboratério que
irdo indicar a faixa de variacdo dos parametros que influenciardo no processo (IPT-
SP, 2014).

Apesar de ainda serem consideradas mais eficientes na descontaminagéo dos
solos, as técnicas fisico-quimicas sdo consideradas mais invasivas, uma vez que

alteram consideravelmente a fisica e/ou quimica da area recuperada.

A maior parte das tecnologias de remediacao fisico-quimicas € recomendada
para o tratamento de solos altamente poluidos, ndo sendo adequadas para solos com
poluicdo vasta e difusa, aonde o0s poluentes ocorrem em baixas concentragdes e
superficialmente (GARBISU e ALKORTA, 2001).

3.4. Fitorremediacao

A ideia de se utilizar plantas para a descontaminacdo de ambientes é antiga,
desde a utilizacdo para o tratamento de esgotos, ha cerca de 300 anos, até a
descoberta de espécies que tem a capacidade de acumular metais em seus tecidos,
campo que tem gerado um grande numero de pesquisas nhas ultimas décadas
(LASAT, 2000).

Segundo Raskin e Ensley (2000), fitorremediacdo é uso de plantas e seus
microrganismos associados em condi¢cdes agrondmicas otimizadas para remover,
conter, transferir, estabilizar e/ou degradar, ou tornar inofensivos os contaminantes,

incluindo compostos organicos e metais toxicos.

De acordo com Oliveira et al (2007) e Pires (2003) as principais potencialidades
da fitorremediacdo sdo: a viabilidade econdémica, quando comparada a técnicas
convencionais que envolvem escavacéao de solo; a compatibilidade de equipamentos
e suprimentos utilizados pela agricultura; a possibilidade de degradacé&o de compostos
organicos; maior facilidade de monitoramento, quando comparada a técnicas que
utilizam microrganismos; possibilidade de melhoria das propriedades fisicas e
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biolégicas do solo, bem como da incorporacdo de matéria organica e nitrogénio (no
caso da utilizacdo de leguminosas); controle de processos erosivos e do fluxo
descendente de agua; utilizacdo de energia solar nos processos; possibilidade de
reciclagem de metais pesados; utilizacdo em areas extensas; grande probabilidade

de aceitacdo publica.

Com relacéo as limitagGes da técnica, Pires (2003) e Oliveira et al (2007) citam
a dificuldade na selecéo de plantas; o curto alcance do sistema radicular, quando
comparado as técnicas convencionais; a necessidade de melhoria do solo para
facilitar a absorcao das plantas, em alguns casos incluindo quelagéo do contaminante;
o potencial de contaminacdo da cadeia alimentar; a possibilidade de restricdo do
desenvolvimento das plantas, ocasionada por condi¢des climaticas; os limites de
tolerancia das plantas, que podem inviabilizar a ado¢do da técnica em locais com
niveis de contaminacao elevados; possibilidade de tempo elevado para a remediacao
da area; necessidade de destinacdo adequada da biomassa contaminada, no caso
em que oS contaminantes ndo sao totalmente degradados; falta de mercado para
comercializacao das plantas fitoextratoras colhidas; o fato de ser uma tecnologia ainda
em desenvolvimento, com pouco conhecimento sobre a biologia e a ecologia das

plantas fitorremediadoras.

Dentre os processos envolvidos nessa tecnologia estdo a fitoextracao,
fitoestimulacao, fitotransformacao (fitovolatilizagcéo e fitodegradacao), fitoestabilizacéo
e rizofiltracdo (DE OLIVEIRA et al, 2007). Ressalta-se que, apesar de cada técnica ter
seu uso recomendado para uma determinada situacdo, na pratica duas ou mais
técnicas se desenvolvem simultaneamente, devido a complexidade dos mecanismos
envolvidos. A seguir estdo resumidos o0s principais aspectos das técnicas

mencionadas.
3.4.1. Fitoextracao

A fitroextacao pode ser entendida como a absor¢céo dos contaminantes pelas
raizes, onde estes podem permanecer armazenados ou podem ser transportados e
acumulados na parte aérea da planta (DE OLIVEIRA et al, 2007). Essa técnica é
aplicada principalmente em areas contaminadas por metais, e tem como vantagens a

menor massa para destinacdo, se comparado a tecnologias com escavagao de solo,
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além da possibilidade de utiliza-la como um recurso em outras areas (EPA, 2000). O

processo € ilustrado na figura abaixo (figura 1).

Translocagao e
acumulo na
parte aérea

Absorgqo do Absorgao do
contaminante contaminante
pelas raizes pelas raizes

Figura 1: Mecanismo de fitoextragéo de contaminantes. Fonte: Adaptado de EPA (2000)

Como o objetivo dessa técnica € acumulacao do contaminante nos tecidos da
planta, principalmente na parte aérea, € interessante a utilizacdo de plantas
consideradas hiperacumuladoras. Plantas acumuladoras de metais sédo definidas
como aquelas que possuem a capacidade de acumular metais em concentracdes 100
vezes maiores que plantas comuns, consideradas ndo acumuladoras. Valores iguais
ou maiores a 10 ppm de Hg; Cd 100 ppm; 1.000 ppm de Co, Cr, Cu e Pb; e 10.000
ppm de Ni e Zn, sdo considerados de plantas hiperacumuladoras (LASAT, 2000).

3.4.2. Fitoestimulacgéao

No processo de fitoestimulacdo, o estimulo a atividade microbiana, promovido

pela liberacdo de exsudatos radiculares, tais como aminoacidos e polissacarideos,
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gue atuam na degradacéo de compostos no solo, caracteriza, em algumas plantas, a
aptidao rizosférica para a biorremediacédo (DE OLIVEIRA et al, 2007).

A rizosfera € a zona do solo mais proxima as raizes das plantas, e nela o
namero de microrganismos é muito maior que em uma zona do solo sem vegetacao.
Além disso, essa regido possui maior diversidade, atividade e sinergismo entre as
comunidades microbianas, resultando em maiores taxas de degradagcdo de
compostos organicos (ANDERSON, 1994).

Como essa técnica é mais utilizada para contaminantes organicos, visando sua
degradacdo, as espécies podem ser utilizadas para diversos fins apds a remediacao,
como por exemplo a aplicacao da adubacao verde (DE OLIVEIRA et al, 2007).

3.4.3. Fitotransformacéo

A fitotransformacéo é a degradacéo de contaminantes absorvidos pela planta,
através de seus processos metabdlicos, ou a degradacao dos contaminantes por meio
da atividade de compostos (como enzimas) liberados pela planta no meio externo

(EPA, 2000). Nesse caso o processo é denominado fitodegradacéo.

Quando a transformacéo do contaminante se da pela absorcéo e subsequente
volatilizacdo, ap6s a reducdo de sua toxicidade, o processo € denominado
fitovolatilizacdo técnica utilizada para a remediacdo de substancias volateis, como
mercurio, selénio e arsénio (DE OLIVEIRA et al, 2007). De acordo com a EPA (2000),
a fitovolatilizacdo também pode ser considerada como a liberagdo do contaminante

para a atmosfera, apés a absorcdo pela planta, mesmo sem a sua transformacéo.

Em ambos os casos, o conhecimento do metabolismo da planta é de grande
relevancia, pois permite a identificacdo de enzimas responsaveis pela degradacao de

contaminantes especificos.
3.4.4. Fitoestabilizagéo

Segundo Schoor (1997), a técnica de fitoestabilizag&o refere-se a manutencéo
dos contaminantes na area, através da imobilizagdo dos mesmos por meio da

vegetacdo. O estabelecimento das raizes evita a dispersdo do contaminante pelo
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vento, diminui a eroséo do solo e a lixiviagdo da substancia, devido ao grande volume

de &gua absorvido e transpirado pelas plantas.

A fitoestabilizacdo também ocorre devido as caracteristicas quimicas e
biolégicas da rizosfera, provocando uma alteracdo quimica do meio e do
contaminante, que por sua vez pode ocasionar mudancas em sua solubilidade,
mobilidade ou dissociacdo. Os mecanismos envolvidos para tal sdo a sorgéao,
precipitagdo, complexagao ou reducéo do estado de valéncia de metais (EPA, 2000).

3.4.5. Rizofiltracao

De acordo com De Oliveira et al (2007), a técnica da rizofiltracao utiliza sistemas
vegetais com o objetivo de promover a remocdo dos contaminantes de um meio
aquoso. O processo pode se dar pela adsorcao pelas raizes das plantas, bem como
pela absor¢cédo dos contaminantes em solugcdo. Algumas plantas liberam exsudatos

pelas raizes, que podem causar a precipitacdo de alguns metais (EPA, 2000).

Essa tecnologia tem sido bastante citada na literatura, sendo recomendada
para a remediacdo de aguas subterraneas (apés bombeamento), aguas superficiais e

efluentes.

pY

Plantas aquaticas tém sido utilizadas visando a melhoria da qualidade de
efluentes e o tratamento de aguas residuais, principalmente no que diz respeito a
reducdo das concentracdes de nitrogénio e fosforo (GRANATO, 1995).

Segundo De Oliveira et al (2007) as principais vantagens da rizofiltracdo séo a
intensa absorcdo de nutrientes, o rapido crescimento, as facilidades de retirada das

lagoas e as possibilidades de aproveitamento da biomassa escolhida.
3.5. O Milho (Zea Mays)

O milho (Zea mays) é uma espécie que pertence a familia Poaceae, apresenta
grande adaptabilidade a diferentes tipos de solo e clima, elevada producdo de
biomassa, raizes com grande capacidade de ramificacdo e desenvolvimento e altura
de até 2 metros (BARROS & CALADO, 2014).
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Quanto a sua utilizacdo, essa espécie € amplamente utilizada em todo o
planeta, tanto na alimentagcdo humana quanto na alimentagdo animal. Na geragcao de
energia, o milho também tem importante participacdo, podendo ser utilizado como
biocombustivel ou como biomassa. A producéo de etanol dos Estados Unidos e da
China vem principalmente desse cultivar (BRASIL, 2007). De acordo com a Agéncia
Nacional de Energia Elétrica (2008), a energia de biomassa é obtida pelo
processamento de residuos agricolas e florestais, e no caso do milho s&o utilizados o

sabugo, o colmo, a folha e a palha.

Com relacéo a sua aplicacdo no campo da fitorremediacdo, o milho tem sido
utilizado com frequéncia em testes de fitoextracdo por satisfazer critérios como:
grande producdo de biomassa, crescimento rapido e alta tolerédncia a metais
(TIECHER et al, 2016). Nesse caso, a biomassa produzida no processo pode ser
utilizada principalmente como fonte de energia, uma vez que o alto teor de

contaminantes inviabiliza seu uso na alimentacdo humana ou animal.

Sheng et al (2012) avaliaram os efeitos da inoculacéo de bactérias nas raizes
do milho, concluindo que a parceria planta-microrganismos tem potencial para a

producédo de energia de biomassa conciliada a fitorremediacao.

De acordo com Novais (2013), além da alta taxa de crescimento e da elevada
absorcao de nutrientes, o milho apresenta alta capacidade de captacdo de nutrientes
por meio das micorrizas (micotrofia), tornando-o um hospedeiro ideal para avaliar a

variabilidade funcional dos FMA.

Pereira (2005) avaliou o potencial fitorremediador de feijdo-de-porco, girassol e
milho em um solo contaminado com chumbo, concluindo que o milho e o feijdo-de-
porco apresentaram os melhores resultados, com o primeiro acumulando grandes
guantidades do metal mesmo na auséncia do agente quelante EDTA (&cido

etilenodiaminotetracético).

Estudando uma &rea de producéo de uva, poluida pela aplicacao de fungicidas,
Tiecher et al (2016) concluiram que o milho pode ser uma alternativa para a
remediacdo de solos contaminados simultaneamente por cobre e zinco em baixas
concentracdes, e que os efeitos negativos desses metais no desenvolvimento da

planta aumentam com a diminui¢cdo quantidade de matéria organica no solo.
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3.6. Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMA)

De acordo com Azevedo (1998), microrganismos endofiticos sao
principalmente fungos e bactérias que vivem no interior das plantas (figura 2), tanto
em suas raizes quanto nas partes aéreas, conferindo-lhes maior resisténcia ao ataque
de pragas e doencgas, além de executar outras funcbes de importancia para o

organismo hospedeiro e produzir substancias de interesse biotecnolégico.

Figura 2: Microrganismos que habitam o interior das plantas, representados pelos circulos coloridos. Fonte:
Adaptado de BRADER et al (2014)

As interacdes entre micro-organismos endofiticos e plantas sdo altamente
complexas, contudo, seu estudo é de fundamental importancia para a aplicacdo
pratica em diversas areas da ciéncia, incluindo agricultura, fitorremediacdo e
revegetacao de areas degradadas (BARBOSA et al, 2015).

Dentre os diversos microrganismos que habitam o interior dos tecidos vegetais,
destacam-se as bactérias noduliferas e os fungos micorrizicos, conhecidos por sua

colaboracédo na aquisicdo de nutrientes pelas plantas.

A simbiose estabelecida entre os fungos do solo e as raizes das plantas formam
as micorrizas (HOFFMANN, 2006). Atualmente, sdo reconhecidos seis tipos diferentes
de associacdes micorrizicas: Arbuscular, Arbutéide, Ericoide, Ecto, Monotropdide e
Orquiddide, sendo algumas delas muito especificas, encontradas em apenas algumas
familias de plantas terrestres (BERBARA et al, 2006).

32



3.6.1. Caracterizacao

Segundo Berbara et al (2006), os fungos micorrizicos arbusculares sao
simbiontes obrigatorios, isto €, sé completam seu ciclo de vida quando associados a
plantas compativeis. Estdo presentes em cerca de 80% das familias de plantas, sendo
este tipo de simbiose micorrizica a mais ancestral ja conhecida. Sua importancia
reside em seu papel vital para a sustentabilidade da agricultura e seu potencial
biotecnolégico, com impacto na estrutura de comunidades vegetais e na drenagem de

carbono atmosférico.

De acordo com HOFFMANN (2006), séo estruturas caracteristicas dos FMA as
hifas, as vesiculas e o0s arbulsculos. Segundo BONFANTE-FASOLO (apud
HOFFMANN, 2006) arbusculos e vesiculas podem ser definidos da seguinte maneira:

Os arbusculos originam-se da penetracdo de células corticais
pela hifa causando invaginagdo da membrana plasmatica. Sao os
principais locais de troca de metabdlitos e assim, do ponto de vista
fisioldgico, a principal estrutura da simbiose, sua vida é de 4 a 5 dias,

periodo apés o qual sofrem degeneracao, e entdo a célula volta a ter
atividade normal.

Vesiculas sdo corpos globosos, inter ou intracelulares, com
tamanho de 30 a 100mm; ricas em lipideos, o que sugere tratar-se de
Orgaos de reserva.

Os esporos sédo multinucleados, podendo apresentar centenas a milhares de
ndcleos, e sua germinagao ocorre na superficie da raiz. Apesar de ainda persistir uma
incerteza sobre o mecanismo envolvido, supde-se que a presenca da planta seja
percebida pelo fungo, uma vez que seu esporo s6 germina na presenca da mesma. A
penetracdo no meio inter e intracelular é facilitada pela agdo mecénica e enzimatica
das hifas (BERBARA et al, 2006; BONFANTE-FASOLO, 1984apud HOFFMANN,
2006).

A extensdo das hifas extra-radiculares e seu impacto sobre o volume do
solodependem, principalmente, das caracteristicas radiculares e da textura do solo;
raizes mais finas tendem a induzir maiores comprimentos de hifa (BERBARA et al,
2006).
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3.6.2. Rhizophagus clarus

s

A historia taxondmica dos fungos micorrizicos arbusculares (FMA) é
relativamente recente, motivo pelo qual sua classificacdo, tem sofrido constantes
alteracdes, principalmente devido ao avanco das técnicas de biologia molecular e
sequenciamento de rDNA (SILVA, 2004).

De acordo com Schif3ler e colaboradores (2001), os fungos micorrizicos
formam o filo Glomeromycota. Dentro deste, a espécie Rhizophagus clarus faz parte

da familia Glomeraceae (INVAM).
3.6.2.1. Aplicacao

A utilizacdo das micorrizas € um campo em expansao, com diversas
possibilidades de exploracdo, por isso varios estudos tém sido desenvolvidos,

principalmente com finalidade de aplicacéo agricola.

Novais (2013) et al avaliaram diversas espécies e gendtipos de fungos
micorrizicos arbusculares, com relacdo a colonizacdo das raizes, crescimento e
absorcao de fosforo em milho, concluindo que a espécie Rhizophagus clarus esteve

entre as mais eficientes.

No trabalho realizado por Felisberto (2013), que avaliou a eficiéncia simbiotica
de inoculantes na producdo de mudas de cebola, a inoculacdo Allium cepa L. com
Rhizophagus clarus e Claroideoglomus etunicatus favoreceu o crescimento, a
producdo de fitomassa e a absorcdo da nutricAdo fosfatada pelas plantas, em
condi¢cbes controladas, ao passo que, no campo, a aplicacdo do inoculante a base de
Rhizophagus clarus demonstrou maior capacidade de colonizacédo e competicdo com

as espécies nativas.

Ortas e Ustuner (2014) avaliaram, em casa de vegetacdo, os efeitos de
espécies de fungos micorrizicos arbusculares no crescimento e na absorgcdo de
nutrientes de mudas de Citrus aurantium L, concluindo que a espécie Rhizophagus
clarus teve um efeito significativo sobre a concentragéo de zinco na planta, bem como

Nno seu crescimento.
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No campo da fitorremediacdo as pesquisas com FMA sao relativamente mais
recentes e mais escassas. Moser (2013) avaliou a inoculacdo de Crotalaria juncea
com Rhizophagus clarus e a aplicacdo de fosforo na remediagédo de solo com altos
teores de Cu, observando incrementos na producdo de matéria seca das plantas,
diminuicdo na atividade enzimatica de fosfatase acida e da disponibilidade de Cu no
solo.

Santana (2014) estudou o efeito da inoculacdo do fungo Rhizophagus clarus e
da adicéo do vermicomposto de bagaco de uva na fitorremediacdo de um solo arenoso
com alto teor de Cu, por Canavalia ensiformis, concluindo que a fitoestabiliza¢ao foi
melhor sucedida na presenca do fungo e do vermicomposto na dose de 20 mg P /kg,
e que a fitoextracdo foi maior sem a inculagédo do fungo, com o vermicomposto na
dose de 40 mg P /kg.

4. Materiais e Métodos

Foram realizados dois experimentos, simultaneamente, em casa de vegetacao
do Laboratorio de Microbiologia de Solos, da Universidade Estadual do Norte
Fluminense. Em ambos, o solo foi autoclavado, contaminado (um experimento com
Zn e outro com Cu), disposto em vasos, inoculado com Rhizophagus clarus e
semeado com Zea mays. Os ensaios foram realizados em quadriplicata, para 4 doses
de contaminacdo, com e sem a inoculacdo do fungo micorrizico, totalizando 8
tratamentos (32 com as repeticdes). A seguir sdo detalhados os materiais e métodos

utilizados.

4.1. Solo

Para a realizac&o do experimento, utilizou-se solo classificado como Latossolo
Amarelo, predominantemente argiloso, coletado na profundidade de 0-20 cm e
peneirado em malha de 2 mm. Com o objetivo de reducgéo do teor de fésforo, o solo

foi misturado com areia lavada na proporgéo de 1:1 (v:v).

O solo utilizado foi previamente caracterizado pela Fundacao Norte Fluminense

de Desenvolvimento Regional, apresentando as seguintes caracteristicas quimicas:
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Tabela 2: Caracteristicas quimicas do solo antes da contamina¢do. MO — Matéria Orgdnica, CTC — Capacidade
de Troca Catibnica, SB — Soma de Bases Trocdveis, V — indice de Saturagdo de Bases, m — indice de Saturagdo de
aluminio, ISNa — indice de Saturagdo de Sédio.

Pardmetro S-SO4 P K Ca Mg Al H+Al Na
(mg/dm?) (mg/dm?3) (mmol/dm?3)

Valor 5,0 19 12 2,6 15,1 9,2 0,0 17,6 2,1

Parametro C MO CTC SB \ m ISNa
(8/dm3) (mmol/dm?) (%)
Valor 7,9 13,62 46,6 29,0 62 0 5
R Fe Cu Zn Mn B
Parametro
(mg/dm?)
Valor 70,27 0,25 3,57 19,85 0,49

O solo foi pesado, distribuido em sacos plasticos (3 kg), e autoclavado, a 121°C
e 1,1 atm, durante uma hora, repetindo-se o procedimento apds 24 horas. Ao fim do
processo o solo foi levado para a casa de vegetacéo, onde permaneceu em repouso
por cerca de 20 dias.

Uma vez que o presente trabalho visa avaliar o potencial de fitorremediagao
principalmente em &reas agricolas, onde a contaminagéo ocorre de maneira difusa e
em niveis relativamente baixos quando comparados a areas contaminadas por
atividades industriais, a escolha das doses de contaminacdo baseou-se nos valores
investigacdo para areas agricolas, estipulados na Resolugdo CONAMA n° 420, de 28
de dezembro de 2009, e apresentados abaixo.

Tabela 3: Valores orientadores de Investigagdo, para dreas agricolas (CONAMA, 2009)

Valor de Investigacao

(Agricola)
Cu 200
Zn 450

Para ambos experimentos, o desenvolvimento das plantas foi avaliado em
solos contaminados em trés doses, além de solos onde ndo se realizou a
contaminacdao (controle — dose 0). Para a contaminacéo do solo, foram preparadas as
solugdes com agua deionizada com sulfato de zinco (ZnS04.7H20) e agua deionizada
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com sulfato de cobre (CuS04.5H20), nas diferentes doses a serem aplicadas. Para o
experimento de contaminagdo com Zn, as doses aplicadas foram de 300, 600 e 900
mg/kg, enquanto que para 0 experimento de contaminacdo com Cu, as doses
aplicadas foram de 100, 200 e 400 mg/kg. As solucBes foram misturadas ao solo em
bandejas plasticas, e 0 solo contaminado foi distribuido em vasos plasticos de 3 kg,
previamente lavados e desinfetados com hipoclorito 0,05%.

Além de contaminacdo, realizou-se, simultaneamente, a adubacéao do solo com
cloreto de potassio (KCI), também por meio de solucdo com agua deionizada, na dose
50 ppm de K. Essa aplicacéo foi realizada devido ao baixo teor de potassio no solo,
observado na caracterizacdo inicial. Apés a adubacado, efetuou-se a analise da
concentracdo de potédssio no solo, por espectrofotometria de absorcao atémica, e o
solo apresentou teor médio de potassio de 145,91 mg/kg.

Apés a contaminacdo e adubacgdo, 0s vasos permaneceram em repouso por
cerca de 21 dias, na casa de vegetacdo, mantando-se a umidade constante com agua

deionizada.

No dia do plantio, foram coletadas amostras de cerca de 30 g de solo de cada
vaso, para analise da contaminacao e do pH, com a utilizacdo de trado de mao, na
parte central dos vasos. As amostras foram acondicionadas em potes de plasticos e

Secas ao ar.

4.2. In6culo

A inoculacdo foi realizada no dia do plantio das sementes. O in6culo de
Rhizophagus clarus foi cedido pelo Laboratério de Microbiologia de Solos, da
Universidade Estadual do Norte Fluminense. A contagem de esporos do inéculo foi
realizada por meio da separacao através de centrifugacdo em solucdo de sacarose e
em peneira de 0,053 mm. Aplicou-se 50 g de indculo por vaso, que contabilizaram

uma media de 533 esporos/vaso.

4.3. Sementes

Para o plantio, foram utillizadas sementes de Zea mays - hibrido
UENF506/2012, cedidas pelo Laboratério de Tecnologia de Sementes, da
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Universidade Estadual do Norte Fluminense, com taxa de germinacdo de 80%. As
sementes foram lavadas em solugédo de hipoclorito 0,05% por 20 minutos, para

garantir a ndo inoculacdo das mesmas, e plantadas (5 em cada vaso).
4.4. Determinacdes Analiticas

O experimento foi conduzido durante 60 dias, devido ao fato das plantas terem
reduzido consideravelmente sua taxa de crescimento com esse periodo de tempo.
Foram realizadas medicfes de altura, diametro do caule e contagem do numero de
folhas, quinzenalmente; pesagem da matéria seca (parte aérea e raiz) das plantas, no
tempo final; concentracdo de Cu e Zn na parte aérea e na raiz das plantas, no tempo
final; andlises de concentracdo pseudo total e biodisponivel de Cu e Zn no solo, no
tempo inicial e final; pH do solo, no tempo inicial e final; e analise da colonizacéo
micorrizica, no tempo final. As plantas foram periodicamente irrigadas com agua
deionizada, de acordo com a necessidade. Com 18 dias de experimento, realizou-se
o desbaste das plantas, deixando apenas 3 plantas por vaso, e no 43° dia do
experimento, os vasos foram adubados com 20 mg/kg de N, através da aplicacao

solucéo de NH4NO:s.

4.4.1. Altura, diametro do caule e contagem do numero de folhas

As medi¢bes foram realizadas com régua (altura), paquimetro digital (diametro
do caule) e visualmente (contagem do numero de folhas).

4.4.2. Pesagem e andlise do teor de Cu e Zn no material vegetal

O material vegetal foi seco em estufas com circulagéo de ar, a cerca de 65 ° C.
Posteriormente, foi pesado, e para a analise do teor de Cu e Zn, foram misturados 0,1
g com 2 ml de HNOs concentrado em tubos de ensaio, que foram levados ao bloco
digestor a 150 ° C, até a reducdo do volume para aproximadamente 5 ml. Apds o
resfriamento das amostras, adicionou-se 2 ml de H202, repetindo-se a operagdo com
a adicdo de 0,5 ml de H202, até o clareamento do extrato. Por fim, completou-se o

volume para aproximadamente 10 ml, com a adi¢do de HNOs diluido, para a leitura do
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extrato em espectrOmetro de emissédo atdomica por plasma acoplado indutivamente
(IPC — AES).

4.4.3. Analise de pH do solo

Para as analises de pH, foram cachimbados 10 cm3 de solo em copos plasticos,
que foram misturados com 25 ml de agua deionizada e deixados em repouso por 1
hora, procedendo-se entdo a leitura em potenciometro com eletrodo combinado
(EMBRAPA, 1997).

4.4.4. Andlise da colonizagdo micorrizica

Para a avaliacdo da colonizacdo micorrizica, as raizes frescas foram lavadas
em agua corrente, separando-se as raizes mais finas, que foram armazenadas em
alcool etilico 50%. A coloragdo das raizes foi realizada com azul de metila, de acordo
com a metodologia descrita por Grace e Stribley (1991), com as seguintes adaptacoes
(KOH 2,5% por 5 minutos, HCL por 5 minutos). Apds a coloracdo, as raizes foram
cortadas em pedacos (10 para cada amostra) de aproximadamente 2 cm e fixadas em

laminas com glicerol.

Para o célculo da porcentagem de colonizacdo, as laminas foram observadas
no microscépio Gtico, sendo considerado o percentual de 10% de colonizagdo para

cada pedaco de raiz em que pelo menos uma estrutura fungica foi observada.

4.45. Andlise de Cu e Zn no solo

A analises de concentracdo pseudo total foram realizadas de acordo com o
meétodo 3050B (USEPA, 1996), adaptado. Foram pesados 0,5g das amostras de solo,
previamente maceradas com um almofariz, que foram acondicionadas em
erlenmeyers de 125 ml, juntamente com 2,5 ml de acido nitrico. Cerca de 12 horas
depois, foram adicionados 2,5 ml de agua deionizada e as amostras foram colocadas
no bloco digestor, por cerca de 30 min, a aproximadamente 95 © C. Apés o
resfriamento das mesmas, adicionou-se 2,5 ml de acido nitrico, digerindo-se as

amostras novamente, por cerca de 2 horas, a aproximadamente 95 ° C. Resfriou-se
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as amostras novamente, e foram adicionados mais 1 ml de agua deionizada e 1,5 ml
de H202, realizando nova digestéo, posteriormente repetida com a adicdo de mais 1
ml de H202, até que amostra fosse clareada. Por fim, uma nova digestao foi realizada
com a adicdo de 5 ml de HCI, e o volume das amostras foi completo com agua
deionizada para 50 ml, deixando-as em repouso para posterior leitura em
espectrometro de emisséo atdbmica por plasma acoplado indutivamente (IPC — AES).

As andlises de concentracdo biodisponivel foram realizadas de acordo com o
método Mehlich 1 (EMBRAPA, 1997). Foram cachimbados 5 cm?® das amostras de
solo, que foram misturadas a 50 ml de solucdo Carolina do Norte (0,0125 mol/L de
H2S04 e 0,050 mol/L de HCL), em erlenmeyers de 125 ml. Os frascos foram
submetidos a agitacdo (200 rpm) por 10 mim e deixados em repouso para a
sedimentacao. Posteriormente o extrato foi pipetado e disposto em tubos de vidro para
leitura em espectrobmetro de emissdo atbmica por plasma acoplado indutivamente
(IPC — AES).

4.4.6. Analise estatistica dos resultados

Para andlise estatistica dos resultados, foi utilizado o programa Design Expert
10, por meio do método fatorial completo, com 2 niveis para a variavel “Inoculagao de
FMA” (Inoculado e Nao-inoculado), e 4 niveis para a variavel “Dose” (niveis de
contaminacgao 0, 1, 2 e 3). O programa gerou modelos para cada resposta analisada,
em funcgéo das variaveis trabalhadas.

5. Resultados e Discussao

A seguir, os resultados encontrados séo detalhados e analisados.
5.1. Colonizag&o micorrizica

A colonizagdo micorrizica das raizes das plantas sofreu forte influéncia da dose

de contaminante aplicado, decrescendo com aumento da concentragéo dos metais.
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Figura 3: Raiz colonizada com presenga de arbusculos (esquerda) e raiz néo colonizada (direita).

Para o experimento do cobre, a média da porcentagem de coloniza¢ao variou
de 98 %, na dose 0, até 48 %, na dose 3 (gréfico 18).
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Grdfico 5: Porcentagem de colonizagdo micorrizica em fun¢do da dose de cobre aplicada

Para o experimento do zinco, a média da porcentagem de coloniza¢do variou
de 100 %, na dose 0, até 0 %, nas doses 2 e 3 (gréafico 19).
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Grdfico 6: Porcentagem de colonizagdo micorrizica em fung¢do da dose de zinco aplicada

O efeito prejudicial do excesso de metais pesados na coloniza¢do micorrizica
também foi observado por Vidal e colaboradores (1996) em estudo que demonstrou a
reducdo da colonizacdo de raizes de milho por Glomus mossae, devido as altas
concentragfes de Zn, Cd e Cu. Nesse trabalho observou-se também a inibicdo de
arbusculos por Zn, mas néo por Cd e Cu.

No presente trabalho, também se verificou que o aumento das doses de zinco
teve maior impacto que o aumento das doses de cobre na colonizacdo micorrizica.
Entretanto, para ambos os experimentos, a dose 1 de contaminagdo obteve
percentuais de colonizacdo préximos aos dos tratamentos ndo contaminados (93%,
para o cobre; e 90%, para o0 zinco).

5.2. Parametros biométricos das plantas

Foram avaliados 0s seguintes parametros biométricos: Altura, didametro do

caule, massa seca da parte aérea e massa seca da raiz.

De maneira geral, todos os parametros biométricos analisados apresentaram
influéncia estatisticamente significativa das variaveis “Dose” e “Inoculagdo de FMA”,
com excecao da altura das plantas em solo contaminado com zinco, em que a

inoculacao dos fungos n&o acarretou em diferenga significativa.
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Sendo assim, o comportamento geral observado para essas respostas foi de
diminuicdo com o aumento da dose de contaminante aplicado, e de maiores valores
para os tratamentos com inoculacdo de FMA. O detalhamento de cada resposta é
apresentado a seguir. Os resultados de todas as repeticdes para 0s parametros

biométricos das plantas podem ser visualizados no apéndice C dessa dissertacao.

5.2.1. Altura

No experimento do cobre, a variavel “Dose” e a variavel “Inoculagdo de FMA”
tiveram influéncia significativa na altura das plantas, enquanto a interacdo das duas

variaveis nao apresentou influéncia significativa.

A altura das plantas decresceu com o0 aumento da dose de contaminante
aplicado, e as plantas inoculadas com FMA apresentaram maior crescimento que as
plantas sem inoculacdo, para todas as doses de contaminagcdo, como pode ser
observado no gréafico 6 e na figura 4.
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Grdfico 7: Influéncia das varidveis analisadas na altura das plantas — Experimento do cobre. Legenda: CF — Com
inoculagéo de FMA; SF — Sem inoculagdo de FMA
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Figura 4: Comparagdo entre as plantas inoculadas e ndo inoculadas com FMA. A — Plantas inoculadas; B —

Plantas ndo inoculadas. 0— Sem contaminagdo,; 1 — 100 mg/kgCU; 2 — 200 mg/kgCu; 3 — 400 mg/kgCu

No experimento do zinco, apenas a variavel “Dose” teve influéncia significativa

na altura das plantas.

A altura das plantas decresceu com o0 aumento da dose de contaminante

aplicado, e as plantas inoculadas com FMA ndo apresentaram diferencas de

crescimento significativas com relacdo as plantas sem inoculacdo, para todas as

doses de contaminacdo, como pode ser observado no gréafico 7 e na figura 5.

Design-Expert® Software
Factor Coding: Actual
Altura (cm)

® Design Points

X1 = A: Dose
X2 = B: FMA

® B1CF
A B2 SF

Altura (cm)

Interactiun

30 —|

20 —|

10—

B: FMA
Warning! Factor not in model.

°
/
.’/

o olemo®

A: Dose

Grdfico 8: Influéncia das varidveis analisadas na altura das plantas — Experimento do zinco. Legenda: CF — Com

inoculagéo de FMA; SF — Sem inoculagdo de FMA
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Figura 5: Comparagdo entre as plantas inoculadas e ndo inoculadas com FMA. A — Plantas inoculadas; B —
Plantas ndo inoculadas. 0— Sem contaminagdo,; 1 — 300 mg/kgZn; 2 — 600 mg/kgZn; 3 — 900 mg/kgZn

Embora no experimento do zinco a altura ndo tenha apresentado diferenca
estatisticamente significativa, entre os tratamentos com e sem inoculacdo de FMA,
outros parametros biométricos como o diametro e o numero de folhas foram maiores

para as plantas inoculadas, bem como a biomassa dessas plantas.

Em estudo sobre os beneficios da associacdo de Rhizophagus clarus
(antigamente denominado Glomus clarum) e adubacédo fosfatada em cultivares de
milho, SCHUCH (2013) concluiu que o FMA se mostrou eficiente no aumento da altura
e matéria seca da parte aérea de planta em doses de fésforo que estimulam a

colonizagdo micorrizica.
5.2.2.Diametro do caule

No experimento do cobre, a variavel “Dose”, a variavel “Inoculacdo de FMA” e
a interacdo das duas variaveis tiveram influéncia significativa no diametro do caule

das plantas.

A didmetro do caule decresceu com o aumento da dose de contaminante
aplicado, e as plantas inoculadas com FMA apresentaram maiores valores que as
plantas sem inoculacdo, para todas as doses de contaminacdo, como pode ser
observado no gréafico 8.
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Grdfico 9: Influéncia das varidveis analisadas no diGmetro do caule das plantas — Experimento do cobre.
Legenda: CF — Com inoculagdo de FMA; SF —Sem inoculag¢éo de FMA

No experimento do zinco, a variavel “Dose” e a variavel “Inoculacdo de FMA”
tiveram influéncia significativa no diametro do caule das plantas, enquanto a interacéo
das duas variaveis ndo apresentou influéncia significativa.

A didmetro do caule decresceu com o aumento da dose de contaminante
aplicado, e as plantas inoculadas com FMA apresentaram maiores valores que as

plantas sem inoculacdo, para todas as doses de contaminacdo, como pode ser
observado no grafico 9.
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Grdfico 10: Influéncia das varidveis analisadas no didmetro do caule das plantas — Experimento do zinco.
Legenda: CF — Com inoculagdo de FMA; SF —Sem inoculag¢do de FMA

5.2.3. Massa seca da parte area

No experimento do cobre, a variavel “Dose”, a variavel “Inoculacdo de FMA” e
a interacdo das duas variaveis tiveram influéncia significativa na massa seca da parte
aérea das plantas.

A massa seca da parte aérea das plantas decresceu com o aumento da dose
de contaminante aplicado, e o maior valor médio foi observado para a dose 0 com
FMA (15,42 g/vaso). Dentre os tratamentos com contaminagéo (doses 1, 2 e 3), 0

maior valor médio foi observado para a dose 1 com FMA (12,80 g/vaso).

As plantas inoculadas com FMA apresentaram maiores valores que as plantas

sem inoculagéo, para todas as doses de contaminacgéo, como pode ser observado no
gréfico 10.
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Grdfico 11: Influéncia das varidveis analisadas na massa seca da parte aérea das plantas — Experimento do
cobre. Legenda: CF — Com inoculagdo de FMA; SF — Sem inoculagéo de FMA

No experimento do zinco, a variavel “Dose” e a variavel “Inoculacdo de FMA”
tiveram influéncia significativa na massa seca da parte aérea das plantas, enquanto a

interacdo das duas variaveis nao apresentou influéncia significativa.

A massa seca da parte aérea das plantas decresceu com o aumento da dose
de contaminante aplicado, e o maior valor médio foi observado para a dose 0 com
FMA (15,80 g/vaso). Dentre os tratamentos com contaminacgéao (doses 1, 2 e 3), 0

maior valor médio foi observado para a dose 1 com FMA (10,00 g/vaso).

As plantas inoculadas com FMA apresentaram maiores valores que as plantas
sem inoculacgéo, para todas as doses de contaminacdo, como pode ser observado no

gréafico 11.
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Grdfico 12: Influéncia das varidveis analisadas na massa seca da parte aérea das plantas — Experimento do
zinco. Legenda: CF — Com inoculagdio de FMA; SF — Sem inoculagéo de FMA

Os maiores valores de massa seca observados para as plantas inoculadas
provavelmente estdo relacionados ao aumento da absor¢ao de nutrientes, ocasionado
pela maior superficie de contato das hifas, e a efeitos fitoprotetores que os fungos
micorrizicos oferecem as plantas (BERBARA et al, 2006; GADD, 2007). Esses fatores
propiciam um melhor desenvolvimento das plantas, e 0 aumento de altura e diametro

do caule destas refletirdA em maior biomassa.

Moser (2013) demonstrou que 0 aumento nos teores de glomalina, produzida
pelos FMA, pode diminuir a disponibilidade do Cu, reduzindo a toxidade desse metal
para as plantas. Dessa forma, a remediacdo do solo & auxiliada por meio da
fitoestabilizagcdo dos contaminantes, ou seja, apesar de ndo serem extraidos do solo,

0S metais permanecem no mesmo em formas quimicas mais estaveis.
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5.2.4. Massa seca daraiz

No experimento do cobre, a variavel “Dose”, a variavel “Inoculagao de FMA” e
a interacdo das duas variaveis tiveram influéncia significativa na massa seca da raiz

das plantas.

Nas plantas sem inoculagcdo de FMA, a massa seca da raiz das plantas
decresceu com 0 aumento da dose de contaminante aplicado. No caso das plantas
inoculadas com FMA, observou-se um aumento desta variavel da dose 0 para a dose
1, e um decréscimo da dose 1 até a dose 3.0 maior valor médio foi observado para
adose 1 com FMA (5,87 g/vaso).

Com excecdo da dose 0, as plantas inoculadas com FMA apresentaram
maiores valores de massa seca na raiz que as plantas sem inoculacéo, para todas as

doses de contaminacado, como pode ser observado no gréfico 12.
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Grdfico 13: Influéncia das varidveis analisadas na massa seca da raiz das plantas — Experimento do Cobre.
Legenda: CF — Com inoculagdo de FMA; SF —Sem inocula¢do de FMA

No experimento do zinco, a variavel “Dose” e a variavel “Inoculagdo de FMA”
tiveram influéncia significativa na massa seca da raiz das plantas, enquanto a

interac&o das duas variaveis nao apresentou influéncia significativa.
50



A massa seca da parte aérea das plantas decresceu com o aumento da dose
de contaminante aplicado, e o maior valor médio foi observado para a dose 0 com
FMA (6,61 g/vaso). Dentre os tratamentos com contaminacao (doses 1, 2 e 3), 0 maior

valor médio foi observado para a dose 1 com FMA (5,87 g/vaso).

As plantas inoculadas com FMA apresentaram maiores valores que as plantas

sem inoculagao, para todas as doses de contaminag&o, como pode ser observado no

gréafico 13.
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Grdfico 14: Influéncia das varidveis analisadas na massa seca da raiz das plantas — Experimento do Zinco.
Legenda: CF — Com inoculagdo de FMA; SF —Sem inoculagéo de FMA

5.3. Conteldo de contaminante na parte aérea

No experimento do cobre, a variavel “Dose” e a variavel “Inoculagdo de FMA”
tiveram influéncia significativa no conteido de cobre na parte aérea das plantas,
enquanto a interacdo das duas variaveis ndo se mostrou estatisticamente significante.
Os resultados de todas as repeti¢cdes para o conteudo de contaminante na parte aérea

das plantas podem ser visualizados no apéndice D dessa dissertacéo.
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O conteudo de cobre na parte aérea das plantas aumentou com a elevagéo da
dose 0 paradose 1, decresceu com o aumento do contaminante da dose 1 paradose
2, e voltou a aumentar da dose 2 para dose 3. O maior valor médio foi observado

para a dose 1 com FMA (0,14 mgCu/vaso).

Tavares e colaboradores (2013), em estudo de avaliacdo de espécies para
fitorremediacdo de solos contaminados por area industrial, observaram contetudo de
0,0584 mgCul/vaso na parte aérea do milho, para vasos de 1,5 kg de solo, com
concentracéo inicial de 107,6ppm de Cu (pseudo-total).

Em trabalho de avaliacdo da utilizacdo do p6 de forno elétrico (residuo da
industria siderargica) como fonte de micronutrientes e contaminantes para o milho,
Accioly e colaboradores (2000) obtiveram conteudos que variaram de 0,03 a 0,14
mgCu/vaso na parte aérea das plantas, para vasos contendo aproximadamente 3,7
kg de solo, com aplicacdes via fontes puras (1,3 ppm de Cu) e via diferentes
proporcdes de solo/pd de forno elétrico, com concentracdo no residuo de 1710 ppm
de Cu.

As plantas inoculadas com FMA apresentaram maiores valores de conteudo de
cobre na parte aérea que as plantas sem inoculacdo, para todas as doses de
contaminacgao, como pode ser observado no grafico 14.
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Com inoculagdo de FMA; SF — Sem inoculagdo de FMA
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No experimento do zinco, a variavel “Dose” e a variavel “Inoculacdo de FMA”
tiveram influéncia significativa na massa seca da raiz das plantas, enquanto a

interacdo das duas variaveis nao apresentou influéncia significativa.

O conteudo de zinco na parte aérea das plantas aumentou com a elevacéo da
dose 0 para dose 1, e decresceu com 0 aumento do contaminante da dose 1 para
dose 2 e da dose 2 para dose 3. O maior valor médio foi observado para a dose 1
com FMA (33,96 mgZn/vaso).

Tavares et al (2013) observaram conteudo de 0,1676mgZn/vaso na parte aérea
do milho, para vasos de 1,5 kg de solo, com concentracéo inicial de 73,8 ppm de Zn

(pseudo-total).

Accioly et al (2000) obtiveram conteldos que variaram de 0,25 a 1,82
mgZn/vaso na parte aérea das plantas, para vasos contendo aproximadamente 3,7 kg
de solo, com aplica¢cdes via fontes puras (4 ppm de Zn) e via diferentes proporc¢des
de solo/p6 de forno elétrico, com concentragdo no residuo de 144785 ppm de Zn.

As plantas inoculadas com FMA apresentaram maiores valores de contetdo de
zinco na parte aérea que as plantas sem inoculacdo, para todas as doses de
contaminacgao, como pode ser observado no grafico 15.
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Grdfico 16: Influéncia das varidveis analisadas no conteudo de zinco na parte aérea das plantas. Legenda: CF —
Com inoculagdo de FMA; SF — Sem inocula¢éo de FMA
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O maior conteado dos metais analisados, nas plantas inoculadas, esta
relacionado a maior producdo de massa seca, causando uma distribuicdo dos

contaminantes no tecido das plantas.
5.4. Conteldo de contaminante naraiz

No experimento do cobre, a variavel “Dose”, a variavel “Inoculacdo de FMA” e
a interacdo entre as duas variaveis tiveram influéncia significativa no contetdo de
cobre na raiz das plantas. Os resultados de todas as repeticfes para o contetdo de
contaminante na raiz das plantas podem ser visualizados no apéndice D dessa

dissertacéao.

O conteudo de cobre na raiz das plantas aumentou com a elevacédo da dose 0
para dose 1,e decresceu com o aumento do contaminante da dose 1 para dose 2 e
da dose 2 para dose 3. O maior valor médio foi observado para a dose 1 com FMA
(1,80mgCu/vaso).

As plantas inoculadas com FMA apresentaram maiores valores de contetudo de
cobre na raiz que as plantas sem inoculacao, para todas as doses de contaminacéo,
como pode ser observado no grafico 16.
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Grdfico 17: Influéncia das varidveis analisadas no conteudo de cobre na raiz das plantas. Legenda: CF — Com
inoculagéio de FMA; SF — Sem inoculagdo de FMA
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O acumulo de cobre nas raizes, principalmente na dose 1 inoculada com FMA,
pode estar relacionado com a maior massa seca de raiz observada nesse tratamento
e com a capacidade dos FMA em imobilizar alguns metais. De acordo com Gadd
(2007), a biomassa fungica pode fazé-lo das seguintes formas: biossor¢cdo na
biomassa (paredes celulares, pigmentos e polissacarideos extracelulares);
acumulacao intracelular e precipitacdo de compostos metalicos em torno das hifas.

Em estudo sobre a capacidade de retengcédo de metais pesados em tecidos de
FMAs crescidos in vitro, Cabral (2008) concluiu que o tecido fangico de Rhizophagus
clarus (antigamente denominado Glomus clarum) apresentou maior capacidade de

retencdo para Cu, Cd e Pb.

No experimento do zinco, apenas a variavel “Dose” teve influéncia significativa

no contetdo desse contaminante na raiz das plantas.

O conteudo de zinco na raiz das plantas aumentou com a elevacédo da dose 0
para dose 1, e decresceu com o aumento do contaminante da dose 1 para dose 2 e
da dose 2 para dose 3. O maior valor médio foi observado para a dose 1 com FMA
(1,36 mgZn/vaso).

N&o houve diferencas estatisticamente significativas entre o contetdo de zinco
na raiz das plantas inoculadas e as ndo inoculadas com FMA, como pode ser

observado no gréafico 17.
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Grdfico 18: Influéncia das varidveis analisadas no conteudo de zinco na raiz das plantas. Legenda: CF — Com
inoculagéo de FMA; SF —Sem inoculagdo de FMA

Embora o conteddo de zinco nao tenha revelado diferenca estatisticamente
significativa, observaram-se médias ligeiramente maiores desse elemento nas raizes
das plantas inoculadas com FMA, o que também pode estar relacionado a uma maior
massa seca da planta e aos mecanismos de imobilizacdo de metais dos fungos.
Entretanto, tais mecanismos parecem ocorrer em magnitude menor que para 0s

compostos de cobre.
5.5. Aumento do pH do solo

A influéncia da dose e da inoculacdo de FMA no aumento do pH do solo ndo
foram significativas, em ambos o0s experimentos. Entretanto, constatou-se que a
fitorremediac&o acarretou em um aumento do pH no solo, para todos os tratamentos
(graficos 18 e 19). Os resultados de todas as repeticbes podem ser visualizados no
apéndice E dessa dissertacéo.
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Grdfico 19: Relagdo entres as varidveis analisadas e o aumento do pH do solo. Experimento do cobre. Legenda:

CF — Com inoculagéo de FMA; SF —Sem inoculagdo de FMA
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Grdfico 20: Relagdo entres as varidveis analisadas e o aumento do pH do solo. Experimento do zinco Legenda:

CF — Com inoculagéo de FMA; SF — Sem inoculagdo de FMA
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Esse efeito € considerado importante, pois a disponibilidade dos metais tende
a diminuir com o0 aumento do pH. Dessa forma, a remedia¢do pode acontecer também

por meio da fitoestabilizacéo, através da precipitacdo ou complexacdo dos metais.

Com o aumento do pH, os grupos funcionais carboxila, fendlico, alcodis e
carbonila da matéria organica dissociam-se, aumentando a capacidade de

estabelecerem ligagcdes com os metais (PERES, 2014).
5.6. Avaliacéo da reducao da contaminacéao do solo

Em ambos os experimentos, apenas a dose aplicada influenciou na reducao do
contaminante do solo, tanto para a concentracdo pseudo-total quanto para a fracédo
biodisponivel. Os valores obtidos para estas respostas sdo apresentados a seguir. Os
resultados de todas as repeticbes podem ser visualizados no apéndice F dessa

dissertacao.

Tabela 4: Percentuais de redugéo da concentragéo biodisponivel de contaminante do solo

Remocéao (%)

Biodisponivel Cu Zn
Dose 1 18% | 27,2%
Dose 2 -6,8% | 39,2 %
Dose 3 2,4% | 49,4%
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Tabela 5: Percentuais de redu¢do da concentragdo pseudo-total de contaminante do solo

Remocéo (%)

Pseudo-total Cu Zn

Dose 1 32,6% | 18,6 %

Dose 2 22,3% | 36,8 %

Dose 3 26,7 % | 48,4 %

No experimento do cobre, observou-se que o teor pseudo-total apresentou
maiores reducdes, enquanto o teor biodisponivel apresentou reducdo pequena ou até
foi elevado, o que pode estar relacionado a disponibilizacdo de cobre no solo ao longo
do periodo do experimento e a baixa mobilidade desse elemento no solo. O maior
percentual médio de remocdao foi observado na dose 1 (32,6%), para o teor pseudo-

total.

No experimento do zinco, a remocdo do contaminante no solo cresceu com o
aumento da dose aplicada, tanto para a concentracdo pseudo-total quanto para a
fracdo biodisponivel, apresentando valores maiores que a reducao de cobre no solo.
Os maiores valores médios de remocédo foram observados para a dose 3, tanto para

o teor biodisponivel quanto para o pseudo-total (49,4% e 48,4%, respectivamente).

Analisando a correlacdo entre caracteristicas de latossolos e parametros de
equacdes de adsorcao de cobre e zinco, Nascimento e Fontes (2004) concluiram que
0os solos apresentaram maior energia de ligacdo dos sitios de troca e maior
capacidade de adsorcdo maxima para Cu relativamente ao Zn. Em estudo sobre
mobilidade de metais pesados em solo com descarte de lodo industrial, Gaivizzo
(2001) concluiu que o Zn foi o metal com maior mobilidade, enquanto o cobre foi um

dos que apresentou menor mobilidade dentre os analisados no trabalho.

Assim, a diferenca de remoc¢ao no solo, observada entre os metais utilizados
no presente estudo, parece estar relacionada a mobilidade dos mesmos no solo.

Apesar de nao ter sido medida a concentracdo de metais na agua de lixiviagcéo, supde-
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se que 0 zinco, por ser mais movel, é mais vulneravel a lixiviacdo pela agua de
irrigacdo, muito embora o cobre também possa ter sofrido este processo,

provavelmente em menor magnitude.

5.7. Analise estatistica dos modelos

A maioria das respostas obteve modelos significativos, para um nivel de
confianca de 95%, de acordo com o programa de analise estatistica utilizado,

permitindo a avaliacdo da influéncia das variaveis analisadas.

A tabela abaixo traz um resumo dos principais resultados estatisticos para as
respostas avaliadas. As analises de variancia podem ser visualizadas nos apéndices

A e B dessa dissertacao.

Tabela 6: Significdncia estatistica dos modelos gerados através do programa Design Expert 10. Valores de p-
value menores que 0,05 indicam que o modelo é estatisticamente significante.

Resposta

p-value p-value

Analisada

(modelo) (modelo)
Colonizagéo
. .. - 0,998 - 0,841
Micorrizica
Altura 0,0001 0,835 0,0001 0,907
Diametro do caule 0,0001 0,961 0,0001 0,970
Massa seca da
5 0,0001 0,970 0,0001 0,976
parte aérea
Massa seca daraiz 0,0001 0,977 0,0001 0,925

Conteudo de
contaminante na 0,0002 0,580 0,0001 0,908

parte aérea

Conteudo de

contaminante na 0,0001 0,928 0,0001 0,723
raiz
Aumento do pH do
0,0004 0,686 0,0053 0,393
solo
Remocéo de
contaminante do
0,0004 0,5156 0,0001 0,9470

solo

(Biodisponivel)
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Remocéo de
contaminante do 0,0001 0,8445 0,0001 0,8816
solo (Pseudo-total)

Embora os modelos tenham sido considerados significativos (p-value <0,05),

alguns apresentaram baixos valores de coeficiente de determinacgéo (R?).

De maneira geral, os parametros biométricos das plantas (Altura, Diametro do
caule, Massa seca da parte aérea e Massa seca da raiz), foram as respostas que
apresentaram os maiores valores de R?, enquanto que o aumento do pH do solo
apresentou 0os menores valores do coeficiente, assim como o0 conteudo de
contaminante na parte aérea e a remocao de contaminante biodisponivel do solo (para

0 experimento do cobre).

Dessa forma, conclui-se que as variaveis analisadas apresentaram boa
correlagdo com os parametros biométricos e o contetdo de contaminante nas plantas,
enguanto para os parametros do solo, de maneira geral, a correlacao for mais baixa.
Tal resultado indica que outras variaveis devem ser consideradas para o melhor
entendimento das mudancas ocorridas do solo, como por exemplo a lixiviagdo dos

metais nessa matriz.

6. Conclusodes

A colonizacdo micorrizica de Rhizophagus clarus em milho Zea mays sofreu
influéncia da dose de contaminante aplicado, decrescendo com o aumento desta. O
zinco apresentou efeitos mais severos que cobre, no que diz respeito a colonizagéo
das raizes. Para ambos o0s experimentos, a dose 1 de contaminacdo obteve
percentuais de colonizacdo proximos aos dos tratamentos ndo contaminados (93%,

para o cobre; e 90%, para o zinco).

Com relacéo a fitoextracdo, o cobre acumulou-se em maior quantidade na raiz
das plantas, enquanto o zinco acumulou-se majoritariamente na parte aérea. Conclui-
se que Rhizophagus clarus apresenta boa capacidade de retencao/imobilizacdo de

cobre em seus tecidos.
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Os conteudos de contaminante na parte aérea e na raiz foram sempre maiores

nas plantas inoculadas com FMA, principalmente devido & maior biomassa destas.

Embora a dose de contaminante aplicado e a inoculagdo de FMA n&o tenham
influenciado na alteracdo do pH do solo, verificou-se que todos os tratamentos
causaram um aumento deste, indicando o favorecimento do processo de

fitoestabilizagao.

Através das analises dos contaminantes no solo, verificou-se que o zinco
apresentou maiores percentuais de remoc¢ao, o que pode estar relacionado também a
lixiviagdo do metal pela agua de irrigagdo. Dessa forma, o0 zinco apresentou maior

potencial para a fitoextracédo, e o cobre para a fitoextracao/fitoestabilizacao.

Os melhores resultados, para ambos os experimentos, foram obtidos para os
tratamentos inoculados com FMA na dose 1 de contaminacdo. Portanto, conclui-se
que a técnica utilizada tem potencial de aplicacdo apenas para solos contaminados
em baixa magnitude e de maneira difusa, como acontece em areas afetadas por
atividades agricolas, principalmente pela utilizacdo indiscriminada de pesticidas e
fertilizantes quimicos. A técnica utilizada no presente trabalho ndo apresenta potencial
de utilizacdo em areas severamente contaminadas, por atividades industriais ou de

mineragao, por exemplo.

Com intuito de aumentar a eficiéncia da fitorremediacdo, novos experimentos
podem ser realizados considerando a utilizacdo de consércios de plantas e
microrganismos, visando a um aumento da sinergia do processo, por meio do
estabelecimento de comunidades potencialmente remediadoras de éareas
contaminadas. Ademais, novos estudos sobre o comportamento dos metais nas areas
contaminadas, principalmente sobre processos de lixiviagdo, s&o igualmente

importantes para o desenvolvimento dessa técnica de remediagao.
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8. Apéndices

APENDICE A — ANALISE DE VARIANCIA PARA AS RESPOSTAS AVALIADAS NO EXPERIMENTO DO COBRE

ANOVA - Altura (Cu)

Source Sum of Mean F p-value
Block Squares df Square Value Prob>F Std. Dev. 4,47 R-Squared 0,8352
Model 41,97 3 13,99 Mean 20,56 Adj R-Squared  0,8078
A-Dose 2431,73 4 607,93 30,41 <0.0001 Significant CV.% 21,74 Pred R-Squared 0,7071
B-FMA 2237,35 3 745,78 37,31 < 0.0001 PRESS 852,88 Adeq Precision 12,617
Residual 194,37 1 194,37 9,72 0,0047 -2 Log Likelihood 177,45 BIC 205,18
Cor Total 479,74 24 19,99 AlCc 199,71
ANOVA - Diametro do Caule (Cu)
Sum of Mean F  p-value
Source Squares df Square Value Prob>F
Block 2,76 3 0,92 Std. Dev. 0,58 R-Squared 0,9612
Model 175,70 7 25,10 74,30 <0.0001 significant Mean 5,87 Adj R-Squared  0,9483
A-Dose 147,18 3 49,06 145,23 <0.0001 CV.% 9,90 Pred R-Squared 0,9099
B-FMA 23,26 1 23,26 68,84 < 0.0001 PRESS 16,47 Adeq Precision 21,885
AB 5,26 3 1,75 5,19 0,0077 -2 Log Likelihood 42,61 BIC 80,73
Residual 7,09 21 0,34 AlCc 77,81
Cor Total 185,55 31
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ANOVA - Massa Seca da Parte Aérea (Cu)

Sum of Mean F  p-value
Source Squares df Square Value Prob>F
Block 0,95 3 0,32 Std. Dev. 1,25 R-Squared 0,9703
Model 108145 7 154,49 98,16 <0.0001 significant Mean 7,01 Adj R-Squared  0,9605
A-Dose 920,71 3 306,90 19501 <0.0001 C.V. % 17,89 Pred R-Squared  0,9311
B-FMA 101,64 1 101,64 6458 <0.0001 PRESS 76,74 Adeq Precision 20,965
AB 59,10 3 19,70 12,52 < 0.0001 -2 Log Likelihood 91,85 BIC 129,97
Residual 33,05 21 1,57 AlCc 127,05
Cor Total 111545 31
ANOVA - Massa Seca da Raiz (Cu)
Sum of Mean F  p-value
Source Squares df Square Value Prob>F
Block 0,40 3 0,13 Std. Dev. 0,45 R-Squared 0,9774
Model 181,94 7 2599 129,55 <0.0001 significant Mean 2,64 Adj R-Squared _ 0,9698
A-Dose 14390 3 47,97 239,09 <0.0001 C.V. % 16,98 Pred R-Squared  0,9474
B-FMA 12,41 1 12,41 61,87 < 0.0001 PRESS 9,78 Adeq Precision 22,862
AB 25,62 3 8,54 42,57 < 0.0001 -2 Log Likelihood 25,93 BIC 64,05
Residual 421 21 0,20 AlCc 61,13
Cor Total 186,55 31
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ANOVA - Conteudo de Cu na Parte Aérea

Sum of Mean F  p-value
Source Squares df Square Value Prob>F Std. Dev. 0,029 R-Squared 0,5809
Block 1,078E-003 3 3,593E-004 Mean 0,091 Adj R-Squared 0,5111
Model 0,028 4 7,026E-003 8,32 0,0002 significant CV. % 31,84 Pred R-Squared  0,2549
A-Dose 0,020 3 6,815E-003 8,07 0,0007 PRESS 0,036 Adeg Precision 6,939
B-FMA 7,660E-003 1 7,660E-003 9,07 0,0060 -2 Log Likelihood -144,84 BIC -117,11
Residual 0,020 24 8,448E-004 AlCc -122,58
Cor Total 0,049 31
ANOVA - Contetido de Cu na Raiz
Sum of Mean F  p-value
Source Squares df Square Value Prob>F Std. Dev. 018 R-Squared 0,9280
Block 017 3 0058 — Mean 055  AdjR-Squared  0,9040
Model 9,00 7 1,29 38,67 <0.0001 significant CV. % 32,98 Pred R-Squared  0,8328
A-Dose 519 3 1,73 5198 <0.0001 PRESS 1,62 Adeq Precision 18,515
B-FMA 200 1 200 6014 <0.0001 -2 Log Likelihood -31,58  BIC 6,54
AB 1,82 3 0,61 18,21 <0.0001 AlCc 362
Residual 070 21 0,033 '
Cor Total 9,87 31
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ANOVA - Aumento do pH do solo (Cu)

Sum of Mean F  p-value
Source Squares df Square Value Prob>F Std. Dev. 0,18 R-Squared 0,6858
Block 026 3 0,086 Mean 0,45 Adj R-Squared 0,5811
Model 150 7 0,21 6,55 0,0004 significant CV.% 40,22 Pred R-Squared  0,2705
A-Dose 0,12 3 0,039 1,20 0,3356 PRESS 1,60 Adeq Precision 9,028
B-FMA 015 1 0,15 4,49 0,0463 -2 Log Likelihood -32,02 BIC 6,11
AB 124 3 0,41 12,59 <0.0001 AlCc 3,18
Residual 0,69 21 0,033
Cor Total 2,45 31
ANOVA - Remocao de Cu Biodisponivel
Sum of Mean F  p-value
Std. Dev. 0,49 R-Squared 0,5156
Source Squares df Square Value Prob>F Mean eV 2026 Adj %-Squared 0.4575
Block 0,47 3 0,16 ' '
! : — CV. % 184,30 Pred R-Squared 0,2064
Model 6,31 3 2,10 8,87 0,0004 significant PRESOS 971 Adeq Pre?:ision 6.035
A-Dose 631 3 210 887  0,0004 2 Log Likelihood 36,86  BIC 61,12
Residual 5,93 25 0,24 AlCe 5553

Cor Total 12,71 31




Remocdao de Cu Total

Sum of Mean F  p-value
Source Squares df Square Value Prob>F
Block 5,500E-003 3 1,833E-003
Model 2,86 3 0,95 45,26 <0.0001 significant
A-Dose 286 3 0,95 45,26 <0.0001
Residual 0,53 25 0,021
Cor Total 339 31

Std. Dev. 0,15 R-Squared 0,8445
Mean 0,44 Adj R-Squared 0,8258
CV.% 32,74 Pred R-Squared 0,7452
PRESS 0,86 Adeq Precision 11,352
-2 Log Likelihood -40,62 BIC -16,36

AlCc -21,96

73



ANOVA - Altura (Zn)

Sum of Mean F  p-value
Source  Squares df Square Value Prob>F Std. Dev. 3,49 R-Squared 0,9071
Block 3373 3 11.24 19,61 Adj R-Squared 0,8959
Model 296511 3 988,37 81,34 <0.0001 significant CV. % 17,78  Pred R-Squared 0,8477
A-Dose 296511 3 988,37 81,34 <0.0001 PRESS 497,72 Adeq Precision 16,011
Residual 303.78 25 12.15 -2 Log Likelihood 162,83 BIC 187,09
Cor Total  3302,62 31 AlCc 181,50
ANOVA - Didametro do caule (Zn)
Sum of Mean F  p-value

Source  Squares df Square Value Prob>F Std. Dev. 0,51 R-Squared 0,9701

Block 1,41 3 0,47 Mean 5,98 Adj R-Squared 0,9651

Model 204,14 4 51,04 19456 <0.0001 significant C.V. % 8,56 Pred R-Squared  0,9468

A-Dose 19853 3 66,18 252,27 <0.0001 PRESS 11,19 Adeq Precision 28,586

B-FMA 562 1 5,62 21,42 0,0001 -2 Log Likelihood 38,78 BIC 66,51

Residual 6,30 24 0,26 AlCc 61,04

Cor Total 211,85 31

APENDICE B - ANALISE DE VARIANCIA PARA AS RESPOSTAS AVALIADAS NO EXPERIMENTO DO ZINCO
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ANOVA - Massa Seca da Parte Aérea (Zn)

Sum of Mean F  p-value
Source Squares df Square Value Prob>F Std. Dev. 1,05 R-S_quared 0,9760
Block 122 3 0.41 Mean 6,81 Adj R-Squared 0,9720
Model 108493 4 271.23 24407 <0000l significant C.V. % 1547 _ Pred R-Squared 0,9573
PRESS 47,41 Adeq Precision 29,973
A-Dose 1077,52 3 359,17 323,21 <0.0001 2 Log Likelihood 4 BIC 112 71
B-FMA 741 1 741 667 00163 -2 Log Likelihood 84,98 '
Residual 26,67 24 1,11
Cor Total 1112,82 31
ANOVA - Massa Seca da Raiz (Zn)
Sum of Mean F  p-value
Source  Squares df Square Value Prob>F Std. Dev. R-Squared 0,9253
Block 2,65 3 0,88 Mean Adj R-Squared 0,9129
Model 191,07 4 47,77 74,35 <0.0001 significant C.V. % 31,92  Pred R-Squared 0,8672
A-Dose 185,34 3 61,78 96,15 < 0.0001 PRESS 27,41 Adeq Precision 18,710
B-EMA 573 1 573 8,92 0,0064 -2 Log Likelihood 67,45 BIC 95,18
Residual 1542 24 0,64 AlCc 89,71
Cor Total 209,14 31
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ANOVA - Contelido de Zn na Parte Aérea

Sum of Mean F  p-value
Source Squares df Square Value Prob>F Std. Dev. 4,47 R-Squared 0,9087
Block 20,63 3 6,88 Mean 15,27 Adj R-Squared 0,8935
Model 4768,91 4 1192,23 59,70 <0.0001 significant CV.% 29,26 Pred R-Squared  0,8377
A-Dose 4647,93 3 1549,31 77,59 <0.0001 PRESS 852,00 Adeq Precision 17,223
B-FMA 120,97 1 120,97 6,06 0,0214 -2 Log Likelihood 177,42 BIC 205,15
Residual 479,25 24 19,97 AlCc 199,68
Cor Total 5268,79 31

ANOVA - Conteudo de Zn na Raiz

Sum of Mean F__p-value Std. Dev. 031  R-Squared 0,7232
Source Squares df Square Value Prob>F Mean 041 Adj R-Squared 0,6900
Block 038 3 013 — C.V.% 7520  Pred R-Squared 0,5466
Model 6,20 3 2,07 21,78 <0.0001 significant PRESS 3,89 Adeq Precision 9.679
A-Dose 620 3 207 21,78 <0.0001 -2 Log Likelihood 7,55 _ BIC 31,81
Residual 2,37 25 0,095 AlCC 26.21
Cor Total 8,95 31
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ANOVA - Aumento do pH do solo (Zn)

Sum of Mean F p-value
Source Squares df Square Value Prob>F Std. Dev. 0,16 R-S_quared 0,3928
Block 0035 3 0.012 Mean 0,38 Adj R-Squared 0,3200

1 2 0, -
Model 040 3 013 539 0,053 significant C.V. % 4143  Pred R-Squared 0.0052
A-Dose 0.40 3 0.13 539 0.0053 PRESS 1,01 Adeq Precision 4,859
Residual 0'62 25 0 625 : : -2 Log Likelihood -35,45 BIC -11,19
Cor Total 1,05 31 AlCc -16.79
ANOVA - Remocdao de Zn Biodisponivel

Sum of Mean F p-value
Source Squares df Square  Value Prob>F
Block 0,11 3 0,036 Std. Dev. 0,090 R-Squared 0,9470
Model 305 7 0,44 53,66 <0.0001 significant Mean 0,22 Adj R-Squared  0,9294
A-Dose 2,85 3 0,95 116,64 <0.0001 CV.% 41,03 Pred R-Squared 0,8770
B-FMA 0,020 1 0,020 243 0,1341 PRESS 0,40 Adeq Precision 20,697
AB 0,19 3 0,063 7,74 0,0011 -2 Log Likelihood -76,65 BIC -38,53
Residual 0,17 21 8,132E-003 AlCc -41,45
Cor Total 3,33 31
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ANOVA - Remocéo de Zn Total

Sum of Mean F  p-value
Source Squares df Square Value Prob>F
Block 0,018 3 6,099E-003
Model 267 3 0,89 62,02 <0.0001 significant
A-Dose 267 3 0,89 62,02 <0.0001
Residual 0,36 25 0,014
Cor Total 3,04 31

Std. Dev. 0,12 R-Squared 0,8816
Mean 0,19 Adj R-Squared 0,8673
CV.% 62,65 Pred R-Squared 0,8059
PRESS 0,59 Adeq Precision 14,732
-2 Log Likelihood -52,93 BIC -28,67

AlCc -34,26
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APENDICE C — RESULTADOS DOS iNDICES BIOMETRICOS DAS
PLANTAS

Tabela 7: Valores de Altura e Didmetro do caule, apds 60 dias, para o experimento do cobre. Legenda: Blx — Bloco da
amostra, Cu/Zn — Cobre ou Zinco, Dx — Dose correspondente, F — Inoculado com fungo micorrizico

Didmetro do caule (mm)
Planta 1 | Planta 2 | Planta 3 | Média | Planta 1 | Planta 2 | Planta 3 | Média
1-BI1CuDoF 28,5 24,8 25,3 26,2 9,81 9,70 10,49 | 10,00

Tratamento

2 - BI2CuDoF 315 32,8 24,7 29,7 8,35 10,54 8,63 9,17
3 - BI3CuDoF 33,0 30,7 25,7 29,8 9,62 11,02 8,76 9,80
4 - Bl4CuDoF 34,8 35,7 25,2 31,9 9,74 7,87 8,20 8,60
5-Bl1CuDo 29,5 29,4 26,4 28,4 9,04 9,59 8,54 9,06
6 - BI2CuDo 33,0 38,5 17,8 29,8 4,88 8,12 8,21 7,07
7 - BI3CuDo 33,0 26,5 24,8 28,1 8,11 9,77 9,53 9,14
8 - Bl4CuDo 32,5 23,3 34,3 30,0 8,91 9,22 10,20 9,44
9 - BI1CuD1F 30,1 18,5 24,2 24,3 9,52 7,49 6,70 7,90
10 - BI2CuD1F | 32,2 29,7 22,7 28,2 8,26 8,30 6,77 7,78
11 - BI3CuD1F | 40,0 40,0 27,8 35,9 7,30 10,10 6,32 7,91
12 - Bl4CuD1F| 30,1 33,1 22,2 28,5 8,43 7,98 8,07 8,16
13 - Bl1CuD1 20,2 34,1 30,0 28,1 6,34 6,02 571 6,02
14 - BlI2CuD1 35,7 30,4 25,0 30,4 5,46 4,68 5,51 5,22
15 - BI3CuD1 34,1 39,4 28,9 34,1 6,14 4,86 4,27 5,09
16 - Bl4CuD1 12,5 13,7 11,5 12,6 3,75 4,98 3,38 4,04
17 - BI1CuD2F | 37,4 18,1 19,1 24,9 7,53 6,34 5,44 6,44
18 - BI2CuD2F | 23,3 18,6 12,2 18,0 5,30 5,60 4,37 5,09
19 - BI3CuD2F | 22,6 26,4 14,4 211 572 6,35 4,66 5,58
20 - Bl4CuD2F | 22,5 30,6 16,2 23,1 6,36 4,98 4,58 5,31

21 -Bl1Cub2 10,1 11,0 9,5 10,2 3,97 3,68 3,46 3,70
22 - Bl2Cub2 11,2 13,5 10,3 11,7 2,90 3,49 3,74 3,38
23- BI3CubD2 10,0 10,8 8,6 9,8 2,90 3,04 3,37 3,10
24 - Bl4CuD2 11,0 13,0 10,9 11,6 3,33 3,96 4,86 4,05
25-BI1CuD3F| 14,1 10,9 7,8 10,9 3,64 3,89 3,54 3,69
26 - BI2CuD3F | 115 10,0 9,9 10,5 3,92 3,75 3,41 3,69
27 - BI3CuD3F | 17,0 13,5 12,0 14,2 4,95 4,35 3,97 4,42
28 - BI4CuD3F | 13,5 12,1 8,4 11,3 4,62 4,61 2,95 4,06
29 - Bl1CuD3 6,8 6,3 51 6,1 3,76 2,62 2,86 3,08
30 - BI2CuD3 6,0 53 6,2 5,8 2,28 2,22 1,38 1,96
31- BI3CuD3 6,2 6,0 7,1 6,4 2,58 2,52 2,73 2,61
32 - Bl4CuD3 8,5 6,4 4,5 6,5 2,55 3,86 3,68 3,36
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Tabela 8: Valores de Altura e Didmetro do caule, apds 60 dias, para o experimento do zinco. Legenda: Blx — Bloco da
amostra, Cu/Zn — Cobre ou Zinco, Dx — Dose correspondente, F — Inoculado com fungo micorrizico

Altura Diametro do caule
Planta 1 | Planta 2 | Planta 3 | Média | Planta 1 | Planta 2 | Planta 3 | Média
1-Bl1ZnDoF 29,5 21,4 30,5 27,1 9,01 10,05 9,96 9,67

Tratamento

2 - Bl2ZnDoF 27,6 24,5 25,8 26,0 10,42 8,60 10,19 9,74
3 - BI3ZnDoF 355 33,0 31,7 33,4 10,71 8,77 8,25 9,24
4 - Bl4ZnDoF 34,9 245 34,2 31,2 8,77 8,22 9,77 8,92
5-Bl1ZnDo 32,4 34,7 25,6 30,9 12,69 7,19 7,85 9,24
6 - Bl2ZnDo 43,5 15,5 40,4 33,1 10,03 5,52 8,69 8,08
7 - BI3ZnDo 43,3 28,8 29,0 33,7 5,69 6,58 9,84 7,37
8 - Bl4ZnDo 32,1 37,0 26,6 31,9 9,26 9,88 7,19 8,78
9 - Bl1ZnD1F 23,5 215 - 22,5 9,15 9,03 - 9,09
10 - BI2ZnD1F | 21,0 25,5 26,1 24,2 8,81 7,09 7,80 7,90
11-BI3ZnD1F | 23,5 22,4 23,0 23,0 7,64 10,95 6,31 8,30
12 - Bl4znD1F | 23,1 20,0 34,0 25,7 7,21 9,57 10,02 8,93
13- Bl1ZnD1 33,0 34,3 251 30,8 9,26 6,97 8,73 8,32
14 - BI2ZnD1 30,5 22,9 22,9 25,4 6,91 7,31 8,28 7,50
15 - BI3ZnD1 38,8 48,0 23,3 36,7 5,81 7,63 6,01 6,48
16 - Bl4ZnD1 27,2 355 20,2 27,6 6,91 5,04 9,47 7,14
17 - Bl1znD2F | 10,1 13,8 10,2 11,4 4,61 4,14 4,24 4,33
18 - BI2ZnD2F | 18,0 27,1 11,4 18,8 4,78 4,05 3,71 4,18

19 - BI3ZnD2F | 15,0 10,5 9,5 11,7 4,02 5,78 3,11 4,30
20 - Bl4ZnD2F | 16,4 17,5 14,4 16,1 4,90 6,09 4,12 5,04
21 -Bl1ZnD2 16,6 52 4,0 8,6 4,75 2,85 2,86 3,49
22 - Bl2ZnD2 14,5 9,6 12,3 12,1 4,85 3,40 4,70 4,32
23- BI3ZnD2 13,3 13,4 14,0 13,6 3,39 4,12 4,12 3,88
24 - Bl4ZnD2 10,7 - - 10,7 3,39 - - 3,39
25 - BlI1ZnD3F 5,0 54 - 52 2,71 2,55 - 2,63
26 - BI2ZnD3F | 12,8 8,1 - 10,5 3,36 4,07 - 3,72
27 - BI3ZnD3F 7,4 6,1 - 6,8 2,46 3,71 - 3,09
28 - Bl4ZnD3F 7,7 14,1 - 10,9 3,12 3,59 - 3,36
29 - Bl1ZnD3 7,5 - - 7,5 3,07 - - 3,07
30 - BI2ZnD3 11,5 7,0 - 9,3 3,16 2,76 - 2,96
31- BI3ZnD3 10,6 54 - 8,0 2,85 2,23 - 2,54
32 -Bl4znD3 3,2 - - 3,2 2,47 - - 2,47
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Tabela 9: Valores de massa seca da parte aérea e da raiz, apos 60 dias, para ambos experimentos. Legenda: Blx — Bloco da
amostra, Cu/Zn — Cobre ou Zinco, Dx — Dose correspondente, F — Inoculado com fungo micorrizico

Tratamento Mass,a Seca da Parte Mas_sa Secada Massg Seca da Parte Mas_sa Secada
Aérea (g/vaso) Raiz (g/vaso) Aérea (g/vaso) Raiz (g/vaso)
1-BI1CuDoF 14,07 5,60 15,93 5,31
2 - BI2CuDoF 16,27 4,91 13,91 4,64
3 - BI3CuDoF 16,05 5,55 18,19 6,06
4 - Bl4CuDoF 15,30 5,17 15,16 5,05
5 - Bl1CuDo 13,50 5,93 15,86 5,29
6 - BI2CuDo 14,33 6,53 14,71 4,90
7 - BI3CuDo 13,91 4,85 13,15 4,38
8 - Bl4CuDo 15,59 5,87 13,16 4,39
9 - BI1CuD1F 11,84 5,55 10,32 3,44
10 - BI2CuD1F 10,94 5,99 9,92 3,31
11 - BI3CuD1F 15,06 6,36 8,25 2,75
12 - BI4CuD1F 13,34 5,58 11,51 3,84
13 -Bl1CuD1 7,15 2,71 10,10 3,37
14 - BI2CuD1 5,74 1,73 7,87 2,62
15 - BI3CuD1 5,22 1,32 8,73 2,91
16 - Bl4CuD1 1,85 0,78 9,39 3,13
17 - BI1CuD2F 5,77 1,45 1,99 0,66
18 - BI2CuD2F 4,84 1,18 2,67 0,89
19 - BI3CuD2F 4,32 0,97 2,05 0,68
20 - BI4CuD2F 6,03 1,61 3,54 1,18
21 - Bl1CubD2 1,16 0,60 1,36 0,45
22 - Bl2CuD2 1,15 0,46 1,70 0,57
23- BI3CuD2 0,80 0,26 2,18 0,73
24 - Bl4CuD2 1,55 0,61 0,76 0,25
25 - BI1CuD3F 1,16 0,50 0,73 0,24
26 - BI2CuD3F 1,11 0,41 0,95 0,32
27 - BI3CuD3F 2,43 0,77 0,52 0,17
28 - BI4CuD3F 2,20 0,57 1,06 0,35
29 - BI1CuD3 0,38 0,12 0,52 0,17
30 - Bl2CuD3 0,33 0,13 0,87 0,29
31- BI3CuD3 0,40 0,13 0,62 0,21
32 -Bl4CuD3 0,64 0,21 0,32 0,11
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APENDICE D — CONTEUDO DE CONTAMINANTE NAS PLANTAS

Tabela 10: Conteudo de contaminante na parte aérea e na raiz, apos 60 dias, para ambos experimentos. Legenda: Blx —
Bloco da amostra, Cu/Zn — Cobre ou Zinco, Dx — Dose correspondente, F — Inoculado com fungo micorrizico

Zinco

Conteudo na Parte Conteudo na Raiz Conteudo na Parte Conteudo na Raiz

Tratamento Aérea (mg/vaso) (mg/vaso) Aérea (mg/vaso) (mg/vaso)

1 - Bl1CuDoF 0,07 0,04 1,05 0,04
2 - BI2CuDoF 0,07 0,02 0,76 0,03
3 - BI3CuDoF 0,14 0,05 0,68 0,07
4 - Bl4CuDoF 0,09 0,04 0,74 0,06
5-Bl1CuDo 0,03 0,02 0,83 0,02
6 - BI2CuDo 0,03 0,00 0,85 0,00
7 - BI3CuDo 0,04 0,02 0,69 0,01
8 - Bl4CuDo 0,03 0,00 0,79 0,00
9 - BI1CuD1F 0,13 2,06 33,48 1,47
10 - BI2CuD1F 0,14 1,48 34,73 1,17
11 - BI3CuD1F 0,17 1,70 30,92 0,81
12 - BI4CuD1F 0,14 1,93 36,72 1,98
13 - Bl1CuD1 0,16 0,74 38,17 0,89
14 - BI2CuD1 0,07 0,31 27,94 0,35
15 - BI3CuD1 0,07 0,33 26,63 0,59
16 - Bl4CuD1 0,07 0,63 37,37 1,95
17 - BI1CuD2F 0,07 1,05 19,76 0,47
18 - BI2CuD2F 0,06 0,73 18,34 0,33
19 - BI3CuD2F 0,07 0,43 22,35 0,19
20 - BI4CuD2F 0,07 0,68 30,76 0,35
21 -Bl1Cub2 0,05 0,51 10,30 0,38
22 - BlI2CubD2 0,07 0,31 16,88 0,31
23- BI3CubD2 0,08 0,29 19,82 0,43
24 - Bl4CuD2 0,08 0,71 6,78 0,05
25 - BI1CuD3F 0,09 0,55 9,46 0,12
26 - BI2CuD3F 0,17 0,58 16,67 0,28
27 - BI3CuD3F 0,13 1,05 6,18 0,15
28 - BI4CuD3F 0,11 0,44 12,87 0,22
29 - Bl1CuD3 0,14 0,23 591 0,08
30 - BI2CuD3 0,09 0,22 8,67 0,10
31- BI3CuD3 0,12 0,23 6,61 0,20
32 - Bl4CuD3 0,08 0,29 5,01 0,01
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APENDICE E - VARIACAO DO PH DO SOLO

Tabela 11: Variagdo de pH do solo entre o tempo inicial e final, para ambos experimentos. Legenda: Blx — Bloco da amostra,
Cu/Zn — Cobre ou Zinco, Dx — Dose correspondente, F — Inoculado com fungo micorrizico, t0 — Tempo inicial, tF — Tempo final

Cobre Zinco

Tratamento pH (t0) pH (tF) Diferenca | pH (t0) | pH (tF) Diferenca

1-Bl1CuDoF | 5,44 5,83 0,39 5,35 5,73 0,38
2 - BI2CuDoF | 5,37 5,80 0,43 5,25 5,60 0,35
3-BI3CuDoF | 5,14 5,79 0,65 5,24 5,80 0,56
4 - Bl4CuDoF | 5,16 5,80 0,64 5,35 5,84 0,49
5 - Bl1CuDo 5,24 5,40 0,16 515 5,81 0,66
6 - BI2CuDo 517 5,48 0,31 5,27 572 0,45
7 - BI3CuDo 5,31 5,67 0,36 5,27 5,86 0,59
8 - Bl4CuDo 5,23 5,68 0,45 5,43 5,62 0,19
9 - BI1CuD1F | 4,92 5,74 0,82 5,22 5,64 0,42
10 - BI2CuD1F | 4,86 5,64 0,78 5,03 5,56 0,53
11 - BI3CuD1F| 5,17 5,78 0,61 5,05 5,32 0,27
12 - BI4CuD1F | 5,02 5,85 0,83 515 5,36 0,21
13-Bl1CuD1 | 5,16 517 0,01 5,00 5,10 0,10

14 - BI2CuD1 | 5,12 5,00 -0,12 5,01 5,03 0,02
15-BI3CuDl1 | 5,22 4,88 -0,34 4,94 4,93 -0,01
16 - Bl4CuD1 | 4,84 5,40 0,56 5,00 5,48 0,48
17 - BI1CuD2F | 4,85 5,38 0,53 4,92 5,16 0,24
18 - BI2CuD2F | 4,70 5,03 0,33 4,85 5,02 0,17
19 - BI3CuD2F | 4,81 4,91 0,10 4,64 4,96 0,32
20 - Bl4CuD2F | 4,77 5,40 0,63 4,76 4,97 0,21
21-Bl1CuD2 | 4,85 5,35 0,50 4,80 5,19 0,39
22 - Bl2CuD2 | 4,95 5,40 0,45 4,90 5,08 0,18
23-BI3CuD2 | 4,80 541 0,61 4,84 5,31 0,47
24 - Bl4CuD2 | 4,83 5,13 0,30 4,95 5,28 0,33

25-BI1CuD3F | 4,59 4,84 0,25 4,80 5,16 0,36
26 - BI2CuD3F | 4,47 4,92 0,45 4,81 5,13 0,32

27 - BI3CuD3F | 4,56 4,89 0,33 4,72 5,26 0,54
28 - Bl4CuD3F | 4,44 4,96 0,52 4,71 5,18 0,47
29 - Bl1CuD3 | 4,44 4,90 0,46 4,81 5,39 0,58
30 -Bl2CuD3 | 4,42 5,29 0,87 491 5,51 0,60
31- BI3CuD3 4,48 5,15 0,67 4,79 5,40 0,61
32 - Bl4CuD3 | 4,46 5,33 0,87 4,86 5,53 0,67
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APENDICE F — TABELAS-RESUMO DAS ANALISES DO TEOR DE
CU E ZN NO SOLO

Tabela 12: Redugdo da contaminagdo do solo entre o tempo inicial e final, para o experimento do cobre. Legenda: Blx —
Bloco da amostra, Cu/Zn — Cobre ou Zinco, Dx — Dose correspondente, F — Inoculado com fungo micorrizico

Teor total de Cu no solo Teor biodisponivel de Cu no solo

Inicial Final Remocao Inicial Final Remocao

Tratamento (mg/kg) (mg/kg) (%) (mg/kg) (mg/kg) (%)

1-Bl1ZnDoF 16,50 3,24 80% 1,21 4,33 -258%
2 - Bl2ZnDoF 15,80 0,48 97% 2,77 3,05 -10%
3 - BI3ZnDoF 16,00 1,38 91% 1,95 4,66 -139%
4 - Bl4ZnDoF 16,10 0,21 99% 2,12 2,40 -13%
5-Bl1ZnDo 16,50 0,00 100% 1,46 2,33 -60%
6 - BI2ZnDo 16,50 0,00 100% 2,03 2,57 -26%
7 - BI3ZnDo 16,60 0,00 100% 1,37 2,95 -115%
8 - Bl4ZnDo 12,30 0,21 98% 1,13 3,42 -203%
9 - BI1ZnD1F 94,25 59,75 37% 68,87 55,75 19%
10 - BI2ZnD1F 89,00 76,75 14% 65,20 65,61 -1%
11 - BI3ZnD1F 91,25 65,13 29% 69,12 61,39 11%
12 - Bl4ZnD1F 104,13 88,00 15% 58,58 67,37 -15%
13- Bl1znD1 118,25 49,63 58% 63,48 64,15 -1%
14 - Bl2ZnD1 109,13 67,38 38% 64,22 69,74 -9%
15 - BI3ZnD1 87,38 57,75 34% 52,70 47,26 10%
16 - Bl4ZnD1 188,75 120,63 36% 112,50 113,53 -1%
17 - BI1ZnD2F 280,00 155,00 45% 172,30 138,68 20%
18 - BI2ZnD2F 216,25 157,50 27% 162,25 138,76 14%
19 - BI3ZnD2F 201,25 205,00 -2% 145,83 160,06 -10%
20 - Bl4ZnD2F 217,50 117,00 46% 127,70 134,97 -6%
21 -Bl1ZnD2 188,75 206,25 -9% 142,65 162,27 -14%
22 - Bl2znD2 163,75 143,75 12% 121,32 169,82 -40%
23- BI3ZnD2 207,50 147,50 29% 140,69 169,73 -21%
24 - Bl4ZnD2 183,75 127,50 31% 139,46 137,18 2%
25 - BlI1ZnD3F 368,75 291,25 21% 247,55 237,00 4%
26 - BI2ZnD3F 346,25 248,75 28% 291,67 267,42 8%
27 - BI3ZnD3F 372,50 306,25 18% 286,76 282,30 2%
28 - Bl4ZnD3F 398,75 263,75 34% 281,86 247,60 12%
29 - Bl1ZnD3 503,75 377,50 25% 291,67 340,00 -17%
30 - BI2ZnD3 402,50 260,00 35% 286,76 249,59 13%
31- BI3ZnD3 507,50 296,25 42% 291,67 269,42 8%
32 - Bl4zZnD3 383,75 343,75 10% 274,51 305,56 -11%
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Tabela 13: Redugdo da contaminagdo do solo entre o tempo inicial e final, para o experimento do zinco. Legenda: Blx — Bloco
da amostra, Cu/Zn — Cobre ou Zinco, Dx — Dose correspondente, F — Inoculado com fungo micorrizico

Teor total de Zn no solo Teor biodisponivel de Zn no solo

Tratamento Inicial Final Remocéao Inicial Final Remocdao
(mg/kg) (mg/kg) (%) (mg/kg) (mg/kg) (%)
1-Bl1ZnDoF 16,90 25,00 -48% 4,20 4,80 -14%
2 - Bl2ZnDoF 16,60 21,40 -29% 3,75 4,31 -15%
3 - BI3ZnDoF 14,90 20,30 -36% 4,33 4,37 -1%
4 - Bl4ZnDoF 18,00 21,30 -18% 4,15 5,17 -25%
5-Bl1zZnDo 16,70 20,40 -22% 3,90 5,67 -45%
6 - BI2ZnDo 16,80 21,50 -28% 4,26 6,85 -61%
7 - BI3ZnDo 16,60 20,70 -25% 3,86 5,40 -40%
8 - Bl4ZnDo 17,80 20,10 -13% 4,27 5,21 -22%
9 - Bl1ZnD1F 262,00 221,00 16% 198,12 178,92 10%
10 - BI2ZnD1F 340,00 295,00 13% 236,11 203,84 14%
11 - BI3ZnD1F 262,00 230,00 12% 238,15 164,62 31%
12 - Bl4ZnD1F 348,00 329,00 5% 258,99 180,96 30%
13- Bl1znD1 320,00 227,00 29% 265,11 169,12 36%
14 - Bl2ZnD1 376,00 236,00 37% 253,27 187,09 26%
15 - BI3znD1 302,00 286,00 5% 294,93 191,58 35%
16 - Bl4ZnD1 384,00 265,00 31% 284,72 182,60 36%
17 - BI1ZnD2F 672,00 386,00 43% 522,87 285,54 45%
18 - BI2ZnD2F 576,00 502,00 13% 526,96 374,59 29%
19 - BI3ZnD2F 1064,00 540,00 49% 943,62 392,16 58%
20 - Bl4ZnD2F 772,00 416,00 46% 608,66 361,52 41%
21 -Bl1znD2 634,00 436,00 31% 514,70 366,42 29%
22 - Bl2znD2 760,00 448,00 41% 584,15 364,79 38%
23- BI3ZnD2 802,00 428,00 47% 592,32 321,08 46%
24 - Bl4znD2 522,00 394,00 25% 453,43 327,20 28%
25 - Bl1ZnD3F 1110,00 498,00 55% 841,50 398,69 53%
26 - BI2ZnD3F 822,00 614,00 25% 690,36 510,75 26%
27 - BI3ZnD3F 1086,00 532,00 51% 861,92 428,92 50%
28 - Bl4ZnD3F 1388,00 578,00 58% 976,30 395,42 59%
29 - Bl1ZnD3 1062,00 524,00 51% 959,96 449,34 53%
30 - BI2ZznD3 952,00 426,00 55% 702,61 356,62 49%
31- BI3ZnD3 880,00 490,00 44% 763,89 366,42 52%
32 - Bl4znD3 1002,00 528,00 47% 816,99 390,11 52%
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