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RESUMO

PINTO, HELOISA CINTRA ALVES, M.Sc., Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. Fevereiro, 2016. Potencial fitorremediador de sabia
(Mimosa caesalpiniifolia Benth.) associada a fungo micorrizico arbuscular em solo
contaminado com 6leo diesel. Orientador: Marco Antonio Martins.

O presente estudo teve como objetivo geral avaliar o potencial fitorremediador da
espécie Mimosa caesalpiniifolia Benth., utilizando como indicadores a
sobrevivéncia e a reproducdo de Folsomia candida e Enchytraeus crypticus em
ensaios ecotoxicolégicos, em diferentes concentracbes de 6leo diesel no solo e
verificar se a associagdo com o fungo micorrizico arbuscular (FMA)
Claroideoglomus etunicatum poderia influenciar nesse processo. O experimento
foi conduzido em casa de vegetacdo, com delineamento em blocos casualizados
(DBC), em arranjo fatorial 2 x 5, sendo 2 tratamentos microbiolégicos (com e sem
inoculacdo com o FMA Claroideoglomus etunicatum) e 5 concentracfes de 0Oleo
diesel (0%, 0,5%, 1%, 2% e 3%), com quatro repeticbes. Foram avaliados: indice
Soil-Plant Analysis Development (SPAD); populacdo microbiana total no solo;
indices biométricos: altura, didametro do coleto, massa seca da parte aérea,
massa seca das raizes, numero de foliolos, area foliar e caracteristicas do

desenvolvimento radicular (volume e comprimento); analise nutricional da parte
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aérea; avaliacdo da taxa de colonizacdo micorrizica e ensaios ecotoxicoldgicos.
O solo contaminado com 6leo diesel refletiu em redugéo no indice SPAD, inibicdo
na colonizagcdo micorrizica, crescimento limitado da M. caesalpiniifolia, além da
reducdo das UFC de fungos e bactérias totais no solo, demonstrando seu
elevado potencial de impacto. Apesar do baixo crescimento das plantas, a M.
caesalpiniifolia apresentou 100% de sobrevivéncia, independente do tratamento
utilizado. Os teores nutricionais demonstraram que independente da inoculacao
com o FMA Claroideoglomus etunicatum, a Mimosa caesalpiniaefolia acumulou
quantidades satisfatérias de nitrogénio, calcio, potassio, fésforo e magnésio,
mesmo em solo contaminado com 6éleo diesel, porém, a analise dos conteudos
nutricionais revelou o efeito prejudicial do 6leo diesel na aquisicdo desses
nutrientes pelas plantas. Os ensaios ecotoxicolégicos demonstraram que mesmo
em um curto prazo, a leguminosa arborea Mimosa caesalpiniifolia promoveu a
fitorremediacdo de solo contaminado por 6leo diesel, principalmente quando
inoculada com o FMA Claroideoglomus etunicatum. No entanto, embora tenha
sido comprovada a fitorremediagcéo, os resultados obtidos ndo permitem indicar
com detalhes como isto ocorreu. A Mimosa caesalpiniifolia Benth. demonstrou
capacidade de tolerancia ao contaminante e pode ser indicada como espécie
com potencial fitorremediador em solo contaminado com 6leo diesel em
pequenas concentracbes, sobretudo quando inoculada com o FMA
Claroideoglomus etunicatum. Diante da atenuagdo dos efeitos toxicos do Oleo
diesel no solo promovida pela Mimosa caesalpiniifolia, precisam ser realizados
nossos estudos, através de um tempo maior de avaliagdo, para determinar com
detalhes quais sdo os mecanismos de fitorremediacdo estimulados por essa

espécie vegetal.

Palavras-chave: biorremediacéo, hidrocarbonetos, leguminosa, micorriza.
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ABSTRACT

PINTO, HELOISA CINTRA ALVES, M.Sc., Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. February, 2016. Phytoremediation potential of sabia
(Mimosa caesalpiniifolia Benth.) associated with arbuscular mycorrhizal fungi in
soil contaminated with diesel oil. Advisor: Marco Antonio Martins.

This study aimed to evaluate the phytoremediation potential of Mimosa
caesalpiniifolia Benth. species, using as indicators the survival and reproduction
of Folsomia candida and Enchytraeus crypticus in ecotoxicological tests, in
different diesel concentrations in soil and verify that the association with
arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) Claroideoglomus etunicatum could influence
this process. The experiment was conducted in a greenhouse in a randomized
block design (RBD) in factorial 2 x 5, 2 microbiological treatments (with and
without inoculation with the AMF Claroideoglomus etunicatum) and 5 diesel oil
concentrations (0% 0.5%, 1%, 2% and 3%), with four replications. Were evaluated
index Soil-Plant Analysis Development (SPAD); the total microbial population in
the soil; biometric indices: height, stem diameter, shoot dry weight, dry weight of
roots, number of leaflets, leaf area and characteristics of root growth (volume and
length); nutritional analysis of the shoot; root colonization rate and
ecotoxicological tests. The soil contaminated with diesel reflected in reduced
SPAD index, inhibition of mycorrhizal colonization, limited growth of M.



caesalpiniifolia, besides the reduction of CFU total fungi and bacteria in the soil,
demonstrating its high potential impact. Despite the low growth of plants, M.
caesalpiniifolia showed 100% survival, regardless of the treatment used. The
nutritional content showed that independent inoculation with the AMF
Claroideoglomus etunicatum, Mimosa caesalpiniaefolia accumulated satisfactory
amounts of nitrogen, calcium, potassium, phosphorus and magnesium, even in
soil contaminated with diesel oil, however, the analysis of the nutritional content
revealed the detrimental effect diesel oil in the acquisition of these nutrients by
plants. The ecotoxicological tests have shown that even in a short term,
leguminous Mimosa caesalpiniifolia promoted the phytoremediation of soil
contaminated by diesel oil, especially when inoculated with AMF Claroideoglomus
etunicatum. However, although it has been proven to phytoremediation, the
results obtained allow not indicate in detail how this occurred. Mimosa
caesalpiniifolia Benth. demonstrated ability of tolerance to contaminants and may
be indicated as a species with phytoremediation potential soil contaminated with
diesel oil at low concentrations, especially when inoculated with AMF
Claroideoglomus etunicatum. Given the mitigation of the toxic effects of diesel oll
in the soil promoted by Mimosa caesalpiniifolia need to be carried out our studies,
through a long evaluation to determine in detail what are the phytoremediation

mechanisms stimulated by this plant species.

Keywords: bioremediation, hydrocarbons, leguminous, mycorrhizal.



1. INTRODUCAO

Segundo a Agéncia Nacional do Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis
— ANP (2015a), o consumo de petréleo e seus derivados no pais tem aumentado
consideravelmente, principalmente devido ao aumento da frota de veiculos
automotores, contribuindo, desta forma, para o aumento do risco de possiveis
acidentes ambientais ao longo da cadeia produtiva de seus derivados. Esses
acidentes podem ser provocados por falhas mecanicas ou humanas nas
atividades de extracdo, transporte e armazenamento, representando ameaca de
contaminacgdo do solo e agua através dos hidrocarbonetos derivados de petréleo,
que, mesmo em baixas concentracdes, podem ser perigosos a saude humana,
bem como ao meio ambiente (Souza et al., 2010).

De acordo com a Confederagdo Nacional do Transporte — CNT (2012), o
Oleo diesel € um combustivel derivado do petréleo que possui uma composi¢ao
complexa, constituido especialmente por hidrocarbonetos que sdo formados por
atomos de carbono, hidrogénio e, em menores concentragdes, por enxofre,
nitrogénio e oxigénio. Além disso, relacionados aos produtos de petrdleo refinado,
como é o caso do 6leo diesel, os chamados de BTEX (benzeno, tolueno,
etilbenzenos e xilenos) sado gerados durante o processo de destilacdo (Robbins et
al., 1993).



Acredita-se que uma técnica eficaz na recuperacdo de solos
contaminados com Oleo diesel é a fitorremediacdo, que utiliza plantas e suas
associacbes com microrganismos para remediar areas contaminadas,
contribuindo na melhoria das caracteristicas fisicas e quimicas do local (Gratéo et
al., 2005; Peuke e Rennenberg, 2005; Kavamura e Esposito, 2010; Colodete et
al., 2014). A recuperacao de locais contaminados com hidrocarbonetos pode ser
facilitada utilizando-se plantas associadas a fungos micorrizicos arbusculares
(FMAs), visto que a micorrizacdo aumenta a resisténcia da planta a diferentes
tipos de estresse (Leyval et al., 2002). Estes fungos também proporcionam maior
crescimento vegetal, devido a melhor absor¢cdo de nutrientes, principalmente o
fésforo (P) (Rabie, 2005).

A grande maioria das espécies de leguminosas séo plantas micorrizaveis,
possuindo, na associagdo com FMAs, um incremento na eficiéncia de absorgéo
de nutrientes (Barea e Azcon-Aguilar, 1983). A espécie leguminosa arbérea
Mimosa caesalpiniifolia Benth., conhecida como sabia, que, em habitat natural,
encontra-se geralmente associada a fungos micorrizicos arbusculares (FMAS)
(Almeida, 1986), pode ser uma espécie viavel para utilizacdo em processos de
bio/fitorremediagdo em solos contaminados por 6leo diesel.

Os ensaios ecotoxicoldgicos sdo ferramentas capazes de refletir a
eficacia de acBes de remediacédo, avaliando a qualidade de um solo contaminado
(Sisinno et al., 2006). A ecotoxicologia pode ser definida como o estudo dos riscos
que as substancias quimicas perigosas podem causar no ecossistema (Lynch et
al.,, 2001). Dessa forma, os testes de toxicidade, através da medida de
biodisponibilidade dos contaminantes, sdo capazes de fornecer subsidios para o
estabelecimento de conexdo entre a contaminacdo de uma area e seus efeitos
ecologicos resultantes (Linfhurst et al., 1995), antes que esses efeitos possam se
manifestar em nivel de populacdo, comunidades e ecossistemas (Magalhaes e
Ferrdo-Filho, 2008).

Nesse sentido, entre as espécies de plantas leguminosas arboreas com
caracteristicas ecologicas de constituir simbiose, a sabia (Mimosa
caesalpiniifolia Benth.) apresenta-se com potencial de criar um ecossistema mais
equilibrado capaz de fornecer subsidios para potencializar o processo de

fitorremediacdo em solo contaminado com Oleo diesel.



2. OBJETIVOS

Avaliar o potencial fitorremediador da espécie Mimosa caesalpiniifolia
Benth., utilizando como indicadores a sobrevivéncia e a reproducdo de Folsomia
candida e Enchytraeus crypticus em ensaios ecotoxicolégicos, a diferentes
concentracfes de Oleo diesel no solo e verificar se a associacdo com o fungo
micorrizico arbuscular (FMA) Claroideoglomus etunicatum pode influenciar nesse

processo.

2.1. Objetivos Especificos

e Avaliar a tolerancia de Mimosa caesalpiniifolia Benth. ao oleo diesel,
através do crescimento e da sobrevivéncia da espécie em solo
contaminado com diferentes concentra¢gbes do contaminante;

e Avaliar a influéncia do fungo micorrizico arbuscular Claroideoglomus
etunicatum na tolerancia das plantas ao oOleo diesel;

e Avaliar o potencial fitorremediador da Mimosa caesalpiniifolia Benth.
através de testes ecotoxicoldégicos de sobrevivéncia e reproducdo de

Folsomia candida e Enchytraeus crypticus.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Oleo diesel e os Hidrocarbonetos

Com o surgimento da revolugao industrial e da consequente mudanca na
sociedade, o século XIX foi marcado pela necessidade do aumento de fontes
energéticas, passando a ser utilizadas fontes ndo renovaveis como 0s
combustiveis fésseis. Assim, o petréleo ganhou destaque devido ao seu alto
poder energético (Silva et al., 2003).

O petrdleo pode ser definido como uma mistura de hidrocarbonetos
constituida de diferentes moléculas compostas por atomos de hidrogénio e
carbono e, em parte menor, oxigénio, nitrogénio e enxofre, agrupados de maneira
variavel (Zilio e Pinto, 2002). Dentre esses hidrocarbonetos, os policiclicos
aromaticos (HPAS) constituem um grupo de alta persisténcia no meio ambiente
(Aguiar et al., 2012).

Segundo a ANP (2015b), a producéo total de petréleo no Brasil no més de

janeiro de 2015 atingiu 2,469 milhdes de barris diarios de petréleo. Isso



representa um aumento de 20,3% na producdo de petroleo se comparado com o
0 mesmo més em 2014.

Cerca de 93,4% da producédo de petréleo do Brasil foram extraidos de
campos maritimos. Na bacia de Campos, Roncador foi o campo de maior
producdo de petroleo, com uma média de 346,6 mil barris por dia, e Marlim, o
campo maritimo com maior nimero de pocos produtores, 61 no total (ANP,
2015b).

O comércio de dOleo diesel no Brasil € regulamentado pela ANP e pela Lei
Federal 9.478/97 (Lei do Petréleo), e, de acordo com a CNT (2012), o 6leo diesel
€ o derivado do petréleo mais popular no Brasil, especialmente em motores de
combustdo. Isso se deve a maior durabilidade dos motores movidos a diesel,
além de apresentar menores precos quando comparado a outros combustiveis
(Chhibber et al., 2012).

O diesel é oriundo do processo de destilacédo fracionada de petréleo cru,
composto de uma mistura de alcanos de cadeias simples e ramificadas, bem
como de compostos ciclicos e aromaticos, na faixa de 9 a 28 4tomos de carbono
em sua cadeia, e, em menor proporgao, por oxigénio, nitrogénio e enxofre (Adam
e Duncan, 1999; Dal Forno, 2006; Bucker et al., 2011).

Sua disseminacdo teve inicio no inicio do século XX, quando havia
abundéancia de petrdleo e o seu refino era de baixo custo, fazendo com gue os
Oleos vegetais fossem substituidos pelo 6leo refinado de petroleo, denominado
"6leo diesel" (Silva e Freitas, 2008).

Segundo a empresa Petroleo Brasileiro S. A. — PETROBRAS (2012), os
principais tipos de 6leo diesel sado: tipo A (diesel automotivo) e tipo B (diesel
metropolitano). O diesel tipo B difere do tipo A por possuir no maximo 0,5 % de
enxofre e ter adicdo de biodiesel.

Comparando as vendas de combustiveis no mercado brasileiro entre
2013 e 2014, observa-se um acréscimo no consumo de 6leo diesel B e de
biodiesel de 2,49% e 16,45%, respectivamente. Isso ocorreu devido ao aumento
do teor de adicdo de biodiesel ao 6leo diesel A de 5% para 6% em julho de 2014,
e de 6% para 7% em novembro de 2014 (ANP, 2015a).

Como consequéncia das atividades econbmicas e industrais, solos e

corpos hidricos sao contaminados com hidrocarbonetos de produtos



petroquimicos, gerando impactos e limitando seus usos (Marques et al., 2011;
Neves et al., 2012).

A contaminacdo do solo causada por petroleo e seus derivados, que
ocorre principalmente através de vazamentos pontuais dos tanques subterraneos
de armazenamento em postos de abastecimento, é refletida em inUmeros danos
ambientais (Brito et al., 2010). Isso ocorre devido a elevada toxicidade
apresentada  pelos hidrocarbonetos  policiclicos  aromaticos  (HPAS),
hidrocarbonetos totais de petréleo (HTP), compostos organicos volateis (COV) e
os chamados BTEX (benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno), comuns em areas
contaminadas por petréleo e derivados (Andrade et al., 2010).

O solo, quando contaminado com 6leo diesel, tem suas caracteristicas
fisico-quimicas e biologicas alteradas decorrentes da hidrofobicidade dos
hidrocarbonetos presentes no contaminante (Lozano-Garcia et al., 2011), além de
ter sua capacidade de producgéo reduzida, com consequentes perdas econémicas
(Thapa et al., 2012).

A ANP, através da Resolucédo n® 50/2013, estabeleceu as mais recentes
especificacdes de 6leo diesel com baixo teor de enxofre. Em 2009, iniciou a
migracdo do 6leo diesel S1800 para o S500 e em 2012 a entrada do novo diesel
com o mais baixo teor de enxofre na época, o S50, contendo 50 ppm de enxofre
em sua composicao, subtituido desde 2013 pelo S10 (ANP, 2013).

O S10 possui teor maximo de enxofre de 10 ppm (partes por milh&o) e foi
desenvolvido visando a mais nova geragao de motores diesel que foram feitos
para emitirem teores reduzidos de material particulado e NOx, comparados
agueles produzidos até dezembro de 2011 (PETROBRAS, 2012). Através dessa
reducdo no teor de enxofre hd uma restricAo na emissao de gases nocivos
durante a combustéo do o6leo, tornando-o menos poluidor (CNT, 2012).

ANP determinou em 1° de janeiro de 2014 que somente os tipos S10 e
S500 (10 particulas por milhdo — ppm / 500 ppm) podem ser vendidos no pais, ao
mesmo tempo em que extinguiu do mercado o diesel S50 e S1800 para a frota de
caminhdes, Onibus e outros veiculos comerciais leves. Dessa forma, o 6leo diesel
automotivo atualmente consiste em uma mistura de 5% de biodiesel e 95% de
6leo mineral (PETROBRAS, 2012).

O biodiesel ganhou espaco na substituicao total ou parcial do petrodiesel,

sem modificacbes mecanicas relevantes ou gastos em manutencdo, devido as
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suas propriedades fisico-quimicas se apresentarem similares ao diesel
(Demirbas, 2009; Chhibber, 2012). Tratando-se de um combustivel oriundo de
fontes renovaveis, o biodiesel é derivado da reacdo quimica de Oleos vegetais,
gordura animal ou outros produtos existentes na biomassa, com alcool na
presenca de um catalisador (Cunha, 2008; Demirbas, 2008).

A utilizacdo do biodiesel sugere vantagens em termos ambientais, pois
sua combustdo gera menor quantidade de poluentes, diminuindo a emisséo
atmosférica de oOxidos de enxofre, monoxido de carbono, hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos e material particulado (Demirbas, 2009; Aworanti et al.,
2012). Comparado aos combustiveis convencionais, o biodiesel possui ainda uma
vantagem quanto a sua biodegradabilidade, que é favorecida pelas cadeias de
hidrocarbonetos alifaticos, na faixa de 16 a 18 atomos de carbono em sua cadeia
(acidos graxos), auséncia de moléculas aromaticas, propriedades higroscépicas e
disponibilidade de ligacdes éster de alta energia (Passman et al., 2005; Leung et
al., 2006; Demirbas, 2009; Knothe, 2010).

Tendo em vista a grande ameaca ambiental que a contaminacao do solo
por petrdleo e seus derivados representa, torna-se importante a avaliagdo dos
seus efeitos toxicos em locais contaminados (Knothe, 2010; Leme et al., 2011;
Masakorala et al., 2013) com perspectivas de acbes sustentaveis capazes de

mitigar os impactos advindos da atividade de exploracéo de petréleo.

3.2 Fitorremediacéo

A legislagéo brasileira determina que as areas contaminadas precisam ser
remediadas com o propésito de minimizar a perturbacdo ambiental e promover a
recuperacdo dos ecossistemas (Souza et al., 2010), porém, as técnicas
convencionais utilizadas para a remediagédo de solos contaminados por HPA sao
muito onerosas, demoradas e por vezes ineficientes. Nesse sentido, varias
alternativas mais sustentaveis de remediacdo tém sido desenvolvidas a fim de
reduzir os riscos ambientais (Accioly e Siqueira, 2000; Nocentini et al., 2000;
Rock, 2003, Van Aken et al., 2010).

Entre as diversas técnicas de despoluicdo ambiental que vém sendo
desenvolvidas, pode-se destacar a biorremediacdo, que consiste em uma técnica
de baixo custo, ja que ndo ha uso de equipamentos que consomem energia e

necessitem de manutencao, além de auxiliar no controle da eroséo, restauracao



do local e possuir maior aceitacdo publica (Muratova et al., 2008; Gerhardt et al.,
2009; Kathi e Khan, 2011).

Esta técnica baseia-se na aceleragdo do processo natural de
biodegradacédo de certas substancias em ambientes poluidos, através de plantas
e microrganismos visando reduzir a concentragdo e/ou a toxicidade de
determinados poluentes (Salt et al., 1998).

Dentro da biorremediacéo insere-se a fitorremediacéo, que utiliza plantas
que sdo bastante promissoras para a descontaminacdo de uma diversidade de
poluentes ambientais organicos e inorganicos, para a extracéo, imobilizacao e/ou
degradacdo de contaminantes, visando mitigar as areas contaminadas (Macek et
al., 2000; Burken, 2003; Coutinho e Barbosa, 2007). A fitorremediacdo é uma
estratégia adotada na descontaminacdo de sitios afetados por compostos
xenobidticos, que persistem no ambiente, tais como o petroleo e seus derivados
(Coutinho e Barbosa, 2007; Lamego e Vidal, 2007; Andrade et al., 2010; Nie et al.,
2011; Vieira et al., 2011; Aguiar et al., 2012; Colla et al., 2013; Tramontini, 2013,
Naseri et al., 2014).

Apesar de suas limitagfes, a fitorremediacdo € uma técnica eficaz e pode
ser classificada dependendo dos mecanismos empregados. Sao eles:
Fitoestabilizacdo - processo que utiliza a planta para limitar a biodisponibilidade
do contaminante, reduzindo a mobilidade do poluente no solo; Fitoextracao -
pratica aplicada especialmente para metais, que envolve a absorcdo do
contaminante pelas raizes com posterior transferéncia para a parte aérea onde é
estocado; Fitovolatilizacdo - utiliza da capacidade metabdlica de plantas e
microrganismos associados a rizosfera para converter 0s poluentes em
compostos volateis em formas ndo toxicas com posterior liberacdo para a
atmosfera; Rizofiltragdo — emprega o sistema radicular de plantas terrestres na
absorcdo, concentracdo e/ou precipitacdo dos poluentes de um meio aquoso,
especialmente metais pesados ou elementos radiativos; Fitoestimulacdo (ou
rizodegradacdo) — degrada os poluentes organicos por micro-organismos na
rizosfera da planta (Glass, 1999; Newman, 2004; Gratao, 2005; Pilon-Smits, 2005;
Kaimi et al., 2006; Wenzel, 2009; Coutinho et al., 2015).

Na demanda por alternativas para descontaminar areas afetadas por
diferentes compostos orgéanicos, tem-se destacado solugbes que envolvam a

eficiéncia na descontaminacao de forma simples e com baixo custo. Entretanto,



segundo a Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental - CETESB
(2013), apesar das suas diversas vantagens, a fitorremediacao € a técnica menos
empregada para remediar as areas contaminadas.

Entre as limitacbes apresentadas pela fitorremediacdo de compostos
organicos em geral, destacam-se a dificuldade para selecionar plantas, o longo
tempo requerido para obtencdo de descontaminagdo, o clima e as condigdes
edaficas que podem interferir no crescimento da planta, e o impedimento na
introducdo da planta no local contaminado devido a um elevado nivel de
contaminacdo (Cunningham et al., 1996; Macek et al., 2000). Para tanto, é de
fundamental importancia que a planta escolhida para esse processo possua boa
capacidade de absorcdo, um sistema radicular profundo, alta producdo de
biomassa, elevada taxa de crescimento e que demonstre resisténcia ao poluente
(Coutinho e Barbosa, 2007; Lamego e Vidal, 2007).

3.3 Sabia (Mimosa caesalpiniifolia Benth.)

A Mimosa caesalpiniifolia Benth. € uma espécie de leguminosa arboérea
tropical pertencente a familia Leguminosae e subfamilia Mimosoideae,
comumente conhecida como sabia, sansao-do-campo, unha-de-gato, cebid e
angiquinho-sabia, que exibe resisténcia a seca e desenvolve-se bem em areas
degradadas (Rizzini, 1978; Almeida et al., 1986; Almeida et al., 1987; Burity et al.,
2000; Stamford e Silva, 2000; Lorenzi, 2002; Figueirba et al., 2005; Carvalho,
2007; Mendonca et al., 2008; Balbinot et al., 2010).

A espécie possui um sistema radicular bem desenvolvido, apropriado para
absorver e reciclar nutrientes de horizontes mais profundos do solo, sendo
acumulados na superficie na forma de serapilheira, expressa por uma baixa
relacdo C/N, sendo fonte eminente de matéria organica (Franco e Faria, 1997).

As mudas alcancam altura desejavel para plantio com aproximadamente
trés meses apds a semeadura (Carvalho, 2006). As arvores maiores, na idade
adulta, chegam a atingir dimensdes aproximadas de 10 m de altura e 30 cm de
DAP (diametro a altura do peito, medido a 1,30 m do solo) (Carvalho, 2007).

Gracas a sua forma entouceirada, sua madeira é empregada como cerca
viva (Lorenzi, 2002), e devido a sua rusticidade, € amplamente cultivada para fins
de estacas e caibros, geralmente com diametro de 8 cm, podendo ser utilizada
entre 4 e 6 anos de idade (Carvalho, 2007).
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Seus frutos séo do tipo legumes articulados, planos, de até 10 cm de
comprimento e até 13 mm de espessura. Suas flores sdo brancas agrupadas em
espigas cilindricas e as vezes organizadas em paniculas terminais. Suas
sementes possuem dorméncia tegumentar, sao lisas e duras, medindo de 5 a 8
mm de diametro (Rizzini, 1978; Figueirda et al., 2005).

Nativa do bioma Caatinga (Maia, 2004), o sabid é uma espécie que ocorre
do estado do Maranhdo até a Bahia (Lorenzi, 2002; Figueirba et al., 2005), com
presenca relevante no Estado do Rio de Janeiro, onde se desenvolve facilmente
apesar do clima umido (Barneby, 1991; Aguiar Sobrinho, 1995; Goncalves et al.,
1999), e desponta como subespontanea, sendo observada de forma asselvajada
em Campos (Carvalho, 2007).

O sabia possui grande importancia na medicina caseira (Lorenzi, 2002;
Maia, 2004), é considerada uma planta que representa importante fonte de pélen
e néctar para as abelhas (Figueirba et al., 2005) e é utilizada na alimentacao
animal (Lima et al., 2008) devido ao seu elevado teor proteico (Stamford et al.,
1997). Além disso, apresenta boa tolerancia a contaminacédo e facil visualizacéo
dos sintomas de fitotoxidez, indicando, através de diversos estudos, ser uma
espécie com potencial fitorremediador para contaminantes organicos (Pereira et
al., 2012; Souza et al., 2012), apresentando bons resultados de estabelecimento e
crescimento em solos contaminados com HPAs em concentracdes variando entre
1 e 7 % (Ribeiro, 2009; Bento et al., 2012).

A espécie apresenta capacidade de associacdo simbidtica com bactérias
fixadoras de nitrogénio e com fungos micorrizicos arbusculares (Mendes, et al.,
2013). Diversos estudos sobre o crescimento e a sobrevivéncia de mudas de M.
caesalpiniifolia com associacdo micorrizica, demonstram que 0S micro-
organismos promoveram o0s melhores indices de desenvolvimento da espécie
vegetal (Araujo, 2012; Oliveira et al., 2012; Silva, 2012; Mendes, et al., 2013;
Oliveira e Alixandre, 2013), provavelmente devido ao alongamento da area de
captacdo de nutrientes como o P, Zn e Cu, através das hifas do fungo, que
alcancam as raizes através de difuséo, e serdo utilizados pelas plantas em seus
processos fisiologicos (Jesus et al.,, 2005; Sturmer et al., 2009; Malusa et al.,
2012).

Entretanto, a Mimosa caesalpiniifolia Benth. é ainda pouco empregada

por ndo conseguir despertar grande interesse, na maioria das vezes pela
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escassez de informacgBes relativas a sua ecologia e silvicultura, o que torna

eminente a necessidade de realizar estudos com essa espécie.

3.4 Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMAS)

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) sdo organismos biotroficos
obrigatorios de grande parte das espécies florestais ja identificadas, tratando-se
de hospedeiros de raizes metabolicamente ativas, constituindo uma relacdo de
simbiose mutualista conhecida como micorriza arbuscular (Schenk et al., 1982;
Linderman, 1994; Moreira e Siqueira, 2006). Grande parte das angiospermas e
diversas gimnospermas pteridéfitas e bridfitas formam associacdo com os FMAs
(Smith e Read, 2008) que, provavelmente, predominam na maior parte dos
ecossistemas tropicais, especialmente nos sistemas agricolas, representando
guase 50 % da biomassa microbiana de solo (Olsson et al., 1999).

A inoculacdo com FMAs promove o estabelecimento e maior sobrevivéncia
das mudas no campo e é indicada na producdo de mudas em viveiro (Souza et
al., 2006; Soares e Carneiro, 2010; Angelini et al., 2013), porém, apesar de
possuir grande potencial de mercado no Brasil, inoculantes micorrizicos ainda nao
sdo produzidos comercialmente (Siqueira et al., 2002). Por outro lado, é
importante considerar que a dependéncia micorrizica de uma planta ndo é igual
para toda espécie de fungo inoculado, podendo apresentar-se de levemente
negativa até altamente positiva (Sieverding, 1991).

A relacédo micorrizica representa um fenébmeno com beneficios reciprocos,
pois as plantas fornecem ao fungo compostos de carbono fixado via processos
fotossintéticos e, em contrapartida, os fungos suprem as plantas de nutrientes
(Moreira e Siqueira, 2006). Os principais beneficios dessa relacéo relacionam-se
a diversas alteracdes metabdlicas que surgem e séo refletidas positivamente
sobre o crescimento e a nutricdo da planta (Berbara et al., 2006; Colozzi Filho e
Nogueira, 2007). Além disso, no que se refere a fitorremediacéo, a inoculacdo de
FMAs pode aumentar a retencdo do contaminante nas raizes ou em outros
tecidos das plantas através dos processos de fitoestimulacdo e fitoextragédo
(GoOhre e Paszkowski, 2006).

A taxonomia dos fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) vem sofrendo
grandes alteracdes ao longo dos anos. Redecker et al. (2013) apresentaram a

classificacdo taxonémica dos fungos micorrizicos arbusculares (Filo
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Glomeromycota) da forma mais consensual entre a comunidade cientifica (Figura
1).

O crescimento das plantas beneficiadas pelos FMAs pode relacionar-se a
acao biofertilizadora e biorreguladora sobre o hospedeiro, através do acesso a
nutrientes pouco disponiveis (Cardoso et al., 2010), bem como da producgéo e
acumulo de substancias reguladoras de crescimento (Garcia-Garrido et al., 2002).

Na simbiose micorrizica, ha um movimento bidirecional de ions atuando
na interface fungo-planta, onde a absorcao de nutrientes ocorre especialmente via
transportadores especificos que se encontram nas membranas de células de
raizes e hifas, e tem seu aporte de energia fornecido pelos sistemas de transporte
primarios, constituidos pelas bombas de prétons, envolvidos na adaptacéo
energética necessaria ao estabelecimento da interacdo simbidtica FMA-plantas
(Rea et al., 1992; Morsomme e Boutry, 2000; Ramos et al., 2005).

A colonizagdo de sistemas radiculares por FMAs pode alterar o
comportamento estomatico das plantas hospedeiras (Augé, 2000). Assim, as
plantas micorrizadas podem apresentar maiores taxas de transpiracdo e menores
resisténcias estomaticas, proporcionando-as maior disponibilidade de
fotoassimilados através do aumento na concentragcdo de CO: intracelular
(Schwob et al., 1998; Diniz et al., 2010). Isso s6 é possivel devido a existéncia de
correlagbes positivas entre o numero de estbmatos e a taxa fotossintética
(Castro et al. 2003; Cavalcante e Conforto, 2002).

Muitas espécies leguminosas sdo eficazes na fixacdo de nitrogénio
através de simbiose entre suas raizes e bactérias do género Rhizobium spp.
(Stamford e Silva, 2000), que, do mesmo modo que os fungos micorrizicos
arbusculares, contribui na absorcdo de &gua e nutrientes (Miranda, 2008;
Nogueira et al., 2012; Chagas Junior et al., 2010; Brahmaprakash e Sahu, 2012),
bem como na tolerancia da planta a varios estresses (Siqueira et al., 1999).



Diversisporaceas

Acaulosporaceas

Sacculosporaceae

Pacisporaceas

I *
Tricispora
*
Otospora

Diversispora

*
Corymbiglomus

Redeckera

Acaiulospora

Sacculospora *

Pacispora

Scutellospora

Gigaspora

Intraomatospore

FParadenfiscutata *

wr
E Gigasporaceae
. S gasn
£ E Dentisculala
a
Cefraspora
: —
Racoceira
Claroiden- Claroideoglomus
glomeraceas
3
Gilomus
I E Funneliformis
o Septoglomus
Glomeraceae :
Rhizophagus
[ Sclerocystis
- uncertain position
=
Ambisporaceae _[ Ambispora
g‘? .% Geosiphonaceae Geosiphon
Archaeosporaceae ‘ Archaeospora
Paraglomerales Paraglomeraceae Paraglomus

13

Figura 1. Classificacao taxonémica dos FMAs: classe (A), ordens (B), familias (C)
e géneros (D). As linhas tracejadas indicam géneros de posicao incerta, e 0s

asteriscos apontam para insuficiéncia de provas.
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A necessidade da reabilitacdo de areas degradadas e da utilizacdo de
plantas como opcéo para descontaminacéo do solo (Baker et al., 1994) torna a
interacdo de micorriza e leguminosa um fator que possibilita maior
competitividade e sucesso da vegetacao (Melloni et al., 2003), podendo contribuir
no processo de fitorremediacdo de solo contaminado por hidrocarbonetos
derivados por petréleo, no qual a natureza hidrofébica desses compostos limita
drasticamente o desenvolvimento das plantas (Joner e Leyval, 2001; Joner e
Leyval, 2003; Volante et al., 2005; Alarcon et al., 2008; Gao et al., 2010; Yu et al.,
2011).

Isso s6 é possivel porque os micro-organismos podem colonizar diversos
nichos, através das mais diversas formas de interacfes, habitando inclusive em
condicBes extremas (Andreote et al., 2009; Ramos-Zapata et al., 2011).

Em é&rea degradadas, o ideal é utilizar-se de fungos com grande potencial
simbibtico que garanta a sua eficiéncia no auxilio & recuperagcdo dessas areas
(Colodete et al., 2014). Nesse sentido, o Claroideoglomus etunicatum (=Glomus
etunicatum) atende a esse requisito por se tratar de um fungo bastante comum
em ecossistemas brasileiros e um dos fungos mais frequentemente utilizados
como isolados experimentais no Brasil (Sturmer e Siqueira, 2006).

Apesar disso, sabe-se que as plantas podem responder de maneira
diferenciada a diversos FMAs, seja entre isolados de fungos de diferentes
espécies ou entre isolados de uma mesma espécie (Munkvold et al., 2004; Smith
et al., 2004), pois os efeitos causados pela inoculagdo com FMA dependem de
fatores como o tipo de FMA e de substrato, o pH do solo, a espécie vegetal e a
guantidade de nutrientes disponiveis (Entry et al., 2002; Caldeira et al., 2003;
Tang et al., 2009; Martinez e Johnson, 2010). Por isso, a eficiéncia na colonizacéo

e os efeitos sobre as plantas hospedeiras precisam ser mais estudados.

3.5 Ensaios Ecotoxicoldgicos

Em solos contaminados por petroleo e seus derivados, 0s compostos
organicos BTEX, HPA e HTP sdo considerados os mais téxicos em nivel de
persisténcia no meio ambiente e efeitos carcinogénicos e mutagénicos (Andrade
et al., 2010). No entanto, estudos que buscam avaliar a toxicidade de areas
contaminadas, bem como as consequéncias desta contaminacdo ao meio

ambiente como um todo, s&o escassos no Brasil (Sisinno, 2006).
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Geralmente a avaliagdo da eficiéncia e do progresso da remediacdo €&
realizada através da concentracdo quimica do contaminante no solo. Entretanto,
além de gerar altos custos, esse tipo de analise é limitado por sua incapacidade
de considerar as interacbes com condi¢des especificas do solo, a presenca de
elementos quimicos desconhecidos (do proprio contaminante ou de metabdlitos
gerados durante o processo), a toxicidade sobre a biota e os impactos nas
funcdes do solo (Vaajasaari et al., 2002; Wilson et al., 2002; Plaza et al., 2005;
Maila et al., 2005; Molina-Barahona et al., 2005; Geissen et al., 2008; Hentati et
al., 2013). Em contrapartida, os ensaios ecotoxicologicos abordam todas estas
limitacbes (Vaajasaari et al.,, 2002), permitindo uma melhor avaliagdo para
monitorar a biorremediacao (Saterbak et al., 2000; Molina-Barahona et al., 2005).

Nesse sentido, Marwood et al. (1998) estudando a toxicidade na
biorremediagdo de solo contaminado com 6leo diesel, através de ensaios
toxicolégicos, verificaram que quimicamente houve biodegradacdo dos HTP, no
entanto, nem todos os ensaios tiveram reducdo da toxicidade, demonstrando
dessa forma que a analise quimica foi insuficiente na predicdo dos efeitos
negativos do contaminante.

Nos ensaios ecotoxicolégicos, a avaliacdo dos efeitos da contaminacao
em organismos individuais é a forma mais comumente utilizada, devido a resposta
rapida que os organismos fornecem a respeito do risco ambiental (Magalhées e
Ferrao-Filho, 2008). Além disso, ap6s processo de remediacdo, 0S ensaios
ecotoxicolégicos podem auxiliar na avaliacdo da capacidade de recuperacao
ecologica do sitio contaminado, uma vez que analises quimicas, por si s, ndo
representam que as concentracdes remanescentes dos contaminantes ainda nao

serdo téxicas (Sisinno et al., 2006).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Local de conducédo do experimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, localizada na
Unidade de Apoio a Pesquisa (UAP) do Centro de Ciéncias e Tecnologias
Agropecuarias (CCTA) da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro (UENF), em Campos dos Goytacazes - RJ (Latitude= 21° 45' S; Longitude
= 41° 20" W; Altitude= 11 m). Segundo a classificacao climatica de Kdppen, o
clima da regido é classificado como tropical umido (Aw), com verdo chuvoso,
inverno seco e temperatura média anual em torno de 24°C. Durante o periodo
experimental as condigdes ambientais foram monitoradas através de uma
miniestacdo meteorologica WhatchDog 2900ET, sendo a umidade relativa e
temperatura do ar apresentadas na Figura 2.
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Figura 2: Elementos meteorologicos na casa-de-vegetacdo, no periodo
experimental (maio a setembro de 2015), em Campos dos Goytacazes: umidade
relativa do ar (A) - maxima (URmax), minima (URmin) e média (URmed), e

temperatura do ar (B) - maxima (Tmax), minima (Tmin) e média (Tmed).



18

4.1.1 Delineamento experimental

O delineamento experimental adotado foi em blocos casualizados (DBC),
em arranjo fatorial 2 x 5, sendo 2 tratamentos microbiolégicos (com e sem
inoculacdo com o FMA Claroideoglomus etunicatum) e 5 concentracdes de 6leo
diesel, baseado em volume de diesel por peso de solo (0%, 0,5%, 1%, 2% e 3%),
com quatro repeti¢coes, tendo como unidade experimental um vaso contendo 3 kg
de solo com 3 plantulas/vaso, totalizando 40 vasos. Tais concentragbes foram
definidas a partir dos resultados obtidos em um teste de germinacdo de sabia
(Mimosa caesalpiniifolia Benth.) associada a fungo micorrizico arbuscular em solo
contaminado com seis concentracfes de 6leo diesel (0%, 0,5%, 1%, 2%, 3% e
4%).

4.1.2 Caracteristicas do solo

O solo destinado ao preparo do inéculo do FMA bem como ao
experimento, classificado como Latossolo Amarelo, predominantemente argiloso,
foi coletado na Escola Técnica Estadual Agricola Anténio Sarlo, localizada no
Municipio de Campos dos Goytacazes, RJ. O solo foi coletado na profundidade
de 0-20 cm, peneirado em malha de 2 mm, misturado com areia lavada na
proporcao de 1:1 (v:v) e esterilizado em autoclave a temperatura de 121°C por 2
horas, a fim de eliminar patégenos e FMAs nativos (Souza et al., 2006),

apresentando as caracteristicas quimicas descritas na tabela 1.
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Tabela 1: Caracteristicas quimicas do solo.

M.O g dm?3 9,83
pH 6,00
P 18,00
S 5,00
Fe mg dm3 106,70
Cu 0,32
Zn 3,50
Mn 25,24
B 0,22
K 2,00
Ca 12,20
Mg 7,50
Al mmolcdm3 0,00
H+Al 10,20
SB 23,00
CTC 33,20

Matéria orgénica (M.O), potencial hidrogenidénico em agua (pH), fésforo (P), enxofre (S), ferro (Fe),
cobre (Cu), zinco (Zn), manganés (Mn), boro (B), potassio (K), calcio (Ca), magnésio (Mg),
aluminio (Al), acidez potencial (H+Al), soma de bases (SB), capacidade de troca de cations (CTC).

4.1.3 Preparo do in6culo

A espécie de fungo micorrizico arbuscular (FMA) testada
(Claroideoglomus etunicatum) foi obtida a partir do Banco de Inéculo do Setor de
Microbiologia do Solo da UENF/CCTA do Laboratério de Solos. Para a
multiplicacdo do in6culo foram utilizadas plantas de milho (Zea mays). As
sementes foram desinfestadas em solucdo de hipoclorito de sodio 0,5%, durante
15 minutos. Em seguida, as mesmas foram lavadas com agua destilada, por
quatro vezes consecutivas. O plantio foi realizado em vasos contendo solo e
in6culo, mantidos em casa de vegetacdo por um periodo de 90 dias.
Transcorridos os primeiros 60 dias a parte aérea foi podada e os vasos foram
cobertos com folhas de papel, mantidos sem irrigacéo por 30 dias, para facilitar a
esporulacédo do fungo. A mistura do solo contendo raizes colonizadas e esporos
do FMA foi utilizada como indculo, sendo conservada em camara fria a 4°C, até a
instalacdo do experimento. Foi verificada a quantidade de fésforo no solo (Tabela
1), que se manteve abaixo do nivel critico para M. caesalpiniifolia Benth.
(Goncgalves et al.,2013), para garantir a baixa disponibilidade deste nutriente
tendo em vista que quando existe um baixo valor de P no solo a planta exsuda

substancias que fomentam a taxa de colonizacao (Nagahashi e Douds, 2007).
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Foi realizada a contagem de esporos no indculo através da técnica de
peneiramento Umido (Gerdemann e Nicolson, 1963) e de centrifugacdo e
flutuacdo em sacarose (Jenkins, 1964). A quantificacdo dos esporos foi realizada
em placas de acrilico com anéis concéntricos, sob microscopio estereoscopico
(40x).

4.1.4 Tratamento das sementes

Foram utilizadas sementes de Mimosa caesalpiniifolia Benth. adquiridas
comercialmente, sem tratamento quimico, com taxa de germinacdo de 90%.
Como tratamento prévio essas foram desinfestadas com hipoclorito de sodio
(0,5%) por 15 minutos, seguido de lavagem em agua corrente. A exposi¢cado de
sementes com dorméncia tegumentar a altas temperaturas é um meio eficaz para
a sua germinacgado (Hartmann e Kester, 1978), por isso, as sementes de Mimosa
caesalpiniifolia Benth. foram imersas em agua a 80°C até o resfriamento total
(Nascimento e Oliveira, 1999; Passos et al., 2007; Leal et al., 2008).

4.1.5 Instalagdo do experimento

O 6leo diesel foi adquirido em um posto de abastecimento de combustivel
da PETROBRAS localizado no municipio de Campos dos Goytacazes — RJ,
armazenado em recipiente de vidro, e posteriormente incorporado
homogeneamente ao solo em cada nivel de contaminagdo. O contaminante
utilizado é do tipo S10, que possui teor maximo de enxofre de 10mg/kg (ppm =
partes por milhdo) e foi desenvolvido visando emitir teores reduzidos de material
particulado e NOx (PETROBRAS, 2012). Apés as contaminacdes, separou-se 500
g de solo de cada concentracdo do contaminante, que foram inseridos
individualmente em recipientes de vidro e fechados com tampa de rosca vedante
para a realizacdo dos ensaios ecotoxicolégicos a fim de determinar o potencial
fitorremediador da M. caesalpiniifolia Benth. O restante do solo contaminado foi
inserido em vasos de barro (3 kg de solo/vaso) e dispostos na casa de vegetacao
para determinacéo da tolerancia da espécie vegetal ao contaminante.

O solo permaneceu incubado por 30 dias, permitindo a perda dos
compostos mais volateis, e, durante esse mesmo periodo, as sementes foram

colocadas para germinar em bandejas de plastico contendo o solo sem
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contaminacdo utilizado para todo o experimento, e transplantadas apos 30 dias
sendo transferidas 3 plantulas com o mesmo padrédo de crescimento para cada
vaso, permanecendo em casa de vegetacdo durante 90 dias. Irrigacbes diarias
foram realizadas, utilizando-se agua desionizada durante o periodo de conducéo
experimental. No momento do transplantio foram adicionados 50 cm? vaso de
inbculo contendo 1.565 esporos, aplicado a uma profundidade de
aproximadamente 3 cm nos vasos dos tratamentos correspondentes.

Aos 30 e 45 dias foram realizadas adubacfes nitrogenadas (nitrato de

amodnio) em todas as unidades experimentais (20 mg kg™).

4.1.6 Populacdo microbiana total no solo

A gquantificacdo da populagcédo heterotréfica total do solo foi realizada no
tempo inicial e final através do método de contagem de Unidades Formadoras de
Colbnias (UFC). O método consiste na extracdo e deposicdo de uma suspensao
de solo em placas de Petri, com meio agar-nutriente (bactéria) e Meio de Martin
para (fungos), inoculacdo em estufa de cultura e posterior contagem do nimero
de colbnias formadas.

Pesou-se 10g de solo que foram transferidos para Erlenmeyer contendo
90 mL de solucdo salina (0,85%) esterilizada. Apdés a extracdo procedeu a
diluicdo seriada até 10°. Pipetou-se 0,1 mL nas diluicbes 104, 10°, 10° para as
placas com o meio agar-nutriente para bactéria e as diluicées 103, 104, 10 com
meio Martim para fungo. As placas foram incubadas a 28°C por 48 horas para
bactérias e 72 horas para fungos. Apdés o periodo de incubacdo o namero de
micro-organismos por grama de solo foi contabilizado através da equacao: [N°

colénias x (1/ diluicdo) x (1/aliquota) ] /massa do solo seco.

4.1.7 Avaliacéo dos indices biométricos

Foram realizadas avaliacbes mensais de altura, medida com régua
graduada, diametro do coleto, medido com paquimetro digital, e contabilizado o
namero de foliolos. A cada 15 dias o indice Soil-Plant Analysis Development
(SPAD) foi obtido utilizando-se o aparelho Chlorophyll Meter SPAD-502
(Minolta®), com medicdes feitas a partir da média dos quatro foliolos terminais.

Aos 90 dias foram feitas avaliacbes da éarea foliar com aparelho modelo Licor
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3100, e das caracteristicas do desenvolvimento radicular (volume e comprimento)
com auxilio do aparelho WinRhizo®. Além disso, a parte aérea e as raizes foram
secas em estufa a 65 °C por 72 horas e pesadas para determinacdo da massa
seca, em seguida a parte aérea foi triturada em moinho do tipo Willey e
armazenada em frasco hermeticamente fechado para posterior determinagao dos
teores de nitrogénio (N), fosforo (P), potassio (K), célcio (Ca) e magnésio (Mg).

4.1.8 Analise nutricional da parte aérea

O material vegetal foi submetido a oxidacao pela digestao sulfarica, onde
foi obtido o extrato, no qual foi determinado o nitrogénio pelo método de Nessler
(Jackson, 1965), o fosforo pelo método colorimétrico do molibdato (Malavolta et
al., 1997), o potéssio por fotometria de emissdo de chama, o calcio e magnésio

por espectrofotometria de absorcao atémica.

4.1.9 Avaliacao da taxa de colonizacdo micorrizica

A porcentagem de colonizacdo micorrizica das raizes foi determinada
apos a coloracao pelo método descrito por Grace e Stribley (1991), adaptado com
duas submersdes em KOH (10%) a 90°C, por 10 minutos. Os segmentos de
raizes em laminas foram levados ao microscépio Optico para a observacdo da

presenca de estruturas de FMAs.

4.1.10 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia de forma distinta para
cada parametro avaliado, e posteriormente ao teste Dunnet (p<0,05) para
comparacao entre as concentragcdes do contaminante, e ao teste T (p<0,05) para
avaliacao do efeito da inoculacdo e diferencas entre os tempos iniciais e finais,
através do programa SISVAR 5.3 Build 77 (Ferreira, 2011).

4.2 Ensaios ecotoxicologicos

Ao final do experimento coletou-se uma amostra composta de 500 g de
solo das quatro repeticdes por tratamento. Estes foram inseridos individualmente

em recipientes de vidro e fechados com tampa de rosca vedante. Assim, 0s
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ensaios ecotoxicolégicos foram realizados utilizando solo sem planta (tempo
inicial), com planta, e com planta + FMA, para cada concentracdo de 6leo diesel
avaliada.

Foram avaliadas a eficiéncia de fitorremediacédo e biodisponibilidade de
contaminantes por meio de ensaios de sobrevivéncia e reproducdo de Folsomia
candida e Enchytraeus crypticus (Figura 3), realizados no laboratorio de Fauna do
Solo, na Embrapa Agrobiologia, em Seropédica, RJ. Para isso, seguiu-se as
normas obrigatérias e recomendadas da ABNT NBR ISO 11267 (2011) e ABNT
NBR ISO 16387 (2012), respectivamente.

As concentragfes de 6leo diesel utilizadas no presente estudo basearam-
se em volume de diesel (ml) por peso de solo (kg): 0%, 0,5%, 1%, 2% e 3%.
Todavia, para 0s ensaios ecotoxicoldgicos, as concentracfes do contaminante
precisam ser expressas em peso/peso, resultando em 0; 4,27; 8,53; 17,06 e 25,
59 g kg?, respectivamente.

Inicialmente, as amostras de solo foram umedecidas com agua destilada
entre 40 a 60% a sua capacidade de retencdo de agua, sendo medidos o pH e
umidade. Os ensaios foram conduzidos em camara de incubag&o com controle de
temperatura (18 a 22 °C), fotoperiodo (16 h de luz para 8 h de escuro) e
intensidade luminosa (400 a 800 lux). A umidade do solo foi monitorada
semanalmente através do peso inicial dos recipientes-testes, adicionando agua
destilada quando necessario. Os organismos também foram submetidos a solo
artificial tropical (ABNT NBR 15537, 2014) para avaliar a adequacédo as condicfes

ambientais dos ensaios.

T

Figura 3. Individuos de Folsomia candida (A) e Enchytraeus crypticus (B)

utilizados nos ensaios ecotoxicologicos.
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Para os ensaios utilizou-se recipientes cilindricos transparentes (80 ml)
com tampa, contendo 30 g de solo Uumido em cinco replicados para cada
tratamento. Uma sexta réplica, sem organismos e alimento € utilizada para avaliar
o pH e a umidade ao final. Ambos os ensaios duraram 28 dias.

Os individuos de E. crypticus foram criados em placas de petri contendo
meio agar, em um ambiente de temperatura constante de 20 £ 2 °C. Em cada
recipiente foram inseridos dez individuos ovados, selecionados e coletados em
estereomicroscopio. No inicio do ensaio foi inserido como alimento 50 mg de
aveia em flocos finos. Ap6s 14 dias foi adionado superficialmente mais 25 mg de
aveia. Ao final do ensaio os recipientes foram preenchidos com solucdo de rosa
de bengala em 1% de etanol e contados os individuos adultos e os juvenis sob
estereomicroscopio, permitindo avaliar a sobrevivéncia a a reproducdo dos
organismos.

Os individuos de F. candida foram criados em substrato formado por
gesso e carvao ativado, na proporcdo de 8:1. Em cada recipiente foram
adicionados dez individuos com 10 a 12 dias de vida. No inicio foram adicionados
como alimento 2 mg de fermento seco granulado. Apos 14 dias esta quantidade
foi reposta superficialmente. Ao final, nos solos contendo os organismos s&o
transferidos para um recipiente maior (500 ml), sendo inserida agua destilada até
sua total cobertura e promovendo uma leve agitacdo com espatula. Este
procedimento causa a flutuacédo dos organismos vivos. Algumas gotas de tinta de
carimbo na cor azul-escuro foram utilizadas para colorir o liquido e assim destacar
0s organismos. Os individuos adultos sdo contados visualmente e 0s juvenis

através da contagem manual em fotografias no software ImageToll®.

4.2.1 Andlise estatistica

Os dados obtidos de reproducdo e sobrevivéncia foram submetidos a
analise de variancia e posteriormente ao teste de Dunnett, para o calculo do
NOEC (maior concentracdo que nao causa efeito na reproducéo) e LOEC (menor
concentracéo que causa efeito na reproducao). Os valores de ECso (concentracéo
efetiva que causa efeitos em 50% dos juvenis) foram obtidos através do modelo
nao linear Exponencial (p<0,05). Ambas as analises foram realizadas no software
STATISTICA 7.0 (StratSoft, 2004).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 indices Biométricos

Observou-se que a inoculagdo com o FMA aumentou significativamente
os indices biométricos das mudas de Mimosa caesalpiniifolia no solo controle,
quando comparados com o0s tratamentos sem inoculacdo (Tabela 2). Houve
incremento de mais de 40% para a altura da parte aérea e o diametro do coleto,
de mais de 60% para a area foliar e 0 nimero de foliolos e de mais de 100% para
a massa seca da parte aérea, massa seca das raizes e o volume das raizes
(Tabela 2). Diversos estudos sobre o crescimento e a sobrevivéncia de mudas de
Mimosa caesalpiniifolia com associacdo micorrizica, comprovaram que estes
micro-organismos séo capazes de promover maiores indices biométricos (Oliveira
et al., 2012, Araujo, 2012, Silva, 2012, Mendes, et al., 2013, Oliveira e Alixandre,
2013).



26

Tabela 2. indices biométricos da Mimosa caesalpiniifolia aos 90 dias para os tratamentos sem e com micorriza, em funcédo da

concentracdo de Oleo diesel: altura parte aérea (APA); diametro do coleto (D); massa seca da parte aérea (MSPA); massa seca das

raizes (MSR); area foliar (AF); numero de foliolos (NF); volume das raizes (VR) e comprimento das raizes (CR).

Concentragéo T . ioléai APA D MSPA MSR AF NF VR CR

(%) ratamento Microbiologico (cm) (mm) (g vaso 1)---- (cm? planta 1) (un planta 1) (cm?3) (cm)
0 Sem micorriza 14,18b 2,13b 2,58b 1,86b 387,62b 32,38b 9,37b 2161,36a
Com micorriza 20,23a 3,07a 6,08a 5,38a 633,09a 53,00a 19,45a 2549,94a
05 Sem micorriza 8,06*a 1,00*a 1,40*a 1,00*a 211,59*a 22,50b 5,55*a 1415,76*a
’ Com micorriza 9,81*a 1,47*a 1,86*a 1,38*a 271,06*a 29,88a 7,48*a 1578,16*a
1 Sem micorriza 6,77*a 1,04*a 1,06*a 0,77*a 176,76*a 23,00a 3,90*a 822,70*a
Com micorriza 8,74*a  1,40*a 1,28*a 0,81*a 206,91*a 27,00a 3,92*a 1030,94*a
5 Sem micorriza 3,59*a 0,71*a 0,65*a 0,57*a 106,90*a 15,75*a 3,41*a 704,36*a
Com micorriza 6,74*a  0,97*a 0,96*a  0,75*a 180,45*a 24,00a 4,57*a  1047,45*a
3 Sem micorriza 3,83*a 0,40*a 0,41*a 0,41*a 58,99*a 4,13*a 3,09*a 613,38*a
Com micorriza 3,69*a  0,42*a 0,54*a  0,59*a 79,90*a 7,63*a 4,42*a 847,33*a

CV (%) - 66,94 67,93 100,35 115,30 74,36 62,95 85,40 55,64

Coeficiente de Variacdo (CV). Médias seguidas de letras iguais, nas colunas, para cada concentracdo, ndo diferem entre si, pelo teste t, em 5% de probabilidade. Médias, nas

colunas, para cada concentragdo, com asterisco (*) diferem do controle em nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Dunnett.
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Por outro lado, nos tratamentos contaminados com 6leo diesel observou-
se que a inoculacdo das plantas com o FMA nao influenciou os indices
biométricos avaliados (Tabela 2). E possivel que a toxicidade do 6leo diesel
tenha sido um fator limitante para o sucesso da simbiose e o crescimento da M.
caesalpiniifolia, tendo em vista que as plantas apresentaram reducdes
significativas a partir da primeira concentragdo de contaminante. Corroborando
com esse resultado, Hernandéz-Ortega et al. (2012), avaliando os FMAs na
espécie Melilotus albus em substrato contaminado com oOleo diesel, verificaram
gue o contaminante afetou negativamente o crescimento da planta.

Rezende (2006) e Bardelli-da-Silva (2006) observaram que plantulas de
Schinus terebinthifolius e Sebastiania commersoniana germinadas em solo
contaminado com Oleo diesel apresentam reducdo da area e biomassa foliar. Da
mesma forma, Merkl et al. (2005a) relataram reducéo de 48%, 75% e 26% para
altura da parte aérea e de 60%, 65% e 66% para area foliar nas espécies de C.
mucunoides, C. brasilianum e S. Capitata, respectivamente, quando germinadas
em solo contaminado com petréleo em comparacdo com o controle. Exemplares
adultos de Podocarpus lambertii Klotzsch ex Endl em solo contaminado com
petroleo também apresentaram menor area foliar (Maranho et al., 2006).

Ao final do experimento, a altura da parte aérea das plantas em solo
contaminado apresentou na concentracdo de 3% uma reducdo de 73% para o
tratamento sem fungo e de 82% para o tratamento com fungo, quando
comparados com os valores apresentados no controle. O diametro do coleto, a
area foliar e a massa seca da parte aérea, tiveram reducdo de mais de 80% na
concentracéo de 3% para os tratamentos com e sem fungo quando comparados
com os valores apresentados no controle. Balliana (2015), avaliando a tolerancia
de mudas de Canavalia ensiformis em substrato contaminado com oOleo diesel,
verificou que as plantas do tratamento solo contaminado apresentaram baixos
valores de comprimento do caule, biomassa aérea e area foliar em relagédo as
plantas do tratamento solo ndo contaminado.

O efeito da inoculacdo no numero de foliolos foi observado até a primeira
concentragdo do contaminante, ndo diferindo estatisticamente do controle. Para
esta caracteristica, no geral, houve diferenca estatistica dos tratamentos em solo
contaminado quando comparados ao controle nas concentracdes 2 e 3%, com

reducdo de 51,4% e 87,2% para os tratamentos sem fungo e de 54,7% e 85,9%
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para os tratamentos com fungo, respectivamente. Segundo Alkio et al. (2005), a
espécie Arabidopsis thaliana também apresentou reducdo no numero de folhas
em solo contaminado com HPAs devido ao efeito toxico do contaminante.

A contaminacdo com Oleo diesel proporcionou reducao significativa para
todos os indices biométricos radiculares (Tabela 2), demonstrando que o nivel de
toxicidade do oleo diesel utilizado no experimento afetou o sistema radicular.
Resultados diferentes foram relatados por Ribeiro (2009) e Bento et al. (2012),
que observaram boa resposta de estabelecimento e crescimento de M.
caesalpiniifolia em solos contaminados com HPAs em concentracfes variando
entre 1 e 7 %.

As plantas em solo contaminado apresentaram reducdo de 78%, 67% e
71,6% na concentracdo de 3%, para massa seca, volume e comprimentos das
raizes, respectivamente, nos tratamentos sem fungo quando comparados com 0s
valores apresentados no controle. Na mesma concentracdo e para 0S mesmos
indices, nos tratamentos com fungo, houve reducéo de 89%, 77,2% e 66,8% em
relacdo ao controle. Esses resultados corroboram os do estudo feito por Balliana
(2015), que, avaliando a tolerancia de mudas de Canavalia ensiformis em
substrato contaminado com O6leo diesel, verificou menores valores no volume
radicular e na massa seca da raiz em relacdo as plantas do tratamento solo nédo
contaminado. Assim, as propriedades hidrofébicas do 6leo podem ter afetado a
absorcdo de agua no solo, provocando perturbacdes no desenvolvimento das
raizes (Amakiri e Onofeghara, 1983).

O tempo entre a contaminacao do solo com 6leo diesel e o plantio afeta a
resposta da planta a contaminacdo (Bona et al. 2011), pois nesse periodo ha
volatilizacdo de parte dos compostos fitotoxicos (Adam e Duncan, 2002). Dessa
forma, o periodo de 30 dias no qual o solo permaneceu incubado nédo foi
suficiente para minimizar as alteracbes estruturais causadas na M.
caesalpiniifolia, que podem estar relacionadas a presenca desses compostos
volateis no Oleo diesel. O mesmo foi verificado para mudas de Canavalia
ensiformis em substrato contaminado com 6leo diesel, no qual o periodo de 30
dias entre a contaminacdo e o plantio se mostrou insuficiente na reducdo da
toxicidade do solo sem que ocorresse modificagcdo no sistema radicular (Balliana,
2015).
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Na selecdo de plantas com potencial para a fitorremediacédo, faz-se
necessario identificar aquelas que séo tolerantes ao contaminante e entender
como elas reagem a contaminacao (Bona et al., 2011). Nesse sentido, apesar do
baixo crescimento das plantas, a M. caesalpiniifolia apresentou 100% de

sobrevivéncia, independente do tratamento utilizado.
5.2 Iindice Soil-Plant Analysis Development (SPAD)
Ao longo do experimento, no controle constatou-se que os foliolos das

de SPAD

significativamente maior que o apresentado pelas plantas sem inoculacao (Tabela

plantas jovens inoculadas apresentaram um valor indice
3). Este comportamento pode estar relacionado a baixa resisténcia estomatica em
plantas micorrizadas (Diniz et al., 2010), que pode ocasionar o aumento da
atividade fotossintética (Nemec e Vu, 1990; Sanchez-Diaz et al., 1990). Em
contrapartida, para as plantas nos solos contaminados, o indice SPAD ndao

apresentou diferenca significativa entre os tratamentos com e sem inoculacao.

Tabela 3. indice SPAD de Mimosa caesalpiniifolia, para os tratamentos com fungo

e sem fungo, em funcéo da concentracdo de 6leo diesel.

indice SPAD
Concentracgéo Tratame'nt.o Tempo em dias
% Microbioldgico
15 30 45 60 75 90

0 Sem micorriza 28,40b 28,93a 31,10a 32,93b 37,33b  39,28b
Com micorriza 33,90a 34,35a 3545a 38,18a 45,10a 52,30a
0.5 Sem micorriza 23,05a 23,43a 27,10a 27,73a 29,03*a 36,98b
Com micorriza 19,75*a 21,00*a 25,45*a 26,65*a 27,58*a 43,48a
1 Sem micorriza 18,75*a 18,95*a 19,43*a 22,88*a 23,03*a 27,38b
Com micorriza 17,88*a 19,40*a 19,93*a 20,68*a 26,43*a 33,73*a
5 Sem micorriza 13,03*a 16,03*a 16,83*a 16,98*a 23,08*a 23,93*b
Com micorriza 15,08*a 15,58*a 18,25*a 18,35*a 23,93*a 36,90a
3 Sem micorriza 13,58*a 13,65*a 15,53*a 15,80*a 17,03*a 19,85*a
Com micorriza 10,95*a 11,88*a 12,65*a 13,08*a 14,95*a 17,60*b
CV (%) - 37,76 38,23 33,93 35,43 34,56 37,01

Coeficiente de Variacdo (CV). Médias seguidas de letras iguais, nas colunas, para cada concentragcdo, ndo
diferem entre si, pelo teste t, em 5% de probabilidade. Médias, nas colunas, para cada concentragdo, com
asterisco (*) diferem do controle em nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Dunnett.
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Os indices SPAD encontrados sugerem que o 6leo diesel tenha afetado
as plantas logo nos primeiros 15 dias, que pode ser decorrente de alteracbes nas
caracteristicas fisico-quimicas e biolégicas no solo causadas pela barreira fisica
do contaminante (Merkl et al., 2005b), apresentando na concentracdo de 3% uma
reducdo de 52,2% para o tratamento sem fungo e de 67,7% para o tratamento
com fungo, quando comparados com 0s valores apresentados no controle (Tabela
3).

Em geral, nos solos contaminados, as plantas apresentaram valores que
diferiram significativamente dos encontrados no tratamento controle. Isso indica a
acdo prejudicial do contaminante as plantas, uma vez que diversos 06leos sao
considerados fitotoxicos (Baker, 1970), capazes de causar repeléncia da agua no
solo (Johnsen et al., 2005; Thavasi et al., 2011), mediante o recobrimento de suas
particulas por compostos organicos hidrofébicos (Vogelmann et al., 2010, 2013).

Aos 30 e 45 dias foram realizadas adubacdes nitrogenadas em todas as
unidades experimentais (20 mg kg?) e ndo houve diferenca significativa em
nenhum tratamento para todas as concentracdes. Entretanto, a partir dos 60 dias,
0 controle apresentou aumento gradativo nos valores SPAD com diferenca
significativa para todos os tratamentos com inoculagdo. Provavelmente isso
ocorreu nas plantas como uma resposta positiva a adubacdo nitrogenada,
refletindo externamente em folhas verdes e abundantes, demonstrando assim a
correlacdo positiva que existe entre a intensidade do verde (Argenta et al., 2001,
Bonfim-Silva et al., 2011; Braun et al., 2015) com o teor de nitrogénio nas plantas
(Blackmer e Schepers, 1995; Braun et al., 2013) (Figura 4).

Em solos contaminados com 6leo os nutrientes encontram-se menos
disponiveis, especialmente o nitrogénio (De Jong, 1980; Adam e Duncan, 2002),
tornando a planta mais debilitada, e, provavelmente por esse motivo, 0 aumento
dos valores e a diferenca significativamente maior nas plantas inoculadas, nas
concentragcbes 0,5 e 2%, observada somente ao final do experimento, podem

assinalar uma aquisicao tardia de nitrogénio.
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Figura 4. Relacdo entre teores de N e indice SPAD aos 90 dias em plantas sem
micorriza (A) e com micorriza (B) no controle. Barras verticais representam desvio

padrdo da média. * significativo em 5 % de probabilidade.

Aos 90 dias, na concentracao de 3%, a reducdo do indice SPAD para o
tratamento com inoculagéo foi de 49,5% e para o sem inoculacdo foi de 66,35%,
guando comparados com os valores apresentados no controle. Nesse tempo, na
auséncia de micorriza, o indice SPAD médio foi de 29,5. Cipriani (2011) verificou
gue a M. caesalpiniifolia, exposta a contaminacdo com arsénio, nos tratamentos
com micorriza, sofreu diminuicdo no indice SPAD com o aumento da
concentracdo de contaminante.

As plantas do solo contaminado apresentaram sintomas foliares como
ressecamento, amarelecimento e queda das folhas mais velhas, intensificando-se
com o passar dos dias. Sintomas parecidos foram encontrados para a mesma
espécie quando em substrato contaminado com arsénio, apresentando clorose e
diminuicdo do indice SPAD (Cipriani, 2011). Balliana (2015), avaliando a
tolerancia de mudas de Canavalia ensiformis em substrato contaminado com 6leo
diesel, verificou que as plantas do tratamento solo contaminado apresentaram
clorose. Além disso, estudos com outras espécies vegetais em solos
contaminados com hidrocarbonetos apresentaram necroses foliares (Alkio et al.,
2005; Gogosz et al., 2010).
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5.3 Taxa de Colonizagcdo Micorrizica

Em solo contaminado, observou-se que a porcentagem de colonizacao
micorrizica em M. caesalpiniifolia foi reduzida significativamente com o aumento
da concentracdo do 6leo diesel, a partir da primeira concentracdo (Figura 5).
Hidrocarbonetos de diesel foram detectados em raizes de gramineas e
leguminosas crescendo em solos contaminados (Pichtel e Liskanen, 2001), e
Hernandéz-Ortega et al. (2012) demostraram que os FMAs foram capazes de
promover aumento significativo na degradacdo desses hidrocarbonetos na
rizosfera. Assim, a interagéo de plantas com os FMAs pode contribuir no processo
de fitorremediacdo (Joner e Leyval, 2001; Joner e Leyval, 2003; Volante et al.,
2005; Alarcon et al., 2008; Gao et al., 2010). Entretanto, no presente estudo
observa-se que a toxicidade do Oleo diesel, além de ter sido um fator limitante
para o crescimento das plantas (Tabela 2), restringiu a colonizagdo com esta
espécie de fungo micorrizico, evidenciada através da sua sensibilidade ao

contaminante.
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Figura 5. Colonizagdo micorrizica de Mimosa caesalpiniifolia inoculada com C.
etunicatum em solo contaminado com o0leo diesel aos 90 dias. Barras marcadas
com asterisco (*) diferem do controle em nivel de 5% de probabilidade pelo teste

de Dunnett.
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Paula et al. (2007), estudando os efeitos de diferentes concentragdes de
antraceno e creosoto sobre o crescimento e a colonizacdo micorrizica,
observaram que na espécie Pueraria phaseoloides os contaminantes foram
capazes de reduzir de maneira acentuada a colonizacdo micorrizica da planta
inoculada com o Claroideoglomus etunicatum, diminuindo cerca de 90 % em
relacdo ao controle. Apesar disso, os HPAs ndo foram capazes de afetar o
crescimento da espécie, ao contrario dos resultados encontrados neste trabalho.
Tang et al. (2009) e Lima (2014), avaliando a influéncia da inoculacdo com FMAs
no crescimento de plantas sob diferentes concentracbes de 6leo diesel no solo,
verificaram que o aumento das concentracfes de Oleo diesel diminuiu a
colonizac&o micorrizica.

Em solos sem contaminacdo, o Claroideoglomus etunicatum quando
associado a leguminosas (Flores-Aylas et al.,, 2003; Sugai et al., 2011) e
especificamente ao sabia (Mergulhdo et al., 2001; Oliveira et al., 2012; Pontes et
al., 2012, Oliveira e Alixandre, 2013), apresentou resultados positivos para o
crescimento da espécie vegetal, corroborando o presente estudo, onde o
beneficio da micorriza no crescimento da M. caesalpiniifolia ficou evidenciado
(Tabela 2).

Dessa forma, o menor crescimento das mudas de M. caesalpiniifolia sem
inoculacdo quando comparado as mudas inoculadas (Tabela 2) nessas condicdes
restritivas de fésforo (Tabela 1) reflete a dependéncia da espécie aos FMAs em
condicdo natural. Esses resultados reforcam os do estudo feito por Oliveira e
Alixandre (2013), que, avaliando a influéncia da inoculacdo de FMA e niveis de
fertilizacdo fosfatada nos parametros biométricos em mudas de M.
caesalpiniaefolia, verificaram o beneficio da colonizacdo micorrizica por C.
etunicatum no desenvolvimento da espécie em solo com baixos teores de P.

Apesar da espécie M. caesalpiniifolia exibir resisténcia a seca (Rizzini,
1978), e desenvolver-se bem em é&reas degradadas (Mendoncga et al., 2008), o
presente estudo demonstra que o 6leo diesel S-10 causou inibigdo na colonizacao
e no crescimento da espécie, além de possuir grande potencial de impacto
mesmo em se tratando de um combustivel mais refinado que o0s seus
antecessores contendo tao baixo teor de enxofre.

Segundo Browen (1980), os FMAs podem habitar em solos com pH de

2,7 a 9,2 em funcdo da capacidade apresentada pela espécie de fungo para
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germinar e colonizar o hospedeiro. Siqueira e Franco (1988) relatam que os
géneros de FMAs Gigaspora, Scutellospora e Acaulospora atuam em condi¢des
de pH que variam entre 4.0 e 6,0, ao passo que Glomus varia entre o pH 6,0 e
8,0. Como no solo controle a colonizacdo micorrizica foi bastante acentuada,
pode-se inferir que o pH=6,0 (Tabela 1) foi favoravel para a germinacdo dos
esporos de C. etunicatum (=Glomus etunicatum). Resultado semelhante foi
encontrado por Benedetti et al. (2005), que, avaliando a influéncia de plantas de
coberturas sobre FMAs durante e apdés o cultivo com milho, encontraram alta
ocorréncia de G. etunicatum em solo com pH de 6,1.

Apesar disso, o 6leo diesel reduziu drasticamente a capacidade de
colonizagdo das raizes de M. caesalpiniifolia pelo FMAs, demonstrando seu efeito
fitotoxico. Efeito semelhante foi encontrado por Driai et al. (2015), que, analisando
0 impacto de concentracfes crescentes de 6leo diesel sobre o desenvolvimento
de FMA, verificaram que o aumento da concentracdo de Oleo diesel diminuiu
significativamente a formacdo de arbuUsculos e vesiculas. Ainda segundo o0s
autores, a presenca de O6leo diesel em concentracdes de até 1% causou
significativa reducdo na germinacéo de esporos, na elongacao de hifas e no modo
de germinacdo dos esporos do fungo micorrizico Rhizophagus irregulares,
sugerindo um efeito fungicida do o6leo diesel. Corroborando os resultados dos
autores, Kirk et al. (2005) verificaram que o crescimento do tubo germinativo e o
crescimento extrarradical de FMAs é significativamente reduzido em

concentracdes iguais ou menores que 1% de 6leo diesel.

5.4 Teor e conteudo nutricional da parte aérea

Os teores de nitrogénio e fosforo na parte aérea das plantas micorrizadas,
no tratamento sem contaminacdo com Oleo diesel (controle), foram
significativamente maiores que os apresentados pelas plantas sem inoculacéo
(Tabela 4). Estes resultados corroboram com estudos que relataram que os FMAs
podem favorecer as plantas através da maior absor¢cdo de nitrogénio
(Govindarajulu et al., 2005) e fésforo (Fernandes, 2006; Kahneh et al., 2006).
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Tabela 4. Teores de nitrogénio (N), fosforo (P), potassio (K), calcio (Ca) e
magneésio (Mg) na parte aérea de Mimosa caesalpiniifolia, para os tratamentos

sem e com micorriza, em funcéo da concentracdo de 6leo diesel aos 90 dias.

Concentracao Tratamento N P K Ca Mg

% Microbioldgico glkg™

5 Sem micorriza 21,36b 1,16b 12,75a 14,15a 3,49a

Com micorriza 25,21a 1,78a 12,22a 15,05a 3,55a

0.5 Sem micorriza 19,63a 1,11a 11,78a 13,79a 2,60a

Com micorriza 24,30a 1,31*a 10,03a 14,84a 3,00a

1 Sem micorriza 18,74a 1,03a 10,69a 13,06b 2,22a

Com micorriza 19,94a 1,21*a 9,50*a 14,88a 2,31*a

5 Sem micorriza 15,34a 0,99b 9,64a 12,19a 1,97*a

Com micorriza 19,08a 1,18*a 8,75*a 13,27a 2,16*a

3 Sem micorriza 12,95a 0,74*b 6,86*a 11,20*a 1,34*a

Com micorriza 15,30*a 1,00*a 5,72*a 11,61*a 1,52*a

CV (%) - 27,60 24,40 27,38 13,08 37,75

Coeficiente de Variacdo (CV). Médias seguidas de letras iguais, nas colunas, para cada concentracdo, ndo
diferem entre si, pelo teste t, em 5% de probabilidade. Médias, nas colunas, para cada concentracdo, com
asterisco (*) diferem do controle em nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Dunnett.

Os valores apresentados no presente estudo para os teores de nitrogénio
e fésforo (Tabela 4) ndo se encontram muito distantes dos valores recomendados
por Goncalves et al. (2013), que, verificando o teor e o conteddo de
macronutrientes em razdo da aplicagdo de crescentes concentracbes de
fertilizantes em mudas de Mimosa caesalpiniaefolia Benth., indicaram em termos
de nivel critico os valores de 16 a 17,3 gkg?*de Ne 1 a 1,5 g kg de P na parte
aérea, para promocéao de melhor crescimento da planta.

Nas plantas em solos contaminados, o teor de nitrogénio ndo apresentou
diferenca significativa entre os tratamentos com e sem inoculagéo, com excegao
da concentracdo 3% do Oleo diesel nas plantas inoculadas, onde apresentou
menores valores quando comparado ao controle. Os teores de fosforo
apresentaram reducdes significativas nas plantas inoculadas para todas as
concentracdes do 6leo diesel, quando comparados ao controle.

Os teores de potassio, calcio e magnésio da parte aérea das plantas,
apresentados na tabela 3, estdo dentro dos valores de nivel critico indicados por

Goncalves et al. (2013) para melhor crescimento de mudas de Mimosa
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caesalpiniaefolia Benth., que sdo de 5,7 a 7,1 gkg?'deK, 10 a 14,4 g kg de Ca,
e 1,3a2,4gkg?!de Mg.

Na maioria dos tratamentos, os teores de potassio, calcio e magnésio nao
apresentaram diferencas estatisticas para os tratamentos com e sem micorriza
(Tabela 4). Esse resultado reforca o estudo de Siqueira et al. (1994), que aponta
como nao sendo substanciais os efeitos dos FMAs nos teores de K, Ca e Mg na
planta. Corroborando com esses resultados, Moraes et al. (2010), avaliando a
resposta de seis FMAs na colonizacdo, crescimento e estado nutricional de
mudas de seringueira com trés e seis meses de transplantio em solos sem
contaminacdao, verificaram que os teores foliares de N, P, K, Ca e Mg das plantas
inoculadas e ndo-inoculadas n&o diferiram estatisticamente.

Os teores de potassio diferiram estatisticamente do controle nas
concentragdes de 1 e 2% nos tratamentos com micorriza, e na concentracdo de
3% para tratamento com e sem micorriza (Tabela 4). O calcio diferiu do controle
apenas na concentracdo de 3% para o tratamento com e sem micorriza. J4 0
magneésio diferiu do controle na concentracdo de 1% para o tratamento com
micorriza, e nas concentracoes de 2 e 3 % para os tratamentos com e sem
micorriza.

Os conteudos de nitrogénio, fosforo, potassio, célcio e magnésio na parte
aérea das plantas micorrizadas, no tratamento sem contaminacéo (controle) e na
concentracdo de 0,5% de Oleo diesel foram significativamente maiores que 0s
apresentados pelas plantas sem inoculagcdo (Tabela 5). Estes resultados
corroboram estudos que demonstram a maior absorcédo de varios nutrientes em
plantas micorrizadas (Freitas et al., 2006; Tellechea, 2007; Cardoso et al., 2010;
Lima, 2010; Kiers et al., 2011; Brito, 2013). Os FMAs podem aumentar essa
absorcao atraves da maior exploracdo do volume de solo pelas hifas fungicas que
se desenvolvem além do sistema radicular (Smith e Read, 2008), ou por meio de

mecanismos fisioldgicos e quimicos (Moreira e Siqueira, 2006).
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Tabela 5. Conteudos de nitrogénio (N), fésforo (P), potassio (K), célcio (Ca) e
magneésio (Mg) na parte aérea de Mimosa caesalpiniifolia, para os tratamentos

sem e com micorriza, em funcédo da concentracéo de 6leo diesel aos 90 dias.

Concentracao Tratamento N P K Ca Mg

% Microbioldgico mg/vaso™

0 Sem micorriza 55,11b 2,98b 27,41b  36,51b 8,99b

Com micorriza 153,41a 10,80a 74,34a 91,57a 21,59a

0.5 Sem micorriza 27,39*b 1,54*b 13,69*b 19,24*b  3,63*b

Com micorriza 45,23*a 2,44*a 18,67*a 27,62*a 5,58*a

1 Sem micorriza 19,91*a 1,09*a 9,47*a  13,88*a 2,36*a

Com micorriza 25,52*a 1,55*a 12,16*a 19,04*a 2,95*a

5 Sem micorriza 9,93*b 0,64*b  5,20*a 7,90*a 1,28*a

Com micorriza 18,34*a 1,14*a 8,41*a 12,76*a  2,08*a

3 Sem micorriza 5,27*a  0,30*a  2,33*a 4,56*a 0,55*a

Com micorriza 8,23*a 0,54*a  3,08*a 6,25*a 0,82*a

CV (%) - 128,62 130,69 123,25 109,71 134,07

Coeficiente de Variacdo (CV). Médias seguidas de letras iguais, nas colunas, para cada concentracdo, ndo
diferem entre si, pelo teste t, em 5% de probabilidade. Médias, nas colunas, para cada concentracdo, com
asterisco (*) diferem do controle em nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Dunnett.

Corroborando os resultados do estudo feito por Gongalves et al. (2013),
0s contetdos apresentados na tabela 5 foram proporcionais a quantidade de
massa seca da parte aérea (Tabela 2), ou seja, quanto maiores os valores da
matéria seca, maiores conteudos nutricionais foram encontrados.

Somente através da andlise dos conteudos nutricionais (Tabela 5) € que
ficou evidenciado o efeito prejudicial do 6leo diesel na aquisicdo de nutrientes
pelas plantas, visto que os conteudos de nitrogénio, fésforo, potassio, calcio e
magnésio nas plantas reduziram significativamente a partir da primeira
concentracdo de Oleo diesel, e, a partir da concentracdo de 1% de contaminante,
em geral, a inoculagédo das plantas com o FMA né&o influenciou os conteudos

nutricionais da parte aérea.
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5.5 Populacédo microbiana total no solo

Os resultados da quantificacdo de micro-organismos em Unidades
Formadoras de Colbnias (UFC) para o tempo inicial (solo sem planta) e final (solo
com planta) encontram-se na Tabela 6. No geral, a densidade populacional de
bactérias apresentou-se na base 10 com 0s expoentes 6 e 7, enquanto que as
colénias fangicas variaram entre os expoentes 4 e 5. Esse resultado corrobora
com Brandao (1992) e Araujo e Hungria (1994), que apontam para as densidades
populacionais de fungos como sendo inferiores as das bactérias no solo.

Observou-se que no tempo final o solo controle com planta apresentou
aumento significativo no numero de UFC de fungos e de bactérias quando
comparado com o tempo inicial (sem planta). Para os fungos houve incremento
significativo de 82% nos solos com plantas sem inoculacéo, e de 83% nos solos
com plantas inoculadas. No caso das bactérias, houve incremento significativo de
80% apenas nos solos com plantas inoculadas. Também foi observado que o solo
controle foi influenciado pela inoculacdo das plantas, apresentando aumento de
80% de fungos e 68% de bactérias comparado com 0s solos contendo plantas
sem inoculacgao.

No tempo final, para o tratamento controle, o nimero de UFC de fungos
totais nos solos com plantas sem inoculacgéo foi superior, em média, 5,7 vezes ao
ndamero de UFC no tempo inicial. Nos solos com plantas inoculadas, os niumeros
de UFC de fungos e bactérias totais foram, respectivamente, 5,8 e 5,0 vezes
superior ao numero de UFC no tempo inicial. Possivelmente as raizes
estimularam alterac6es nos atributos fisicos, quimicos e biolégicos do solo,
intensificando as populagées microbianas (Cunningham et al., 1996). Alem disso,

a adicado dos FMAs pode ter beneficiado as interagdes na rizosfera.
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Tabela 6. Quantificacdo de micro-organismos em Unidades Formadoras de Colbnias (UFC), no tempo inicial (solos sem planta e sem

tratamentos microbiolégicos) e final (solo com planta e com tratamento microbiolégico), em funcdo da concentracao de Oleo diesel.

. UFCig solo UFCig solo
Conce(gtragao Tempo Inicial MTratztn)l_mle,nt_o Tempo Final

0 Fungo Bactéria croblologico Fungo Bactéria
0 6,18E+04 Bb 3,07E+06 Aa Sem micorriza  3,50E+05 Ba 6,30E+06 Ba
3,05E+05 Ab 2,52E+06 Ab Com micorriza  1,78E+06 Aa 1,27E+07 Aa
05 4, 77E+05 *Aa  4,03E+06 Aa Sem micorriza 1,81E+05*Ab  1,40E+06 *Ab
' 4 33E+05 *Aa 3,71E+06 Aa Com micorriza 1,30E+05*Ab  1,26E+06 *Ab
1 5,13E+05 *Aa  5,09E+06 *Aa  Sem micorriza 2,45E+05*Bb  2,42E+06 *Bb
4,73E+05 *Aa  4,28E+06 *Aa Com micorriza 1,37E+05*Ab  1,08E+06 *Ab
5 3,64E+05*Ba 5,79E+06 *Ba  Sem micorriza 1,62E+05*Ab  2,78E+06 *Ab
4 63E+05 *Aa 3,68E+06 Aa Com micorriza 2,13E+05*Ab  2,10E+06 *Ab
3 3,45E+05 *Ba  4,44E+06 *Aa  Sem micorriza 1,43E+05*Ab  2,02E+06 *Ab
4 09E+05 Aa 3,47E+06 Aa Com micorriza 1,22E+05 *Ab  1,19E+06 *Ab

CV (%) 35,16 26,74 - 141,69 109,29

Coeficiente de Variacdo (CV). Médias seguidas das mesmas letras mailsculas (comparacdo da presenca/auséncia de FMA) nas colunas e minUsculas
(comparacao do tempo inicial e final) nas linhas, para cada concentracdo, ndo diferem entre si, pelo teste t, em 5% de probabilidade. Médias, nas colunas, para
cada concentracao, com asterisco (*) diferem de seu respectivo controle em nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Dunnett.
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O poluente ocasionou reducdes significativas no tempo final nas UFC
fungicas de até 62% no solo com plantas sem inoculagédo e de até 71% no solo
com plantas inoculadas quando comparadas aos valores apresentados no tempo
inicial. Nas UFC de bactérias houve reducfes de até 65% no solo com plantas
sem inoculagéo e de até 74% no solo com plantas inoculadas, mostrando que o
contaminante € um fator limitante para o crescimento dos micro-organismos totais
do solo. Solos contaminados com 6leo tendem a apresentar umidade e
temperatura alteradas devido a incapacidade de reter agua em quantidades
suficientes (Merkl et al., 2005b) e a limitacdo do movimento de oxigénio no solo
(Pezeshki et al., 2001), o que pode ter afetado o desenvolvimento da populacao
microbiana total.

Embora ndo tenham sido analisados micro-organismos degradadores de
hidrocarbonetos no solo contaminado com oOleo diesel, a reducdo nas UFC
microbianas no solo contaminado demonstra que possivelmente no tempo inicial o
Oleo diesel tenha selecionado os micro-organismos, e, no tempo final, poucos dos
gue conseguiram sobreviver no solo contaminado foram capazes de utilizar o 6leo
diesel como fonte de carbono, provavelmente devido a sua composi¢cdo quimica
complexa, constituida de uma mistura de alcanos de cadeias simples e
ramificadas, bem como de compostos ciclicos e aromaticos, na faixa de 9 a 28
atomos de carbono em sua cadeia, e, em menor propor¢cdo, por oxigénio,
nitrogénio e enxofre (Adam e Duncan, 1999; Knothe, 2010; Bucker et al., 2011).
Além disso, dependendo da necessidade, séo inseridos aditivos anticorrosivos,
antiespumantes, antioxidantes, desemulsificantes, desativadores de metais,
melhoradores de lubricidade, melhoradores de escoamento, dissipadores de
cargas estéticas, detergentes, dispersantes e melhoradores de cetano (Souza,
2008).

Em solos ndo contaminados as comunidades microbianas degradadoras
representam menos de 1% da populagdo total de micro-organismos. Contudo,
guando o solo é contaminado por petroquimicos verifica-se um incremento de
10% da comunidade total desses microrganismos (Atlas, 1995). Esse fato
demonstra que, apesar da reducdo na microbiota dos solos contaminados, pode
ter ocorrido degradacdo dos hidrocarbonetos provenientes do 6leo diesel, visto

que a adicdo de oleo fomenta o numero de micro-organismos adaptados ao
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contaminante, beneficiando aqueles que conseguem biorremediar (Capelli et al.,
2001).

5.6 Ensaios Ecotoxicoldgicos

Os ensaios conduzidos no solo artificial tropical e o solo-controle sem
plantas foram validados de acordo com os critérios estabelecidos pelas normas
ABNT NBR ISO. A letalidade dos adultos de E. crypticus n&do ultrapassou 20%, o
namero médio de juvenis foi superior a 25 e o0 coeficiente de variacdo para a
reproducdo foi inferior a 50%. Para F. candida e letalidade dos adultos nado
ultrapassou 20%, o numero médio de juvenis foi superior a 100 e o coeficiente de
variacao para a reproducao nao ultrapassou 30%. Estes resultados garantem que
as condicbes ambientais do ensaio e as caracteristicas do solo natural ndo
influenciaram nos resultados.

A contaminacdo do solo por Oleo diesel mostrou-se toxica para E.
crypticus e F. candida, afetando sua sobrevivéncia e reproducdo, mesmo na
menor concentragdo avaliada. A sobrevivéncia de ambos 0s organismos
apresentou uma reducdo significativa a partir da concentracdo 17,1 g kg?,
chegando a zero para F. candida a partir desta concentragdo. Na reproducéo,
representada pelo numero de juvenis, o contaminante demonstra um efeito
negativo mais acentuado no qual ambos os organismos sao afetados de forma
dréastica logo na primeira concentracdo avaliada (Figura 6). Com isso, a partir dos
resultados deste ensaio, ndo é possivel estimar com seguranca a menor
concentracdo de efeito observado (CEO), bem como a menor concentracdo de
efeito ndo observado (CENO), que determina o efeito deletério na reproducao
(nimero de juvenis) dos organismos-teste em relacdo ao controle, sendo para
ISSO necessario realizar novos ensaios com concentragdes menores que 4,3 g kg
l.

Os resultados mostram que as contaminagdes por 6leo diesel, mesmo em
concentragdes inferiores a 3%, causam efeitos drasticos nos organismos do solo,
afetando a sobrevivéncia e a capacidade reprodutiva dos E. crypticus e F.
candida. Apesar das avaliagdes do efeito do 6leo diesel sobre estas espécies de

organismos do solo serem irrisGrias ou inexistentes, sabe-se que para colémbolos
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do género Isotomidae (Antoniolli et al.,, 2013) e o enquitreideo E. albidus

(Vaajasaari et al., 2002) os resultados sdo semelhantes.

E. crypiicus F. candida
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Figura 6. Sobrevivéncia e numero de juvenis de Enchytraeus crypticus e
Folsomia candida em solo contaminado por Oleo diesel em diferentes
concentracbes, antes e ap0s a introducdo da espécie Mimosa caesalpiniifolia.

*Difere do controle (concentragdo 0,0) segundo o teste Dunnett em 5%.

A sobrevivéncia dos organismos em solo contaminado com 6leo diesel foi
afetada de forma menos drastica que a reproducdo. Assim como proposto por
Geissen et al. (2008), isto demostra que o niumero de juvenis é o parametro mais
sensivel na avaliacdo deste contaminante no solo, tanto de seu efeito toxico
quanto da eficiéncia de sua biorremediacdo. Outros contaminantes contendo
hidrocarbonetos derivados do petrdleo apresentam resultados semelhantes para
outros anelideos (E. fetida e E. albidus), que tiveram sua reproducao afetada em
concentracbes menores que para a sobrevivéncia (Vaajasaari et al.,, 2002;
Dawson et al., 2007; Geissen et al., 2008).

Nos solos com planta a sobrevivéncia dos organismos testados nao
apresentou diferenca significativa quando comparado ao controle (Figura 6),
demonstrando que houve fitorremediagdo no solo. O aumento na sobrevivéncia

de minhocas foi observado em situacfes similares de remediacdo de solos
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contaminados por 6leos derivados do petréleo (Saterbak et al., 2000; Hanna e
Weaver, 2002), o que é uma importante indicacdo da remocao de hidrocarbonetos
no solo (Maila et al., 2005).

A reproducdo do E. crypticus, mesmo em solos com planta, reduziu
significativamente a partir da primeira concentragdo do contaminante quando
comparado ao controle. Para F. candida o nimero de juvenis ndo apresentou
diferenca significativa em relacdo ao controle no solo com planta sem inoculacao.
Porém, no solo com planta inoculada, o nUmero de juvenis apresentou aumento
significativo a partir da concentracéo 8,5 g kg' quando comparado ao controle.
Apesar da reproducéo ter apresentado diferentes resultados entre os organismos
utilizados, a toxidez mostrou-se reduzida em todas as concentracdes avaliadas.
Nesse sentido, a Mimosa caesalpiniifolia com ou sem inoculagdo mostrou-se
efetiva na funcéo de fitorremediar o solo contaminado com 6leo diesel, uma vez
que a espécie foi capaz de amenizar os efeitos tdéxicos do contaminante nas
concentracfes avaliadas.

A contribuicdo dos FMAs nos mecanismos de fitorremediacdo em solos
contaminados por HPAs ainda € pouco compreendida (Gao et al., 2010), porém,
apesar da impossibilidade desses micro-organismos obterem o carbono de forma
independente, promovendo efeitos na planta (Kirk et al., 2005), nesse processo
de fitorremediacdo a importancia indireta dos FMAs é evidente. Dentre suas
fungbes na simbiose estdo o aumento da sobrevivéncia e estabelecimento da
planta, através da reducdo dos danos de hidrocarbonetos provenientes do
petréleo (Kirk et al., 2005; Tang et al., 2009; Hernandez-Ortega et al., 2012).

A avaliacdo da fitorremediacdo através da concentracdo estimada que
reduz a taxa de reproducdo em 50% ao final do ensaio (ECso), mostra diferentes
resultados para os organismos utilizados, embora os efeitos do o6leo diesel
tenham sido semelhantes. O valor de ECso para E. crypticus apresentou um
aumento de quase o dobro em solo com plantas inoculadas quando comparado
ao valor apresentado em solo sem planta. A espécie F. candida apresentou valor
de ECso menor que E. crypticus para o solo sem planta, mas nado foi possivel
estimar o valor para o solo com planta, devido a auséncia de reducdo e a
tendéncia de aumento no nimero de juvenis com o0 aumento da concentragéo, o

gue ndo é compativel com os modelos de regressao utilizados (Figura 7).
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Figura 7. Valor de EC50 para a reproducdo F. candida e E. crypticus em solo
contaminado por O6leo diesel antes e apds a fitorremediacdo com M.
caesalpiniifolia.

Nos solos contaminados sem plantas, a primeira concentracdo do 6leo
avaliada causou diminuicdo no niumero de juvenis para ambos o0s organismos e F.
candida mostrou-se mais sensivel a este contaminante, apresentando um valor de
ECso aproximadamente trés vezes menor. Apds a introducdo das plantas sem
inoculacdo o numero de juvenis de E. crypticus manteve responsivo a primeira
concentracdo avaliada, mas uma resposta positiva foi obtida através do aumento
no valor de ECso quando se utilizou plantas inoculadas. Ja o niumero de juvenis de
F. candida mostrou-se independente da concentracdo de oleo diesel aplicada no
solo, inclusive aumentando quando a planta foi inoculada com FMA. Diferencas
nas respostas destes organismos podem estar relacionadas as suas
caracteristicas, pois os anelideos sdo mais frageis de um ponto de vista
anatdmico, apresentando estruturas macias, flexiveis e frageis frente a variacdes
quimicas e de umidade. Os colémbolos sdo bem protegidos por uma cuticula
espessa, 0 que confere uma maior resisténcia a condi¢des severas (Hentati et al.,
2013).
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O uso da inoculacao de plantas com FMA ja é uma estratégia adotada na
descontaminacdo de sitios afetados por compostos xenobioticos (Aguiar et al.,
2012), que persistem no ambiente (Coutinho e Barbosa, 2007), tais como 0
petréleo e seus derivados (Lamego e Vidal, 2007; Andrade et al., 2010; Nie et al.,
2011; Vieira et al., 2011; Aguiar et al., 2012; Colla et al., 2013; Naseri et al., 2014).
Isto explica os melhores valores de ECso para E. crypticus inoculado comparado
ao nao inoculado, sugerindo que em solos contaminados por Oleo diesel,
expressam maiores efeitos negativos nas plantas ndo inoculadas. Entretanto, a
eficiéncia desta simbiose foi limitada pela dosagem utilizada, pois este
contaminante afeta a colonizagdo micorrizica, a germinacdo de esporos, a
elongacéo de hifas, o crescimento do tubo germinativo na formacao de arbusculos
e vesiculas (Kirk et al., 2005; Tang et al., 2009; Driai et al., 2015).

Os efeitos do solo com plantas inoculadas sobre a reproducéo de F.
candida foram mais complexos e de dificil explicacdo. Isto € agravado pela
complexidade de que se trata o contaminante, composto por uma mistura
complexa de hidrocarbonetos, variavel de acordo com sua origem e legislacéo
nacional (Driai et al., 2015). Poderia se atribuir a um aumento natural da oferta de
alimento, como de fungos no solo, ja que esta espécie possui habito fungivoro
(Fountain e Hopkin, 2005). Entretanto, no presente estudo observou-se
diminuicdo da colonizacdo micorrizica (Figura 5) e de UFC de fungos (Tabela 6)
com o aumento da concentracdo. Ademais, o fermento biolégico é adicionado de
maneira suficiente para todos os tratamentos. Também ndo se pode atribuir a
efeitos isolados do Gleo diesel e da M. caesalpiniifolia, pois estes sdo conhecidos
e mostraram respostas diferentes (Figuras 6 e 7). Contudo, a informacdo mais
relevante € que a resposta da reproducdo deste organismo frente a
fitorremediacéo foi positiva, comprovando sua eficiéncia.

Segundo Coutinho et al. (2015), os principais mecanismos de
fitorremediacdo sdo: Fitoextracdo - ocorre a absor¢cdo do contaminante pelas
raizes com posterior transferéncia para a parte aérea; Fitotransformacdo - o
metabolismo da planta age na degradacdo dos contaminantes; Fitoestimulacao -
degrada os poluentes organicos por micro-organismos na rizosfera da planta; e
Fitoestabilizagdo - as plantas sdo utilizadas para limitar a biodisponibilidade do

contaminante, reduzindo a mobilidade do poluente no solo. Contudo, embora
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tenha sido comprovada a fitorremediacdo, os resultados obtidos ndo permitem
indicar com detalhes como isto ocorreu.

Portanto, a leguminosa utilizada em conjunto com a inoculacdo com FMA
pode ter favorecido micro-organismos decompositores de hidrocarbonetos em sua
rizosfera. Mas, também ha trabalhos que mostram que a atividade de anelideo é
capaz de remover hidrocarbonetos provenientes do 6leo diesel em curto periodo
(Fernandez et al., 2011). Outra constatacdo encontrada € que este Oleo foi
detectado em raizes de gramineas e leguminosas crescendo em solos
contaminados (Pichtel e Liskanen, 2001). Portanto, novos trabalhos devem ser
realizados para determinar com detalhes como se da este processo de
fitorremediacdo promovido pela M. caesalpiniifolia, principalmente em condicbes
mais préximas a contaminacbes reais e por um periodo maior, 0 que
possivelmente geraria conhecimento para a melhoria de sua eficiéncia como

espécie com potencial fitorremediador.
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6. RESUMO E CONCLUSOES

A contaminacdo do solo causada por petrdleo e seus derivados, que
ocorre principalmente através de vazamentos pontuais dos tanques subterraneos
de armazenamento em postos de abastecimento, é refletida em inUmeros danos
ambientais. A recuperacao de locais contaminados com hidrocarbonetos pode ser
facilitada utilizando-se plantas associadas a fungos micorrizicos arbusculares
(FMAs) a fim de criar um ecossistema mais equilibrado capaz de fornecer
subsidios para potencializar o processo de fitorremediacdo em solo contaminado
com Oleo diesel.

Deste modo, o objetivo geral do presente trabalho foi avaliar o potencial
fitorremediador da espécie Mimosa caesalpiniifolia Benth., utilizando como
indicadores a sobrevivéncia e a reproducdo de Folsomia candida e Enchytraeus
crypticus em ensaios ecotoxicoldgicos, a diferentes concentracdes de 6leo diesel
no solo e verificar se a associagdo com o fungo micorrizico arbuscular (FMA)
Claroideoglomus etunicatum pode influenciar nesse processo.

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, com delineamento
em blocos casualizados (DBC), em arranjo fatorial 2 x 5, sendo 2 tratamentos
microbiolégicos (com e sem inoculagcdo com o FMA) e 5 concentragdes de 6leo
diesel (0%, 0,5%, 1%, 2% e 3%), com quatro repeticdes. Foram avaliados: indice
Soil-Plant Analysis Development (SPAD); populacdo microbiana total no solo;

indices biométricos: altura, diametro do coleto, massa seca da parte aérea, massa
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seca das raizes, numero de foliolos, area foliar e caracteristicas do
desenvolvimento radicular (volume e comprimento); analise nutricional da parte
aérea,; avaliacao da taxa de colonizacdo micorrizica e ensaios ecotoxicoldgicos.

Os resultados mostraram que o solo contaminado com oleo diesel refletiu
em reducdo no indice SPAD, inibicdo na colonizagcdo micorrizica, crescimento
limitado da M. caesalpiniifolia, além da reducdo das UFC de fungos e bactérias
totais no solo, demonstrando seu elevado potencial de impacto. Apesar do baixo
crescimento das plantas, a M. caesalpiniifolia apresentou 100% de sobrevivéncia,
independente do tratamento utilizado.

Os teores nutricionais demonstraram que independente da inoculagao
com o FMA Claroideoglomus etunicatum, a Mimosa caesalpiniaefolia acumulou
boas quantidades de nitrogénio, calcio, potassio, fésforo e magnésio, mesmo em
solo contaminado com Oleo diesel, porém, a analise dos contelddos nutricionais
revelou o efeito prejudicial do 6leo diesel na aquisicdo de nutrientes pelas plantas.

Os ensaios ecotoxicoldégicos demonstraram gue mesmo em um curto
prazo, a leguminosa arborea Mimosa caesalpiniifolia promoveu a fitorremediacdo
de solo contaminado por Oleo diesel, principalmente quando inoculada com o
FMA Claroideoglomus etunicatum. No entanto, embora tenha sido comprovada a
fitorremediacéo, os resultados obtidos ndo permitem indicar com detalhes como
isto ocorreu.

Diante dos resultados obtidos, conclui-se que:

e O aumento das concentracdes de Oleo diesel no solo resultou em efeitos
negativos acentuados no crescimento e na coloniza¢do micorrizica das mudas de
Mimosa caesalpiniifolia Benth., apesar disso, a espécie mostrou capacidade de

tolerancia ao contaminante;

e A Mimosa caesalpiniifolia pode ser indicada como espécie com potencial
fitorremediador em solo contaminado com O6leo diesel em pequenas
concentragcbes, sobretudo quando inoculada com o FMA Claroideoglomus

etunicatum;

e Sugere-se a conducdo de estudos complementares, através de um tempo
maior de avaliacdo e estratégias de promoc¢ao do crescimento, para avaliar com
maiores detalhes quais sdo os mecanismos de fitorremediagdo estimulados por

essa espécie vegetal.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

A biorremediacao constitui em uma alternativa para descontaminacgao de
solos contaminados com Oleo diesel decorrentes de acidentes durante o
transporte do produto e vazamentos diarios em postos de combustiveis,
apresentando baixo custo e menor risco ambiental quando comparado as técnicas
de descontaminacdo tradicionais (Tiburtius et al., 2004; Tellechea, 2015). A
fitorremediacdo pode ser utilizada como uma estratégia posterior, visando a
estabilidade do ecossistema, especialmente do que diz respeito ao ciclo do
carbono (C) e do nitrogénio (N) (Siqueira et al., 2008), e com isso propiciando
melhores condigdes para o reestabelecimento da biota do solo.

A contaminacdo com Oleo diesel prejudicou o crescimento inicial das
mudas de M. caesalpiniifolia, embora isto ndo tenha afetado a sua principal
funcdo neste estudo que foi a de promover a fitorremediagéo, principalmente
guando inoculada com fungos micorrizicos. A partir deste resultado, obtido com
mudas de apenas trés meses, sS40 necessarios novos estudos com maior tempo
de avaliagdo. Além disso, o melhoramento genético da M. caesalpiniifolia poderia
ser uma estratégia na melhoria do desenvolvimento dessa espécie visando a
descontaminacdo de solo. Nesse sentido, investigacbes dos mecanismos de
fitorremediagdo dos HPAs no solo e a relacdo da atividade microbiana nesse

processo seriam de grande valia.
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