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RESUMO

USO DE VERMICOMPOSTO COM DIFERENTES TEMPOS DE MATURACAOE
MICORRIZACAO NA FITORREMEDIACAO DE COBRE POR Canavalia ensiformis
EM SOLO ARENOSO DE VINHEDO

AUTOR: Tauiris Santos Rangel
ORIENTADORA: Andressa de Oliveira Silveira
COORIENTADOR: Natielo Almeida Santana

A adicdo de vermicomposto e a micorrizagdo das plantas podem aumentar significativamente a eficiéncia da
fitorremediacdo em solos arenosos de vinhedos contaminados por cobre (Cu). No entanto, o tempo de
vermicompostagem altera propriedades quimicas, fisicas e biolégicas do vermicomposto e estas podem afetar a
sua eficiéncia como amenizante na fitorremediacdo. O objetivo desse estudo foi avaliar a interagdo entre
vermicompostos com diferentes tempos de maturacéo e a inoculagdo com fungo micorrizico na fitorremediagdo
de Cu por Canavalia ensiformis de um solo arenoso de vinhedo contaminado com este metal. O solo foi
contaminado em laboratério com 100 mg kg* de Cu. O solo foi adicionado de adubo mineral (MIN), esterco
bovino (EST), vermicomposto de baixa (VBM) e alta maturacéo (VAM), correspondendo a 40 mg kg de fosforo
(P) via vermicomposto, com e sem a inoculagdo com fungo micorrizico arbuscular Rhizoglomus clarum. A planta
C. ensiformis foi cultivado em casa de vegetacdo, e no florescimento foram determinadas a biomassa e as
concentra¢des de Cu, Zn, Mn, Ca, Mg, P e K no solo, na solucéo do solo e no tecido vegetal, além dos pigmentos
fotossintéticos e atividade de enzimas de estresse oxidativo. A adi¢do dos trés adubos orgénicos aumentou a
producdo de massa seca de raiz e parte aérea da planta. A inoculagdo com o FMA aumentou a produgdo de massa
seca de raizes e de nédulos nos tratamentos com adubos organicos, aumentando a quantidade de Cu acumulada
por vaso e a eficiéncia da fitoestabilizacdo. A adigcdo de VAM, em especial, aumentou a absor¢éo de Cu pela planta
além de amenizar os efeitos téxicos do metal nas plantas micorrizadas. O uso combinado de vermicomposto de
alta maturagdo e FMA é uma estratégia para aumentar a fitoestabilizacdo do Cu por C. ensiformis em solo arenoso.

Palavras-chave: Feijdo de porco. Rhizoglomus clarum. Amenizante. Fitoestabilizacao.



ABSTRACT

USE OF VERMICOMPOSTS WITH DIFFERENT MATURATION TIMES AND
MYCORRIZATION IN COPPER PHYTORREMEDIATION BY Canavalia
ensiformis IN SANDY SOIL OF VINEYARD

AUTHOR: Tauiris Santos Rangel
ADVISOR: Andressa de Oliveira Silveira
CO ADVISOR: Natielo Almeida Santana

The addition of vermicompost and the mycorrhization of plants can significantly increase the efficiency of
phytoremediation in sandy soils of vineyards contaminated by copper (Cu). Vermicomposting time alters
chemical, physical and biological properties of the vermicompost and these can affect its efficiency as a mitigating
agent in phytoremediation. The aim of this study was to evaluate the interaction between vermicompost with
different maturation times and inoculation with mycorrhizal fungus in the phytoremediation of Cu by Canavalia
ensiformis in a sandy vineyard soil contaminated with this metal. The soil was contaminated in the laboratory with
100 mg kg of Cu. The soil was added with mineral fertilizer (MIN), cattle manure (CM), low (LMV) and high
maturation (HMV) vermicompost, corresponding to 40 mg kg of phosphorus (P) via vermicompost, with and
without inoculation with arbuscular mycorrhizal fungus Rhizoglomus clarum. The plant C. ensiformis was
cultivated in a greenhouse, and at flowering the biomass and concentrations of Cu, Zn, Mn, Ca, Mg, P and K in
the soil, in the soil solution and in the plant tissue were determined, in addition to the photosynthetic pigments and
oxidative stress enzyme activity. The addition of the three organic fertilizers increased the production of root and
shoot dry mass of the plant. Inoculation with AMF increased the production of dry mass of roots and nodules in
treatments with organic fertilizers, increasing the amount of Cu accumulated per pot and the efficiency of
phytostabilization. The addition of VAM, in particular, increased the absorption of Cu by the plant in addition to
mitigating the toxic effects of the metal in mycorrhizal plants. The combined use of organic fertilizers and AMF
is a strategy to increase the phytostabilization of Cu by C. ensiformis in sandy soil.

Keywords: Jack beans. Rhizoglomus clarum. Sooting. Phytostabilization.
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1 INTRODUCAO

Apesar de ser apenas 0 120° elemento mais toxico para a saude humana de acordo com
a ATSDR (Agency for Toxic Substances and Disease Registry) do Departamento de Saude dos
Estados Unidos, o cobre (Cu) é um dos metais mais toxicos para as plantas. Entre os efeitos
fitotoxicos j& observados em estudos sobre o tema estdo: maior resisténcia estomatica, uso
menos eficiente da agua, encurtamento e aumento do diametro radicular e queda na taxa de
captacdo de nutrientes. Tais anomalias resultam em perda de biomassa e até na morte da planta
(MICHAUD et al., 2008; AMBROSINI et al., 2018; TRENTIN et al., 2019).

A disponibilidade de Cu, que implica na intensidade com que esses efeitos ocorrem nas
plantas, € maior em solos arenosos com baixos teores de 6xidos e de matéria organica, como 0s
observados na Campanha Gaulcha. Esta ¢ a atual regido de expansao da vitivinicultura no Rio
Grande do Sul (RADUNZ et al., 2015), tendo como préatica de manejo das videiras a aplicacio
de um fungicida ctprico denominado calda bordalesa para o controle de doencas foliares. Essa
pratica tem causado a contaminacdo da camada superficial do solo em varios vinhedos. 1sso
prejudica o estabelecimento e o desenvolvimento de mudas de videira e plantas de cobertura
que, devido ao sistema radicular raso, estdo mais expostas a contaminacgao em relagéo a videiras
antigas (FERREIRA et al., 2018a; TRENTIN et al., 2019). Como consequéncia, tem-se perdas
ambientais, sociais e econémicas que precisam ser remediadas.

Em relacéo as possiveis técnicas de remediacdo, a fitorremediacdo € uma biotecnologia
de baixo custo, reduzido impacto ambiental e de grande aceita¢do publica. Em grande parte,
tais vantagens se devem ao elevado potencial fitorremediador apresentado por plantas de
cobertura como o feijdo de porco (Canavalia ensiformis) (VENDRUSCOLO, 2013;
VENDRUSCOLO et al., 2018), ja cultivada em areas agricolas para amenizar processos
erosivos e melhorar a qualidade do solo (MORAES et al., 2016).

Diversos estudos publicados recentemente demonstraram que o uso de fungos
micorrizicos arbusculares (FMAS) e vermicomposto associados as plantas fitorremediadoras
sdo ferramentas eficientes para a fitorremediagdo do Cu (SANTANA et al., 2015;
MALLMANN etal., 2016; SANTANA et al., 2018; SANTANA et al., 2019). A interacéo entre
ambos ameniza a toxicidade frente ao excesso de Cu no tecido das plantas, melhora aspectos
nutricionais e contribui para o crescimento e aumento do potencial fitorremediador. Os FMAs
formam associagdo simbiodtica com as plantas, prolongando o alcance das raizes no solo através
das hifas fangicas. Isso aumenta a captacdo de nutrientes pelos sitios de troca das raizes. A

capacidade desses organismos de complexar o Cu nos tecidos fungicos pode diminuir a
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quantidade de Cu que chega até o xilema e é translocada para a parte aérea da planta. Esse e
outros mecanismos desenvolvidos pelos FMAs frente a contaminagdo amenizam os efeitos
toxicos do Cu e estimulam o crescimento da planta. Por outro lado, é preciso considerar que a
acao do FMA ira depender de fatores como as condi¢des ambientais, espécie de planta, nivel
de metal e teor de nutrientes no solo (TIWARI et al., 2020).

A disponibilidade de elementos (complexacdo ou mineralizacdo de metais e nutrientes)
no solo pode ser influenciada pela interacdo entre vermicomposto e FMA durante a
fitorremediacdo, podendo estimular ou inibir a colonizacdo micorrizica. Embora o
vermicomposto tenha demostrado aumentar a fitorremediacdo, pouco se sabe a respeito da
interacdo entre FMA e vermicompostos com diferentes tempos de maturacdo (MAJI et al.,
2015; MAJl et al., 2016).

O vermicomposto é um fertilizante organico obtido pelo processo de
vermicompostagem. A vermicompostagem é um processo bioldégico mediado por minhocas,
microrganismos e organismos da mesofauna edéfica que transformam o residuo organico em
um adubo bioldgico vivo. A adicdo de vermicomposto ao solo aumenta os teores de nutrientes
e promove a complexacao ou aumento de formas méveis do Cu em solucdo devido a formacéo
de complexos com compostos organicos. Isso pode resultar em maior fitoestabilizacdo ou
fitoextragdo do metal (KARAMI et al., 2011; MALLMANN et al., 2016).

Sabe-se que a duracdo da vermicompostagem interfere na qualidade do adubo orgénico
ou vermicomposto, principalmente pelo incremento de &cidos himicos de alta maturacdo que
complexam os nutrientes em moléculas organicas de alto peso molecular (STEVENSON,
1994). Tais alteragdes afetam a disponibilidade do Cu na medida que favorecem a complexacéo
pela fracdo solida da matéria organica podendo superar 0 aumento das formas soltveis do metal.
Isso pode favorecer a fixacdo do Cu nas raizes ou em zonas proximas, diminuindo a
concentracdo translocada para a parte aérea. Por outro lado, um baixo tempo de maturacao pode
fornecer um vermicomposto rico em compostos organicos soltiveis que aumentam a mobilidade
do metal no solo e a absorcao pela planta.

Dessa maneira, 0 presente estudo pretende demonstrar que o tempo de maturagdo do
vermicomposto associado a micorrizagdo afeta a forma como a fitorremediag&o vai ocorrer em
solo arenoso, aumentado a fitoestabilizagcdo, quando o tempo de maturacdo for alto, e a
fitoextracdo, quando o tempo de maturacdo for baixo.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivos gerais

Avaliar a eficiéncia da interagdo entre vermicompostos com diferentes tempos de
maturacédo e a inoculagdo com fungo micorrizico Rhizoglomus clarum na fitorremediacéo do

Cu por Canavalia ensiformis em solo arenoso.

1.1.2 Objetivos especificos

e Determinar a disponibilidade de Cu no solo tratado com vermicompostos de diferentes
tempos de maturacao;

e Quantificar a absorcao de Cu pela raiz e parte aérea de Canavalia ensiformis e os efeitos
da concentragdo do metal sobre o crescimento e a fisiologia desta planta;

e Conhecer o efeito amenizante exercido pela colonizacdo micorrizica e pelo

vermicomposto na fitotoxicidade do Cu em C. ensiformis.



14

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 CONTAMINACAO DE SOLOS DE VINHEDO POR COBRE

Baseada em grandes &reas e na aplicagdo macica de capital, a Campanha Gaucha
atualmente representa a regido de expanséo da vitivinicultura no Rio Grande do Sul (RADUNZ
et al., 2015). O estado possui 46 dos 75 mil ha cultivados com videiras no Brasil e produziu
735 mil toneladas de uva em 2020, representando 49 % da producéo nacional (IBGE, 2020). O
polo vitivinicola da Campanha tem pouco mais de 30 anos e é recente em comparacao ao da
Serra Galcha, onde a vitivinicultura tradicionalmente se estabeleceu no estado com a
colonizacdo italiana em 1875 e onde se mantem até hoje baseada na pequena propriedade, na
méo de obra familiar, e na utilizacdo de pouco maquinario (PIEROZAN, 2018).

Apesar da diferenca historica, muitos vinhedos da Campanha se originaram da Serra e
continuaram sendo manejados de forma muito semelhante, uma vez que mantiveram aplicagéo
de um fungicida cuprico denominada calda bordalesa (CuSQs). O risco de contaminacdo dos
solos de vinhedos por Cu pode ocorrer pelas aplicacdes periodicas de calda bordalesa, aspersédo
unidirecional com grande parte recaindo sobre o solo, pela chuva e até pela decomposicdo da
biomassa vegetal (MIOTTO et al., 2012).

Por serem arenosos e apresentarem baixos teores de matéria organica (MO), argila e
oxidos, os solos da Campanha Gaucha apresentam menor capacidade de adsorcdo do Cu e,
portanto, maior potencial de contaminacdo ambiental. O nivel pseudo-total de Cu (Método
USEPA) na camada de 0-20 cm em um vinhedo na regido foi de 62.5 mg kg, enquanto o nivel
natural de Cu desses solos era de 3,2 mg kg (MIOTTO et al., 2014). Miotto et al. (2017)
guantificaram em um Argissolo na Campanha Gaucha, sob vinhedo com mais de 25 anos de
cultivo, uma concentragdo média total (extraido por H20O, + HF) de Cu de 90 mg kg* na camada
de 0-10 cm, da qual 80 % estava disponivel para as plantas. Nesse mesmo solo, sob pastagem
natural adjacente ao vinhedo, Girotto (2010) quantificou 14 mg kg™ e o extrator EDTA
dessorveu apenas 15 % desse valor. De acordo com Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA, 2009), areas com teor de Cu superior a 60 mg kg™ sinalizam a necessidade de
praticas preventivas, a fim de garantir a manutencéo e a funcionalidade do solo, ou corretivas,
que visem restaurar a qualidade do solo e promover a sustentabilidade de uma maneira

consistente com os outros usos pretendidos.
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2.2 ATRIBUTOS DO SOLO QUE REGULAM A DISPONIBILIDADE DO COBRE

Assim como outros metais, 0 Cu pode aparecer na forma de um ion livre, preso em
complexos metalicos quimicos ou orgéanicos, trocavel no complexo coloidal, formando 6xidos,
carbonato e hidroxidos (geralmente insoluveis), ou ainda sendo o constituinte da estrutura
cristalina de minerais primarios e secundarios (ALLOWAY, 1995). O problema ambiental, no
entanto, é causado pelo excesso de Cu em sua forma disponivel, que inclui a forma solavel,
como ions livres ou complexos soltveis com outros ligantes organicos e inorganicos, e trocavel,
ions ligados a fase sélida na forma de complexos de esfera externa. Na forma soltvel o Cu pode
ser absorvido pelas plantas e/ou lixiviado no perfil do solo, enquanto na forma trocéavel ele pode
ser trocado por outros ions presentes na solucao do solo se tornando disponivel para as plantas
e/ou para ser lixiviado (MEURER, 2017).

De acordo com o0 modelo de isotermas de Freundlich e Langmuiir, os atributos quimicos
e fisicos do solo que mais contribuem para a adsor¢do de Cu sdo carbono (C) organico,
capacidade de troca catidnica efetiva (CTCe), pH, argila e aluminio total (Al.03) (ARAUJO,
2000; ARAUJO et al. 2002). A fracdo areia, por outro lado, correlaciona-se negativamente com
adsorcéo de Cu em solos tropicais (ALLEONI et al. 2005). Em um sistema de cultivo em vaso
usando solo arenoso com baixos teores de Oxido e de MO, Santana et al. (2015) observaram
que 95 % da dose de 100 mg kg™ de Cu adicionada estava disponivel para as plantas apos 60
dias de incubacéo.

O termo MO se refere a todos 0s compostos que contém C organico no solo em diversos
estagios de decomposicdo e interagdo com as outras fases do solo (mineral, gasosa e solugéo)
(MEURER, 2017). Esses compostos englobam restos de animais e plantas em varios estagios
de decomposicao, biomoléculas produzidas pela atividade metabolica dos organismos vivos do
solo ou de sua biomassa, pela propria biomassa do solo e pelas fezes (humus) de organismos
saprofagos (CHRISTENSEN, 1992; MEURER, 2017). Como o Cu € adsorvido
preferencialmente a &cidos humicos, por ligacdes de esfera interna em anéis quelatos altamente
estaveis (BARANCIKOVA; MAKOVNIKOVA, 2003), a disponibilidade e a mobilidade do
Cu adsorvido a matéria orgénica dependem da qualidade dessa fracdo no solo (LEITA et al.,
1999; MEURER, 2017).

Os oxidos presentes no solo, como os oxidos de ferro (Fe), aluminio (Al) e manganés
(Mn), contribuem significativamente para a imobilizacdo do Cu nos horizontes superficiais.
Esses componentes formam complexos de esfera interna com os ions metalicos da solugéo e

protegem as substancias humicas associadas a suas particulas, aumentando a estabilidade da
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MO. A energia de ligacdo entre o ion H* e os grupos funcionais dos 6xidos em geral é muito
maior que a energia de ligacdo do mesmo com os grupos funcionais da MO, os quais ja criam
cargas negativas em pH relativamente baixo (pH~3,5) (MEURER, 2017).

Por promover a migracdo do Cu da fase solida para a solugdo do solo (ou a sor¢édo do
Cu), um pH &cido aumenta as formas disponiveis do Cu, bem como a toxidez desse elemento
(SOUZA et al., 2010). Melo et al (2008) observaram que o teor de Cu disponivel extraido por
CacCl; foi 97 % maior nas amostras de solo antes da corre¢do do pH pela adigéo de carbonato
de célcio (Ca) e magnésio (Mg) de 4,3 para uma faixa entre 6,5 a 7. De fato, ocorre um aumento
significativo da adsor¢do do Cu quando o pH do solo aumenta nessa faixa (CAVALLARO;
MCBRIGE, 1984). No entanto, em solos onde o metal esta predominantemente ligado a MO
(quelados) na fase solida ou na solucdo do solo, a correlacdo entre o pH e a absorcéo de Cu
pelas plantas é baixa (SOUZA et al., 2010).

2.3 EFEITOS FITOTOXICOS DO COBRE SOBRE AS PLANTAS

O Cu assim como o boro (B), o cloro (Cl), o Fe, o molibdénio (Mo), 0 Mn, o zinco (Zn)
e o niquel (Ni), faz parte do grupo de micronutrientes essenciais as plantas que sdo naturalmente
encontrado no solo em baixas concentracbes (MEURER, 2017). A principal funcdo desse
micronutriente é fazer parte da estrutura das enzimas vegetais e ativa-las e, em niveis ideais, é
cofator de muitas proteinas envolvidas no transporte de elétrons, na fotossintese, respiracdo
mitocondrial, bem como na metabolizacdo do C e do nitrogénio (N) (YRUELA, 2005;
KABATA-PENDIAS, 2001). Entretanto, além de ser um cofator essencial, é também um
elemento toxico para as plantas quando em altas concentracGes, podendo comprometer ou até
mesmo impedir seu desenvolvimento (MICHAUD et al.,, 2008; LEQUEUX et al., 2010;
CAMBROLLE et al., 2015; MALLMANN et al., 2016).

O excesso de Cu no tecido vegetal ocasiona a formacao de espécies reativas de oxigénio
(ROS) como radical superoxido (O2), peroxido de oxigénio (H20-) e radical hidroxila (OH"),
as quais podem provocar a peroxidacdo lipidica das membranas celulares. Em resposta, as
plantas aumentam a produc¢éo de enzimas antioxidantes tais como superdxido dismutase (SOD),
peroxidase (POD) e catalase (CAT) para aumentar a tolerancia da planta frente ao estresse
ambiental (SALISBURY; ROSS, 1992; LATEF, 2011). A maior atividade de SOD e CAT pela
Crotalaria juncea cultivada sob solo arenoso contaminado por Cu apresentou correlagdo

positiva com o0 aumento da massa seca vegetal (FERREIRA et al., 2015). Por outro lado, Luo



17

et al. 2020 relataram que a contaminagdo por Cu inibiu o crecimento e a atividade de enzimas
antioxidantes e aumentou o grau de peroxidacdo lipidica da membrana em Dysosma versipellis.

Além de um aumento na atividade de enzimas antioxidantes, outra resposta bioquimica
importante da planta ao excesso de Cu no tecido vegetal é uma queda na producéo de pigmentos
fotossintéticos como clorofila a (Chla), clorofila b (Chlb) e carotenoides (CAMBROLLE et al.,
2015; TIECHER et al., 2017; TRENTIN et al., 2019). Isso afeta a atividade fotossintética,
alterando o teor de &gua na planta e o potencial osmotico, resultando em um desequilibrio
nutricional e consequente reducdo no crescimento (SCHMIDT et al., 1997; YRUELA, 2005;
LATEF, 2011; BRUNETTO et al, 2019).

Na rizosfera a toxicidade do Cu retarda o crescimento, causa ramificagdo anormal da
raiz, espessamento e encurtamento do apice radicular (MARSCHNER, 1995; SHELDON,;
MENZIES, 2005; KOPITTKE; MENZIES, 2006). O revolvimento do solo no momento da
renovacao de vinhedos antigos estimula a mineralizacdo do Cu complexado a MO. Essa prética
aumenta a disponibilidade de Cu e pode provocar toxidez nas plantas cultivadas em sucessédo
(WENG et al., 2002; DE CONTI et al., 2016). Diferentemente das videiras antigas, que
apresentam um sistema radicular mais robusto e profundo conseguindo ultrapassar a superficie,
as videiras jovens apresentam um sistema radicular mais raso e podem estar mais expostas aos
elevados niveis de Cu.

Experimentos conduzidos em casa de vegetacdo demonstraram que, sob solo de vinhedo
com mais de 30 anos de cultivo com uma concentragéo de Cu disponivel de 120 mg kg*, mudas
de porta-enxerto de videira Paulsen 1103 (Vitis vinifera) sofreram graves erros na transmissao
de sinais moleculares durante a diviséo celular, o que resultou no encurtamento e o aumento do
didmetro das raizes (TRENTIN et al., 2019). Ambrosini et al. (2018) observaram encurtamento
e aumento do diametro rizosférico ao cultivarem mudas de Niagara Vermelha (Vitis labrusca
L.) ndo enxertadas obtidas a partir da propagacéo in vitro e gradualmente aclimatada em casa
de vegetacdo sob solo de vinhedos com mais de 80 anos de cultivo. Essa anomalia fisioldgica
diminuiu a captacdo de P, Ca, Zn e Fe, 0 que resultou na subnutri¢cdo da planta e menor massa

seca da parte aérea.
2.4 TECNICAS DE FITORREMEDIACAO
A fitorremediacdo é definida como um processo natural que faz uso de plantas e

microrganismos associados na descontaminacdo de solos, onde sequestram, degradam ou

imobilizam poluentes do solo (PILON-SMITS, 2005). Ela é mais sustentavel e
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economicamente mais acessivel quando comparada as técnicas fisico-quimicas tradicionais de
remediacdo (SCHWITZGUEBEL et al., 2017). Além disso, a alta disponibilidade de Cu
observada na camada de 0 a 20 cm dos solos arenosos dos vinhedos da Campanha Gaucha
propicia a utilizacao da fitorremediacdo (RIZWAN et al., 2018; KIM et al., 2018).

A fitorremediacdo pode ocorrer atraves de mecanismos fitodegradacéo,
fitovolatilizacdo, fitoestimulacdo, fitoextracdo e fitoestabilizagdo. Estes, por sua vez,
correspondem a processos fisioldgicos desencadeados pela toxidez do metal nos quais a planta
fitorremediadora aumenta a producdo de pigmentos da clorofila (como carotendides e
betacarotenoides), de proteinas que aumentam a complexacdo do metal no citosol
(metalotioneinas e fitoquelatinas) e de acidos orgénicos. Tais mecanismos reduzem a
translocacdo do metal para a parte aérea e outras alteracGes especificas do metabolismo celular
(FERREIRA et al., 2015; NANDA; AGRAWAL, 2016; AMBROSINI et al., 2018).

A fitodegradacéo € a técnica na qual o contaminante é diretamente absorvido pela raiz
da planta e metabolizado na parte aérea, onde € volatilizado ou, entdo, sofre degradacéo parcial
ou total por atividade enzimatica especifica no interior da célula vegetal, sendo transformado
em um composto menos téxico (FERRO et al., 1994; VASCONCELLOS et al., 2012). Essa
técnica é aplicada a compostos organicos, como herbicidas e hidrocarbonetos. O tebuthiuron é
um exemplo de contaminante em grande parte absorvido e metabolizado a compostos menos
toxicos por algumas espécies de plantas capazes de acumular mais metabolitos e menos
moléculas originais do herbicida, evitando que esse composto alcance quantidades fitotdxicas
(MCNEIL et al., 1984; JOHNSEN; MORTON, 1991).

A fitovolatilizacdo consiste na volatilizacdo do contaminante através da transpiracao da
planta em sua forma original ou modificada pelo metabolismo vegetal (VASCONCELLOS et
al., 2012; WANG et al., 2012; MALLMANN et al., 2016). O elemento €é absorvido pela raiz
da planta, transportado pelo xilema e, por fim, é liberado para a atmosfera a partir dos tecidos
vegetais. Essa técnica é aplicada a metais pesados com volatilidade relativamente alta, como o
mercurio (Hg) e selénio (Se) que podem ser transformados pelos microrganismos em formas
metiladas, menos toxicas a0 meio ambiente (WANG et al., 2012). A fitovolatilizagdo tem
aplicacdo restrita a locais afastados de centros urbanos devido a possibilidade de liberar metais
pesados para a atmosfera, ocasionando um novo fator de risco ambiental
(PADMAVATHIAMMA,; LI, 2007).

A fitoestimulagdo baseia-se no uso de plantas para estimular a atividade microbiana
decompositora pela exsudacdo de aminodcidos e polissacarideos que, assim como a maior

concentracdo de microrganismos, também estimulam a degradacao de outros componentes do
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solo conferindo a planta habilidade rizosférica para a biorremediacdo. Ela é excelente para
decomposi¢do substancias quimicas aromaticas hidrofobicas (PHAs, BTEX e compostos
derivados dos fendis) aumentando as formas fitodisponiveis que podem ser absorvidas pela
planta (VASCONCELLOS et al., 2012). No entanto, as plantas devem ser escolhidas de acordo
com sua fotoquimica pois nem todas sdo capazes de liberar os exsudatos biossurfactantes
necessarios para aumentar a fitodisponibilidade de poluentes hidroféficos e, portanto, sua
absorgdo (SCHWITZGUEBEL, 2017).

A fitoextracdo baseia-se na utilizacdo de plantas capazes de acumular altas
concentracdes de metais pesados no tecido vegetal, os quais sdo removidos do solo a partir da
absorcdo pelas raizes, translocados e concentrados na parte aérea (FAN et al., 2019). Para seu
sucesso € essencial que o solo ndo apresente altos niveis de contaminacdo e que a planta seja
tolerante ao metal, tenha um sistema radicular abundante, uma taxa de crescimento rapido,
potencial de produzir alta biomassa no campo e de acumular, principalmente na parte aérea,
elevadas quantidades de metal (MARQUES et al., 2009). Apds a remediacdo, as plantas devem
ser colhidas e destinadas corretamente, podendo ter o volume reduzido por compostagem,
compactacdo ou incineracdo e, posteriormente, serem recicladas (biorremediacdo) ou
depositadas em um aterro sanitario.

A fitoestabilizacdo busca aumentar a absorcéo ou a precipitagdo dos metais pesados na
raiz ou em zonas préximas as raizes reduzindo a migracdo do metal para a parte aérea da planta,
a movimentacdo pela erosdo e percolacdo e a possibilidade de contaminacdo de areas
adjacentes, plantas e animais. Ela é uma alternativa adequada em locais onde o nivel de
contaminacdo € alto ao ponto da fitoextracdo ndo ser, sozinha, uma abordagem adequada devido
ao tempo necessario para a remediacdo muito longo (WONG, 2003). As plantas
fitoestabilizadoras devem ser faceis de se estabelecer e se manter no campo, crescer
rapidamente e ter uma densa cobertura vegetal, ter um sistema radicular abundante que absorva
e acumule grandes quantidades do metal pesado (baixa translocacao raiz-parte aérea), além de
ciclos de vida longos ou capacidade de se autopropagar (BERTI; CUNNINGHAM, 2000;
SANTIBANEZ et al., 2008). Junto da fitoextragdo, a fitoestabilizacio € um dos processos mais
comumente empregados na remediacdo de metais pesados nos solos (GU et al., 2017; GARCIA
etal., 2018).
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2.5 FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES NA FITORREMEDIACAO

Os FMAs sdo organismos heterotréficos que formam uma simbiose mutualistica
(micorriza) com a maioria das espécies vegetais, na qual auxiliam a planta a absorver nutrientes,
agua e compostos organicos estimuladores do crescimento e protecdo a fatores bidticos e
abioticos em troca de fotossintatos para seu desenvolvimento (BERTOLAZI et al., 2010;
SIQUEIRA et al., 2010). Tais organismos apresentam crescimento intra e intercelular no cortex
da raiz e aumentam o volume de solo explorado pelo sistema radicular e a absorcdo de
micronutrientes, como o Cu e o0 Zn, que em elevadas concentracbes sdo contaminantes
(TRINDADE et al., 2001; BERTOLAZI et al., 2010). Estudos demostram a ocorréncia de
FMAs em solos com elevada contaminacdo por metais pesados como o Cu e 0 Zn, e 0 também
funcionamento da simbiose micorrizica na fitorremediacdo (KLAUBERG-FILHO et al., 2005;
GU et al., 2017; FERREIRA et al., 2018a).

A micorriza aumenta a resisténcia da planta ao Cu através de fatores como o acumulo
do metal em érgdos ndo vitais, por fazer a manutencéo da integridade das membranas celulares,
pela retencdo do metal no micélio fungico ou em paredes celulares, pelo maior suprimento de
fésforo (P) e pela absorcéo de certos elementos em troca de outros, como no caso do Fe, que
pode inibir a absor¢do de Cu (TRINDADE et al., 2001; TAIZ; ZEIGER, 2013; RUSCITTI et
al., 2017). O maior suprimento de P das plantas micorrizadas contribui tanto para aumentar seu
crescimento, tendo um efeito de diluicdo sobre a concentracdo do Cu tecido vegetal
(TRINDADE et al., 2001), como para diminuir a mobilidade e a toxidez do metal para a planta
pela formacdo de complexos fosfato-metal nas raizes (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Além de compartimentalizar o Cu nas estruturas fangicas, como hifas e esporos, 0s
FMAs podem sintetizar uma glicoproteina, a glomalina, que também pode se ligar ao Cu,
diminuindo a absorcéo e translocagéo pelas plantas. A glomalina, assim como outras proteinas
que sdo expressas apenas na presenca de FMAS, reduz o efeito toxico do Cu pelo transporte do
metal por vias ndo toxicas da planta com armazenamento no vactolo (REPETTO et al., 2003;
MICHALAK, 2006). A maior atividade de enzimas antioxidantes em plantas micorrizadas
também contribui para o desenvolvimento da planta em solo contaminado por metais pesados
(MEIER et al., 2012).
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2.6 ADUBOS ORGANICOS NA FITORREMEDIACAO

A adicdo de adubos organicos ao solo contaminado consorciado com FMA pode ser
uma alternativa para aumentar a eficiéncia da fitorremediacdo (JADIA; FULEKAR, 2008). O
vermicomposto ¢ um adubo orgénico que apresenta qualidade quimica, fisica e bioldgica,
produzido a partir da bioconversdo, por microrganismos e minhocas, de residuos de baixo valor
comercial, alta disponibilidade e que podem se tornar problemas ambientais em determinadas
condi¢des. Um exemplo é o esterco bovino, que “in natura” nio é considerado um bom
fertilizante para as plantas, mas que pode ser usado em um processo de compostagem ou
vermicompostagem ou pode ter aplicagdo combinada (MOTAMEDI et al., 2021).

Ao final da vermicompostagem, o residuo organico € transformado em um adubo
organico estabilizado capaz de enriquecer nutricionalmente o solo (principalmente pela adicédo
de N, P e potassio (K) via vermicomposto), aumentar o pH, estimular o crescimento microbiano
e incrementar a matéria organica do solo (ECKHARDT et al., 2016). Esses fatores amenizam
os efeitos toxicos do Cu e favorecem o desenvolvimento das plantas em solo contaminado
(NOVO et al., 2013). Isso se deve ao alto teor de matéria organica do vermicomposto, ou seja,
muitos grupos funcionais de superficie capazes de complexar grandes quantidade de metais
pesados (STEVENSON, 1994)

A adicdo do vermicomposto ao solo pode promover a diminuicdo ou 0 aumento da
disponibilidade dos metais pesados as plantas. Em doses maiores, o vermicomposto pode
reduzir as formas disponiveis de Cu no solo e, consequentemente, a toxidez do metal,
estimulando um aumento da biomassa das plantas devido ao fornecimento de nutrientes e
melhorias de outras propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas do solo (JONES et al., 2016;
FERREIRA et al., 2018a). O tempo de maturacdo do vermicomposto pode interferir na
fitorremediacdo, ja que influencia na qualidade do material organico e, consequentemente, na
disponibilidade do Cu e de outros nutrientes para as plantas. A perda de C na forma de CO>
pela respiragdo das minhocas e microrganismos pode reduzir a relagdo C:N dos residuos em
aproximadamente 40 % apds o processo de vermicompostagem (SOOBHANY et al., 2015).
Nesse processo, nutrientes como N, P e K assumem formas inorganicas ficando disponiveis
para serem absorvidos pelas plantas. Além disso, hd um aumento do pH do vermicomposto que
atinge valores entre 7 a 9 e uma reducdo do tamanho das particulas pela decomposicao, o que
resulta em um aumento da area superficial especifica elevando a capacidade do vermicomposto
de reter agua e nutrientes do solo (AGULLO et al., 2015).
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De acordo com Brighenti et al. (2010), apesar de ndo haver grandes diferencia¢bes na
composi¢do qualitativa dos grupamentos funcionais, o processo de humificacdo se da pela
reorganizacao estrutural e possivel polimerizacdo de grupamentos de menor massa molar. 1sso
significa que, a medida que o vermicomposto amadurece, acidos organicos de baixo peso
molecular sdo ressintetizados pela acdo enzimética dos microrganismos € minhocas, sendo
incorporados a fracdo himica (ECKHARDT et al., 2016). Antunes et al. (2015) observaram
uma reducdo do C organico total e dos &cidos fulvicos de residuos agroindustriais durante a
vermicompostagem. Contudo, o0s acidos hdmicos aumentaram proporcionalmente,
demonstrando uma estabilizagdo dos compostos organicos durante 0 processo e,
consequentemente, maior seguranca para serem utilizados na agricultura.

Dessa maneira, devido ao acréscimo de acidos humicos de alto peso molecular ao longo
do processo de vermicompostagem, a adi¢cdo de um vermicomposto de alta maturacédo pode ter
efeito fitoestabilizador do Cu no solo. Logo, pode contribuir para diminuir a translocacdo de
Cu para a parte aérea da planta e, consequentemente, os efeitos fitotoxicos do metal. Por outro
lado, a adicdo de um vermicomposto de baixa maturacdo pode promover a fitoextracdo do Cu
na medida em que aumenta sua mobilidade pela formacdo de complexos organicos sollveis
com o metal, aumentando a quantidade de Cu translocada e acumulada pela parte aérea da

planta.

2.7 INTERACAO ENTRE FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES E ADUBOS
ORGANICOS NA FITORREMEDIACAO

Embora pouco se conheca da interacdo entre a planta fitorremediadora, o
vermicomposto e 0 FMA, estudos demostram que o vermicomposto e 0 FMA consorciados sao
eficazes em amenizar os efeitos toxicos do Cu. Juntos eles sdo capazes de promover maior
quantidades de nutrientes, clorofila total (Chlt) no tecido e taxa fotossintética, resultando em
maior massa seca das raizes e parte aérea (INOCENCIO, 2012; GARDEZI et al., 2014).

Lahbouki et al (2021) observaram que a aplicacdo de vermicomposto e FMA aumentou
em 60 e 84 % os contetdos de agucar e proteina em Opuntia ficus-indica, melhorou o
crescimento e as propriedades bioquimicas e estimulou a coloniza¢do micorrizica. Fernandez-
Gomez et al. (2012) néo verificaram efeitos da inoculagdo com FMA em um solo enriquecido
com vermicomposto na fitorremediacdo de metais pesados por Trifolium repens. Tal
comportamento pode ser atribuido a menor colonizacdo micorrizica afetada pela adi¢do de

nutrientes, em particular as elevadas quantidades de P presentes nos compostos organicos
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(MARQUES et al., 2009). Além disso, Trentin et al (2019) verificaram que a adi¢do de
vermicomposto em uma dose alta (30 g kg™ de C equivalendo a 86,7 g kg™ de vermicomposto)
ndo foi eficiente para reduzir os efeitos toxicos do Cu nas plantas, pelo contrario, 0s metais
presentes no proprio vermicomposto foram mineralizados e provocaram toxidez nas plantas.
Dessa maneira, ainda existem lacunas no conhecimento de como ocorre a interagéo entre
FMA e adubos organicos na fitorremediacdo. Apesar da interacdo da planta com o FMA
promover protecdo contra o estresse causado pelos metais pesados e maior crescimento da
planta, devido a maior absor¢do de agua e nutrientes, esses efeitos variam de acordo com o tipo
de solo, nivel de contaminacdo, espécie fungica, planta fitorremediadora e demais condicGes
ambientais (TIWARI et al., 2020; SIQUEIRA et al., 2010). Com a adi¢do do vermicomposto
ao solo contaminado, muitas dessas condi¢cfes sdo alteradas de acordo com a qualidade do
adubo e a dose utilizada que interferem na disponibilidade de nutrientes e contaminantes no

solo.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1SOLO

O solo foi coletado na camada de 0-20 cm de uma &rea de pastagem natural sem histdrico
de cultivo, adjacente a um vinhedo da Campanha Gaticha (30° 48” 27° S ¢ 55° 22° 42> W). O
solo foi autoclavado a 120 °C por 2 horas para eliminar os esporos de FMA nativos. O solo foi
contaminado com 100 mg kg de Cu, utilizando-se cloreto de Cu (66.33 %) e sulfato de Cu
(33.34 %) com o objetivo de obter teores acima dos valores de prevencédo estabelecidos pela
legislagdo brasileira (CONAMA, 2009). Uma solugdo do mesmo solo ndo autoclavado foi
filtrada em 500 mesh (0,025 mm) para retencdo dos esporos micorrizicos nativos e reinoculada
no solo autoclavado para restabelecimento da microbiota (HAYMANN; MOSSE, 1971). O solo
foi incubado por 40 dias e apds foram determinados os teores de argila (densimetro), matéria
organica (Walkley-Black), pH (agua 1:1), CTC (pH 7), P (Mehlich-1), K (Mehlich-1), Ca
(Mehlich-1), Mg (Mehlich-1) Zn (Mehlich-1) e Cu (Mehlich-1). A capacidade de campo do
solo (CC) é de 0,22 m3m, determinada em mesa de tens3o, com amostras de solo saturadas
por 48 horas e submetidas a um potencial de 10 kPa por 4 dias (KLUTE, 1986).

3.2 VERMICOMPOSTO

O vermicomposto foi produzido a base de esterco bovino de gado de corte em
confinamento sem tratamento antiparasitario. Depois de 15 dias de secagem a sombra em sacos
de prolipropileno, o esterco foi inoculado com minhocas adultas Eisenia andrei Bouché (1972),
a uma densidade de 5.000 minhocas por m? em vermirreatores com capacidade de 5 litros. A
vermicompostagem foi interrompida aos 45 (baixa maturacédo) e aos 120 dias (alta maturacao).
O vermicomposto foi seco a 105 °C até atingir massa constante, peneirado e determinados o
pH (a4gua 1:1), a condutividade elétrica (agua 1:10), os teores totais de N e C em analisador
elementar (Flash 1112, Thermo Finnigan, Italia) e a relagdo C/N conforme Biruntha et al.
(2019). Apds digestdo nitrica-perclorica foram  determinados os teores de P
(espectrofotometria), K (fotometria de chama), Ca, Mg, Cu, Zn e Fe (espectrometria de
absorcéo atbmica) (BHAT et al., 2017).
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3.3 FUNGO MICORRIZICO ARBUSCULAR

O Rhizoglomus clarum for adquirido junto a colecdo de culturas da Embrapa
Agrobiologia. Este fungo apresentou desempenho promissor em estudos prévios de recuperagdo
de areas degradadas contaminadas com metais (SILVA et al., 2006; SANTANA et al, 2015).
Os espécimes foram isolados de culturas de iscas e reproduzidos conforme Melville et al.
(1994).

3.4 CULTIVO DAS PLANTAS E DELINEMENTO EXPERIMENTAL

A planta de cobertura de verdo feijdo de porco (Canavalia ensiformis) foi escolhida
devido a resultados promissores na fitorremediacdo de solos arenosos contaminados com Cu
(VENDRUSCOLO, 2013; SANTANA et al., 2015; SANTANA et al., 2018; SANTANA et al.,
2019). O cultivo ocorreu em casa de vegetacdo em vasos de 4 L com fundo vedado contendo
3,5 kg de solo. Cinco sementes foram inoculadas com a bactéria fixadora de N recomendada
(Bradyrhizobium elkanii) e ap6s a germinacéo foi realizado o desbaste, deixando-se 2 plantas
por vaso. O fungo micorrizico foi inoculado 3 cm abaixo de cada semente com 100 esporos, no
momento da semeadura. Os vasos foram pesados diariamente e dgua destilada foi adicionada
sempre que necessario para manter 70 % da capacidade de campo.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado em um fatorial
4 x 2, com 4 repeticbes. Os tratamentos foram: adubacdo mineral (MIN), esterco (EST),
vermicomposto de baixa maturacéo (VBM, 45 dias) e vermicomposto de alta maturacdo (VAM,
120 dias), com e sem a inoculacdo do fungo micorrizico. A quantidade de adubo organico
adicionada foi a equivalente a 40 mg de P kg, o que resultou em 5,74; 6,85 e 9,1 g de EST,
VBM e VAM por kg de solo, respectivamente. Essa dose se baseia em estudos preliminares
onde o FMA teve melhor desempenho na fitorremediagdo (SANTANA et al. 2015; SANTANA
et al., 2018; BRUNETTO et al., 2019). No tratamento MIN a Unica adubacdo utilizada foi 40
mg de P kg* na forma de solucio de fosfato de potassio (KH2POa).

3.5 CRESCIMENTO, I\/IICORRIZA(;AO E ELEMENTOS QUIMICOS NA PLANTA
No florescimento, aos 56 dias apds a germinagdo a parte aérea das plantas foi cortada

rente a superficie do solo. As raizes foram separadas do solo e lavadas cuidadosamente em agua

corrente, agua destilada e reservadas. Os nodulos foram retirados das raizes com uma pinca.
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Em seguida, a parte aérea, as raizes e os nddulos foram secos em estufa a 65° C até peso
constante. A taxa de micorrizacdo foi avaliada pelo rastreamento de hifas e vesiculas em 20
segmentos de raiz de 1 cm de comprimento, clarificadas em KOH, coradas com azul de tripano
0.05 % e montadas em laminas de vidro para a miscroscopia (GIOVANNETTI; MOSSE, 1980).

Os teores de Cu, Zn, Mn, Ca, Mg, P e K da parte aérea foram determinados apés digestdo
nitrico-perclorica (TEIXEIRA et al., 2017). O Cu, Zn, Mn, Ca e Mg foram determinados em
espectrofotbmetro de absorcdo atdbmica (Analyst 2000, Perkin-Elmer, EUA), o P foi
determinado em espectrofotdmetro de absorcéo atémica (932 AA, GBC, Australia) de acordo
com Murphy e Riley (1962) e o K foi determinado em fotémetro de chama (DM-62, DIGIMED,
Brasil). O teor de N da parte aérea foi determinado apds digestdo sulfdrica pelo método
Kjeldahl-1 (BREMNER; MULYANEY, 1982).

3.6 ELEMENTOS QUIMICOS NA SOLUCAO E NO SOLO

Os teores de Cu, Zn, Mn, Ca, Mg, P e K do solo foram extraidos por Mehlich-1
(TEIXEIRA et al.,, 2017). Os teores de Cu, Zn, Mn, Ca e Mg foram determinados em
espectrofotdmetro de absor¢édo atdmica (Analyst 2000, Perkin-Elmer, EUA). O P e o K foram
determinados como acima descrito. Foram calculados o fator de bioacumulagdo (FB), através
da divisdo entre os teores de Cu na parte aérea e no solo e o indice de transferéncia (IT), através
da divisdo entre os teores de Cu na parte aérea e nas raizes. A solucdo do solo foi obtida por
pasta de saturacdo. A amostras saturadas permaneceram em repouso por 16 h até atingir o
equilibrio solo-solucdo. Apds este periodo, o solo foi acondicionado em funis de Blchner, de
20 cm de diametro, com filtro de papel no fundo. A solucdo do solo foi extraida com o auxilio
de um frasco de succdo (Kitassato), com o funil acoplado e uma bomba de sucgéo. Logo apos
este procedimento, foi realizada a leitura do pH e imediatamente as amostras foram filtradas
(0,22 um) para determinacéo dos teores dos elementos quimicos Cu, Zn e Mn em espectrometro
de emissdo atdmica (Analyst 2000, Perkin-Elmer, EUA) e o P foi determinado como acima

descrito.

3.7 ANALISES BIOQUIMICAS DO TECIDO VEGETAL

Para determinacdo das enzimas de estresse oxidativo e dos pigmentos fotossintéticos,
uma folha de cada planta foi coletada no momento da colheita, imediatamente congelada em
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caixas térmicas com N liquido e posteriormente armazenada a - 80 °C. Também foi determinado
o indice SPAD (SPAD-502, CHLOROPHYLL METER, Jap&o).

Os ensaios enzimaticos foram conduzidos com amostras frescas de folhas (0,5 Q)
maceradas em N liquido e homogeneizadas com a adicdo de 5 mL de tampdo fosfato de K 100
mmol L (pH 7,5), contendo 1 mmol L de EDTA, 0,1 % (v/v) Triton X-100 e 2% (p/v) PVP
para obtencdo do extrato usado na determinagéo das enzimas do estresse oxidativo, de acordo
com Azevedo et al. (1998). A mistura homogeneizada foi centrifugada (14.000 x g por 30
minutos a 4 °C) e o sobrenadante foi utilizado para determinar as enzimas antioxidantes.

A atividade da enzima superoxido dismutase [SOD, unidade de enzima (U) mg*
proteina] foi estimada de acordo com Giannopolitis e Ries (1977). Uma unidade de SOD é
definida como a quantidade de enzima requerida para causar 50% de inibicdo da oxidacdo da
epinefrina nas condi¢bes experimentais (BEAUCHAMP; FRIDOVICH, 1971). A atividade da
peroxidase (POD, U mg* proteina) foi determinada de acordo com Zeraik et al. (2008) usando
guaiacol como substrato e um coeficiente de extragdo molar de 26.6 mmol L cm™. Uma
unidade de POD é definida como a quantidade de enzima que catalisa a conversao de guaiacol
e peroxido de hidrogénio para formar 1 umol de tetraguaicol min"t mL™ de extrato a 470 nm.

Para determinar os conteidos de carotendides e clorofila a (chla), clorofila b (chlb) e
clorofila total (chlt) as amostras de tecido foliar foram maceradas em acetona a 80 % e a
quantificacéo destes pigmentos foi obtida por espectrofotometria (SF325NM, Bel, Engineering,
Italy) em 645, 663 e 470 nm de acordo com a metodologia de Arnon (1949).

3.8 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram submetidos a um teste de normalidade (Shapiro-Wilk com p < 0.05) e
submetidos a analise fatorial de variancia (ANOVA). Valores médios estatisticamente
significativos foram comparados pelo teste de Tukey com p < 0.05. As varidveis analisadas
foram submetidas a uma analise de correlacdo de Pearson e agrupadas em uma analise de
componentes principais (PCA), utilizando o software R (R CORE TEAM, 2020). As variaveis
Fe Mehlich-1, Zn solucéo, Cu Raiz (mg pot?), FB, IT, Zn, Mn e Mg PA foram submetidas a

tranformac&o log(x) para seguir pressupostos de normalidade.
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4 RESULTADOS

4.1 ATRIBUTOS QUIMICOS DO VERMICOMPOSTO

O processo de vermicompostagem modificou as caracteristicas quimicas do esterco
bovino (Tabela 1). Os teores de C organico total foram reduzidos pela vermicompostagem,
sendo maior esta reducdo quanto maior o tempo de atuacdo das minhocas. Ja o teor de N total
aumentou no vermicomposto de baixa maturacdo (VBM) em relacdo ao esterco (EST), mas foi
menor no vemicomposto de alta maturacdo (VAM). A relagdo C/N ndo diferiu estatisticamente
entre 0os vermicompostos, mas apresentou reducao média de 12 % destes em relacdo ao esterco
bovino (EST). Os teores de P, Ca, Mg, Cu e Zn foram maiores no vermicomposto com maior
periodo de maturacdo (VAM). O pH (p > 0,05) e o teor de Fe (p > 0,05) ndo apresentaram
diferenga significativa entre os diferentes adubos.

Tabela 1 — Caracteristicas quimicas do esterco bovino (EST), vermicomposto de baixa (VBM)

e de alta maturacdo (VAM).

Atributos EST VBM VAM

pH 8,20+ 0,20 ns 8,20+ 0,00 8,30 £ 0,00
C total (g kgl) 394,20+5,70a 361,20+250bc 341,30+5,60c
N total (g kg?)  26,40+050bc 28,90+0,20a  24,80+0,90¢c
Relacdo C/N 15,00+ 0,40a 12,50+0,10cd 13,80+ 0,30 bc
P (g kg™ 5,80+0,30 ¢ 6,70 £ 0,40 bc 9,10+ 0,30 a
K (g kg?) 19,20+ 0,60ab 17,80+1,80b  22,60+0,70a
Ca (mg kg?) 210+0,10b 2,90 £ 0,20 ab 3,40+0,20 a
Mg (mg kg?) 9,20+£0,20c  10,90+0,90bc 14,20+ 0,40 a
Cu (mg kgt 17,40+0,60b 1860+1,60b 23.90+0,90a
Zn (mg kg?) 0,53+0,10b 0,63+0,00 b 0,80+0,10 a
Fe (mg kg™t 1,70+ 0,30 ns 1,50+ 0,10 1,70+ 0,10

Médias seguidas da mesma letra mintscula (efeito do tipo de adubo) nao foram significativamente diferentes de

acordo com o teste de Tukey ns, ndo significativo (teste F; p < 0,05). Média de 6 repeticdes.
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4.2 COLONIZACAO MICORRIZICA E MASSA SECA DE NODULOS

Nas plantas inoculadas a média de colonizacgéo foi de 41 %. O tipo de adubacéo teve
efeito significativo (p = 0,0019) sobre a colonizacdo por FMA (Figura 1a), sendo maior no
VBM (63%). A massa seca dos nddulos foi em média 2,5 vezes maior nos tratamentos com
vermicomposto (VBM e VAM) em relagéo ao EST. O tratamento mineral e a auséncia do fungo
micorrizico inibiram a nodulagéo (Figura 1b), com isto a interacdo entre 0 vermicomposto e a
inoculacdo com FMA favoreceu a producdo de nédulos (p = 0,0081). Ndo foram observadas

hifas e vesiculas nas plantas ndo inoculadas.

Figura 1 — Colonizagdo micorrizica (a) e producdo de massa seca de nddulos (b) em Canavalia
ensiformis com e sem a inoculacdo pelo fungo micorrizico arbuscular (FMA). As plantas
cresceram por 56 dias em solo arenoso contaminado com 100 mg kg™ Cu e adicionado de
adubacdo mineral (MIN) esterco bovino (EST), vermicomposto de baixa (VBM) e alta
maturacdo (VAM). As letras indicam diferencas entre o tipo de adubo em cada tratamento de
inoculacdo. Médias seguidas pela mesma letra ndo foram significativamente diferentes de
acordo com o teste de Tukey; ns: ndo significativo; ** efeito significativo da inoculacéo de
FMA independentemente do tipo de adubo (F teste; p < 0,05).
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4.3 CRESCIMENTO E TEOR DE NUTRIENTES E COBRE DA PLANTA

Houve um aumento de 49 % da massa seca de parte aérea e 36 % das raizes de C.
ensiformis nos tratamentos com aducédo organica (EST, VBM e VAM) em relacdo ao MIN (p
< 0,0001), ndo diferindo entre os tratamentos com adubacdo organica (Figura 2a, b). A
inoculagdo com FMA resultou em um significativo aumento (p = 0,0017) da massa seca das

raizes (cerca de 1 g pot™), independentemente do tipo de adubo.
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Figura 2 — Massa seca (a, b), teor de Cu nos tecidos (c, d) e a teor acumulado de Cu por vaso
(e, f) em Canavalia ensiformis com e sem a inoculacdo pelo fungo micorrizico arbuscular
(FMA). As plantas cresceram por 56 dias em solo arenoso contaminado com 100 mg kg™ Cu e
adicionado de adubacao mineral (MIN) esterco bovino (EST), vermicomposto de baixa (VBM)
e alta maturacdo (VAM). As letras indicam diferencas entre tipo de adubo em cada tratamento
de inoculacdo. Médias seguidas pela mesma letra ndo foram significativamente diferentes de
acordo com o teste de Tukey; ns: ndo significativo; ** efeito significativo da inoculacéo de

FMA independentemente do adubo (F teste; p < 0,05).
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O vermicomposto de alta maturacdo (VAM) aumentou em 47 % os teores de Cu em
parte aérea (p = 0,0355) e ndo apresentou influéncia sobre os niveis de Cu naraiz (p = 0,3795)
(Figura 2c, d). A micorriza nao afetou os teores de Cu em parte aérea (p = 0,3694) e raiz (p =
0,5782). A concentracdo de Cu acumulada em parte aérea também foi maior no VAM (p =
0,0063). Este aumento foi de 84 % em relacdo a adubagdo mineral e de 33 % em relacéo a
média do EST e VBM. J& a presenca do FMA n&o afetou a concentra¢do de Cu acumulada em
parte aérea (p = 0,3063) (Figura 2e). O FMA promoveu maior acumulo de Cu nas raizes em
todas as condi¢fes de adubacdo (aumento médio de 29 % em relacédo as plantas sem FMA) (p
=0,0106) (Figura 2f).

Os tratamentos com adubagéo organica (EST, VBM e VAM) tiveram maior FB (p =
0,0109) e IT (p = 0,007) em relacdo ao tratamento com adubacao mineral (MIN), ndo havendo
diferenca entre os tratamentos com adubacdo organica (Figura 3). A inoculacdo com FMA néo
teve a efeito sobre o FB (p = 0,0813) (Figura 3a). O IT reduziu 36 % em todas as condigdes de
adubacdo na presenca do FMA em relagéo aos tratamentos sem micorriza (Figura 3Db).



33

Figura 3 — Fator de bioacumulacdo (FB) (a) e indice de transferéncia (IT) (b) em Canavalia
ensiformis com e sem a inoculagdo pelo fungo micorrizico arbuscular (FMA). As plantas
cresceram por 56 dias em solo arenoso contaminado com 100 mg kg™ Cu e adicionado de
adubacdo mineral (MIN) esterco bovino (EST), vermicomposto de baixa (VBM) e alta
maturacdo (VAM). As letras indicam diferencas entre os tipos de adubos em cada tratamento
de inoculacdo. Médias seguidas pela mesma letra ndo foram significativamente diferentes de
acordo com o teste de Tukey; ns: ndo significativo; ** efeito significativo da inoculacéo de
FMA independentemente do adubo (F teste; p < 0,05).
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A inoculacdo com FMA aumentou em 22 % contetdos de N nas folhas de C. ensiformis
(p = 0,0214) nos tratamentos com adubacdo organica (Figura 4a). O teor de P na parte aérea foi
maior nas plantas adicionadas de VAM (p = 0,0019), cerca de 6 % acima da média geral dos
demais tratamentos (Figura 4b). O teor de K foi 32 % maior nos tratamentos com adubacao
organica em relacdo ao adubo mineral (p = 0,0004), ndo diferindo entre os tratamentos com
adubagcio organica (Figura 4c). Os teores de Ca (média = 3,80 g kg*; p = 0,9989), Mg (média
=1,20 g kg*; p = 0,9818), Fe (média = 62,60 mg kg*; p = 0,9223), Mn (média= 1,12 gkg?; p
=0,1789) e Zn (média = 20,06 mg kg!; p = 0,7210) ndo diferiram entre os tratamentos.
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Figura 4 - Teores de nitrogénio (N) (a), fosforo (P) (b) e potéssio (K) (c) em parte aérea de
Canavalia ensiformis. As plantas cresceram por 56 dias em solo arenoso contaminado com 100
mg kg™ Cu e adicionado de adubacdo mineral (MIN) esterco bovino (EST), vermicomposto de
baixa (VBM) e alta maturacdo (VAM). As letras indicam diferencas entre os tipos de adubos
em cada tratamento de inoculacdo. Médias seguidas pela mesma letra ndo foram
significativamente diferentes de acordo com o teste de Tukey; ns: ndo significativo; * efeito
significativo da inoculacdo de FMA dentro de cada tipo de adubo; ** efeito significativo da

inoculacdo de FMA independentemente do adubo (F teste; p < 0,05).
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4.4 PIGMENTOS FOTOSSINTETICOS E ATIVIDADE DE ENZIMAS DE ESTRESSE
OXIDATIVO

O teor de chla foi maior nos tratamentos VAM com micorriza e MIN, cerca de 27 %
acima da média geral dos demais tratamentos (Figura 5a). Além disso, a inoculagdo com 0 FMA

promoveu um aumento de 36 % no teor de chla nos tratamentos com adubacdo organica (EST,
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VBM e VAM). A concentracdo de chlb também foi maior nos tratamentos VAM com micorriza
e MIN, cerca de 21 % acima da média geral dos demais tratamentos (Figura 5b). A inoculagéo
com o FMA promoveu um aumento de 22 % no teor de chlb nos tratamentos com adubacéo
organica. Nos tratamentos com adubacdo mineral e em VAM com FMA houve maior
concentragdo de chlt e carotenoides, cerca de 35 e 20 % a mais que os demais tratamentos,
respectivamente (Figura 5c, d). O indice SPAD foi significativamente afetado pela adubagéo (p
= 0,0009), apresentando valores mais elevados na adubacdo mineral (MIN) em relacdo aos

tratamentos com adubacéo organica (EST, VBM e VAM) (Figura 5e).
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Figura 5 — ConcentragBes ( U mg™ proteina) de Clorofila a (Chla) (a), Clorofila b (Chlb) (b),
Clorofila total (Chlt) (c), carotenoides (d) e indice SPAD (e) nas folhas de Canavalia ensiformis
com e sem inoculacdo de fungo micorrizico arbuscular (FMA). As plantas cresceram por 56
dias em solo arenoso contaminado com 100 mg kg™ e adicionado de adubaco mineral (MIN)
esterco bovino (EST), vermicomposto de baixa (VBM) e alta maturacéo (VAM). As letras
indicam diferencas entre tipo de adubo em cada tratamento de inoculagdo. Médias seguidas pela
mesma letra ndo foram significativamente diferentes de acordo com o teste de Tukey; ns: ndo
significativo; * efeito significativo da inoculacdo de FMA dentro de cada tipo de adubo; **

efeito significativo da inoculacdo de FMA independentemente do adubo (F teste; p < 0,05).
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A adubacéo ndo afetou a atividade das enzimas do estresse oxidativo POD (p = 0,4479)
e SOD (p = 0,2577) (Figura 6a). A atividade da SOD diminuiu nas plantas micorrizadas (p =

0,0243) nos tratamentos com adubacéo organica (Figura 6b).

Figura 6 — Atividade das enzimas peroxidade (POD) (a) e superdxido dismutase (SOD) (b) em
Canavalia ensiformis com e sem inoculagdo pelo fungo micorrizico arbuscular (FMA). As
plantas cresceram por 56 dias em solo arenoso ao qual 100 mg kg Cu e com vermicompostos
de difetentes tempos de maturacao adicionados. As plantas cresceram por 56 dias em solo
arenoso contaminado com 100 mg kg™ e adicionado de adubag&o mineral (MIN) esterco bovino
(EST), vermicomposto de baixa (VBM) e alta maturacdo (VAM). As letras indicam diferengas
entre tipo de adubo em cada tratamento de inoculacdo. Médias seguidas pela mesma letra ndo
foram significativamente diferentes de acordo com o teste de Tukey ns, ndo significativo; **

efeito significativo da inoculagdo de FMA independentemente do adubo (F teste; p < 0,05).
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4.5 ATRIBUTOS QUIMICOS DO SOLO

A adicdo de 100 mg kgt de Cu ap6s cultivo de C. ensiformis resultou em uma
concentracdo média geral de 75,81 mg kg™ de Cu (veniic) o solo arenoso e 2,23 mg L Cu
(solugio) € Ndo foram modificados pelos diferentes tratamentos. O uso dos adubos orgéanicos
(EST, VBM e VAM) aumentaram 0s teores de Zn (meniich) (incremento de 19 %), P (solucio)
(incremento de 57 %), P (meniichy (incremento de 70 %) e K (meniich) (incremento de 32 %) no solo

arenoso em relacdo ao tratamento com adubacdo mineral (MIN) (Tabela 2).
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Tabela 2 — Caracteristicas quimicas do solo antes e ap6s cultivo de Canavalia ensiformis com e sem fungo micorrizico arbuscular em solo arenoso

contaminado com 100 mg kg™ Cu e adicionado de adubo mineral (MIN), esterco bovino (EST), vermicomposto de baixa (VBM) e de alta maturagéo

(VAM).

Atributos Antes do cultivo  Inoculagdo MIN EST VBM VAM
P solugdo (mg L?) - +FMA 0,28+ 0,01 nsh @ 0,62 +0,19 ab 0,90+0,24a 0,67 £0,08 a
-FMA 0,27 £ 0,01 nsh 0,51+0,19 ab 0,60+0,24a 0,56+0,24a
P Mehlich-1 (mg kg?) 9,50 +FMA 9,87 + 2,36 Ac 2588+ 1,13Ab  4161+7,73Aa 42,09+ 1,82 Aa
-FMA 8,95+ 3,78 Bc 23,30+ 6,41 Bb 33,08+506Ba 26,53+ 4,84 Bab
K Mehlich-1 (mg kg™) 80,00 +FMA 26,05 £ 5,48 nsb 43,33+ 8,77 a 37,12+ 4,14 ab 41,78 +9,63a
-FMA 29,25+ 1,51 nsh 34,79+ 344 a 38,88+ 3,22 ab 49,59 + 9,36 a
Ca Mehlich-1 (mg kg™l) 420,84 +FMA 155,67 + 24,25 Aa 144,74 + 47,28 Aa 146,45+ 80,38 Aa 119,08 + 32,28 Ba
-FMA 198,45+6,21 Aa 96,09+ 32,07 Ab 60,81+14,18Bb 182,03+ 6,32 Aa
Mg Mehlich-1 (mg kg™?) 121,56 +FMA 44,19+ 10,46 Ba 41,45+1541 Aa 55,58+ 25,89 Aa 46,31+ 12,01 Ba
-FMA 63,43+12,60 Aa 30,25+12,07Ab  27,02+2,43Bb 69,86 + 5,35 Aa
Cu Mehlich-1 (mg kg™?) 93,20 +FMA 77,19+6,41 ns 67,99 £ 3,08 86,67 + 3,63 64,89 + 11,78
-FMA 76,70 £ 4,93 ns 79,02+ 7,76 79,28 + 14,15 74,66 9,42
Cu solugéo (mg L) - +FMA 2,26 £ 1,06 ns 0,50 £ 0,44 1,43 +0,59 1,53+0,05
-FMA 2,73+1,59 ns 4,39 +£2,92 3,04+£1,35 1,90+ 0,27
Mn solugdo (mg L?) - +FMA 98,87 +17.66 Aa 18,33+ 4,61 Bb 16,95+ 4,08 Ab 83,29 + 46,36Aa
-FMA 49,97 £2298Ba 42,71+13,06 Aab 17,75+852Ab 48,75+ 19,3 Bab
Zn Mehlich-1 (mg kg™?) 1,83 +FMA 2,07 £ 0,05 nsb 2,48+0,19a 2,43+0,13a 2,59+0,28a
-FMA 2,03+ 0,06 nsb 2,38+0,21a 2,73+0,13a 2,58 £ 0,27a

() Médias seguidas da mesma letra maitiscula (efeito da inoculagio de FMA para cada condicdo de adubo) e letra mintscula (efeito dos tipos de adubos para tratamentos com

e sem inoculacdo de FMA) nédo foram significativamente diferentes de acordo com o teste de Tukey ns, ndo significativo (teste F; p < 0,05).
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Os teores de P disponivel e em solugdo aumentaram cerca de 26,11 mg kg e 0,37 mg
L no solo adicionado de VBM e VAM respectivamente em relagdo ao tratamento que recebeu
adubacdo mineral (MIN). A presenca dos diferentes adubos ndo modificou o pH (média = 6,43;
p = 0,4628), condutividade (média = 44,29; p = 0,4689), Zn (solucio) (Média = 0,70 mg L:; p =
0,0618), Fe (mehiichy (Média = 36,88 mg kg™*; p = 0,3893) e Mn (vehiicn) (Média = 63,30 mg kgt;
p = 0,7962). A inoculagdo com FMA teve efeito significativo (p = 0,0014) no aumento de P
disponivel (incremento de 23 %), principalmente na presenca de VAM.

Os niveis K, Ca e Mg diminuiram significativamente em relacdo ao solo antes do
cultivo. Nesse mesmo solo também foram determinados os teores de argila (9 %) e MO (1 %)
e 0 pH (5,6). A concentracdo média geral de Cu no solo arenoso diminuiu em torno de 19 %
em relacdo a concentracao antes do cultivo. Por outro lado, os teores de Zn e P aumentaram

especialmente nos tratamentos com adubacao organica.

4.6 CORRELACAO E ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS

A PCA, que abordou os diferentes tipos de adubo e a inoculacdo com o R. clarum,
explicou 56,4 % da variabilidade dos dados (Figura 7). A maior parte da variagdo do conjunto
de dados originais (35,3 %) foi explicada pelo primeiro componente (PC1), que foi
principalmente associado com massa seca de parte aérea (MSPA); Mn na solucdo (MnSol); Mn
no tecido (MnPA); Ca e Mg disponiveis e atividade de POD. O segundo componente explicou
21,1% e apresentou relacdo com o tratamento VAM com FMA e esteve pouco relacionado com
as variaveis analisadas. O tratamento VBM com micorriza (VBM+FMA) foi relacionado as
variaveis MSPA e massa seca de raiz (MSR); P, K, Cu, Zn no tecido; P, K e Zn disponiveis;

pH e P em solugédo e atividade de POD.
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Figura 7 — Analise de componentes principais (PCA) considerando as seguintes variaveis:
concentragfes de cobre (Cu) (CuPA), zinco (Zn), manganés (Mn), potassio (K), calcio (Ca),
magnésio (Mg), nitrogénio (N), fosforo (P) e ferro (Fe) na parte aérea; Cu na raiz (CuR); Cu,
Zn, Mn, K, Ca, Mg, P e Fe disponiveis; Cu na solu¢do (CuSol), Zn (ZnSol); Mn (MnSol), P
(PSol), condutividade e pH; massa seca de parte aérea (MSPA) e raiz (MSR); Atividade de
superoxido dismutase (SOD) e peroxidade (POD); concentracbes de clorofila total (Chlt)

clorofila a (Chla), clorofila b (Chlb), carotenoides e indice SPAD em Canavalia ensiformis.
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O maior crescimento da planta apresentou relacdo com o melhor fornecimento de P no
solo e em solucgéo e pela melhor nutricdo da planta em K, justificados pela correlacdo positiva
entre a massa seca de parte aérea e raiz e o teor de P no solo (I parte a¢rea: 0,64, p valor: 0,0001; r
raiz: 0,71, p valor: 0,0001), em soluG&o (I parte acrea: 0,53, p valor: 0,0038; r raiz: 0,58, p valor:
0,0013) e K no tecido (I parte a¢rea: 0.47, p valor: 0,0073; r riz: 0,52, p valor: 0,0025) (Figura 8).
Por outro lado, os maiores niveis de Zn (r: - 0.60; p valor: 0.0007) e Mn (r: - 0.49; p valor:
0.0078) em solucdo reduziram o crescimento das plantas, efeito observado principalmente no

tratamento com adubagdao mineral.
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Figura 8 — Coeficientes de correlacdo de Pearson (r) calculado a partir de quatro repeticdes de
cada situacdo de amostragem (n = 32). Os quadrantes em branco s&o ndo significativos com p
<0,05.
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As plantas com menor crescimento apresentaram aumento nos niveis dos pigmentos
fotossintéticos como chla, chlb e carotenoides e indice SPAD evidenciando um efeito de
diluicdo destes pigmentos justificado pelas correlac@es negativas com a MSPA (r chia: - 0,58, p
valor: 0,0005; rcnib: - 0,65, p valor: 0,0001; r carotenoides: - 0,52; p valor: 0,0021; r spap: - 0,75, p
valor: 0,0001). A concentracdo de Cu em solucdo foi reduzida pela elevacdo do pH. O teor de
Cu na parte aérea apresentou correlacdo apenas com a atividade da enzima POD, demonstrando
que plantas que apresentaram maior teor deste elemento resultaram em maior atividade desta
enzima, porém ndo houve aumento significativo. A atividade da SOD apresentou correlacdo
negativa com os pigmentos fotossintéticos, indice SPAD e o teor de N no tecido e ficou

relacionada ao tratamento EST sem micorriza (EST-FMA).
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5 DISCUSSAO

Os altos teores de Cu disponivel e em solucdo mostraram a baixa capacidade de sor¢ao
do solo arenoso apos a contaminacgdo. Os teores de Cu neste estudo estdo proximos aos valores
observados em solos de vinhedo da regido da Campanha do Rio Grande do Sul ou de vinhedos
de outras regides do mundo (BRUNETTO et al., 2013; MIOTTO et al., 2017). Os niveis
elevados deste metal reduzem o crescimento das plantas resultando em grave problema
ambiental (DE CONTI et al., 2021). A adi¢do de adubos organicos no solo arenoso resultou no
aumento dos teores de nutrientes, o que favoreceu o crescimento da planta. O uso de adubos
organicos em solos contaminados, além de aumentar a fertilidade do solo, promove beneficios
relacionados a maior porosidade, aumento no teor de matéria organica, CTC e atividade
bioldgica (BRAR et al., 2015; HU et al., 2021; MOCKEVICIENE et al., 2021; RIBEIRO et al.,
2021).

O esterco bovino ndo tratado mostrou-se um o6timo fertilizante para o crescimento do
feijdo de porco em solo arenoso contaminado com Cu, principalmente devido a sua alta
concentracdo de nutrientes. Porém, sua adequacdo para uso como fertilizante organico ocorre
somente apOs uma analise criteriosa da presenca de coliformes totais, fecais, fungos e bactérias
patogénicas o que ndo foi realizado neste estudo. Segundo Alegbeleye e Sant'Ana (2020)
embora o esterco bovino seja uma 6tima fonte de nutrientes para as plantas, ele representa uma
importante fonte de poluicdo ambiental pois pode apresentar Salmonella spp.,
Campylobacter spp., E.coli, Clostridium perfringens, entre outros. Por outro lado, o
vermicomposto ndao apresenta potencial de contaminagdo, pois a vermicompostagem é um
tratamento biol6gico de residuos organicos que promove a reducdo ou até mesmo a extingdo de
patégenos (LAZCANO et al., 2008).

O vermicomposto € um adubo com reconhecido potencial para aumentar a fertilidade
do solo, principalmente incrementando os teores de P disponivel e em solucdo, como observado
neste estudo independente do tempo de maturacdo (ADEKIYA et al., 2020; L1 et al., 2020; HU
et al., 2021). Além disso, o vermicomposto atua na reducdo dos efeitos toxicos do Cu nas
plantas, seja pela melhor nutricdo, complexagcdo de metais ou mecanismos de indugdo de
resisténcia (WYSZKOWSKA et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2014; FERREIRA et al., 2018b;
LIU et al., 2017; WANG et al., 2020). O vermicomposto auxilia também na formacéo de
associacao de FMA com raizes de plantas, devido a reducdo do estresse pelo Cu. Santana et al.
(2015) verificaram que a aplicagdo de vermicomposto em um solo contaminado com Cu

aumentou a taxa de colonizagcdo micorrizica em aproximadamente 30 % em relacdo ao
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tratamento com adubacdo mineral. Somado a isso, 0 melhor suprimento em nutrientes aumenta
0 sucesso da fixacdo biologica de N, pois segundo Hack et al (2018), para que a fixacdo
bioldgica de N ocorra a planta deve ser cultivada em um solo com nivel minimo de nutrientes
disponiveis para que a associacdo de estabeleca de forma satisfatéria.

O tempo de maturacdo do vermicomposto altera as suas propriedades quimicas e
bioldgicas, que resultam em diferencas no seu potencial de fertilizante e amenizacéo dos efeitos
toxicos do Cu na planta (GARCIA-SANCHEZ et al., 2017). O aumento do tempo de maturag&o
do vermicomposto promove o acréscimo de acidos himicos de alto peso molecular e dos
contetdos de Ca, Zn e Mg, ao passo que pode diminuir outros parametros (pH, condutividade
elétrica, teor de Cu) (BRIFHENT I et al., 2010; DOMINGUEZ et al., 2019; KOLBE et al., 2019;
SANTANA et al., 2020). Por outro lado, em vermicompostos com reduzido tempo de
maturacao ocorre 0 aumento na concentracdo de acidos organicos de baixo peso molecular e
alta atividade enzimatica e de microrganismos (SANTANA et al., 2020).

As plantas crescidas na presenca do vermicomposto, especialmente de alta maturagéo
(VAM), apresentaram aumento nos teores de Cu em parte aérea. O uso desses adubos aumenta
o teor de C organico em solucdo formando complexos organometalicos, 0 que pode promover
a maior absorcao pela planta. Além disso, as plantas melhor nutridas aumentam seu potencial
de absorver metais, ou seja, promove a melhoria em seu sistema de defesa o que resulta no
aumento da capacidade de absorgdo (WYSZKOWSKA et al., 2013). Salati et al. (2010)
verificaram que o uso de adubos organicos no cultivo de milho em solo contaminado por metais
pesados representou o incremento de 302, 66, 184, 169 e 23 % para Cr, Cu, Ni, Zn e Pb
acumulado em parte aérea, respectivamente.

A inoculagcdo com FMA promoveu o maior crescimento de raizes e nédulos em C.
ensiformis. O FMA atua na prote¢éo da planta frente ao excesso de Cu no solo. O FMA aumenta
o teor de P nas plantas, modificando inclusive os teores de P em solucdo, complexa o metal em
hifas e em substancias organicas, além de promover sinais moleculares diferenciais de defesa
ao excesso de Cu (TIWARI et al., 2020). Somado a isso, 0 FMA apresenta reconhecido
potencial em aumentar a fixacao biolégica de N. Os FMAs compartilham sinais moleculares,
como a deteccdo de flavonoides, semelhantes aos observados durante a formag&o do rizobio e
isso contribui para o sucesso da fixacdo bioldgica de N como observado neste estudo,
justificado pelos maiores teores de N nas plantas micorrizadas. Os flavonoides atuam na
sinalizagdo para formacdo da simbiose pelo fato de que estimulam o crescimento do fungo,
facilitam a interacdo ceélula-célula, induzem a diferenciacdo morfoldgica (formacdo do

apressorio), aumentam os pontos de entrada dos fungos nas raizes, alteram a expressdo génica
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durante o desenvolvimento da associagdo e atuam de forma comum na formacéo de simbiose
rizbio-leguminosa e micorrizas (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Outros mecanismos
promovem o sinergismo entre FMA e rizobio, entre eles a producdo de auxinas, que estimulam
a formacdo da raiz lateral micorrizica, o desenvolvimento de arbusculos, promovem a
organogénese dos nddulos e regulam a fixacdo de N (GOUGH et al., 2021). Adicionalmente,
as plantas micorrizadas sob condigdes de estresse abidtico, como a contaminagdo por Cu,
podem apresentar melhor desempenho na fixacdo bioldgica de N2, possivelmente, em funcéo
do maior suprimento de P fornecido aos nodulos pela associacdo com FMAS, uma vez que 0
processo de fixacdo de N. tem alta demanda de energia para a atividade da nitrogenase
(FRANSON et al., 1991). Segundo Soretire et al (2020) a deficiéncia de P reduz a translocagéo
de ureideos (&cido alantdico e alantoina) no xilema, reduzindo o potencial de fixacdo de N.

Além do maior crescimento de C. ensiformis nos trés tratamentos com adubacdo
organica, os maiores teores de Cu em parte aérea no tratamento com VAM resultaram em maior
teor de Cu acumulado, refletindo nos altos valores de FB e IT neste tratamento. Na presenca de
VAM a planta apresentou melhor nutricdo, principalmente em P. Somado a isso, 0 aumento no
tempo de maturacdo do vermicomposto pode resultar em maior atividade de microrganismos
benéficos e de enzimas como dehydrogenase, p-glucosidase, e phosphatase (GARCIA-
SANCHEZ et al., 2017) que auxiliam no crescimento da planta em solos contaminados.

A presenca do FMA, independente do adubo utilizado, aumentou o teor de Cu
acumulado nas raizes, resultando em um baixo IT nas plantas micorrizadas e promovendo a
fitoestablizacdo do Cu. Segundo Meier et al. (2012), o FMA promove a complexacdo do Cu na
parede fangica. Além disso, ocorre a compartimentalizagdo do Cu nos vacuolos de hifas e
esporos dos FMA (AGUDELO, 2020), compartimentos subcelulares com func¢des metabdlicas
limitadas onde o metal causa menos dano. Também pode ocorrer a retencdo do metal na
glomalina, uma glicoproteina observada em zonas externas de hifas com propriedades ligantes
que promovem a agregacao do solo e a ligacdo de metais as particulas de solo (HE et al., 2020).
Estes organismos podem desencadear respostas fisiologicas diferencias frente ao excesso do Cu
(JIANG et al., 2016). Perez et al. (2021) encontraram maior producdo de pigmentos
fotossintéticos e biomassa pelas plantas inoculadas com Claroideoglomus claroideum e a
diminuig&o da disponibilidade de Cu no solo.

A melhor nutricdo da planta favoreceu a manutencdo da concentracdo de clorofila e
carotenoides nas plantas micorrizadas nos tratamentos com VAM. O maior teor de P pelas
plantas micorrizadas pode justificar a alta concentracdo de chla no VAM (FERREIRA et al.,

2015). De acordo com Wettstein et al (1995), o P contribui para a sintese de clorofila por meio
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de sua presenca na coenzima NADPH, essencial para reduzir a molécula de protoclorofila
durante a fase Il da sintese de clorofila. Além disso, maiores concentracdes de chla e chlb
aumentam a quantidade de luz capturada pelas folhas e diminuem a possibilidade de danos
adicionais ao aparato fotossintético atribuido a formacéo de radicais livres sob alta radiacao
(MUNNE-BOSCH; ALEGRE, 2000; KRANNER et al., 2002; BAGHERI et al., 2011;
FERREIRA et al., 2015). Ja nos tratamentos com adubacdo mineral também foram verificados
altos valores de clorofila, carotenoides e indice SPAD. No entanto, devido ao reduzido
crescimento da planta no tratamento MIN houve um efeito de concentracdo de pigmentos na
parte aérea, como evidenciado pela correlagdo negativa entre esses dois atributos (TIECHER et
al., 2016). Neste tratamento a planta foi afetada por niveis elevados de estresse, justificados
pelas maiores concentra¢Ges de Mn em solugdo. Trentin et al. (2019) encontraram que o alto
teor de Mn em parte aérea refletiu as altas concentracdes de Mn em solucdo, que causaram
fitotoxidade resultando no reduzido desenvolvimento de videiras (porta-exerto Paulsen 1103)
em solo contaminado com Cu.

A planta C. ensiformis pode ser utilizada em programas de fitorremediacdo em solos
arenosos contaminados com Cu. No entanto, para aumentar o seu potencial fitorremediador
devem ser utilizadas algumas estratégias como a adicdo de um vermicomposto de alta
maturacao e/ou a inocula¢do com fungo micorrizico arbuscular. A presenga do vermicomposto
aumenta os teores de nutrientes e pH no solo e promove a melhor nutri¢éo da planta favorecendo
0 seu crescimento e aumentando a quantidade de Cu acumulada em parte aérea. O FMA
promove a melhor nutricdo da planta, reduz os danos oxidativos e promove 0 maior
crescimento, principalmente de raizes. Além disso, o FMA atua como uma barreira ao
transporte de Cu para a parte aérea das plantas favorecendo a sua manutencdo no sistema

radicular.
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6 CONCLUSAO

A aplicacédo de adubo mineral, esterco bovino e vermicompostos com diferentes tempos
de maturacdo e a inoculacdo com FMA foram utilizados para aumentar a eficiéncia da
fitorremediacdo de C. ensiformis em solo arenoso contaminado por Cu. A adicdo de adubos
organicos, em especial o VAM, proporciona maior crescimento, aumenta a absorcéo de Cu e
de outros nutrientes pela planta. A micorriza aumenta a produgdo de massa seca de nddulos e
raizes, ameniza o estresse oxidativo, melhora a nutricdo da planta e aumenta seu potencial
fitoestabilizador. Dessa maneira, a associagao entre os adubos organicos e micorriza pode ser

indicada em programas de fitorremediagéo.
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