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RESUMO 

 

 

EFEITO DO FUNGO MICORRÍZICO ARBUSCULAR, VERMICOMPOSTO E 

MINHOCAS NA FITORREMEDIAÇÃO DO COBRE EM SOLO ARENOSO 

 

 

AUTOR: Natielo Almeida Santana 

ORIENTADOR: Prof. Dr. Rodrigo Josemar Seminoti Jacques 

 

 

Os solos arenosos da Campanha Gaúcha que são utilizados para a viticultura em sua maioria 

estão contaminados com cobre devido as aplicações sucessivas de fungicidas cúpricos. Esta 

contaminação causa toxicidade às plantas de cobertura dos vinhedos, às videiras jovens e 

degradação do ecossitema. A fitorremediação é uma alternativa para reduzir a contaminação 

destes solos e sua eficiência pode ser aumenta pelo uso de fungos micorrízicos arbusculares e 

adubos orgânicos. A adição destes adubos tende a aumentar a abundância das minhocas no 

solo, porém pouco se sabe sobre o efeito delas na biodisponibilidade e absorção do cobre por 

plantas fitorremediadoras. O objetivo da tese foi avaliar a interação entre o fungo micorrízico 

arbuscular e vermicomposto ou minhocas na fitorremediação de um solo arenoso 

contaminado com altos teores de cobre. Foram conduzidos dois estudos em casa de vegetação 

para o cultivo de feijão de porco (Canavalia ensiformis L.). O solo arenoso foi coletado em 

área de pastagem natural adjacente a um vinhedo e contaminado com 100 mg kg
-1 

de cobre. 

No experimento I, o solo foi adubado com cinco doses de vermicomposto de esterco bovino e 

inoculado ou não com o fungo micorrízico arbuscular (Rhizoglomus clarum). No experimento 

II, o feijão de porco foi cultivado no solo contaminado com e sem a inoculação de minhocas 

(Eisenia andrei) e do fungo micorrízico arbuscular. Foi avaliado a disponibilidade do cobre e 

de outros nutrientes na fase sólida e na solução do solo, o acúmulo de cobre e de outros 

nutrientes na parte aérea e nas raízes, o crescimento vegetal e a fitotoxicidade deste metal 

pesado, através da eficiência fotoquímica, da concentração de pigmentos fotossintéticos e da 

atividade de enzimas do estresse oxidativo. Avaliou-se também a reprodução das minhocas e 

a concentração do cobre em seus tecidos. Os resultados mostram que as doses mais baixas do 

vermicomposto aumentam o poder fitoestabilizador das plantas enquanto doses mais altas 

elevam o poder fitoextrator. O fungo micorrízico arbuscular reduz os danos fitotóxicos do 

cobre, o que resulta em maior crescimento da planta. As minhocas reduzem o teor de cobre na 

solução do solo, mas aumentam a translocação do cobre para a parte aérea da planta. A 

interação entre o fungo micorrízico e o vermicomposto promove a fitoestabilização do cobre, 

enquanto que a interação do fungo micorrízico com minhocas promove a fitoextração do 

cobre no solo arenoso. Desta forma, a inoculação de fungos micorrízicos arbusculares, a 

adição de vermicomposto ou a adoção de sistemas de manejos que aumentem a abundância de 

minhocas em solos arenosos é uma estratégia para aumentar a fitorremediação do cobre por 

plantas de Canavalia ensiformis e reduzir a contaminação ambiental causada por este metal.   

 

 

Palavras-chave: Metal pesado. Adubo orgânico.  Micorrização. Fitoextração. 

Fitoestabilização. 

 

 

  



ABSTRACT 

 

 

EFFECT OS ARBUSCULAR MYCORRHIZAL FUNGI, VERMICOMPOST AND 

EARTHWORM IN COPPER PHYTORRRREMEDIATION IN SANDY SOIL 

 

 

AUTHOR: Natielo Almeida Santana 

ADVISOR: Prof. Dr. Rodrigo Josemar Seminoti Jacques 
 

The high copper level in sandy soils of the Campanha Gaúcha, resulting from the successive 

copper-based fungicides application, lead to environmental contamination and toxicity in 

cover crops and young vines. The phytoremediation is an alternative to reduce contamination 

of these soils, but little is known about the interaction of arbuscular mycorrhizal fungi, 

organic fertilizers and earthworms on the bioavailability and absorption of copper by 

phytoremediation plants in sandy textured soils. In this context, the objective of the thesis was 

to evaluate the interaction between arbuscular mycorrhizal fungi and vermicompost or 

earthworms in the phytoremediation of sandy soil contaminated with high copper level. Two 

studies were conducted under greenhouse conditions. For that, samples of an uncontaminated 

sandy soil were collected in an area adjacent to a vineyard. In the experiment I, the soil was 

contaminated with 100 mg kg-1 of copper, fertilized with five doses of bovine manure 

vermicompost to grow jack bean (Canavalia ensiformis L.) and inoculated or not with the 

arbuscular mycorrhizal fungus (Rhizoglomus clarum). In experiment II, jack bean’s were 

grown in the sandy soil with addition of 100 mg kg -1 of copper with and without inoculation 

of earthworms (Eisenia andrei) and mycorrhizal fungi. The availability of copper and other 

nutrients in the soil and in solution, the accumulation of copper and other nutrients in shoots 

and roots, plant growth and phytotoxicity of copper were evaluated through photochemical 

efficiency, the concentration of photosynthetic pigments and of the activity of oxidative stress 

enzymes. The reproduction of earthworms and the concentration of copper in their body 

compartments were also evaluated. The results show that the vermicompost reduces the 

availability of copper in the soil and lower doses increase the phytostabilization of the plants 

while higher doses increase the phytoextractor. The mycorrhizal fungi increase plant biomass 

and reduce the translocation of copper to shoot by concentrating it in the roots. The 

interaction between mycorrhizal fungi and vermicompost occurs mainly in lower doses of 

vermicompost and is reflected in higher phytostabilization of copper. The earthworms reduce 

the copper content in the soil solution, but increase copper translocation to the shoot. The 

arbuscular mycorrhizal fungi increase plant biomass and reduce the phytotoxic damage of 

copper. The interaction between mycorrhizal fungi and earthworms promotes the 

phytoextraction of copper in the sandy soil. In this way, the inoculation of arbuscular 

mycorrhizal fungi and the addition of vermicompost, or the adoption of management systems 

that increase the earthworm population in sandy soils of vineyards is a strategy to increase the 

phytoremediation of copper by cover crops such as Canavalia ensiformis and reduce the levels 

of metal in the soils. 

 

Keywords: Heavy metal. Organic fertilizer. Mycorrhization. Phytoextraction. 

Phytostabilization. 
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1 APRESENTAÇÃO 

 

A contaminação por cobre é um grave problema ambiental que afeta os solos de 

diversas regiões agrícolas no mundo (SANTIAGO-MARTÍN et al., 2016; BALABIO et al., 

2018). Uma das principais causas desta contaminação é a aplicação sucessiva e em altas doses 

de fungicidas cúpricos em vinhedos. No Brasil, este problema é observado em solos de 

vinhedos do RS, que é o estado com maior produção de uvas (59,2% da produção total 

brasileira) (IBGE, 2018).  A vitivinicultura gaúcha iniciou no final do século XIX na região 

nordeste (Serra Gaúcha), com os imigrantes italianos, e há poucas décadas se expandiu para a 

região da Campanha, no sul do estado (SILVA et al., 2018). Nesta região, a vitivinicultura é 

empresarial, com alta utilização de capital, mão de obra e maquinários (DUARTE; DIAZ, 

2015), o cultivo ocorre em longas áreas e normalmente sobre solos arenosos. A vitivinicultura 

é uma atividade de grande importância para o RS, somente para vinhos e espumantes a 

comercialização anual é de aproximadamente 33 milhões de litros (IBRAVIN, 2018). 

 O clima da região da Campanha é bastante favorável ao cultivo da uva (EMBRAPA, 

2015), no entanto durante o verão ocorrem problemas fitossanitários, como o míldio e oídio, 

provocados pelos fungos Plasmopara vitícola e Uncinula necator, respectivamente. Devido ao 

baixo custo, a calda bordalesa é utilizada para o controle destas doenças (COMIN et al., 

2018). Este produto é resultado da mistura de 100 g hidróxido de cálcio (Ca(OH)2) e 100 g de 

sulfato de cobre (CuSO4) em 10 litros de água. Os produtores fazem até 10 aplicações durante 

o ciclo das plantas, resultando na adição de até 10 kg ha-1 ano-1 de cobre nos solos dos 

vinhedos (MIOTTO et al., 2012). Teores de 68 mg kg-1 (método EDTA) e 80 mg kg-1 

(método EDTA) já foram encontrados em solos arenosos de vinhedos da Campanha 

(BRUNETTO et al. 2014; GIROTTO et al. 2016). Está situação é bastante crítica, pois os 

teores médios naturais estão abaixo de 4 mg kg-1 e segundo Caetano et al. (2016) teores 

médios de 28 mg kg-1 (método USEPA) já são prejudiciais para o desenvolvimento de 

plantas e outros organismos. 

O cobre em excesso no solo é um grave problema ambiental e em solos arenosos 

torna-se ainda mais grave. Os solos da Campanha apresentam baixa porcentagem de argila, 

óxidos e MO, resultando em reduzida capacidade de retenção de cátions (MIOTTO et al., 

2014). Com isso, a maior parte do cobre adicionado ao solo resulta em formas disponíveis 

(BRUNETTO et al., 2014).  Em alguns solos, o teor de cobre já está tão alto que as plantas de 

cobertura cultivadas nas entrelinhas dos vinhedos não se desenvolvem e já há relatos de 

sintomas de toxidez do cobre nas videiras jovens cultivadas sob solos de antigos vinhedos 
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(MELO et al., 2015). Outro cenário importante é que após a erradicação das vinhas antigas, os 

solos são preparados, revolvidos e cultivados com plantas de cobertura. No entanto, o cobre 

que até então estava complexado à matéria orgânica fica disponível, provocando toxidez nas 

plantas de cobertura (FERREIRA et al., 2018). O resultado disso são solos desprotegidos e 

com graves processos erosivos, onde o cobre pode contaminar as águas superficiais, 

subsuperficiais, os animais e o Homem. Outro grave problema é que já se detectou a migração 

do cobre para as camadas mais profundas. Isto remete a possibilidade de que, num futuro 

próximo, o cobre possa causar toxicidade às videiras adultas que estão em produção, o que 

traria consequências econômicas e sociais desastrosas para o Rio Grande do Sul. 

O cobre é um micronutriente essencial para as plantas, no entanto o seu excesso pode 

provocar diversos sintomas de toxidez como clorose, necrose, baixa produção de biomassa e 

morte.  Estes sintomas são derivados principalmente da alta produção das espécies reativas do 

oxigênio (EROs), que provocam alterações na respiração, na atividade fotossintética e 

enzimática das plantas (GONZÁLEZ-MENDOZA et al. 2013; GOSWAMI; DAS, 2016). 

Além disso, o excesso do Cu causa alterações no conteúdo de água, potencial osmótico e na 

produção de algumas proteínas desencadeando respostas fisiológicas negativas como redução 

na fotossíntese e em funções proteicas vitais ao desenvolvimento da planta (ADREES et al., 

2015; RUSCITTI et al., 2017). Devido a isso, devem ser buscadas alternativas para remediar 

estes solos a fim de evitar problemas de poluição ambiental.  

A fitorremediação é uma técnica de remediação que utiliza plantas, associadas ou não 

a microrganismos, para descontaminar o solo (DUDAI et al., 2018) sendo amplamente 

utilizada para reduzir os teores ou até mesmo extinguir metais pesados do solo (RIZWAN et 

al., 2018). Entre as técnicas mais conhecidas de fitorremediação estão a fitodegradação, a 

fitovolatilização, a fitoestimulação, a fitoestabilização e a fitoextração (PILON-SMITS, 

2005). Neste estudo, somente as técnicas de fitoextração e fitoestabilização serão abordadas. 

A fitoextração baseia-se no acúmulo do contaminante na parte aérea da planta a fim de retirá-

lo do local de origem (LIANG et al., 2017). Já a fitoestablização consiste na manutenção do 

metal na raiz da planta ou em zonas próximas, evitando assim sua dispersão no ambiente 

(LEBRUN et al., 2018).  

A maior eficiência da fitorremediação pode ser conseguida através da adição de 

amenizantes ao solo. Os amenizantes são materiais que servem para reduzir os efeitos tóxicos 

dos metais às plantas. O vermicomposto é um adubo orgânico que pode contribuir para o 

sucesso da fitoestabilização através da redução da disponibilidade dos metais, devido à grande 

concentração de grupos funcionais com capacidade de complexação (BUSATO et al., 2015). 
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Desta forma, poderá ocorrer redução na migração do cobre no solo, além das plantas 

produzirem maior biomassa devido a menor disponibilidade do metal, ao fornecimento de 

nutrientes e as melhorias de outras propriedades químicas, físicas e biológicas do solo 

(FERREIRA et al., 2018). Por outro lado, após a adição do vermicomposto poderá ocorrer o 

aumento das formas solúveis de carbono no solo (SINGH; KAUR, 2015), favorecendo a 

dessorção do cobre para a solução do solo, o que aumentaria a absorção pelas plantas e a 

eficiência da fitoextração. 

Além da adição de amenizantes, a interação de plantas com os organismos do solo 

pode auxiliar na fitorremediação. Os fungos micorrízicos arbusculares têm reconhecida 

capacidade de aumentar a resistência de plantas aos altos níveis de metais nos solos 

(FERREIRA et al., 2015). Eles formam associação simbiótica com as plantas, aumentado a 

captação de nutrientes, além de protegê-las frente aos efeitos fitotóxicos do cobre. Estes 

fungos podem modificar a disponibilidade do metal, dependo do tipo de solo, teor do metal e 

nutrientes, espécie de fungo e planta (SANTANA et al., 2015; ). As minhocas também podem 

contribuir para o sucesso da fitorremediação. Estes organismos modificam as formas do cobre 

no solo através da elevação do pH da solução do solo, modificações na MO, aumento do teor 

de nutrientes e pela própria bioacumulação do metal em seu corpo (LI et al., 2018). A 

fitorremediação é uma tecnologia relativamente nova e pouco se conhece sobre os efeitos 

interativos entre as plantas fitorremediadoras, fungos micorrízicos, vermicomposto e 

minhocas na fitorremediação do cobre em solos arenosos. 

 

1.1 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

1.1.1 Contaminação por cobre em solos de vinhedos 

 

A vitivinicultura é uma atividade de grande importância para o estado do Rio Grande 

do Sul, que em 2017 produziu aproximadamente 957 mil toneladas de uva, o que representa 

57% da produção nacional (IBGE, 2018). A vitivinicultura gaúcha está concentrada 

principalmente na região da Serra Gaúcha, que fica localizada no nordeste do RS e na região 

da Campanha, localizada no sul do estado. Estas regiões possuem características edáficas, 

topográficas e sócio-econômicas bem distintas. A Serra Gaúcha é a região tradicional da 

vitivinicultura, que teve início com a chegada dos imigrantes italianos a partir do ano de 1860 

e baseia-se na pequena propriedade, predomínio da mão-de-obra familiar e pouca utilização 
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de maquinário, devido a topografia acidentada. Nesta região, os solos são normalmente 

argilosos e apresentam níveis altos de matéria orgânica.  Na região da Campanha, encontra-se 

um pólo vitivinícola implantado há somente 30 anos, sendo o local de expansão da 

vitivinicultura gaúcha (RADUNZ et al., 2015). A produção da Campanha baseia-se em 

grandes áreas e na aplicação maciça de capital durante a produção (DUARTE; DIAZ, 2015). 

Ao contrário da Serra, os vinhedos da Campanha Gaúcha estão localizados sob solos 

arenosos, que naturalmente apresentam-se ácidos, com baixos teores de argila, de óxidos e de 

matéria orgânica (MIOTTO et al., 2014). 

Os vinhedos de ambas as regiões são manejados de forma muito semelhante, uma vez 

que muitas das vinícolas da Campanha são originárias da Serra e mantiveram o mesmo 

manejo de solo e fitossanitário que lhes era rotineiro (MIOTTO et al., 2014). Devido a isso, o 

controle das doenças fúngicas das videiras é feito principalmente pela a aplicação do 

fungicida cúprico denominado de calda bordalesa, uma suspensão obtida pela mistura de 100 

g de sulfato de cobre e 100 g de hidróxido de cálcio. Devido ao clima úmido, favorável a 

incidência de doenças fúngicas, principalmente o míldio e o oídio, causados pelo fungo 

Plasmopara vitícola e Uncinula necator, respectivamente, os produtores realizam até 10 

aplicações de calda bordalesa durante um ciclo das videiras. A maior parte da calda aspergida 

sob as folhas tem como destino o solo, devido a unidirecionabilidade da aplicação, ao 

escoamento causado pela chuva e até mesmo pela senescência das folhas, o que resulta em 

introdução de até 10 kg ha
-1 

ano de cobre no solo (MIOTTO et al., 2012). 

Elevados teores de cobre já foram observados em solos de vinhedos da Serra e da 

Campanha Gaúcha (ANDREAZZA et al., 2013; BRUNETTO et al., 2014; MIOTTO et al., 

2014; GIROTTO et al., 2016, MIOTTO et al., 2017). No entanto, na Campanha este problema 

é agravado devido às características físico-químicas destes solos. Os relatos de produtores da 

região informam sobre o menor desenvolvimento das plantas de cobertura e das mudas de 

videiras estabelecidas sobre áreas de antigos vinhedos, o que pode ser causado pela 

fitotoxicidade do cobre, presente em elevados teores nestes solos. Além disto, o menor 

crescimento vegetal nestas áreas aumenta as possibilidades de migração do cobre pela erosão 

superficial ou lixiviação, o que pode comprometer a qualidade das águas superficiais e 

subsuperficiais, e aumentar a dispersão deste metal pesado nas cadeias tróficas. 

 

1.1.2 Cobre no solo e na planta 
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O teor do Cu na superfície de alguns vinhedos da Campanha Gaúcha é tão alto que já 

ultrapassou a capacidade de sorção destes solos (ARIAS et al., 2004). Girotto et al. (2016) 

quantificou na camada de 0-5 cm de um Argissolo, utilizado para o cultivo da videira, teores 

disponíveis de cobre de 63 mg kg
-1

 (Método EDTA). Miotto et al (2014) nos primeiros 5 cm 

de um vinhedo da mesma região observou teores pseudo-totais (método EPA 3050B) de 119,5 

mg kg
-1

, sendo que os teores naturais de cobre nestes solos estão próximos a 14 mg kg
-1

 para 

os teores totais e de 3 mg kg
-1

 para os teores pseudo-totais. Neste mesmo solo, Brunetto et al 

(2014) observou que os teores disponíveis de cobre (método EDTA) na camada 0-10 cm estão 

70 vezes maiores, e na camada de 10-20 cm estão 40 vezes maiores, que os teores naturais 

observados no solo adjacente sem cultivo da videira. Estes resultados indicam que o 

tratamento fitossanitário no cultivo das videiras por um longo período elevou drasticamente 

os teores de cobre nestes solos, que comparativamente aos solos da Serra Gaúcha possuem 

menor teor de argila, menor teor de matéria orgânica e altos teores de areia, e 

consequentemente, menor capacidade de sorção do cobre, o que potencializa a migração do 

cobre para a subsuperfície e para outros compartimentos ambientais (GIROTTO, 2010). 

No solo, o cobre pode estar na forma solúvel, trocável, adsorvido especificamente aos 

óxidos metálicos, ligado a materiais orgânicos solúveis e insolúveis ou formando precipitados 

(Mc LAREN; CRAWFORD; 1973). Grande parte dos estudos aponta que o Cu é ligado à 

matéria orgânica ou óxidos amorfos, sendo que a sua sorção depende principalmente do pH e 

do teor de matéria orgânica (McBRIDE, 1994; LÓPEZ-PERIAGO et al., 2008). Devido a sua 

forte ligação com a matéria orgânica e óxidos, formando complexos de superfície de esfera 

interna, principalmente em solos com pH muito próximo da neutralidade, o cobre é pouco 

biodisponível (MARTINS, 2005). Porém, nos solos de Campanha, Girotto (2010) quantificou 

em um Argissolo Vermelho, sob campo nativo adjacente ao vinhedo, a concentração de cobre 

total de 14,46 mg kg
-1

 e o extrator EDTA 0,05 mol L
-1

 dessorveu apenas 15% deste total. No 

solo com videira, com 91,51 mg kg
-1

 de Cu total, foram dessorvidos mais de 73 % deste teor. 

Miotto et al. (2017) neste mesmo solo, após 25 anos de cultivo, verificaram que a 

concentração total (extraído por H2O2 + HF) de Cu foi de 90 mg kg
−1

 na camada 0-10 cm, 

sendo que aproximadamente 80% estavam disponíveis para as plantas. Assim, a presença de 

altos teores de Cu disponíveis na camada superficial indica uma provável saturação dos sítios 

de ligação da MO e dos minerais, permanecendo significativa quantidade do cobre fracamente 

ligado ao solo, o que potencializa sua migração no perfil com a água da chuva. A migração do 

cobre para as camadas mais profundas foi observado também por Girotto (2010) num 

Argissolo da Campanha, onde os teores de cobre disponível (método HCl 0,1 M) na camada 
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de 15 a 20 cm estão 12 vezes maiores e na camada de 30-40 cm estão 4 vezes maiores nos 

vinhedos se comparado ao campo nativo adjacente.  

O cobre é um micronutriente essencial para as plantas, participando de diversos 

processos fisiológicos, como a fotossíntese, a respiração, a redução e a fixação do nitrogênio 

(YRUELA, 2005; FEKIACOVA et al., 2015). Em concentração ideal no solo para a absorção 

pelas plantas, o Cu atua na formação de membranas, cloroplastos e clorofila (AHMAD et al., 

2015). Nos animais, o Cu é essencial para o funcionamento de diversas enzimas envolvidas na 

formação da hemoglobina, componente de metaloenzimas, como a citrocromo oxidase, 

superóxido dismutase e hidrolase, além de aumentar a estabilidade de algumas proteínas 

(BUND et al., 2010; DEL CLARO et al., 2013). Entretanto, em altas concentrações no solo e 

na água este elemento é considerado um grave problema ambiental (SHUTCHA et al., 2015). 

Para o Homem, o excesso de cobre no metabolismo pode provocar a inativação de algumas 

enzimas e ocasionar grandes reflexos na saúde, como doenças relacionadas a degeneração 

hepato-lenticular, problemas no fígado, dores musculares, alterações nervosas, vômito e, em 

casos de superexposição de ratos a este metal, o resultado foi a morte (SARGENTELLI et al., 

1996; CAMARGO et al., 2007). Além disso, o alto nível de cobre no organismo está 

associado ao comprometimento cognitivo e neurodegeneração, o que aumenta os riscos de 

Alzheimer (VAZ et al., 2017).  

 

1.1.3 Efeito do cobre na fisiologia das plantas 

 

Nas plantas, o cobre em grande concentração provoca redução do crescimento, clorose 

e necrose foliar (ANJUM et al., 2015; QIN et al., 2018, BALDI et al., 2018). A toxicidade do 

metal reflete em redução do comprimento das raízes, alteração da produção de importantes 

pigmentos fotossintéticos, além de reduzir a absorção de nutrientes essenciais pelas plantas 

(KELLER et al., 2015).   

As plantas cultivadas em solos com alto teor de cobre apresentam estresse bioquímico, 

redução na taxa fotossintética e na respiração, o que resulta no menor comprimento de raiz e 

parte aérea, área superficial radicular e biomassa (MARQUES et al., 2018). Tiecher et al. 

(2016) verificaram que as plantas de milho cultivadas em solo com teor de 120.8 mg kg
-1 

de 

cobre reduziram seu crescimento devido ao comprometimento do aparato fotossintético e 

desiquilíbrio na atividade enzimática. Doubková e Sudová et al. (2016) observaram que o teor 

de clorofila diminuiu e de carotenóides aumentou em folhas de Agrostis capillaris a medida 

que o teor de cobre aumentava em um substrato contaminado. A bioquímica das plantas é 
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modificada pelo excesso do cobre (CAMBROLLÉ et al., 2015), pois ele induz o estresse 

oxidativo através do aumento na produção de espécies reativas do oxigênio (EROs) e da 

peroxidação lipídica, estimulando a produção de enzimas antioxidantes (THOUNAOJAM et 

al., 2012). 

A própria germinação das plantas é afetada pela alta concentração do cobre. Este metal 

retarda o alongamento do hipocótilo, aumenta a mortalidade da planta e reduz o índice de 

germinação em mais de 90%, dependendo da concentração (CHAÂBENE et al., 2018). A 

redução do crescimento do sistema radicular e da parte aérea das plantas em solos 

contaminados por cobre é consequência dos danos causados no nível celular (BERNAL et al., 

2006). Uma das consequências da elevada concentração de cobre nos tecidos da planta pode 

ser o aumento da produção de espécies reativas de oxigênio (EROs), tanto nas raízes como na 

parte área das plantas, o que gera estresse oxidativo (BENAVIDES et al., 2005). Um dos 

principais representantes de EROs é o ânion radical superóxido (O2
•–

), o qual é produzido 

através de uma redução monoeletrônica do oxigênio. Nas células, o O2
•–

 é rapidamente 

convertido a peróxido de hidrogênio (H2O2) através de sua dismutação espontânea ou 

enzimática, pela ação da enzima superóxido dismutase (ALSCHER et al., 2002; FATIMA; 

AHMAD, 2005). O H2O2 é menos reativo que o O2
•–

, porém na presença de metais como Fe
2+

 

ou Cu
2+

, ele pode gerar radicais hidroxil (OH
•
) (MITHÖFER et al., 2004). O OH

•
 é 

provavelmente um dos radicais mais reativos dentre os EROs. A geração de radical hidroxil a 

partir de superóxido e peróxido de hidrogênio é o principal mecanismo de toxicidade do Cu, 

que envolve a reação de Fenton, catalisada pela presença do metal livre na célula (BRIAT; 

LEBRUN, 1999). 

As EROs possuem potencial para interagir de forma não específica com muitos 

componentes celulares, causando várias ações deletérias, tais como aumento nos níveis de 

peroxidação de lipídios das membranas e aumento na carbonilação de proteínas, o que afeta 

diretamente a atividade de muitas enzimas e de outras macromoléculas essenciais, como 

pigmentos fotossintéticos e ácidos nucleicos (FOYER et al., 1994). Com isso, pode ocorrer a 

paralisação do metabolismo celular (LIN et al., 2005). As alterações na atividade de vários 

antioxidantes enzimáticos, como as enzimas ascorbato peroxidasse (APX), superóxido 

dismutase (SOD) e catalase (CAT); e na concentração de antioxidantes não-enzimáticos, 

como ácido ascórbico (AsA) e grupos tióis não protéicos (NPSH), são utilizadas como 

indicativo da produção excessiva de EROs em plantas devido a absorção excessiva dos metais 

pesados (MITTLER, 2002; FATIMA; AHMAD, 2005). 
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Além dessas alterações, as plantas quando expostas as altas concentrações dos metais 

pesados ou pela deficiência de fósforo apresentam alterações no estado funcional das 

membranas dos tilacóides dos cloroplastos. Com isto, ocorrem mudanças nas características 

dos sinais de fluorescência e nos valores normais das variáveis da fluorescência da clorofila a 

(ROSENQVST; VAN KOOTEN, 2003).  A presença do cobre em elevadas concentrações na 

planta provoca o fechamento de estômatos, desnaturação de complexos de proteínas, 

formação de complexos Cu-clorofila, modificações em feofitinas e inibição do centro de 

reação do fotossistema II (BAZIHIZINA et al., 2015). Estas alterações provocam 

perturbações na eficiência fotossintética resultando em baixo crescimento das plantas (ROSA 

et al., 2014).  

 

1.1.4 A fitorremediação de cobre 

 

O alto teor de cobre em solos de vinhedos da Campanha Gaúcha já tem resultado em 

fraco ou ausente crescimento das plantas de cobertura ou espontâneas que se desenvolvem nas 

entrelinhas das videiras. Por consequência, o solo do vinhedo permanece descoberto e, por se 

tratar de solos muito arenosos, os processos erosivos causados pela água da chuva ou vento 

são potencializados. A erosão nesta situação é especialmente grave, tendo em vista que além 

do transporte de sedimentos, nutrientes, água e agrotóxicos dos vinhedos, ocorre possível 

grande dispersão do cobre, uma vez que há altos teores disponíveis deste metal pesado na 

camada superficial destes solos. Além disto, os técnicos das vinícolas do RS já relataram que 

os altos teores de cobre do solo estão reduzindo o crescimento das novas mudas de videiras 

que estão sendo implantadas sobre solos de vinhedos erradicados, indicando que os altos 

teores de cobre já estão prejudicando a viticultura gaúcha ao impedir/prejudicar a reutilização 

de áreas.  

Diante deste cenário, , alternativas para a remediação destes solos devem ser buscadas 

como forma de reduzir o risco de contaminação do subsolo, das águas superficiais e 

subsuperficais, dos animais e das pessoas da região; e se possível, manter estes solos 

produtivos, para que a atividade da vitivinicultura não seja impedida de se manter. Da mesma 

forma, alternativas para o manejo fitossanitário dos vinhedos devem ser buscadas. Por 

exemplo, utilizar fungicidas alternativos sem o cobre na constituição, reduzir o número de 

aplicações e respeitar a dose específica de cada produto.  

 A grande biodisponibilidade do cobre na camada de 0 a 20 cm de profundidade 

observada em estudos prévios nos solos arenosos da Campanha do RS constitui-se numa 
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condição propícia à utilização e ao sucesso da fitorremediação, que pode ser definida como o 

processo em que as plantas e os microrganismos da rizosfera sequestram, degradam ou 

imobilizam poluentes do solo (PILON-SMITS, 2005). Sob o termo fitorremediação estão 

incluídas diferentes técnicas com objetivos específicos e dentre essas, é interesse deste projeto 

a fitoextração e a fitoestabilização. 

A fitoextração baseia-se no uso de plantas para remoção de metais dos solos mediante 

a absorção pelas raízes, transporte e concentração na parte aérea. Para sucesso desta técnica é 

essencial que o solo não apresente altos níveis de contaminação e que a planta seja tolerante 

ao metal, tenha um sistema radicular abundante, uma taxa de crescimento rápido, potencial de 

produzir alta biomassa no campo e acumule na parte aérea elevadas quantidades de metal 

(MARQUES et al., 2009). Além da utilização de plantas transgênicas, outras duas abordagens 

práticas podem ser utilizadas na fitoextração: a utilização de plantas com capacidade natural 

de acumulação de altas quantidades de metais, mas normalmente com baixa produção de 

biomassa (plantas hiperacumuladoras); ou a utilização de plantas com alta produção de 

biomassa, mas com menor capacidade de acumulação de metais, normalmente associada a 

aplicação de agentes quelantes (NASCIMENTO et al., 2009). Após o crescimento no campo 

as plantas podem ter seu volume reduzido por compostagem, compactação ou incineração e 

posteriormente, serem recicladas (biomineração) ou depositadas em aterro sanitário. Outra 

alternativa emergente é a utilização das plantas fitoextratoras para a produção de bioenergia 

(BLAYLOCK; HUANG, 2000). 

Por outro lado, alguns solos podem estar tão contaminados que a fitoextração não seria 

uma abordagem adequada e o tempo necessário para remediação seria muito longo. Nestes 

casos, uma forma alternativa de diminuir o risco ambiental pode ser a fitoestabilização, onde 

plantas são utilizadas para estabilizar o metal no solo, reduzindo assim sua movimentação 

pela erosão e percolação, a exposição aos animais e a probabilidade de entrarem na cadeia 

alimentar (WONG, 2003). Além disso, as raízes das plantas também podem oferecer 

superfícies de precipitação ou adsorção de contaminantes metálicos (LAPERCHE et al., 

1997). As plantas adequadas para fitoestabilização devem ser tolerantes às condições de solo, 

crescer rapidamente para estabelecer densa cobertura vegetal, ter sistemas radiculares bem 

desenvolvidos, absorver grandes quantidades do metal mantendo-o nas raízes (baixa 

translocação raiz-parte aérea), ser fáceis de estabelecer e manter em condições de campo, e ter 

ciclos de vida longos ou serem capazes de auto-propagar (BERTI; CUNNINGHAM, 2000, 

SANTIBÁÑEZ et al., 2008). 
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As plantas fitorremediadoras, em resposta a grande concentração de metais no solo, 

podem desencadear uma série de processos que resultam na redução da toxidez do metal. 

Entre estes mecanismos estão: o aumento da produção de pigmentos da clorofila, como os 

carotenóides e betacarotenos; a complexação do metal em compartimentos celulares, como o 

vacúolo; o aumento na produção de ácidos orgânicos, redução do fator de translocação do 

metal, além de outras alterações não específicas no metabolismo celular (FERREIRA et al., 

2015; SANTANA et al., 2015; NANDA et al., 2016;). Além disso, plantas submetidas a altas 

doses de metais podem sofrer alterações na produção de algumas enzimas envolvidas no 

estresse antioxidativo, como a superóxido dismutase, as peroxidases não específicas e a 

catalase (CLEMENS, 1999; BOWLER; FLUHR, 2000; RESENDE et al., 2003; ANDRADE 

et al., 2009; SANTANA et al., 2015).  

Nos vinhedos do RS, a maioria dos viticultores cultiva plantas de cobertura, como 

forma de proteção do solo e melhoria dos atributos físicos, químicos e biológicos. Esta prática 

poderia ser utilizada também para a fitorremediação destes solos. Inicialmente através da 

fitoestabilização se buscaria o cultivo dos solos que, devido aos altos teores de cobre, têm 

permanecido sem vegetação, uma vez que as plantas de cobertura atualmente utilizadas e as 

plantas espontâneas já não crescem nestes solos. Num segundo estágio, nos solos onde a 

fitoestabilização já estivesse estabelecida com sucesso e nos solos com menores 

concentrações de cobre se buscaria o cultivo de plantas fitoextratoras, como forma de se 

reduzir as concentrações de cobre no solo.  

 

1.1.5 Canavalia ensiformis 

 

 A Canavalia ensiformis D.C., nome comum feijão-de-porco ou jack-bean, é uma 

planta da famíla Fabaceae, arbustiva anual ou bianual, herbácea, muito rústica, com 

cresimento ereto e determinado podendo atingir 1,2 m de altura, apresenta folhas alternadas 

trifolioladas (SILVA LÓPEZ, 2012).  É cultivada em diferentes solos do mundo, bastante 

adaptada às diferentes condições de manejo, sendo resistente às altas temperaturas e à seca, 

porém não suporta as geadas e é tolerante ao sombreamento parcial (EIRAS, 2010).  

O feijão-de-porco é utilizado como planta de cobertura do solo, devido a boa ciclagem 

de nutrientes, capacidade de associação com bactérias fixadoras de nitrogênico e grande 

produção de matéria seca (CARGNELUTTI FILHO et al., 2012). A planta apresenta muitas 

propriedades alelópaticas e capacidade de reduzir a abundância de fitopatógenos no solo 

devido a produção de algumas substâncias, tais como enzimas, glicoproteínas, polipeptídeos e 



22 

 

compostos provenientes do metabolismo de aminoácidos (SOUZA FILHO, 2002; PORTO et 

al. 2016). Além disso, esta planta já demonstrou potencial para ser utilizada em programas de 

fitorremediação, conforme demonstrado nos trabalhos de SANTOS et al., 2006; ANDRADE 

et al., 2009; ANDRADE et al., 2010; VENDRUSCULO, 2013; SILVA et al., 2018.  

 

1.1.6 Fungos micorrízicos na fitorremediação 

 

A fitorremediação é uma tecnologia relativamente nova e pouco se conhece sobre o 

efeito das simbioses radiculares no aumento ou redução da absorção de metais pesados pelas 

plantas. Por um lado é reconhecido o papel das micorrizas no aumento da absorção de alguns 

micronutrientes e por outro sabe-se que elas desempenham importante papel na proteção das 

plantas ao excesso de metais pesados, reduzindo a absorção pelas plantas  (MOREIRA;  

SIQUEIRA, 2006; CORNEJO et al., 2017; FERREIRA et al., 2018).  

Os fungos micorrízicos arbusculares (FMAs) formam associação simbiótica com a 

maioria das espécies vegetais, são cosmopolitas, com ocorrência abundante mesmo em áreas 

com elevadas concentrações de metais pesados (KLAUBERG-FILHO et al., 2005; 

STÜRMER; SIQUEIRA, 2006) e são encontrados em quase todas as famílias de espécies 

herbáceas e arbóreas, especialmente aquelas de interesse para recuperação ambiental. Os 

estudos têm demonstrado a ocorrência de isolados de FMAs em solos com elevada poluição e 

a ação fitoprotetora da simbiose micorrízica ao excesso de metais pesados no solo 

(KLAUBERG-FILHO et al., 2005; SANTANA et al., 2015; FERREIRA et al., 2018). Silva et 

al. (2006) relatam os benefícios da inoculação de FMAs para o crescimento da Brachiaria 

decumbens em solos multicontaminados por metais pesados, sendo este efeito atribuído à 

redução na concentração destes elementos na parte aérea das plantas micorrizadas. Por outro 

lado, Castillo et al. (2011) relataram que a associação simbiótica com FMAs eleva o poder 

fitoextrator de cobre das plantas de Tagetes erecta L. Do mesmo modo, Hassan et al. (2013) 

verificaram que o girassol micorrizado com Rhizophagus irregularis apresentou maior teor de 

Cu na raiz, quando comparado ao tratamento sem inoculação em um solo com grande 

quantidade de metais 

Desta forma, evidencia-se que os mecanismos envolvidos na interação planta 

fitorremediadora e fungos micorrízicos necessitam ainda de maiores estudos. A espécie 

fúngica Rhizoglomus clarum (antigo Glomus clarum e Rhizophagus clarus) que foi utilizada 

neste estudo têm demonstrado capacidade diferenciada na retenção de Cu, Zn, Cd e Pb em 

seus tecidos. Por atuarem como agentes de proteção às plantas e também por favorecerem a 
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extração de metais pesados do solo (SILVA et al., 2006), estes fungos podem desempenhar 

importante papel na fitorremediação e isto se reveste de extremo interesse, visto que a maioria 

das plantas forma a simbiose micorrízica mesmo em condições de elevada contaminação 

(KLAUBERG-FILHO et al., 2005).  

Os fungos arbusculares desempenham papel fundamental na proteção de plantas frente 

ao estresse provocado pelos metais em alta concentração no solo. O aumento na tolerância ao 

Cu em plantas micorrizadas é resultado de muitos fatores como o acúmulo do metal em 

órgãos não vitais, manutenção da integridade das membranas celulares, retenção do metal 

no micélio fúngico ou em paredes celulares com posterior fixação por grânulos de 

polifosfato celular (RUSCITTI et al., 2017). Além disso, a maior absorção de fósforo por 

parte do fungo para a planta favorece a formação de complexos fosfato-metal nas raízes 

também reduzindo a mobilidade e toxidez do elemento para a planta. De forma semelhante, as 

plantas micorrizadas podem absorver certos elementos em troca de outros. É o caso do Fe, 

que pode inibir a absorção do Cu, por exemplo, em solos com alto teor do metal (TAIZ & 

ZEIGER, 2013).  

Algumas proteínas que podem reduzir o efeito tóxico do cobre também são expressas 

apenas na presença de fungos micorrizicos. É o caso da Vacuolar ATP sintase subunidade B 

(V-ATPase) e da Anexina que apresentam grande afinidade pelo cobre e reduzem sua toxidez 

na planta. Segundo Repetto et al. (2003) os fungos promovem o aumento na expressão de V-

ATPase expostas ao alto teor de metal pois esta proteína está relacionada ao transporte do 

metal por vias não tóxicas dentro da planta e armazenamento no vacúolo. O aumento da 

síntese de anexina em plantas com fungos está relacionado a atividade de enzimas 

peroxidases, como forma de defesa enzimática das plantas frente ao excesso do metal no solo. 

Outras proteínas também são expressas com função de transporte do metal para locais que não 

provocam toxidez para as plantas (MICHALAK et al., 2006). Assim ocorre a 

compartimentalização e distribuição diferenciada do elemento tóxico. Andrade et al. (2009) 

verificaram que o feijão de porco inoculado com FMA apresentou maior capacidade de se 

desenvolver em solo com alto teor de zinco, devido a maior capacidade da planta em eliminar 

radicais superóxidos pela maior produção da enzima superóxido dismutase.  Segundo Meier et 

al. (2012) os fungos micorrízicos arbusculares fornecem características fisiológicas que 

permitem que a planta sobreviva a níveis elevados de metais no solo, através de mecanismos 

que reduzem o estresse oxidativo ocasionado por este elemento no seu metabolismo.  
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1.1.7 Vermicomposto como amenizante da toxicidade do cobre 

 

O uso de materiais amenizantes da toxicidade de metais para as plantas é uma das 

várias técnicas de remediação de solos contaminados (SALT et al., 1998). A técnica consiste 

da aplicação de materiais que alterem o pH do solo ou apresentem capacidade de precipitar, 

adsorver, complexar ou dessorver o metal pesado no solo. Nesse sentido, vários produtos têm 

sido testados como amenizantes da toxicidade de metais pesado para as plantas: calcário 

(HAN et al., 2013), silicatos (RIBEIRO-FILHO et al., 2011), fosfatos (SIQUEIRA et al., 

2008), zeólitas (TULOD et al., 2012), compostos orgânicos (KARAMI et al. 2008), entre 

outros. A intensidade do efeito de cada amenizante pode variar conforme o mecanismo 

envolvido (alteração do pH, sorção, dessorção, etc), a composição químico-física do solo e da 

dose aplicada. Contudo, a viabilidade do uso desta técnica depende também da 

disponibilidade e custo do material a ser aplicado como amenizantes.  

A adição de adubos orgânicos ao solo a ser descontaminado pode ser uma alternativa 

para aumentar a eficiência da fitorremediação (JADIA; FULEKAR, 2008). O vermicomposto 

é um tipo de adubo orgânico produzido a partir de resíduos que normalmente apresentam-se 

como problemas ambientais (dejetos de animais, resíduos agrícolas e industriais, etc) e 

estabilizado pela atuação de minhocas e microrganismos. A vermicompostagem é uma 

biotecnologia que permite dar um destino ambientalmente correto para os resíduos orgânicos, 

que apresentam alta disponibilidade na região.  

O RS possui um rebanho efetivo de bovinos com aproximadamente 14 milhões de 

cabeças (IBGE, 2016), sendo que a região da Campanha contribui com aproximadamente 

8,21% deste total (FILHO et al., 2012). Considerando que um bovino adulto produz 

diariamente cerca de 10 kg de esterco (CAMPOS, 2003), a produção potencial diária seria de 

12 mil toneladas de esterco apenas na região da Campanha. No entanto, o esterco bovino ―in 

natura‖ não é considerado um bom fertilizante para as plantas (ECKHARDT et al., 2018), 

mas pode ser utilizado no processo de vermicompostagem.  

A adição de materiais orgânicos estabilizados ao solo pode promover a diminuição ou 

aumento da disponibilidade de metais pesados às plantas. O aporte de carbono promove o 

aumento da matéria orgânica do solo, que por apresentar muitos grupos funcionais de 

superfície pode complexar grande quantidade de metais pesados, como o Cu (STEVENSON, 

1994). Ferreira et al (2018) ao utilizarem o vermicomposto na adubação de videiras jovens em 

solo contaminado com cobre verificaram que houve redução dos níveis de Cu na solução do 

solo e aumento na produção de biomassa das plantas. Porém, a adição de materiais orgânicos 
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cuja composição resulte no aumento substancial de formas solúveis de carbono no solo pode 

promover a dessorção e maior biodisponibilidade do Cu. Mani et al. (2016) ao usarem 

vermicomposto para amenizar o efeito tóxico de Cd e Pb observaram maior produção de 

matéria seca e também maior absorção destes metais pelas plantas de Gladiolus grandiflorus. 

Karami et al. (2011) ao usar composto orgânico para amenizar o efeito tóxico de Cu e Pb 

observaram maior produção de matéria seca e também maior absorção destes metais pelas 

plantas de azevém. Os autores atribuem este efeito ao aumento do carbono solúvel no solo, 

que atuou como um agente quelante, aumentando a disponibilidade dos metais na solução.  

Assim, os dados da literatura são controversos quanto aos efeitos da adição de 

amenizantes orgânicos na fitorremediação de metais e como os vinhedos da Campanha estão 

estabelecidos sobre solos muito arenosos, a adição do vermicomposto produzido a partir dos 

resíduos da bovinocultura, disponíveis em grande quantidade na região, é uma alternativa para 

a melhoria de muitas propriedades químicas, físicas e biológicas destes solos, porém necessita 

ser melhor estudado, em especial em relação aos seus efeitos na biodisponibilidade de metais 

e, por conseqüência, na fitorremediação. 

 

1.1.8 Efeito das minhocas na especiação do cobre 

 

As minhocas aumentam a biodisponibilidade de alguns nutrientes no solo, 

principalmente fósforo, potássio e nitrogênio, modificam a estrutura do solo e promovem o 

maior crescimento de plantas (FERREIRA et al., 2013; BITYUTSKII et al., 2016). Os 

mecanismos pelos quais estes organismos modificam a fertilidade dos solos deve-se a 

capacidade que estes possuem de ingerir e excretar os materiais, dispersando íons, 

aumentando a mineralização de nutrientes (MASSEY et al., 2013) e modificando 

características químicas, como o pH e o teor de carbono orgânico solúvel (LI et al., 2014).  

Além destes benefícios amplamente documentados na literatura, estudos demonstram 

que as minhocas podem auxiliar no desenvolvimento de plantas em solos contaminados 

(CHENG; WONG, 2002; DANDAN et al., 2007; LU; LU, 2015; LI et al., 2018), tornando-se 

uma importante ferramenta para programas de fitorremediação. Yang et al. (2013) 

demostraram que as minhocas alteram a disponibilidade de cromo, zinco, chumbo e cobre 

modificando a especiação dos elementos. Mesmo que os teores totais dos metais não sejam 

influenciados pelas minhocas, alguns elementos podem reduzir suas formas solúveis ou 

trocáveis devido a ação das minhocas no solo (DUARTE et al., 2012). Sizmur et al., (2011) 

verificaram que as minhocas da espécie Lumbricus terrestres reduziram a disponibilidade de 
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chumbo, zinco e cobre em solo contaminado, devido às alterações no pH e no teor de carbono 

orgânico solúvel. Liu et al (2005) demonstraram que as minhocas promoveram o aumento na 

produção de biomassa de Brassica rapa e reduziram o acúmulo de Cd e Cu na planta, 

principalmente devido ao acúmulo dos metais em seu próprio organismo.   

Por outro lado, Dandan et al. (2007) concluíram que as minhocas ingerem o metal com 

a matéria orgânica e promovem o aumento da sua disponibilidade, potencializando a 

fitoextração de Cu em diferentes níveis. Dandan et al. (2006) verificaram que a presença de 

minhocas aumentou a concentração de zinco nos tecidos de Lolium multiflorum e Brassica 

juncea cultivadas em solo contaminado pelo metal. Leveque et al. (2014) verificaram que a 

bioperturbação de minhocas das espécies Lumbricus terrestris e Aporrectodea caliginosa  

provoca maior absorção de chumbo, cobre, zinco e cádmio por Lactuca sativa em um solo 

com elevadas concentrações destes metais. Para Li et al. (2018) a presença de minhocas 

facilita o processo de fitorremediação já que as minhocas favorecem o crescimento das 

plantas e a absorção de metais, devido ao aumento da disponibilidade em solução, resultado 

da atividade de alimentação e excreção, redução do pH do solo, decomposição da matéria 

orgânica do solo e aumento do conteúdo de ácidos orgânicos de baixo peso molecular.  

As minhocas podem contribuir também com a tolerância das plantas frente ao 

excesso de metais no solo. Segundo Kaur et al. (2017a) a capacidade antioxidante das 

plantas frente ao estresse provocado pelo metal é aumentada pela presença de minhocas no 

solo. Kaur et al (2017b) relataram também que as minhocas contribuem para a recuperação do 

metabolismo das plantas frente ao excesso de metais, justificado pelo recuperação dos níveis 

normais de pigmentos fotossintéticos (clorofila) e parâmetros de trocas gasosas (taxa 

fotossintética, condutância estomática, concentração interna de CO2 e taxa de transpiração). 

 As minhocas toleram grande quantidade de metais pesados no solo e podem modificar 

as formas do elemento e acumulá-los em seu próprio corpo (IORDACHE; BORZA, 2012). O 

acúmulo do cobre no tecido das minhocas aumenta de acordo com os níveis em que o metal se 

encontra no solo (DU et al., 2014). No entanto, para González-Alcaraz e Van Gestel (2016) as 

minhocas podem controlar a absorção dos metais através da redução na captação, ou seja, o 

organismo absorve o metal até certo limite e após cessa o seu acúmulo. Além disso, segundo 

os autores a minhoca tem a capacidade de armazenar o metal em formas não lábeis ou 

promover sua rápida excreção. 
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1.1.9 Interação entre fungos micorrízicos arbusculares e vermicomposto ou minhocas na 

fitorremediação  

  

A fitorremediação é uma técnica relativamente nova e são poucos os estudos 

envolvendo a inoculação de fungos arbuculares na presença de adubação orgânica. Gardezi et 

al. (2014) avaliaram o efeito da adição de vermicomposto e inoculação de Glomus 

intrarradices sob o crescimento de feijão (Phaseolus vulgaris) em solo contaminado por lodo 

de esgoto e verificaram que a presença do vermicomposto e do fungo arbuscular promoveram 

maior taxa fotossintética na planta, resultando no maior crescimento das raízes, parte aérea e 

produção de grãos. Em solo não contaminado, Inocencio (2013) verificou que a inoculação de 

plantas de limão com Glomus clarum e adição de vermicomposto aumentou a quantidade de 

nutrientes e clorofila total no tecido, área foliar, massa seca e fresca de raiz e da parte aérea, 

em relação ao tratamento controle sem o fungo e o vermicomposto. Fernández-Gómez et al. 

(2012) não verificaram efeitos da inoculação com FMA em um solo enriquecido com 

vermicomposto na fitorremediação de metais pesados por Trifolium repens. Tal 

comportamento pode ser atribuído a menor colonização micorrízica afetada pela adição de 

nutrientes, em particular as elevadas quantidades de fósforo presentes nos compostos 

orgânicos (MARQUES et al., 2009). Porém, são escassos os estudos que se dedicaram a 

estudar a sinergia entre a aplicação de vermicomposto e a inoculação de fungos arbusculares 

na fitorremediação de metais em áreas contaminadas. 

Da mesma forma, poucos são as pesquisas sobre a interação entre minhocas e fungos 

micorrízicos na absorção de metais pesados pelas plantas e na fitorremediação. Xiang e Li 

(2014) demonstraram que as minhocas podem modificar a biodisponibilidade de nutrientes no 

solo e com isto favorecer a interceptação destes pelas hifas dos fungos micorrízicos, 

aumentando a absorção pelas plantas. Outra possibilidade de interação entre estes organismos 

é que na presença dos fungos arbusculares, as minhocas alimentam-se das hifas fúngicas, 

aumentam de peso e por conseqüência tornam-se mais ativas (WURST et al., 2011). Os 

mesmos autores demonstraram que os fungos micorrízicos também são beneficiados através 

da maior dispersão dos esporos e pela bioperturbação que as minhocas provocam no solo, o 

que promove aumento da densidade de hifas (WURST et al., 2011). Em experimento com 

milho, Aghababaei et al. (2014a) verificaram que na presença de fungos micorrízicos 

arbusculares da espécie Funneliformis mosseae e das minhocas da espécie Lumbricus rubellus 

houve aumento da biomassa aérea de milho e da absorção de Cd em diferentes níveis do metal 

no solo. A associação entre plantas de Festuca arundinacea, fungos da espécie Glomus 
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caledoniun e minhocas da espécie Eisenia foetida aumentou significativamente o número de 

bactérias degradadoras de hidrocarbonetos em um experimento de Lu e Lu (2015). Por outro 

lado, Aghababaei et al. (2014b) não observaram efeitos interativos entre os fungos 

arbusculares e as minhocas na disponibilidade de Cd em um solo com elevada concentração 

deste metal. Da mesma forma, Eisenhauer et al. (2009) e Dehghanian et al. (2018) não 

apontaram evidências para os efeitos interativos de minhocas e fungos arbusculares sobre a 

absorção de nutrientes e crescimento de plantas em solo não contaminado e contaminado com 

Zn, respectivamente. Como visto, os estudos sobre a interação entre fungos micorrízicos e 

minhocas na fitorremediação são raros na literatura, controversos e inexistentes em relação ao 

cobre. 

.  

1.2 PROPOSIÇÃO 

 

1.2.1 Problema científico 

  

 As frequentes aplicações de fungicidas cúpricos para o controle das doenças das 

videiras cultivadas no Rio Grande do Sul resultaram na contaminação do solo por cobre. Esta 

situação é mais grave na região vitivinícola da Campanha Gaúcha, que possui solos muito 

arenosos. A fitorremediação é uma alternativa para a descontaminação destes solos, porém 

devido a alta disponibilidade do metal, o estabelecimento das plantas e/ou o desenvolvimento 

de seu potencial fitorremediador são fortemente prejudicados quando somente plantas são 

utilizadas. Por isto, são necessárias alternativas para aumentar a eficiência da fitorremediação 

nestes solos. Para isto, deve se conhecer de forma adequada os efeitos isolados e interativos 

dos fungos micorrízicos arbusculares, do vermicomposto de esterco bovino e das minhocas na 

biodisponibilidade do cobre no solo, na absorção radicular, na translocação à parte aérea e nos 

efeitos celulares fitotóxicos do cobre às plantas fitorremediadoras. Por isto, este trabalho 

busca responder as seguintes questões: 

- A fitoextração e a fitoestabilização do cobre em solos arenosos de vinhedos é potencializada 

quando são utilizadas, de forma isolada ou conjunta, a inoculação com fungos micorrízicos 

arbusculares e a adubação com vermicomposto de esterco bovino? 

- A atividade das minhocas nos solos arenosos contaminados com cobre influencia a 

fitorremediação com plantas inoculadas com fungos micorrízicos arbusculares? 

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0929139318300453


29 

 

1.2.2 Hipóteses 

 

1. A utilização, de forma isolada ou conjunta, da inoculação do fungo micorrízico 

Rhizoglomus clarum e da adubação com vermicomposto de esterco bovino no solo arenoso de 

vinhedo contaminado com cobre resultará em maior eficiência da fitorremediação por 

Canavalia ensiformis (L.) D.C., devido a maior absorção de cobre e maior crescimento da 

planta; 

 

2. A inoculação isolada de minhocas da espécie Eisenia andrei ou em conjunto com o fungo 

micorrízico Rhizoglomus clarum resultará em maior eficiência da fitorremediação do cobre 

em solo arenoso de vinhedo por Canavalia ensiformis (L.) D.C., devido a maior absorção de 

cobre e maior crescimento da planta. 

 

1.2.3 Objetivos 

 

1.2.3.1 Objetivo Geral 

 

 Avaliar os efeitos isolados e interativos do fungo micorrízico arbuscular R. clarum, do 

vermicomposto ou das minhocas na fitorremediação por C. ensiformis de um solo arenoso 

contaminado com cobre. 

 

1.2.3.2 Objetivos Específicos 

 

a) Avaliar o efeito isolado ou interativo da inoculação do fungo R. clarus e da adição 

do vermicomposto de esterco bovino na fitorremediação por C. ensiformis de um solo arenoso 

com alto teor de Cu; 

b) Avaliar o efeito da inoculação isolada de minhocas da espécie Eisenia andrei ou em 

conjunto com o fungo micorrízico R. clarum na fitorremediação de cobre por C. ensiformis 

em um solo arenoso.  
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Abstract 

 

The phytoremediation of copper (Cu)-contaminated sandy soils can be influenced by the 

addition of vermicompost to the soil and the mycorrhization of plants. The objective of this 

study was to evaluate the effects of inoculation with the mycorrhizal fungus Rhizophagus 

clarus and the addition of different doses of bovine manure vermicompost on the 

phytoremediation of a sandy soil with a high Cu content using Canavalia ensiformis. Soil 

contaminated with 100 mg kg
-1

 Cu received five doses of vermicompost and was cultivated 

with C. ensiformis, with and without inoculation with mycorrhizal fungus, and the Cu and 

nutrients in the soil and soil solution were evaluated. The concentrations of Cu and other 

nutrients and the biomass and Cu phytotoxicity in the plants were quantified by gauging the 

photochemical efficiency, concentration of photosynthetic pigments and activity of oxidative 

stress enzymes. The vermicompost increased the soil pH and nutrient concentrations and 

reduced the Cu content of the solution. When the vermicompost was applied at a dose 

equivalent to 80 mg phosphorus (P) kg
-1

, the phytoextraction efficiency was higher, but the 

phytostabilization efficiency was higher for vermicompost doses of 10 and 20 mg P kg
-1

. The 

presence of mycorrhizal fungi increased Cu phytostabilization, especially at vermicompost 

doses of 10 and 20 mg P kg
-1

. The use of vermicompost at low doses and inoculation with 

mycorrhizal fungi increase the phytostabilization potential of C. ensiformis in sandy soil 

contaminated by Cu.  

Keywords: heavy metal; trace elements; phytoextraction; phytostabilization; Rhizophagus 

clarus 
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1.  Introduction 

 

The application of copper (Cu)-based phytosanitary products has led to the 

accumulation of this heavy metal in the soil of several wine-producing regions around the 

world (Gómez-Armesto et al. 2015; Santiago-Martín et al. 2016; Miotto et al. 2017). An 

aggravating factor of this problem is the sandy characteristic of some of these soils, which 

have low clay and organic matter contents as well as low cation exchange capacities, all of 

which increase the bioavailability of Cu (Girotto et al. 2016). Thus, there is a high probability 

that this metal can be absorbed by the vines or cover crops grown between rows, or it could 

migrate and contaminate the subsoil, water, plants, animals and humans (Brunetto et al. 2014; 

Rabiet et al. 2015).  

Copper is an essential micronutrient for plants, but when present at high levels in soil, 

it can dramatically reduce plant growth (He et al. 2016). Excess Cu can increase the 

production of reactive oxygen species (ROS), resulting in lipid peroxidation and membrane 

damage (Briat; Lebrun, 1999; Adrees et al. 2015), and free Cu ions in tissues can alter the 

formation of enzymes, modify the function of carrier proteins and cause imbalanced nutrient 

absorption (Cambrollé et al. 2015; Tiecher et al. 2016a). As a consequence, excess Cu can 

affect the respiration, photosynthetic activity, nutrient and water absorption, and dry mass 

production of plants, and in extreme cases, it can lead to death (Meier et al. 2015; Ruscitti et 

al. 2017). 

However, phytoremediation can reduce the problems caused by Cu in the 

environment. The jack bean (Canavalia ensiformis (L.) DC) is a promising plant for use in 

phytoremediation programs because it produces a large amount of biomass and accumulates 

significant amounts of Cu in its roots and shoots (Andrade et al. 2009; Zancheta et al. 2011; 
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Santana et al. 2015). In addition, the jack bean is adapted to adverse environmental conditions 

and can be grown in different regions of the world (Junior et al. 2015).  

However, when Cu availability in the topsoil is high, it may be difficult for even 

phytoremediation plants to become established. Rodríguez-Vila et al. (2005) found that 

Brassica juncea, a species with known Cu phytoremediation potential (Novo et al. 2016), was 

not able to develop in a soil containing 149 mg kg
-1

 Cu (extracted by CaCl2), a concentration 

approximately 50 times greater than the natural soil content. Under these conditions, the 

phytoremediation efficiency can be increased by soil softeners and/or plant growth-promoting 

microorganisms. Fertilization with vermicompost can favor biomass production, consequently 

increasing the accumulation of metals by plants (Mani et al. 2016). However, vermicompost 

application can reduce the bioavailable forms of Cu in the soil and Cu absorption by the 

plants (Gul et al. 2015). 

Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) exhibit phyto-protective activity against excess 

heavy metals in soil (Klauberg-Filho et al. 2005) and can increase the phytoremediative 

power of plants (Ferreira et al. 2015). Hassan et al. (2013) verified that sunflowers 

mycorrhized with Rhizophagus irregularis exhibited a higher Cu content in the roots 

compared to a treatment without inoculation in a soil with a high content of heavy metals.  

Despite these results, the interaction of AMF and vermicompost during 

phytoremediation has rarely been studied, although AMF are associated with practically all 

plants and the addition of organic fertilizers in vineyards is a very common practice around 

the world. Thus, our hypothesis is that the vermicompost dose and mycorrhization determine 

the amount of Cu absorbed by plants in sandy soil. To test this hypothesis, the objective of 

this work was to evaluate the effect of inoculation with the mycorrhizal fungus Rhizophagus 

clarus and the addition of different doses of bovine manure vermicompost on the 

phytoremediation of sandy soil contaminated with Cu by C. ensiformis. 
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2 Material and methods 

 

2.1 Soil 

 

Soil was collected from the 0-20-cm layer in a natural pasture area with no history of 

cultivation that was adjacent to a vineyard in the wine-producing region of Campanha Gaúcha 

in far southern Brazil (30°48'27"S and 55°22'42"W). This sandy soil was classified as Typic 

Hapludalf (Soil Survey Staft, 2014), and it was autoclaved to eliminate the spores of native 

AMF. The soil solution was then reinoculated with autochthonous microorganisms without 

arbuscular fungi spores without autoclaving, but it was filtered to remove the mycorrhizal 

spores (Haymann and Mosse, 1971). The soil moisture was maintained at field capacity for 60 

days, and then, 100 mg kg
-1

 Cu was added using Cu sulfate (33.34%) and Cu chloride 

(66.33%), resulting in a contamination greater than the prevention values (>60.0 mg kg
-1

 Cu) 

according the Brazilian legislation (CONAMA, 2009). The field capacity was 0.22 m
3
 m

-3
, as 

determined on a tension table with soil samples that were saturated for 48 hours and subjected 

to a potential of 10 kPa for 4 days (Klute, 1986). The soil moisture was again maintained at 

field capacity for 30 days and then analyzed with the following results: clay (densimeter), 

54.0 g kg
-1

; sand (densimeter), 894.0 g kg
-1

; silt (densimeter), 52.0 g kg
-1

; organic matter 

(Walkley-Black), 9.0 g kg
-1

; pH (water 1:1), 5.6; phosphorus (P) (Mehlich-1), 4.5 mg dm
-3

; 

potassium (K) (Mehlich-1), 84.0 mg dm
-3

; magnesium (Mg) (Mehlich-1), 0.7 mg dm
-3

; 

calcium (Ca) (Mehlich-1), 0.8 mg dm
-3

; zinc (Zn) (Mehlich-1), 1.6 mg dm
-3

; base saturation, 

44.8%; and aluminum (Al) saturation, 0%. The Cu concentration (Mehlich-1) was 1.1 mg dm
-

3
 in the uncontaminated soil and 94.2 mg dm

-3
 in the contaminated soil. 

 



36 

 

2.2 Vermicompost 

 

Manure was obtained from beef cattle in confinement and composted for 25 days by 

manually aerating the pile whenever the temperature reached 60°C. After 30 days at 

mesophilic temperature, the manure was inoculated with earthworms, Eisenia andrei Bouché 

(1972), at a density of 5,000 ind m
-2

. The vermicompost was ready after 55 days, and it was 

dried, sifted and analyzed. The nitrogen (N) and carbon (C) contents were determined in an 

elemental analyzer (Flash 1112, Thermo Finnigan, Italy), and the P and K were extracted by 

digestion in sulfuric acid and quantified in an atomic absorption spectrophotometer (GBC, 

932 AA, USA). Copper, Zn, cadmium (Cd), nickel (Ni), chromium (Cr), lead (Pb), 

molybdenum (Mo) and mercury (Hg) contents were determined using an inductively coupled 

plasma optical emission spectrometer (ICP-OES; PerkinElmer, Optima 7000DV, USA) 

following extraction with nitric acid and hydrogen peroxide according to the EPA3050 

method.  

 

2.3 Arbuscular mycorrhizal fungus 

 

The AMF Rhizophagus clarus (TH Nicolson and NC Schenck) C. Walker & A. 

Schüßler (formerly Glomus clarum) was used because it has shown promising results in 

recovery studies from areas contaminated with heavy metals (Silva et al. 2006). The spores 

were multiplied in Brachiaria brizantha culture traps in 500-g plastic pots containing sterile 

substrate and R. clarus. The spores were extracted by wet sieving (Gerdemann and Nicolson, 

1963) followed by centrifugation in water at 412 g for 3 min and in 45% (w/v) sucrose 

solution at 309 g for 2 min. Viable spores were selected and counted under a stereoscopic 

microscope. 
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2.4 Plant cultivation and experimental design 

 

The summer cover plant Canavalia ensiformis (L.) DC (jack bean) was grown in a 

greenhouse in 4-L pots with sealed bottoms containing 3.5 kg of soil. Five seeds were 

inoculated with the N-fixing bacteria recommended for this crop (Bradyrhizobium elkanii), 

and after 8 days of germination, thinning was performed, leaving 2 plants per pot. The 

mycorrhizal fungus (100 spores plant
-1

) was inoculated at the time of sowing at approximately 

3 cm below the seeds. The pots were weighed daily, and distilled water was added to maintain 

the humidity at 70% field capacity. 

The experiment was installed in a completely randomized design that consisted of a 

factorial 5x2 scheme with 3 replicates. Based on the P content of the leguminous plant, 5 

doses of vermicompost were incorporated into soil contaminated with 100 mg kg
-1

 Cu, and 

the compost provided N fertilization. The P levels did not inhibit mycorrhization (Ferreira et 

al. 2015), and the vermicompost provided 0, 10, 20, 40 and 80 mg of P per kg of soil (0 PV, 

10 PV, 20 PV, 40 PV and 80 PV), corresponding to the addition of 0, 0.62, 1.24, 2.48 and 

4.96 g of vermicompost kg
-1

 of soil, respectively. All the treatments were either inoculated or 

not with the AMF (+AMF or -AMF, respectively). Based on a previous experiment, 6.38 mg 

kg
-1

 P was added to the treatment without vermicompost (0 PV) via KH2PO4 solution to allow 

for the growth of the jack beans and the production of sufficient dry matter for the analyses.  

 

2.5 Fluorescence and chlorophyll 

 

The fluorescence parameters were evaluated at 40 days post-emergence on the 4
th

 

expanded leaf of one plant in each pot using a modulated pulse fluorometer (Junior-Pam, 
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Walz, Germany) between 4 h and 6 h 30 min (in the total absence of light). The initial 

fluorescence (Fo) was determined, and the leaves were then subjected to a pulse of saturating 

light (10,000 μmol m
-2

s
-1

) for 0.6 seconds, which was used to determine the maximum 

fluorescence (Fm). 

 Afterward, the maximum photochemical efficiency of Photosystem II (PSII) was 

obtained by finding the ratio of variable fluorescence (Fv) to maximum fluorescence (Fm) 

(Fv/Fm) (Lichtenthaler et al. 2005). The PSII basal quantum yield (Fv/Fo) was obtained from 

the relationship between Fv (Fm-Fo) and Fo.  

The electron transport rate (ETR1500, μmol electrons m
-2

 s
-1

) was measured using light 

curves (ETR versus PAR, or photosynthetic active radiation), which were constructed by 

subjecting each sample to 9 levels of radiation (0, 125, 190, 285, 420, 625, 820, 1,150 and 

1,500 μmol photons m
-2

 s
-1

) for 10 seconds. Electron transport rates are calculated as 

ETR=PARx0.84x0.5xY(II), with PAR being the applied radiation, the value 0.84 

corresponding to the proportion of photons absorbed by the photosynthetic pigments, the 

value 0.5 corresponding to the proportion of photons absorbed by PSII in relation to the total 

photons absorbed by the photosynthetic pigments and Y(II) corresponding to the effective 

photochemical quantum yield of PSII (Edwards and Baker, 1993), which is an estimate of the 

photon flux density absorbed by PSII that is calculated as Y(II)=(Fm'-F')/Fm ', where Fm' and 

F' correspond to Fm and Fo after a second pulse of saturating light (Genty et al. 1989). 

The same leaf was used to determine the concentrations of chlorophyll a (Chla), 

chlorophyll b (Chlb), carotenoid and beta carotene (B-carotene). Leaf tissue samples were 

collected and placed in liquid N2 for laboratory storage at -80°C and then macerated with 

liquid N2, homogenized in 5 mL of 80% acetone (v/v), transferred to 15-mL tubes and 

centrifuged at 4,000 g for 4 min at 25°C. The supernatant was subjected to absorbance 
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spectrophotometer readings (SF325NM, Bel Engineering, Italy) at 480, 663, 645, 454 and 468 

nm, and the pigment concentration was calculated according to Hendry and Price (1993). 

 

2.6 Antioxidative stress enzymes 

 

The samples of the plant shoots that were stored to determine the photosynthetic 

pigments were also used to determine the oxidative stress enzymes. The tissue was macerated 

in liquid N2 and homogenized with 5.0 mL of 100 mmol L
-1

 K phosphate buffer at pH 7.5 that 

contained 1.0 mmol L
-1

 EDTA, 3.0 mmol L
-1

 DTT and 2% PVPP (m/v), in accordance with 

Azevedo et al. (1998). Next, the supernatant was centrifuged at 14,000 g for 30 minutes at 

4°C, and 0.5 mL was collected in microtubes and stored at -80°C.  

The activity of the superoxide dismutase (SOD, EC 1.15.1.1) was determined 

according to Giannopolitis and Ries (1977). One SOD unit was defined as the amount of 

enzyme that inhibits the photoreflection of nitroblue tetrazolium (NBT 50%) (Beauchamp; 

Fridovich, 1971). The activity of the non-specific peroxidases (POD, EC 1.11.1.7) in the 

extract was determined according to Zeraik et al. (2008) by using guaiacol as the substrate 

and a molar extinction coefficient of 26.6 mmol L
-1

 cm
-1

 (Chance and Maehly, 1955). One 

POD unit was defined as the amount of enzyme that catalyzes the conversion reaction of 

guaiacol and hydrogen peroxide to form 1 μmol of tetraguaiacol min
-1

 mL
-1

 of extract at 470 

nm. The catalase activity (CAT, EC 1.11.1.6) was determined according to Azevedo et al. 

(1998) using a molar extinction coefficient of 40.0 M
-1

 cm
-1

 to calculate the activity. A CAT 

unit was defined as the amount of enzyme that catalyzes the decomposition of 1 mol of H2O2 

μmin
-1

 mL
-1

 of extract at 240 nm.  

 

2.7 Dry mass, mycorrhization and chemical elements 
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The plants were harvested at flowering, 45 days after emergence, and the roots were 

manually separated from the soil and washed in running water, 0.02 mol L
-1 

EDTA solution 

and distilled water. The mycorrhizal colonization rate was evaluated by tracking the presence 

of hyphae and vesicles in 20 1-cm-long root segments that were cleared in KOH, stained with 

0.05% trypan blue and mounted on glass slides for microscopy (Giovannetti and Mosse, 

1980). The shoots, roots and nodules were dried in a convection oven at 65°C until a constant 

mass was reached.  

The Cu, P, K, Fe and Zn contents of the shoots were determined following nitric-

perchloric digestion in an atomic absorption spectrophotometer (932 AA, GBC, Australia) 

(EMBRAPA, 1997). The N content of the shoots was determined after sulfur digestion by the 

Kjeldahl-1 method (Bremner and Mulvaney, 1982). The Cu, Zn, P and K contents of the soil 

were extracted by Mehlich-1. Copper and Zn were determined in an atomic absorption 

spectrophotometer (932 AA, GBC, Australia); K was determined by a flame photometer 

(DM-62, DIGIMED, Brazil); and P was determined by colorimetry according to Murphy and 

Riley (1962).  

At the end of the experiment, the soil solution was obtained by saturation extraction 

according to Raij et al. (2001). The pH was determined in 1 aliquot of the solution, and the 

concentrations of Cu (Cu) and P (P solution) in the rest were determined in an ICP-OES 

(Perkin-Elmer, Optima 7000DV, USA). 

 

2.8 Statistical analysis 

 

The results were subjected to analysis of variance (ANOVA), and when the effects of 

the AMF inoculation and vermicompost doses were significant according to the F test 
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(p<0.01), the means were compared by the Scott-Knott test (p<0.01). The analyzed variables 

were subjected to a Pearson correlation analysis and grouped in a principal components 

analysis (PCA) using the STATISTICA 7 program. 

 

3. Results 

 

3.1 Chemical attributes of the vermicompost and soil 

The vermicompost presented the following chemical composition: pH, 8.1; total C, 

206.5 g kg
-1

; total N, 21.8 g kg
-1

; C/N ratio, 9.47; total P, 16.1 g kg
-1

; total K, 14.5 g kg
-1

; Cu, 

64.7 mg kg
-1

; Zn, 38.8 mg kg
-1

; Cd, <0.2 mg kg
-1

; Ni, 7.0 mg kg
-1

; Cr, 1.6 mg kg
-1

; Pb, 5.0 mg 

kg
-1

; Mo, 0.9 mg kg
-1

; and Hg, <0.01 mg kg
-1

. All these values are in accordance with the 

limits established by the Brazilian legislation for organic fertilizers (Brasil, 2011). 

The addition of increasing doses of vermicompost to a soil contaminated with 100 mg 

kg
-1

 Cu increased the pH and P in the solution and the total N and available contents 

(Mehlich-1) of P, K and Zn. In some cases, there were no significant differences between the 

doses because of the high coefficient of variation (Table 1). The Cu in solution was reduced 

with increasing vermicompost doses in the soil, but the available Cu contents were not 

altered. 

 

Table 1. Soil chemical characteristics after cultivating Canavalia ensiformis in a sandy soil 

contaminated with 100 mg kg
-1

 Cu with doses of bovine manure vermicompost equivalent to 

0, 10, 20, 40 and 80 mg kg
-1

 P. 

Attributes 

Treatments  

0 PV 10 PV 20 PV 40 PV 80 PV CV (%) 

pH solution 6.05 c
(1)

 6.57 b 6.82 a 6.97 a 7.07 a 2.35 
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P Mehlich-1 (mg kg
-1

) 2.53 e 7.10 d 9.90 c 13.64 b 29.92 a 12.58 

P solution (mg L
-1

) 0.28 c  0.50 c 1.11 c 2.30 b 7.47 a 23.52 

N total (mg kg
-1

) 12.78 c 43.45 c 39.33 c 84.34 b 147.82 a 41.96 

K Mehlich-1 (mg kg
-1

) 46.80 a 61.20 a 66.00 a 73.20 a 92.40 a 27.08 

Zn Mehlich-1 (mg kg
-1

) 3.58 a 2.07 a 2.33 a 4.56 a 5.64 a 60.79 

Cu Mehlich-1 (mg kg
-1

) 81.23 a 83.89 a 79.53 a 80.16 a 77.59 a 12.24 

Cu solution (mg L
-1

) 3.52 a 2.08 b 1.10 c 1.03 c 1.24 c 24.58 

(1)
Means followed by the same letter within the same row were not significantly different according to the Scott-

Knott test (p<0.01). 

 

 

3.2 Mycorrhizal colonization and nodulation  

 

The vermicompost doses did not significantly influence (p=0.6179) the colonization 

by mycorrhizal fungi (Figure 1a), and treatments without fungal inoculation did not exhibit 

mycorrhizal colonization. The application of low doses of vermicompost (10 PV and 20 PV) 

reduced the dry mass of the nodules (Figure 1b). Nodule production similar to that of the 

control only occurred with the application of the 40 PV dose (0 PV, 6.38 mg kg
-1

 P). At the 

highest vermicompost dose (80 PV), there was a large increase in nodulation and a significant 

effect (p=0.0379) of mycorrhization on nodule production. 
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 Fig. 1 Mycorrhizal colonization (a) and dry matter production of nodules (b) in Canavalia 

ensiformis plants with or without arbuscular mycorrhizal fungus (AMF) inoculation. The 

plants were grown for 45 days in a sandy soil to which 100 mg kg
-1

 copper (Cu) was added 

and with different levels of added vermicompost. Letters indicate differences between 

vermicompost levels within each inoculation treatment. Means followed by the same letter 

were not significantly different according to the Scott–Knott test. ns, non-significant; 

**significant effect of AMF inoculation within each vermicompost level (F test; p<0.01). 

 

3.3 Growth and nutrient contents of the plant shoots  

 

There was an increase in the dry mass production of the shoots and roots from C. 

ensiformis with increasing vermicompost doses (p<0.0001) (Figure 2a and Figure 2b). 

Inoculation with AMF resulted in a significant increase in the shoot and root dry masses in all 

the vermicompost treatments, except for the roots in the 80 PV treatment (Figure 2a and 

Figure 2b). The mean increases under mycorrhization were 18% and 27% dry mass for the 

shoots and roots, respectively.  

 



44 

 
S

ho
o
t 
(g

 p
o
t-1

)

0

5

10

15

20

25

30
+ AMF

- AMF

R
o
o
t 
(g

 p
o
t-1

)

0

5

10

15

20

25

30

ns
**

** ** **
c c

b
bc b

a
b

a
a

b)

ns **

**

**

**

c
c

c

d

c

c

b

b

a

a

a)

0 PV 10 PV 20 PV 40 PV 80 PV

C
u-

S
ho

o
ts

 (
m

g 
p
o
t-1

)

0

100

200

300

400

500

600

700

800

900

1000

1100

C
u-

S
ho

o
ts

 (
m

g 
k
g

-1
)

0

50

100

150

200

250

300

350

400 c)

**
a a

**

a
a

**
a c

ns **
a ba c

e)

**

a

a

**

b

cccc c
b

c

** ns **

C
u
-R

o
o

ts
 (

m
g
 k

g
-1

)

0

50

100

150

200

250

300

350

400 d)

ns

d e

**

a

b **

b

a

ns

c c

ns

d
d

0 PV 10 PV 20 PV 40 PV 80 PV

C
u-

R
o
o
ts

 (
m

g 
p
o
t-1

)

0

100

200

300

400

500

600

700

800

900

1000

1100 f)

ns

c

c

**

a

b

**

b

a

ns

b

b

**

b

a

 

Fig. 2 Dry mass (a, b), copper (Cu) concentration in the tissues (c, d) and cumulative 

concentration of Cu per pot (e, f) in Canavalia ensiformis plants with or without arbuscular 

mycorrhizal fungus (AMF) inoculation. The plants were grown for 45 days in a sandy soil to 

which 100 mg kg
-1

 Cu was added and with different levels of added vermicompost. Letters 

indicate differences between vermicompost levels within each inoculation treatment. Means 

followed by the same letter were not significantly different according to the Scott–Knott test. 
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ns, non-significant; **significant effect of AMF inoculation within each vermicompost level 

(F test; p<0.01). 

 

The highest Cu levels in the shoots of the non-mycorrhized plants were observed in 

the control treatments (0 PV) and with the lowest dose of vermicompost (10 PV) (Figure 2c). 

This behavior may be a consequence of the concentration effect due to lower growth. In the 

mycorrhized plants, the Cu content of the shoots was not influenced by the vermicompost 

doses, but mycorrhization reduced the Cu content by 36%, on average, in the shoots of the 

plants, except for in the 40 PV treatment. 

In the root system, the behaviors of mycorrhized and non-mycorrhized plants were 

similar (Figure 2d). In the treatments receiving the lowest doses of vermicompost (10 PV and 

20 PV), there were significant increases (p<0.0001) in the Cu contents of the roots, but with 

increased doses (40 PV and 80 PV), the Cu concentration in the root system was reduced. 

This behavior was related to the higher availability of Cu in the soil solution (Table 1) in the 

treatments receiving the lowest doses (10 PV and 20 PV). There was also a significant 

(p=0.0028) increase in the Cu absorption of mycorrhized roots compared to non-mycorrhized 

roots in these treatments. 

The total Cu content accumulated in the shoots of the plants per pot was greater at 

higher vermicompost doses (Figure 2e) (40 PV and 80 PV), which was due to the higher 

growth of these plants. Mycorrhization reduced the concentration of Cu per pot (mg pot
-1

) in 

the 0 PV, 20 PV and 80 PV treatments due to the reduced Cu contents in the shoots (mg kg
-1

). 

In the root system of the non-mycorrhized plants, the total Cu content in the pots increased 

with increasing vermicompost dose (Figure 2f), but the highest Cu contents were observed in 

the 10 PV and 20 PV treatments of mycorrhized plants due to the higher concentration of Cu 
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in the roots (mg kg
-1

). In these treatments, mycorrhization increased the Cu accumulated in 

the roots by 106% and 97%, respectively, relative to non-mycorrhizal plants. 

The increased vermicompost doses in the soil increased the concentrations of P in the 

shoots and reduced those of Fe and Zn (Table 2). Mycorrhization increased the average P 

concentration in the shoots by 14%, whereas the N and Mg contents were not significantly 

influenced by the vermicompost doses (p=0.2148 for N, p=0.2099 for Mg) or inoculation with 

AMF (p=0.0519 for N, p=0.1763 for Mg). 

 

Table 2. Nutrient contents of the shoots of Canavalia ensiformis grown in a sandy soil 

contaminated with 100 mg kg
-1

 Cu with doses of bovine manure vermicompost equivalent to 

0, 10, 20, 40 and 80 mg kg
-1

 P. 

Nutrients  Inoculation 0 PV 10 PV 20 PV 40 PV 80 PV 

P (mg kg
-1

) 
-AMF 38.07Ad

(1) 54.25Ac 50.44Ac 108.51Ab 184.65Aa 

+AMF  51.39Ac 72.34Ac 77.10Ac 111.36Ab 183.70Aa 

N (g kg
-1

) 
-AMF 10.76

ns 12.14
ns 9.80

ns 10.48
ns 9.99

ns 

+AMF 11.09
ns 9.14

ns 10.22
ns 7.00

ns 9.40
ns 

K (g kg
-1

) 
-AMF 11.88Ab 15.06Aa 13.23Ab 12.44Ab 11.71Ab 

+AMF 11.53Ab 13.41Aa 13.49Aa 13.52Ab 11.55Ab 

Fe (mg kg
-1

) 
-AMF 29.00Aa 28.28Aa 14.40Bc 20.50Ab 17.44Ac 

+AMF 31.66Aa 24.33Bb 20.63Ab 13.42Bc 11.12Bc 

Zn (mg kg
-1

) 
-AMF 25.04Ba 26.06Aa 25.84Ba 20.94Aa 14.81Ab 

+AMF 31.06Aa 23.89Ab 32.77Aa 11.35Bc 16.85Ac 

(1)
Means followed by the same uppercase letter (the effect of AMF inoculation for each level of 

vermicompost) and lowercase letter (effect of vermicompost levels for treatments with and without AMF 

inoculation) were not significantly different according to the Scott-Knott test. ns, non-significant (F test; 

p<0.01). 
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3.4 Photosynthetic pigments 

 

The highest vermicompost dose yielded a 37% increase in the Chla content compared 

to the control (Figure 3a). The carotenoid and B-carotene pigments showed a tendency toward 

reduced concentrations at higher vermicompost doses and with the mycorrhization of the 

plants (Figure 3c and Figure 3d), which was probably due to the dilution effect since there 

was a higher concentration of these pigments in the treatments with lower biomasses. The 

Chlb content was not altered by the vermicompost doses or by AMF (Figure 3b). 
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Fig. 3 Concentrations (mg g
-1

 fresh weight) of chlorophyll a (Chla) (a), chlorophyll b Chlb 

(b), carotenoids (c) and beta carotene (B-carotene) (d) in the leaves of Canavalia ensiformis 

plants with or without arbuscular mycorrhizal fungus (AMF) inoculation. The plants were 

grown for 45 days in a sandy soil to which 100 mg kg
-1

 copper (Cu) was added and with 
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different levels of added vermicompost. Letters indicate differences between vermicompost 

levels within each inoculation treatment. Means followed by the same letter were not 

significantly different according to the Scott–Knott test. ns, non-significant; **significant 

effect of AMF inoculation within each level of vermicompost (F test; p<0.01). 

 

 

3.5 Photochemical efficiency 

 

The effects of Cu toxicity on the Chla fluorescence parameters were only ameliorated 

when vermicompost was applied at the highest dose (80 PV) (Figure 4). The 80 PV treatment 

had a lower Fo (41%) and higher Y(II) (118%), ETR (61%) and Fv/Fo (66%) relative to the 

average values of the other treatments. No treatment effects were observed on the Fv/Fm ratio 

(Figure 4C), and the mycorrhiza did not change any of the Chla fluorescence parameters 

assessed here (Figure 4).  
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Fig. 4 Initial fluorescence (Fo) (a), effective quantum efficiency of PSII (Y(II)) (b), maximum 

quantum yield of PSII (Fv/Fm) (c), electron transport rate at the highest radiation (ETR1500) 

(d) and PSII basal quantum yield (Fv/Fo) (e) for Canavalia ensiformis plants with or without 

arbuscular mycorrhizal fungus (AMF) inoculation. The plants were grown for 45 days in a 

sandy soil to which 100 mg kg
-1

 copper (Cu) was added and with different levels of added 

vermicompost. Letters indicate differences between vermicompost levels within each 

inoculation treatment. Means followed by the same letter were not significantly different 

according to the Scott–Knott test. ns, non-significant; **significant effect of AMF inoculation 

within each level of vermicompost (F test; p<0.01). 
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3.6 Activity of oxidative stress enzymes 

 

The addition of vermicompost to the soil attenuated the oxidative stress caused by Cu 

in the plants, reducing the activity of POD and SOD enzymes (Figure 5a and Figure 5b). The 

only exception was the POD activity in the 80 PV treatment, which was greater than that in 

the 40 PV treatment. The CAT activity was quite high in the 80 PV treatment, approximately 

50% above the average of the other treatments. Mycorrhization affected the enzymatic 

activity of POD and SOD in some treatments, but there was no obvious trend. 
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Fig. 5 Activities of the peroxidase (POD) (a), superoxide dismutase (SOD) (b) and catalase 

(CAT) (c) enzymes in Canavalia ensiformis plants with or without arbuscular mycorrhizal 

fungus (AMF) inoculation. The plants were grown for 45 days in a sandy soil to which 100 

mg kg
-1

 copper (Cu) was added and with different levels of added vermicompost. Letters 
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indicate differences between vermicompost levels within each inoculation treatment. Means 

followed by the same letter were not significantly different according to the Scott–Knott test. 

ns, non-significant; **significant effect of AMF inoculation within each level of 

vermicompost (F test; p<0.01). 

 

3.7 Correlation matrix and principal component analysis 

 

The Cu content in solution was reduced by the elevation in the pH and the addition of 

P via vermicompost with strong and moderate positive correlations, respectively (Table 3). In 

the treatments receiving small vermicompost additions, this attribute negatively influenced the 

biomass production of C. ensiformis. By contrast, plant growth was favored by the higher pH, 

P content in the solution, dry mass production of nodules and P absorption. Plant growth 

increased the production of CAT, primarily due to the increased P levels in the tissue. In 

addition, increases in fluorescence parameters such as (Y(II)), the maximum quantum yield of 

PSII (Fv/Fm), ETR1500, Fv/Fo and Chla production indicate that plants with greater growth 

suffered less stress. Reduced plant growth was correlated with high levels of iron (Fe) and Zn, 

carotenoids, B-carotene and Fo in the shoots. 
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Table 3. Pearson correlation coefficients (r) as calculated from three replicates of each 

sampling situation (n=30). *=p<0.01. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

The PCA, which addressed the variable doses of bovine manure vermicompost and 

inoculation with R. clarus, explained 59.20% of the variability in the data (Figure 6). Most of 

the variation in the original dataset (40.43%) was explained by the first component (Factor 1), 

which was primarily associated with the dry mass of roots, shoots and nodules; P in solution 

(Psol); K, P, Zn and Mg in the tissue; Cu in the roots (Cu-root); CAT; the total chlorophyll, 

Chla and carotenoid production; Y(II); ETR; Fv/Fm; and Fv/Fo. Regardless of inoculation 

with AMF, the 80 PV treatment was related to the dry mass of the roots, shoots and nodules; 

P in solution; and P in tissue, which were highly positively correlated with one another 

(Figure 6). In contrast, the 0 PV and 10 PV treatments, with or without inoculation, were 

related to the variables of Cu in the solution and shoots; Mg, N, Fe and Zn in the tissue; 

carotenoid production and SOD activity. The 20 PV treatments with and without inoculation 

and the 40 PV without inoculation were related to the K content of the tissue, B-carotene 

production, Cu in the roots and Fo. The pH of the solution was related to the 40 PV treatment 

without R. clarus inoculation. 
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Fig. 6 Principal components analysis (PCA) of copper (Cu) (Cu-shoot), iron (Fe), zinc (Zn), 

nitrogen (N), potassium (K) and phosphorus (P) concentrations in the shoots; root Cu (Cu-

root); soil solution Cu2+ (Cusolut), P (Psolut) and pH; shoot (Shoot), root (Root) and nodule 

(Nodule) dry weight; superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and peroxidase (POD) 

activity; minimal fluorescence (Fo), PSII maximum quantum yield (Fv/Fm), PSII basal 

quantum yield (Fv/Fo), PSII effective quantum efficiency (YII) and ETR at the highest 

radiation; and Chla, Chlb, chlorophyll (a + b), carotenoid and B-carotene concentrations in 

Canavalia ensiformis with or without arbuscular mycorrhizal fungus (AMF). The plants were 

grown for 45 days in a sandy soil to which 100 mg kg
-1

 Cu soil was added and at different 

levels of added vermicompost. 

 

 

4. Discussion 
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Adding increasing doses of bovine manure vermicompost to sandy soil with a high Cu 

content increased the pH and P of the solution and the contents of other nutrients in the soil, 

but it reduced the Cu content in solution. The presence of functional groups with negative 

charges causes Cu adsorption (Singh and Kaur, 2014), which increases the pH value, Cu 

precipitation and the availability of P in the soil and in solution, thus contributing to the 

formation of phosphate-metal complexes (Valipour et al. 2016) and reducing the availability 

of Cu. In poor sandy soils, vermicompost is a good source of nutrients and organic matter 

(Zacarías-Toledo et al. 2016) in addition to being an alternative for reusing organic wastes 

that could pose an environmental hazard otherwise. In addition, earthworms and 

vermicomposts can independently reduce heavy metal contamination in soil or organic waste. 

After vermicomposting, Gogoi et al. (2015) found a significant reduction in Cu, and Goswani 

et al. (2016) observed significantly reduced Cr, Cd, Pb and Zn contents in some organic 

residues. It is probable that a fraction of the heavy metals of the vermicomposts is absorbed 

by earthworms through dermal contact (Saxe et al. 2001; Yang et al. 2013). 

Plants grown with low doses of vermicompost (10 PV and 20 PV) concentrated 

greater amounts of Cu in the roots. Thus, the hypothesis was partially confirmed, so the dose 

of vermicompost determines the amount of Cu absorbed by the plant. The addition of low 

doses of vermicompost (<20 PV) may increase the low-molecular-weight organic acids in the 

soil solution, favoring plant uptake (Pérez-Esteban et al. 2014), and the solubility of metals 

(Cu, Fe, Zn, Cd, etc.) may increase after adding organic fertilizers due to the formation of 

chelates that prevent sorption, thus promoting migration to the solution through soluble 

complexes (Ribeiro-Filho et al. 2001; Dıaz-Barrientos et al. 2003). 

Even with the greater availability of Cu in the 10 PV treatment, the plants were able to 

produce a reasonable amount of root dry matter compared to the higher doses of 

vermicompost. In this treatment and with 20 PV, the phytostabilization was more efficient, 
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especially in mycorrhized plants. One of the likely mechanisms underlying the phytotoxicity 

reduction observed in the plants exposed to the lowest doses (10 PV and 20 PV) was the 

increase in Fe concentration in the tissues, especially in mycorrhized plants. The toxic effects 

of Cu are considerably reduced with increasing Fe concentrations in tissues due to the 

antagonistic interaction between these two metals (Pätsikkä, 2002). 

 Better plant nutrition due to vermicompost nutrients and reduced Cu bioavailability 

favored plant growth at the 80 PV dose. Even with the reduced concentration of the metal in 

the shoots, the high dry mass production resulted in a large amount of accumulated Cu per 

pot, increasing the phytoextraction efficiency. In addition, the reduced Fe concentration in the 

tissues contributed to the higher absorption of Cu by the plant. According to Perea-García et 

al (2016), the Fe deficiency is ameliorated by the higher absorption of Cu since it participates 

in the supply of enzymatic cofactors that substitute for Fe, as in SOD.  

Copper contamination greatly damages nodulations, and only the addition of 

vermicompost at high doses stimulated the production of nodule dry mass in C. ensiformis. 

Although higher amounts of N were added to the soil via the 80 PV dose, nodule production 

was greatly increased, probably due to a reduction in the Cu concentration and an increase in 

the availability of P in the soil solution (Tavares et al. 2012). Significant nodulation stimulus 

promoted by mycorrhization at the highest evaluated dose of vermicompost was also 

observed.  

The vermicompost doses (and, consequently, the P doses) added to the soil did not 

affect mycorrhizal colonization. Similar results were found by Oliveira et al. (2015) in 

Passiflora alata inoculated with Gigaspora albida and grown with increasing vermicompost 

doses. Most likely, the addition of P via vermicompost or mineral fertilization stimulated 

colonization through increased root growth and supply of photoassimilates (Cavender et al. 

2003), and it did not reach the limits necessary to inhibit mycorrhization. Ferreira et al. (2015) 
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verified that P levels up to 7.4 mg L
-1

 in solution did not reduce the rate of Crotalaria juncea 

colonization by R. clarus in soil contaminated with Cu. Arbuscular mycorrhizal fungi 

significantly increased the biomass production in all the treatments, except for roots under 80 

PV, due to better plant nutrition and protection against excess Cu in the soil (Ferreira, et al. 

2015). Meier et al. (2015) found that Oenothera picensis plants were only able to develop in a 

soil with high Cu contents after inoculation with AMF (500 mg kg
-1

).  

The mycorrhized plants subjected to the lowest doses of vermicompost (10 PV and 20 

PV) exhibited higher Cu contents in the roots and lower contents in the shoots. Thus, the 

hypothesis that the vermicompost dose and mycorrhization determine the amount of Cu 

absorbed by plants is fully confirmed. The mycorrhizal fungus binds to the metal by forming 

bonds with phytochelatins and metallothioneins as well as other organic compounds present 

on the external surface of the hyphae, such as some glycoproteins (Gonzalez-Chávez et al. 

2002), thus reducing metal transport to the shoots of the plants (Doubková and Sudová, 

2016). Ruscitti et al. (2017) found that AMF inoculation increased the growth, membrane 

stability and photosynthetic activity of Capsicum annuum plants cultivated in soil with high 

Cu contents due to the reduced translocation of the metal to the shoot. However, Xiao et al. 

(2016), cultivating Trifolium repens, inoculated Glomus intraradices into a soil with high 

levels of Cu and found that the AMF increased the total Cu concentrations in the shoots and 

roots as well as the Cu translocation factor. This finding confirms that the effect of 

mycorrhizal fungi on Cu phytoremediation is dependent on the plant species, fungal species, 

soil characteristics and fertilization type, as previously described by Santana et al. (2015). 

The highest concentration of Chla was observed in the treatment receiving the greatest 

dose of vermicompost (80 PV), and this effect was attributed to P since the plant did not 

absorb more of the other nutrients. Phosphorus contributes to chlorophyll synthesis through 

its presence in the coenzyme NADPH, which is essential for reducing the protochlorophyll a 



58 

 

molecule to Chla during phase III of chlorophyll synthesis (Wettstein et al. 1995). The effect 

of vermicompost on the production of carotenoids and B-carotene was dependent on the 

presence of AMF. Because it resulted in greater plant growth, mycorrhization diluted these 

pigments in the shoots, as evidenced by the negative correlation between these two attributes 

(Tiecher et al. 2016b). Carotenoids are pigments that provide protection to plants, and 

increased production is related to the presence of excess Cu (Singh; Nath 2015).  

Only the highest dose of vermicompost was able to reduce the symptoms of Cu 

toxicity in plants, such as chlorosis, necrosis and reduced growth. The chlorophyll 

fluorescence parameters indicated that the plants were subjected to severe stress. The 

increased Fo indicated that there was a loss of excitation energy during the transmission of 

energy from the antenna complex to the PSII reaction center (Możdżeń et al. 2016). The Y(II) 

parameter is related to the CO2 assimilation rate and can be inhibited by a high concentration 

of heavy metals in tissue (Yaghoubian et al. 2016).  

The ETR and Fv/Fo were directly correlated with plant growth, demonstrating that the 

plants subjected to the treatments with lower doses of vermicompost (<40 mg kg
-1

 P via 

vermicompost) suffered chronic photoinhibition, which was probably caused by excess Cu. 

The Fv/Fo ratio exhibits greater amplitude under stress conditions since it immediately 

reflects all changes in Fv and/or Fo (Lichtenthaler et al. 2005). According to Micheli-Lopez et 

al. (2016), Fv/Fo is one of the most sensitive Cu damage parameters of the electron transport 

chain and indicates a decline in the photochemistry rate due to the oxidation of the stock of 

electron acceptors or a reduction in the size of the stock of the primary electron acceptors 

associated with PSII. The reduction in the ETR indicates chronic photoinhibition resulting in 

light dissipation in the form of heat as a way of protecting plants from damage from solar 

radiation (Ferreira et al. 2015). 
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The decline in chlorophyll production in plants subjected to the lowest vermicompost 

doses followed the decrease in the ETR, demonstrating that Cu affects PSII activity in these 

plants (Almeida-Rodriguez et al. 2015). Similarly, only the 80 PV treatment produced Fv/Fm 

values above 0.80; lower values indicate failures in the PSII (Bjorkman and Demmig, 1987).   

The elevation of the activity of antioxidative enzymes, POD and SOD in plants 

subjected to Cu stress is a phytoprotection mechanism that was demonstrated in this study. 

Increasing vermicompost doses reduced the activity of these enzymes, probably by reducing 

the availability and absorption of Cu and increasing the supply of P to the plants. The 

concentration of this nutrient in the plant tissue had a strong positive correlation with the CAT 

enzyme, explaining its high activity at the highest vermicompost dose (80 PV). Similar results 

were found by Ferreira et al. (2015), who observed increased activity of the CAT enzyme in 

C. juncea plants provided with increasing doses of P in a Cu-contaminated soil.  

The high levels of available and solution Cu showed the low sorption capacity of 

sandy soil after contamination. The vermicompost reduced the Cu content in the solution and 

increased the supply of nutrients to the plants, which resulted in higher biomass production 

and reduced phytotoxic/physiological damage compared to treatments without vermicompost. 

Thus, Cu phytoextraction was significantly higher with the 80 PV dose, and phytostabilization 

occurred at the 10 PV and 20 PV doses.  

Inoculation with mycorrhizal fungi allowed for higher biomass production and a 

reduction in the translocation of the metal to the shoots of the plants. Thus, the Cu content in 

the roots of inoculated plants was higher than that in non-inoculated plants. These fungi can 

be used in Cu phytostabilization programs and are more efficient when inoculated in plants 

subjected to vermicompost doses equivalent to 10 and 20 mg P kg
-1

.  

 Canavalia ensiformis can be used for Cu phytoremediation programs in sandy soils, 

but it is not a suitable for phytoextraction programs, as the Cu content in the shoots did not 
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exceed 100 mg kg
-1 

even after the addition of the different doses of vermicompost and 

inoculation with mycorrhizal fungi. Plants that accumulate Cu values below this level are not 

appropriate for phytoextraction (Boyd, 2007) because of the long time that would be needed 

for soil recovery. Instead, C. ensiformis cultivation can be used in soils that are contaminated 

with Cu for phytostabilization purposes. Under this condition, the addition of vermicompost 

in doses equivalent to 10 and 20 mg P kg
-1

 and inoculation with mycorrhizal fungus increases 

the phytostabilization potential of the plant. 

 

5. Conclusions 

 

The application of vermicompost doses and AMF inoculation were used to increase 

the phytoremediation efficiency of C. ensiformis in sandy soil contaminated by Cu. The 

addition of high doses of vermicompost to soil provides greater plant growth, thus reducing 

physiological damage from Cu and leading to a greater accumulation of Cu in the shoots, but 

C. ensiformis is not suitable for Cu phytoextraction programs. Mycorrhization and the 

addition of low doses of vermicompost to the soil increase Cu absorption in the root systems 

of the plants, so C. ensiformis can be used for Cu phytostabilization in sandy soils. 
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2.2 ARTIGO II- A INTERAÇÃO ENTRE MINHOCAS E FUNGO MICORRÍZICO 

ARBUSCULAR AUMENTA A FITORREMEDIAÇÃO DO COBRE EM SOLO ARENOSO 

 

The interaction between earthworm and arbuscular mycorrhizal fungus improve copper 

phytoremediation in a sandy soil 

 

 

Resumo 

A contaminação do solo por cobre ocorre em diversos países devido às atividades agrícolas e 

industriais, e este problema é mais grave em solos arenosos. A fitorremediação é uma 

alternativa para remediar estes solos e sua eficiência foi aumentada quando fungos 

micorrízicos arbusculares e minhocas foram inoculados no solo de forma isolada. O objetivo 

deste estudo foi avaliar o efeito interativo da minhoca e do fungo micorrízico arbuscular na 

fitorremediação de cobre em um solo arenoso. As plantas de Canavalia ensiformis foram 

cultivadas em casa de vegetação em um solo contaminado com 100 mg kg
-1

 de Cu, com e sem 

a inoculação do fungo micorrízico arbuscular Rhizoglomus clarum e de minhocas Eisenia 

andrei. Foram avaliados a disponibilidade do cobre e demais nutrientes na fase sólida e na 

solução do solo, o crescimento vegetal e a fitotoxicidade do Cu, através da eficiência 

fotoquímica e da atividade de enzimas do estresse oxidativo. Também foram avaliados o 

acúmulo de cobre e dos outros nutrientes na parte aérea e nas raízes, a colonização 

micorrízica, a nodulação, e a reprodução e o acúmulo de cobre nos tecidos das minhocas. O 

cobre provocou danos fotossintéticos e bioquímicos que resultaram em redução do 

crescimento da planta. O fungo micorrízico arbuscular reduziu a toxicidade do cobre na planta 

e aumentou o crescimento da parte aérea. A minhoca aumentou a absorção do cobre e a 

translocação para a parte aérea. A presença conjunta do fungo micorrízico arbuscular e das 

minhocas no solo contaminado aumenta o crescimento e o teor de cobre nos tecidos aéreos, o 

que resulta em maior fitoextração do metal por Canavalia ensiformis no solo arenoso. 

 

 

Palavras-chave: metal pesado, feijão de porco, micorrização, oligoquetas, fitoextração.  
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Abstract 

The soil copper contamination occurs in several countries due to agricultural and industrial 

activities, and this problem is more serious in sandy soils. The phytoremediation is an 

alternative to remedy these soils. Arbuscular mycorrhizal fungi and worms alone have been 

shown to increase the efficiency of phytoremediation. The objective of this study is to 

evaluate the interactive effect of earthworm and arbuscular mycorrhizal fungi on copper 

phytoremediation in a sandy soil. The sandy soil was contaminated with 100 mg kg -1 of Cu 

for the Canavalia ensiformis in a greenhouse cultivation with and without the inoculation of 

the arbuscular mycorrhizal fungus Rhizoglomus clarum and earthworm Eisenia andrei. The 

availability of copper and other nutrients in the soil and soil solution, the accumulation of 

copper and other nutrients in shoot and root, plant growth and phytotoxicity of Cu, through 

photochemical efficiency and enzymes of oxidative stress were evaluated. Mycorrhizal 

colonization, nodulation, reproduction and the accumulation of copper in the earthworm 

tissues were also evaluated. The copper caused photosynthetic and biochemical damage, 

which resulted in reduced plant growth. When inoculated together, earthworms increased the 

availability of copper and the translocation of the metal to the aerial part of the plant and the 

arbuscular mycorrhizal fungus increased the shoot biomass and reduced the phytotoxic 

damages of copper in the plants. The interaction between the mycorrhizal fungus and 

earthworms increases the copper content in the shoot while promoting greater growth, 

favoring the phytoextraction process of the metal in sandy soil. 

 

Keywords: heavy metal, jack bean, mycorrhization, oligochaetes, phytoextraction. 

 

Introdução 

 

Muitos solos do mundo estão contaminados por cobre devido às atividades agrícolas e 

industriais (YANG et al., 2016; BALLABIO et al., 2018). Esta situação é mais grave nos 

solos arenosos devido a menor sorção do cobre na fase sólida do solo, maior 

biodisponibilidade e dispersão no ambiente (GIROTTO et al. 2014).  A fitorremediação é uma 

alternativa para reduzir os problemas ambientais causados pelo cobre. O feijão de porco 

(Canavalia ensiformis (L.) D.C.) é uma planta que apresenta potencial para ser utilizada em 

programas de fitorremediação, pois acumula altos teores de metais na raiz e na parte aérea, 

produz grande quantidade de matéria seca, estabelece simbiose com fungos micorrizicos e 
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com bactérias fixadoras de nitrogênio, e é cultivada em diversas regiões do planeta 

(SANTANA et al., 2015, SILVA et al., 2018).  

No entanto, em solos muito contaminados até as plantas fitorremediadoras podem não 

se estabelecer. O excesso de cobre pode provocar o aumento na produção de espécies reativas 

de oxigênio (e.g. peróxido de hidrogênio, radical superóxido, radical hidroxila, entre outros) 

que danificam proteínas, lipídios, ácidos nucléicos e membranas nos tecidos vegetais (PILON; 

TAPKEN, 2013). Como consequência, ocorre desiquilíbrio na produção de enzimas de defesa 

antioxidativas, a exemplo da superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e peroxidases 

(POD) (HANAKA et al., 2016). Os sintomas de toxidez deste metal também podem ser 

verificados através das modificações nos teores dos pigmentos fotossintéticos e redução da 

fotossíntese (ZANCHETA et al., 2011; ISLAN et al., 2016; YUSUF et al., 2016). Por tudo 

isto, as plantas apresentam redução no crescimento, clorose, necrose, que as leva a morte 

(MEIER et al., 2015, SANTANA et al., 2015; SANTANA et al., 2018). 

Para superar estas dificuldades e aumentar a eficiência da fitorremediação, pode-se 

inocular fungos micorrízicos arbusculares que aumentam a absorção de nutrientes e protegem 

a planta do excesso de cobre no solo (FERREIRA et al., 2015). Os fungos micorrízicos 

também podem reduzir os teores de metais nos tecidos vegetais, através do acúmulo em suas 

hifas ou da complexação em compostos orgânicos externos às hifas (ZHANG et al., 2018). 

Porém, este efeito depende da espécie da planta, da espécie do fungo e das condições 

ambientais, pois outros autores já demonstraram que a associação micorrízica pode aumentar 

o teor de cobre nos tecidos das plantas (MEIER et al., 2012; SANTANA et al., 2018).  

Uma prática comumente recomendada para aumentar o crescimento das plantas em 

solos contaminados por metais é a adição de amenizantes orgânicos (FERREIRA et al., 2018; 

FRESNO et al., 2018). Esta prática tende a aumentar a abundância das minhocas no solo 

(LIMA et al., 2007; FREITAS; DIONÍSIO, 2014) e o efeito destas sobre a disponibilidade 

dos metais pesados e sua absorção pelas plantas tem sido pouco estudado. As minhocas 

modificam diversas características químicas, físicas e biológicas do solo e por consequência a 

biodisponibilidade do cobre (JUSSELME et al., 2015; ZHANG et al., 2016). Apesar disto, 

poucos trabalhos demonstraram o efeito das minhocas na fitorremediação de metais (CHENG; 

WONG, 2002; DANDAN et al., 2007; LU; LU, 2015). Em alguns casos foi verificado que 

minhocas podem aumentar a disponibilidade do metal (DU et al., 2014), e consequentemente 

aumentar o poder fitoextrator das plantas (LEMITIRI et al., 2015). Em outros, as minhocas 

reduziram a disponibilidade dos metais pelo aumento das cargas negativas do solo ou pela 

absorção do metal no seu corpo (DANDAN et al., 2007).  
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As minhocas e os fungos micorrrízicos arbusculares coexistem há milhares de anos em 

todos os solos do mundo, porém o conhecimento do efeito interativo destes indivíduos na 

fitorremediação de cobre ainda é incipiente. Aghababaei e Raesi (2015) verificaram que a 

ação conjunta de minhocas e fungos micorrízicos arbusculares aumentou a tolerância do 

milho e do girassol ao cádmio, reduziu a concentração do metal e o estresse oxidativo nos 

tecidos vegetais. De forma mais ampla, outros trabalhos demonstram que existe interação 

entre as minhocas e os fungos arbusculares no desenvolvimento de diferentes espécies de 

plantas (TUFFEN et al., 2002; EISENHAUER et al., 2009; CAO et al., 2015; YANG et al., 

2016). Devido a carência de estudos neste assunto, o presente trabalho testou se a inoculação 

conjunta de minhocas e fungo micorrízico arbuscular resulta em maior eficiência da 

fitorremediação do cobre por Canavalia ensiformis em um solo arenoso.  

 

Material e métodos 

 

Solo 

 

Um Argissolo Vermelho (EMBRAPA, 2013) ou Typic Hapludalf (SOIL SURVEY 

STAFT, 2010) foi coletado na camada de 0-20 cm em área de pastagem natural, sem histórico 

de cultivo, na região vinícola da Campanha, no estado do Rio Grande do Sul, Brasil 

(30°48'27"S e 55°22'42"W).  O solo foi autoclavado e a comunidade microbiana do solo foi 

restabelecida após a autoclavagem, através da reinoculação da solução do próprio solo não 

autoclavado, porém filtrada para remoção dos esporos de fungos micorrízicos nativos 

(HAYMANN; MOSSE, 1971).  Após a incubação de 60 dias foi realizada a correção do pH 

para 5,5 e a contaminação com 100 mg Cu kg
-1

 através da adição de sulfato de cobre 

(33,34%) e cloreto de cobre (66,33%). O solo foi incubado por mais 30 dias e analisado: 

matéria orgânica (Walkley-Black) 9.0 g kg
-1

; pH (água 1:1) 5.6; P (Mehlich-1) 4.5 mg dm
-3

; 

K (Mehlich-1) 84.0 mg dm
-3

; Zn (Mehlich-1) 1.6 mg dm
-3

; Saturação por bases 44,8%; 

Saturação por Al 0%; Cu (Mehlich-1) 1.27 mg kg
-1

 (teor natural, dose 0) e 107.03 mg kg
-1

 

(dose 100), granulometria (método da pipeta) 54 g kg
-1

 de argila, 894 g kg
-1

 de areia e 52 g kg
-

1
 de silte. A capacidade de campo foi de 0.22 m

3
 m

-3
,
 
determinada em mesa de tensão (as 

amostras de solo foram saturadas por 48 horas e submetidas ao potencial de 10 kPa por 4 dias, 

conforme Klute, 1986).  

 

Minhocas 
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As minhocas da espécie Eisenia andrei (Bouché 1972) cresceram em substrato a base 

de esterco bovino e palha. Quando adultas foram colocadas em placa de Petri com água 

destilada por 24 horas para esvaziar o seu intestino. Antes da inoculação nos vasos, as 

minhocas foram lavadas com água corrente para retirar propágulos de fungos arbusculares 

aderidos na superfície do corpo (AGHABABAEI et al., 2014b). 

 

Fungo micorrízico arbuscular 

 

O fungo micorrízico arbuscular Rhizoglomus clarum (T.H. Nicolson; N.C. Schenck) 

C. Walker & A. Schüßler (antigo Rhizophagus clarus e Glomus clarum) foi escolhido por 

apresentar desempenho promissor em estudos de recuperação de áreas degradadas 

contaminadas com metais (SILVA et al., 2006). Os esporos foram multiplicados por culturas 

armadilhas de Brachiaria brizantha (Hochst. ex A. Rich.) Stapf em vasos plásticos com 

capacidade para 500g, contendo substrato estéril e o R. clarum.  Os esporos foram extraídos 

por peneiramento úmido (GERDEMANN; NICOLSON, 1963), seguido de centrifugação em 

água (412 g) por três minutos e em solução de sacarose 45% (m/v) a 309 g por dois minutos. 

A seleção e a contagem de esporos viáveis foram realizadas em microscópio estereoscópico. 

 

Cultivo das plantas e delineamento experimental 

 

A planta de cobertura de verão feijão-de-porco (Canavalia ensiformis (L.) D.C.) foi 

cultivada em casa de vegetação, em vasos com capacidade para 4 litros, com 3,5 kg de solo. 

Foram semeadas 5 sementes inoculadas com as bactérias fixadoras de nitrogênio 

Bradyrhizobium elkanii. Após 8 dias da germinação foi realizado o desbaste, deixando-se 2 

plantas por vaso.  

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado, em um 

fatorial 2 x 2 x 2, com três repetições, correspondendo a dois teores de cobre (dose 0 e 100 mg 

kg
-1

 de cobre), solo inoculado e não inoculado com o fungo micorrízico arbuscular da espécie 

Rhizoglomus clarum e na presença ou ausência de minhocas da espécie Eisenia andrei. Os 

fungos micorrízicos foram inoculados (100 esporos planta
-1

) no momento da semeadura, cerca 

de 3 cm abaixo das sementes. As minhocas adultas foram inoculadas na superfície do solo 

logo após o desbaste das plantas na quantidade de 3 por vaso
 
(massa média de 0.50 g ind

-1
). 

Como forma de alimentar as minhocas, na superfície do vaso foram adicionadas 7 gramas da 
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mistura de resíduos vegetais de azevém (Lolium multiflorum Lam.), aveia preta (Avena 

strigosa Schreb.) e ervilhaca (Vicia sativa L.) (LEVEQUE et al., 2014). Cerca de 70% da 

superfície dos vasos foi coberta com tecido escuro (tipo TNT), a fim evitar que a incidência 

da luz prejudicasse o desenvolvimento das minhocas e/ou causasse fuga do vaso. 

Como o teor de nutrientes no solo era muito baixo, todos os tratamentos receberam a 

adição de 40 mg kg
-1

 de fósforo e 50 mg kg
-1

 de potássio, na forma de solução de fosfato de 

potássio. Conforme estudos anteriores, esta adubação não prejudica a micorrização 

(SOARES; SIQUEIRA et al., 2008; FERREIRA et al., 2015). Diariamente foram realizadas 

pesagens dos vasos e adição de água destilada para manutenção da umidade em 80% da 

capacidade de campo.  

 

Análise fisiológica e enzimática das plantas 

 

Aos 60 dias após a emergência foram determinadas a taxa fotossintética (A - µmol 

CO2 m
-2

 s
-1

), a condutância estomática de vapores de água (Gs – mol H2O m
-2

 s
-1

), a 

concentração interna de CO2 (Ci – μmol CO2 mol air
-1

),  a taxa transpiratória (E – mol H2O m
-

2 
s

-1
), a eficiência do uso da água (EUA – mol CO2 mol H2O

-1
, obtida pela relação entre 

quantidade de CO2 fixado pela fotossíntese e a quantidade de água transpirada) e a eficiência 

da carboxilação da rubisco (A/Ci- μmol m
-2

 s
-1

 Pa
-1

, obtida pela relação entre quantidade de 

CO2 fixado pela fotossíntese e a concentração interna de CO2). Para isto, o terço médio da 

quarta folha expandida de cada planta foi avaliada pelo medidor portátil Infra Red Gas 

Analyzer (IRGA) (LI-COR, LI-6400 XT, USA), utilizando radiação fotossintética de 1.500 

μmol m
−2

 s
−1

 e concentração de CO2 de 400 μmol mol
-1

.  

Nesta data, a mesma folha foi coletada, imediatamente congelada em N2 líquido e 

armazenada a -80°C para determinação das enzimas do estresse oxidativo. Para isto, a folha 

foi macerada em N2 líquido e homogeneizado com 5,0 mL de tampão fosfato de potássio 100 

mmol L
-1

 em pH 7,5; contendo EDTA 1,0 mmol L
-1

, DTT 3,0 mmol L
-1

 e 2% de PVPP (m/v) 

(AZEVEDO et al. 1998). Após foi transferido para tubos falcon para centrifugação a 14.000 g 

por 30 minutos a 4°C, e 0,5 mL do sobrenadante foi estocado em microtubos a -80 °C. A 

concentração de proteínas totais de cada amostra foi determinada em espectrofotômetro a 595 

nm, utilizando albumina de soro bovino (BSA) como padrão (BRADFORD, 1976). 

A atividade da superóxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1) foi determinada de acordo 

com Giannopolitis e Ries (1977). Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade de 

enzima que inibe a fotorredução do azul de tetrazólio (NBT 50%) (BEAUCHAMP; 
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FRIDOVICH, 1971). A atividade das peroxidases não específicas (POD, EC 1.11.1.7) foi 

determinada segundo Zeraik et al. (2008), utilizando-se o guaiacol como substrato e o 

coeficiente de extinção molar de 26,6 mmol L
-1

 cm
-1

 (CHANCE; MAEHLY, 1955). Uma 

unidade de POD foi definida como a quantidade de enzima que catalisa a reação de conversão 

do guaiacol e do peróxido de hidrogênio para a formação de 1 µmol de tetraguaicol min
-1 

mL
-

1
 de extrato avaliado em espectrofotômetro a 470 nm (UPADHYAYA et al., 1985).  

 

Crescimento da planta, micorrização e nutrientes  

 

No florescimento, aos 60 dias após a emergência, a parte aérea das plantas foi 

removida, as raízes separadas do solo manualmente e lavadas em água corrente, solução de 

EDTA 0,02 mol L
-1

 e água destilada, respectivamente. A taxa de colonização micorrízica foi 

avaliada pela presença de hifas e vesículas em 20 segmentos de raízes com 1 cm de 

comprimento, clarificadas em KOH e coradas com azul tripan 0,05%, montadas em lâminas 

de vidro para microscopia (GIOVANNETTI; MOSSE, 1980).  

A parte aérea, as raízes e os nódulos de fixação biológica foram secos em estufa com 

circulação forçada de ar, a 65ºC até massa constante. Os teores de P, K, Zn, Ca, Mg e Fe na 

parte aérea foram determinados após a digestão nítrico-perclórica em espectrofotômetro de 

absorção atômica (GBC, 932 AA, Austrália), conforme Embrapa (2017). O teor de N na parte 

aérea foi determinado após a digestão sulfúrica pelo método de Kjeldah-1 (BREMNER; 

MULVANEY, 1982). 

 

Reprodução e teor de cobre no tecido das minhocas 

 

No final do experimento foi avaliado o número e a massa fresca das minhocas. O teor 

de Cu no tecido foi determinado de acordo com Vijver et al. (2006). Uma minhoca de cada 

tratamento foi seca em estufa (65ºC) até peso constante e uma alíquota de 0.25 g foi 

submetida a digestão nítrico-perclórico (2:1). O teor de Cu quantificado em Espectrômetro de 

Emissão Atômica com Plasma Acoplado Indutivamente (ICP-AOS) (Perkin-Elmer, Optima 

7000DV, USA). 

 

Análise química do solo 
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As amostras de solo coletadas após o cultivo das plantas foram submetidas a extração 

por Mehlich-1 para determinação dos teores de P, K, Zn, Cu e Fe em espectrofotômetro de 

absorção atômica (GBC, 932 AA, Austrália) e o teor de N foi determinado pelo método 

Kjeldahl (BREMNER; MULVANEY, 1982). Os teores de nitrogênio e carbono total no solo 

foram determinados em analisador elementar (Thermo Finnigan, Flash 1112, Italy). 

Em todos os tratamentos foi realizada a extração da solução do solo pela técnica da 

pasta de saturação do solo (RAIJ et al., 2001). Para isto foi adicionada água destilada até a 

saturação das amostras de solo. A suspensão permaneceu em descanso por 16 h até atingir o 

equilíbrio. O solo foi acondicionado em funis de Büchner, de 20 cm de diâmetro, com filtro 

de papel no fundo. A solução do solo foi extraída com o auxílio de um frasco de sucção 

(Kitassato) com o funil acoplado e uma bomba de sucção. A determinação do pH da solução 

do solo foi realizada imediatamente e após as amostras foram filtradas (0,22 µm), transferidas 

para tubos Falcon estéreis e armazenadas em freezer (-80ºC). Os teores de nitrogênio e 

carbono orgânico solúvel total quantificados em analisador elementar (Thermo Finnigan, 

Flash 1112, Italy) (SILVA; BOHNEN, 2001). Os teores P, Zn e Cu na solução do solo foram 

quantificados em ICP-AOS. 

 

Análise estatística 

 

Os dados foram submetidos a um teste de normalidade (Shapiro-Wilk com p<0,05) e à 

análise de variância (ANOVA).  Os valores médios estatisticamente significativos foram 

comparados pelo teste Tukey, com p<0,05. 

 

Resultados 

 

Teores de elementos no solo 

 

O teor médio de Cu disponível (Mehlich-1) no solo contaminado foi de 101,21 mg kg
-

1 
(Tabela 1).  A contaminação por cobre aumentou a disponibilidade de P e K, e reduziu a de 

Fe na fase sólida do solo. Na solução do solo, o teor do cobre foi aumentado pela 

contaminação, que também proporcionou aumento no teor de Zn. Os tratamentos não 

modificaram significativamente (p= 0.433) o teor de cobre disponível no solo contaminado, 

mas observou-se redução de 15% deste teor no solo inoculado somente com FMA (Tabela 1). 

Já em solução, o cobre foi reduzido significativamente (p=0.004) por todos os tratamentos, 
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sendo de 55% na presença do fungo, de 47% na presença das minhocas e de 64% na presença 

de fungo+minhocas. A presença do fungo, isolado ou com minhocas, no solo contaminado 

aumentou os teores de P Mehlich-1 e as minhocas aumentaram os teores Zn Mehlich-1, mas 

reduziram os teores de Zn em solução. 
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Tabela 1- Características químicas do solo não contaminado (0) e contaminado com 100 mg kg
-1

 de Cu após o cultivo de 

Canavalia ensiformis por 60 dias na presença e ausência do fungo micorrízico arbuscular (FMA) e minhocas (M) 

 

 

 

0  100 mg Cu kg
-1

 
 

Controle FMA M FMA+M  Controle FMA M FMA+M CV(%) 

pH solução 5,38
nnss

 5,27 5,01 5,54  5,10 5,13 5,10 5,19 4,55 

P Mehlich-1 (mg kg
-1

) 7,31Bd
**

 10,01Adc 11,82Abc 9,46ABdc 
 

12,12Bbc 16,93Aa 12,77Bbc 14,36ABab 9,75 

P solução (mg L
-1

) 0,01Cb
 NS

 0,04Bb 0,02BCb 0,10Aa 
 

0,03b 0,02b 0,05ab 0,02b 52,60 

K Mehlich-1 (g kg
-1

) 0,10b
**ns

 0,11b 0,13b 0,12b  2,42ab 3,83a 2,78ab 1,53ab 0,93 

Cu Mehlich-1 (mg kg
-1

) 1,27b
**ns

 1,46b 1,15b 1,30b 
 

105,52a 91,12a 106,87a 101,36ª 15,69 

Cu solução (mg L
-1

) 0a
**ns

 0a 0a 0a 
 

3,65Aa 1,64Bb 1,95Bb 1,28Bb 32,15 

Zn Mehlich-1 (mg kg
-1

) 4,19a
 NS ns

 4,48ª 4,71a 4,60ª 
 

4,00ABa 3,94Ba 4,74Aa 4,68Aba 6,49 

Zn solução (mg L
-1

) 0,67Bc
**

 0,63Bc 1,12Abc 0,39Bc 
 

2,74Aa 2,21ABab 1,42ABbc 1,10Bc 31,87 

Fe Mehlich-1 (mg kg
-1

) 211,81ab
**ns

 212,37ª 205,27ab 209,12ab 
 

182,12c 189,19bc 201,05abc 203,94abc 3,91 

C total (mg kg
-1

) 4,01 3,93 4,32 4,50 
 

4,37 4,57 4,51 3,79 14,26 

C solução (mg L
-1

) 31,46 30,44 39,17 39,23 
 

62,95 69,21 58,97 43,93 3,17 

N total (mg kg
-1

) 0,24 0,24 0,28 0,30 
 

0,28 0,31 0,30 0,23 9,23 

N solução (mg L
-1

) 22,05 19,46 30,64 14,79 
 

33,62 45,19 41,39 14,97 2,36 

Relação C:N 16,36
(1)

 16,17 15,49 15,13 
 

15,60 14,93 15,14 16,45 26,16 
 

(1)
A amostragem para determinação dos teores de N, C (total e em solução) e relação C:N foram do tipo compostas, assim optou-se por não realizar 

análise estatística. Letras minúsculas na linha comparam todos os tratamentos, independente da contaminação; letras maiúsculas na linha comparam os 

tratamentos em apenas um cenário de contaminação (0 ou 100 mg kg
-1 

); pelo teste Tukey com p<0,05. ** efeito significativo da adição de 100 mg kg
-1 

de 

cobre, com p<0,05; 
NS

 efeito não significativo da adição de 100 mg kg
-1 

de cobre, com p<0,05; 
ns

efeito não significativo dos tratamentos em apenas um 

cenário de contaminação; 
nnss

efeito não significativo dos tratamentos, independente da contaminação, com p<0,05.    

 



83 

 

 

Colonização micorrízica, nodulação e minhocas 

 

A colonização micorrízica média foi de 42% nos tratamentos onde houve a inoculação 

com R. clarum (Figura 1a). Nos tratamentos não inoculados não foram verificadas estruturas 

micorrízicas (hifas, vesículas ou arbúsculos) nas raízes das plantas. A adição do cobre ao solo 

reduziu a colonização micorrízica e a presença das minhocas estimulou a micorrização no 

solo não contaminado. A contaminação por cobre reduziu drasticamente a nodulação das 

plantas de todos os tratamentos, e a presença das minhocas isoladas ou com o fungo reduziu a 

nodulação no solo não contaminado (Figura 1b).  

 

Figura 1 - Colonização micorrízica arbuscular (a), massa seca de nódulos (b), massa fresca 

das minhocas (c) e teor de cobre nos tecidos das minhocas (d) após 60 dias de cultivo do 

feijão de porco (Canavalia ensiformis) em solo arenoso não contaminado ou contaminado 

com 100 mg kg
-1

 de cobre, com e sem a inoculação do fungo micorrízico Rizoglumus clarum 

e das minhocas Eisenia andrei. 
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As letras indicam diferenças entre os tratamentos dentro de cada condição de contaminação. Médias seguidas 

pela mesma letra não apresentaram diferenças significativas pelo teste de Tukey, com p<0,05. Efeito 

significativo (*) e não significativo (ns) da contaminação com cobre (teste F; p <0,05). A linha tracejada na 

Figura 1c indica a massa fresca das minhocas no início do experimento. 

 

A sobrevivência das minhocas foi prejudicada no solo contaminado por cobre. No solo 

não contaminado, as três minhocas inoculadas por repetição permaneceram até o final do 

experimento. Já no solo contaminado foram quantificadas duas minhocas por repetição em 

todos os tratamentos (dados não apresentados). Além disto, a massa fresca das minhocas foi 

reduzida em 31% no solo não contaminado e em 38% no solo contaminado em relação ao 

início do experimento (Figura 1c). O aumento no teor de cobre no tecido das minhocas foi de 

aproximadamente 20 vezes no solo contaminado (Figura 1d), o que resultou em um acúmulo 

14,53 mg ind
-1

 no tratamento com minhocas e de 17,27 mg ind
-1

 no tratamento com 

minhocas+fungo.  

 

Crescimento e nutrição da planta 

 

A contaminação do solo com 100 mg kg
-1

 de cobre reduziu a massa seca da parte aérea 

em 44% e da raiz em 29% (Figura 2a e Figura 2b). Houve interação significativa (praiz = 0,01; 

pparte aérea = 0.03) entre fungos e minhocas para o aumento da massa seca da parte aérea e da 

raiz no solo contaminado. Neste solo, os tratamentos com FMA e FMA+M produziram os 

maiores acúmulos de massa seca da parte aérea, em média 81% maior que os demais 

tratamentos. Na raiz, o tratamento FMA + minhocas produziu massa seca 33% maior que a 

média dos demais tratamentos. 
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Figura 2 - Massa seca de parte aérea (a) e raízes (b), teor de cobre na parte aérea (c) e raízes 

(d), e cobre acumulado na parte aérea (e) e raízes (f) do feijão de porco (Canavalia 

ensiformis) cultivado em solo arenoso contaminado ou não com 100 mg kg
-1

 de cobre, 

inoculado ou não com fungo micorrízico R. clarum (FMA) e minhocas E. andrei (M). 
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As letras indicam diferenças entre os tratamentos dentro de cada condição de contaminação. Médias seguidas 

pela mesma letra não apresentaram diferenças significativas pelo teste de Tukey, com p<0,05. Efeito 

significativo (*) e não significativo (ns) da contaminação com cobre (teste F; p <0,05). 
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A presença das minhocas no solo contaminado (M e FMA+M) aumentou os teores de 

cobre na parte aérea de C. ensiformis (Figura 1c). A inoculação do FMA também aumentou 

este teor, porém em menor grau, o que não resultou em diferença estatística em relação ao 

controle. Já no sistema radicular o efeito dos tratamentos foi contrário do observado na parte 

aérea. No solo contaminado houve redução do teor de cobre em todos os tratamentos com 

fungo ou minhoca, sendo que na presença das minhocas as reduções foram maiores (Figura 

1d).  

O acúmulo do cobre (teor do metal x biomassa) na parte aérea das plantas de C. 

ensiformis cultivadas no solo contaminado foi aumentado pela presença do fungo (143%) e 

das minhocas (83%) (Figura 1e). Porém, o maior acúmulo ocorreu no tratamento onde os dois 

organismos estavam presentes, com aumento de 200% em relação ao controle. Nas raízes, a 

presença isolada das minhocas reduziu o acúmulo de cobre em 32% em relação ao controle e 

os demais tratamentos não apresentaram efeito (Figura 1f). 

A menor produção de massa seca das plantas cultivadas no solo contaminado resultou 

em aumentos dos teores de N, K, Zn e Fe nos tecidos aéreos, provavelmente devido ao efeito 

de concentração (Tabela 2). Houve redução da absorção de Mg e não alteração da absorção do 

P (p = 0.5308) e do Ca (p = 0.5987) pela adição do cobre ao solo. De forma geral, a presença 

do FMA melhorou a nutrição da planta cultivada no solo contaminado, com aumentos, em 

relação aos tratamentos sem FMA, de 49, 31, 18, 28 e 6% nos teores de N, P, K, Mg e Fe, 

respectivamente. Porém, houve redução da absorção de Zn e não alteração da absorção do Ca. 

Já a presença das minhocas no solo reduziu os teores de N, P, K e Ca nos tecidos aéreos de C. 

ensiformis em 21, 27, 4, 13 e 12% respectivamente, em relação a média dos demais 

tratamentos, independente do cenário de contaminação (Tabela 2). Este efeito também foi 

observado no tratamento FMA+M, porém em menor grau.  

 

 

 

 

 

 

Tabela 2 - Teores de nutrientes nos tecidos aéreos (mg kg
-1

) de Canavalia ensiformis 

cultivada em um solo arenoso não contaminado (0) ou contaminado com 100 de Cu, na 

presença e ausência de fungos micorrízicos arbusculares (FMA) e minhocas (M) 
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Médias seguidas pelas mesmas letras minúsculas na linha, comparando todos os tratamentos independente da contaminação, e 

maiúsculas na linha comparando os tratamentos em apenas um cenário de contaminação (0 ou 100 mg kg
-1

), não diferem pelo teste 

Tukey com p<0.05; ** efeito significativo da adição de 100 mg kg
-1 

de cobre, com p<0,05; 
NS

 efeito não significativo da adição de 

100 mg kg
-1 

de cobre, com p<0,05; 
ns

efeito não significativo dos tratamentos em apenas um cenário de contaminação;
 nnss

efeito não 

significativo dos tratamentos, independente da contaminação, com p<0,05;.    

 

Atributos fisiológicos e enzimáticos das plantas 

 

 A contaminação por cobre prejudicou a maioria dos atributos fisiológicos de C. 

ensiformis (Figura 3). Às exceções foram a condutância estomática (p = 0,302) e a taxa 

transpiratória (p = 0,395) (Figura 3b e 3c) que não foram alteradas pela adição do cobre no 

solo. Em relação as plantas cultivadas no solo não contaminado, destaca-se que a toxicidade 

provocada pelo metal pesado provocou reduções médias de 46% na taxa fotossintética e de 

52% na eficiência instantânea de carboxilação. De modo geral, os atributos fisiológicos 

(Figura 3) mostraram um comportamento semelhante a produção de massa seca da parte aérea 

das plantas cultivadas em solo contaminado (Figura 2a) (a concentração interna de CO2 deve 

apresentar comportamento inverso aos demais parâmetros). A exceção da taxa transpiratória, 

observou-se que a inoculação do fungo ou inoculação do fungo+minhoca amenizou em parte 

os efeitos deletérios do cobre sobre as plantas. Quando da inoculação somente das minhocas, 

as plantas não apresentaram melhorias significativas em relação ao controle, porém para a 

condutância estomática o desempenho foi melhor na neste tratamento (Figura 3b). 

 

Figura 3 - Taxa fotossintética (a), condutância estomática de vapores de água (b), taxa 

transpiratória (c), eficiência do uso da água (d), concentração interna de CO2 (e) eficiência 

instantânea de carboxilação pela rubisco (f) em folhas de feijão de porco (Canavalia 

ensiformis) cultivado em solo arenoso sem contaminação ou contaminado com 100 mg kg
-1

 

de cobre, inoculado ou não com fungo micorrízico R. clarum (FMA) e minhocas E. andrei 

(M). 

 

Atributos 
0  100  CV(%) 

Controle FMA M FMA+M  Controle FMA M FMA+M 

N (g kg
-1

) 14,62ab
**ns

 15,90ab 11,52b 14,03b  19,39ab 24,13a 15,45ab 13,83b 21,14 

P (mg kg
-1

) 102,90Bab
NS

 106,90Aab 66,90Bc 107,70Bab  98,90Bab 120,60Aa 85,90Bbc 92,3Babc 10,35 

K (g kg
-1

) 23,70Abc
**

 17,12Bd 20,69ABcd 21,82ABc  27,63ABab 30,11Aa 25,30BCbc 23,69Ccb 6,81 

Ca (g kg
-1

) 7,62ab
NSns

 8,18ª 6,75ab 6,09b  8,00Aab 7,82ABab 5,94Cb 6,22BCab 10,19 

Mg (g kg
-1

) 0,56ab
**ns

 0,6ª 0,52ab 0,57ab  0,47ab
ns

 0,58a 0,51ab 0,38b 12,60 

Zn (mg kg
-1

) 11,50b
**ns

 11,95b 10,65b 14,01b  22,12a
ns

 15,50ab 15,58ab 14,15b 17,93 

Fe (mg kg
-1

) 47,93ab
**ns

 52,19ab 39,87b 55,88ab  55,10ab
ns

 61,77a 58,91ab 69,19a 11,41 
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As letras indicam diferenças entre os tratamentos dentro de cada condição de contaminação. Médias seguidas 

pela mesma letra não apresentaram diferenças significativas pelo teste de Tukey, com p<0,05. Efeito 

significativo (*) e não significativo (ns) da contaminação com cobre (teste F; p <0,05). 

 

 O teor de proteína nas folhas não apresentou um comportamento característico em 

resposta a adição do cobre no solo (p = 0.0674) (Figura 4a). No entanto, foi significativamente 

alterado pelos tratamentos, apresentando novamente uma resposta semelhante a produção de 
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massa seca da parte aérea, com maiores valores nos tratamentos FMA e FMA+M. A 

inoculação isolada das minhocas resultou em valores até menores que os observados no 

controle.  
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Figura 4. Teor de proteína (a), atividade da peroxidase (b) e da superóxido dismutase (c) em 

folhas de feijão de porco (Canavalia ensiformis) cultivado em solo arenoso contaminado e 

não com 100 mg kg
-1

 de cobre, inoculado ou não com fungo micorrízico R. clarum (FMA) e 

minhocas E. andrei (M). 
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As letras indicam diferenças entre os tratamentos dentro de cada condição de contaminação. Médias seguidas 

pela mesma letra não apresentaram diferenças significativas pelo teste de Tukey, com p<0,05. Efeito 

significativo (*) e não significativo (ns) da contaminação com cobre (teste F; p <0,05). 

 

As enzimas envolvidas na atenuação do estresse oxidativo, peroxidases não 

específicas (POD) e superóxido dismutase (SOD), apresentaram maior atividade no solo 

contaminado com cobre (ambas com p < 0,001) (Figura 4a e Figura 4b). O efeito dos 

tratamentos claramente evidencia que as plantas cultivadas na presença somente das minhocas 

apresentaram alto estresse oxidativo causado pelo cobre, maior até que as plantas do 

tratamento controle. Por outro lado, as plantas cultivadas nos tratamentos FMA e FMA+M 

apresentaram os menores estresses oxidativos, ainda que sem diferenciarem-se 

estatisticamente do controle. 

 

Discussão 

 

A adição de 100 mg kg
-1

 de Cu no solo arenoso resultou em alto teor disponível deste 

metal para as plantas, já que estes solos apresentam baixo teor de argila e de matéria orgânica. 

Os teores de Cu disponível e em solução verificados neste estudo estão próximos dos 

observados em vinhedos estabelecidos sobre este tipo de solo. Miotto et al. (2017) 

determinaram teores de 98 mg kg
-1 

de Cu disponível (EDTA) e 0,62 mg kg
-1

 em solução em 

um vinhedo da mesma região. A elevada quantidade de cobre adicionada ao solo provocou 

aumento nos teores disponíveis de K, P e Zn no solo como consequência da ligação do cobre 

nos sítios de adsorção e liberação dos nutrientes que estavam em formas trocáveis (ELLIOT 

et al., 1985; GOMES et al., 1999). Por outro lado, no solo com alto teor de cobre houve 

redução no teor de Fe em solução, provavelmente devido a formação de compostos amorfos 

de ferro e cobre (KUO et al., 1983). 

A C. ensiformis é uma planta com características adequadas para a fitorremediação, 

pois produz alta biomassa, acumula grandes quantidades de metais em seus tecidos, é 

agressiva e altamente resistente aos estresses bióticos e abióticos (ZANCHETA et al., 2014; 

FERRAÇO et al., 2017; MADALÃO et al., 2017). No entanto, a contaminação do solo com 

100 mg kg
-1

 afetou severamente diversos parâmetros das plantas, como a micorrização e a 

nodulação. O cobre reduz o desenvolvimento radicular, favorece a formação de raízes curtas, 

grossas e com poucos pelos radiculares, o que dificulta a formação da micorriza e dos nódulos 

de fixação de nitrogênio (KONG et al., 2015). A absorção dos nutrientes N, K, Mg, Zn e Fe 
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foi desbalanceada e houve acúmulo de 700 e 1.900% mais cobre nos tecidos aéreos e 

radiculares, respectivamente. Keller et al. (2015) também observou que a toxicidade do cobre 

reflete em redução do comprimento das raízes e da absorção de nutrientes pelas plantas. Esta 

maior concentração de cobre nos tecidos resultou em prejuízos a diversos parâmetros 

fisiológicos fundamentais para o metabolismo vegetal: taxa fotossintética, eficiência do uso 

da água, concentração interna de CO2 e eficiência instantânea de carboxilação pela rubisco. 

Além disto, nas plantas cultivadas nos solos contaminados quantificaram-se reduções nos 

teores de proteínas nas folhas e aumento do estresse oxidativo celular, avaliado pela atividade 

das enzimas peroxidase e superóxido dismutase. A toxidez pelo cobre em atributos 

fisiológicos e bioquímicos das plantas foi relatada nos trabalhos de Apodaca et al. (2017), 

Marques et al. (2018) e Noreen et al. (2018). Como o crescimento é a expressão final de todos 

os processos que acontecem na planta, a contaminação por cobre resultou na redução da 

produção de massa seca da parte aérea e das raízes.  

Como alternativa para tornar a fitorremediação por C. ensifomis mais eficiente neste 

solo arenoso contaminado com cobre, utilizou-se a micorrização com um fungo arbuscular e 

avaliou-se o efeito das minhocas presentes no solo de forma isolada ou conjuntamente com o 

fungo. A inoculação com o FMA reduziu a concentração de cobre na solução do solo e o teor 

de cobre disponível na fase sólida do solo. O FMA pode acumular o Cu no micélio externo às 

raízes devido, na parede celular e dentro do citoplasma, associado a compostos férricos ou 

através da ligação estável do metal ao arsenato (GONZÁLEZ-CHAVEZ et al., 2002). Além 

disso, as excreções produzidas por hifas externas, como a glomalina, podem reter o cobre e 

reduzir a sua disponibilidade no solo (ROLLON et al., 2017). Isto pode ter contribuído para a 

redução do teor de cobre no sistema radicular da planta (ZHOU et al., 2018). Porém, a 

presença do fungo aumentou a quantidade de cobre nos tecidos aéreos, como já demonstrado 

em outros estudos (MERLOS et al., 2017; RUSCITTI et al., 2017). Este efeito não 

comprometeu processos fisiológicos essenciais para a planta (LI et al., 2017), pois os atributos 

taxa fotossintética, condutância estomática, eficiência do uso da água, concentração interna de 

CO2, eficiência instantânea de carboxilação pela rubisco e o teor de proteínas nos tecidos 

foliares apresentaram desempenho igual ou superior às plantas não inoculadas (RUSCITTI et 

al., 2017) que apresentavam menores teores de cobre nos tecidos aéreos. 

 Com a inoculação do fungo também houve aumentos dos teores de P, N, K, Mg e Fe 

na parte aérea e redução de 45 e 33% na atividade das enzimas peroxidases e superóxido 



93 

 

 

dismutase, o que indica menor estresse oxidativo nas folhas. O fungo micorrízico aumenta os 

teores de nutrientes no solo, principalmente o teor de P disponível no solo contaminado com 

cobre, provavelmente pela solubilização do P inorgânico e mineralização do P orgânico do 

solo pelas enzimas fúngicas extracelulares (KUMAR et al., 2017). A micorrização também 

pode resultar no enriquecimento de microrganismos solubilizadores de fosfato na rizosfera 

(principalmente bactérias), estimulados por substâncias orgânicas originadas na micorriza 

(ZHANG et al., 2016b; LIU et al., 2018).  Como já demonstrado por Ruscitti et al. (2017), no 

presente estudo o FMA aumentou em 37% o teor de Cu em parte aérea e ainda contribuiu 

para a maior tolerância da planta aos estresses causados pelo metal. Além da melhor nutrição 

em P, que induz a formação de ligações estáveis entre fosfato e o metal, os FMAs contribuem 

para a redução do estresse oxidativo e podem aumentar a expressão das fitoquelatinas, que 

reduzem a quantidade de íons Cu
+2

 livres na célula (GARÓFALO-CHAVES et al., 2010; 

GARG et al., 2012). 

Como consequência da melhor nutrição e da redução dos efeitos tóxicos em atributos 

fisiológicos (FERREIRA et al., 2018), as plantas inoculadas com o FMA produziram 81% 

mais massa seca de parte aérea, o que somado ao aumento do teor de cobre nestes tecidos, 

resultou em um teor acumulado de 387,07 mg por vaso deste metal, muito superior ao valor 

de 201,59 mg por vaso observado nas plantas não inoculadas. Desta forma, a inoculação com 

FMA demonstrou ser uma alternativa para aumentar a fitoextração do cobre pelas plantas de 

C. ensiformis, pois aumentou a concentração de cobre e o crescimento da parte aérea. De 

forma semelhante, Cornejo et al. (2017) verificaram que o fungos micorrízicos arbusculares 

nativos aumentaram o poder fitoextrator de Oenothera affinis em um solo contaminado com 

cobre.  

As minhocas podem habitar os solos contaminados e sua abundância pode ser 

aumentada pelo uso de amenizantes orgânicos na fitorremediação. Neste solo, a alta 

biodisponibilidade do cobre resultou em elevado teor do metal nos tecidos das minhocas, o 

que provocou morte de parte das minhocas e também pode ter contribuído para a redução do 

teor de cobre em solução. Segundo Sahariah et al. (2015), as minhocas absorvem o metal no 

corpo ou potencializam a sua imobilização no intestino pela ação de proteínas complexantes 

ou ao húmus através da ingestão do solo contaminado. Além disto, a ação das minhocas pode 

aumentar os sítios de ligação na matéria orgânica e por consequência a complexação do metal 

no solo (SIZMUR et al., 2011; BHAT et al., 2018). A alta concentração do metal no tecido 
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das minhocas resulta na combinação de íons de Cu com proteínas, alterando suas funções 

fisiológicas. O metal também pode reagir com grupos tiol de proteínas de membrana, 

afetando negativamente o seu funcionamento ou até mesmo destruindo-a, o que paralisa o 

crescimento, reduz as taxas reprodutivas e pode levar a morte das minhocas (BEDNARSKA 

et al., 2017; MIRMOSEF et al., 2017).  

A atividade das minhocas no solo também pode ter reduzido o teor de teor de zinco em 

solução, porém neste caso parece ter havido indução da sorção do zinco, provavelmente 

devido às alterações promovidas pelas minhocas na fase sólida do solo. Esta atividade 

também resultou em aumento de 44% no teor de N da solução do solo, o que não foi 

suficiente para prejudicar a nodulação, que apresentou aumento de 58% em relação as plantas 

do tratamento controle. Além disso, as minhocas promoveram a maior colonização 

micorrízica no solo não contaminado, provavelmente devido a sua ação dispersora dos 

esporos e pela bioperturbação, o que promove aumento da densidade de hifas (WURST et al., 

2011). 

A presença das minhocas no solo estimulou a translocação do cobre para a parte aérea 

de C. ensiformis, pois o teor nestes tecidos foi 35% maior e nas raízes foi 44% menor que os 

quantificados nas plantas cultivadas no controle. Os motivos pelos quais as minhocas 

estimulam a translocação do cobre das raízes para a parte aérea das plantas ainda não estão 

claros na literatura. Segundo Lemtiri et al (2016) e Li et al. (2018) as minhocas induzem as 

plantas a produzir maior quantidade de ácidos orgânicos de baixo peso molecular, que 

funcionam como  moléculas orgânicas transportadoras de elementos químicos das raízes 

para a parte aérea. Esta maior translocação do cobre, associada à redução da absorção de 

nutrientes (N, P, K e Ca) resultou em prejuízos ao desempenho dos atributos fisiológicos 

como taxa fotossintética, taxa transpiratória, eficiência do uso da água, concentração interna 

de CO2, eficiência instantânea de carboxilação pela rubisco e teor de proteínas nos tecidos 

foliares. O Cu em excesso resulta em competição por sítios em transportadores de outros 

nutrientes (e.g. Zn, Fe, Ni) e na substituição de elementos estruturais em enzimas, como na 

ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase (RuBisco). Estes fatores levam a diminuição da 

fixação de carbono, da produção de energia, do aproveitamento da água e consequentemente 

na inibição do crescimento (MARQUES et al., 2018). Os altos teores de cobre nos tecidos 

aéreos também resultaram em maior atividade das enzimas peroxidase e superóxido 

dismutase, indicando maior estresse oxidativo. Segundo Cao et al. (2018) as enzimas 
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antioxidantes, tais como SOD e a POD, são os removedores essenciais de espécies reativas de 

oxigênio e apresentam suas atividades elevadas na presença de altas concentrações de Cu no 

tecido das plantas.  Devido ao prejuízo a todos estes processos, o crescimento da parte aérea 

das plantas foi reduzido e muito semelhante ao observado para as plantas do tratamento 

controle, ainda que o teor acumulado de cobre tenha sido 83% maior. 

Buscando-se aliar os benefícios proporcionados pelo fungo (proteção aos processos 

fisiológicos e alta produção de biomassa aérea) com os benefícios proporcionados pelas 

minhocas (maior translocação do cobre para a parte aérea) foi estabelecido um tratamento 

com a inoculação conjunta do fungo micorrízico arbuscular e das minhocas. Não houveram 

prejuízos ao estabelecimento da micorrização ou ao crescimento das minhocas pela presença 

conjunta dos dois organismos no solo. A nodulação das plantas de C. ensiformis foi a menor 

neste tratamento, ainda que a diferença para os demais tratamentos tenha sido pequena. Por 

outro lado, a presença de ambos resultou na redução de 64% na concentração de cobre na 

solução do solo e isto pode explicar em parte o baixo teor de cobre no sistema radicular do C. 

ensiformis. Outra possível explicação para este fato é a elevada translocação do cobre para a 

parte aérea, que resultou em teores 31% superiores às plantas do tratamento controle. 

Dehghanian et al. (2018) verificaram que a presença de minhocas e fungos micorrízicos 

arbusculares aumentaram a massa seca de milho e absorção de Zn e Mn na parte aérea em um 

solo multicontaminado. Yu et al. (2005) verificaram que inoculação conjunta das minhocas 

com FMA aumentou a produtividade de parte aérea e a absorção de Cd em solo contaminado, 

promovendo a fitoextração do metal. 

Mesmo com altos teores de Cu na parte aérea, a presença do fungo juntamente com as 

minhocas resultou na melhoria no desempenho de todos os processos fisiológicos da planta, 

incluindo os relacionados à fotossíntese, ao uso da água e à produção de proteínas, e ainda 

reduziu o estresse oxidativo nas folhas. Esta fitoproteção permitiu que as plantas deste 

tratamento produzissem a maior biomassa aérea e radicular, fato que pode ter contribuído para 

explicar a redução observada na concentração de nutrientes da parte aérea das plantas (efeito 

de diluição). De forma semelhante, Aghababaei et al. (2014a) verificaram que a presença de 

fungos micorrízicos arbusculares da espécie Funneliformis mosseae e das minhocas da 

espécie Lumbricus rubellus promoveu aumento da biomassa aérea de milho e da absorção de 

Cd em diferentes níveis do metal no solo. 
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Na presença do fungo e da minhoca o conteúdo de cobre acumulado na parte aérea da 

planta foi o maior entre os tratamentos e 200% maior que o observado nas plantas do 

tratamento controle, o que indica que este sistema tem possibilidades de utilização quando o 

objetivo é a fitoextração. Este desempenho parece resultar do estímulo à translocação do 

cobre para a parte aérea propiciado pelas minhocas e da fitoproteção e maior produção de 

biomassa aérea proporcionada pela inoculação do fungo micorrízico arbuscular. 

 

Conclusões 

 

A inoculação de um fungo micorrízico arbuscular e de minhocas foi utilizada para 

aumentar a eficiência da fitorremediação do cobre por Canavalia ensiformis em solo arenoso. 

O fungo micorrízico arbuscular reduz a toxicidade do cobre na planta e aumenta o 

crescimento da parte aérea. A minhoca aumenta a absorção e a translocação do cobre para a 

parte aérea. A presença conjunta do fungo micorrízico arbuscular e das minhocas no solo 

contaminado aumenta o crescimento e o teor de cobre nos tecidos aéreos, o que resulta em 

maior fitoextração do metal por Canavalia ensiformis no solo arenoso. 
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3 DISCUSSÃO GERAL 

 

A contaminação por cobre é um grave problema ambiental e já afeta diversos solos do 

Brasil e de outros países do mundo. Os solos de vinhedos (devido à aplicação de fungicidas 

cúpricos) e os locais de disposição de rejeitos de mineração, cortume, lodo de esgoto e dejetos 

de suínos são os que mais comumente encontram-se contaminados por este metal pesado. Este 

cenário é agravado em solos arenosos com baixa porcentagem de argila, óxidos e matéria 

orgânica, onde a disponibilidade do cobre é aumentada (GIROTTO et al., 2014; MIOTTO et 

al., 2017). Nestes locais o potencial de migração e contaminação do subsolo, das águas 

superficiais e subsuperficiais, dos animais, plantas e dos seres humanos é potencializada. 

Diante deste cenário, além da correta gestão dos resíduos, alternativas para a remediação 

destes solos devem ser buscadas como forma de reduzir a contaminação ambiental e, se 

possível, manter estes solos produtivos para que as atividades econômicas não sejam 

impossibilitadas. Neste contexto, foram realizados dois estudos a fim de potencializar a 

fitorremediação do cobre no solo arenoso. 

Nos dois estudos, a adição do cobre no solo arenoso resultou no alto teor disponível e 

na solução do solo. Os teores de cobre verificados nestes estudos, aproximadamente 100 mg 

kg
-1 

de cobre, estão próximos dos observados em outros trabalhos realizados com este mesmo 

tipo de solo. Girotto et al., (2014) verificaram níveis de cobre 98 mg kg
-1

 de cobre, acima dos 

teores naturais nestes solos. Miotto et al. (2017) quantificaram teores de 67 mg kg
-1

 de cobre 

(EDTA), enquanto que os teores naturais são de aproximadamente 3 mg kg
-1 

(EDTA).  

O cobre é um metal de transição e devido a sua capacidade de alternar entre os estados 

de cobre (II) e cobre (I) é essencial ao metabolismo das plantas, estando envolvido em 

processos biológicos como fotossíntese, respiração, absorção de oxigênio, detecção de etileno, 

metabolismo da parede celular e lignificação (LANGE et al., 2016). As exigências de cobre 

para o crescimento das plantas depende da espécie e do tipo de cultivar sendo que teores de 

aproximadamente 5 mg kg
-1

 de cobre no tecido já são suficientes para suprir as deficiências da 

plantas (ADREES et al., 2015). Porém, quando em excesso o cobre provoca uma série de 

danos ao organismo das plantas resultando em redução do crescimento, necrose, clorose e 

morte (YRUELA et al., 2005). Para Caetano et al. (2016), o estresse pelo cobre nas plantas já 

se inicia em teores de 28 mg kg
-1 

de cobre. Nesta tese, observou-se que a alta disponibilidade 

do metal provocou a redução do crescimento devido aos danos fisiológicos e bioquímicos do 
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metal às plantas. Os parâmetros da eficiência fotoquímica, das trocas gasosas e a atividade das 

enzimas antioxidativas foram desiquilibrados pelo excesso do cobre no tecido das plantas.  

A fitotoxicidade do cobre depende da espécie da planta e do teor no solo, sendo que 

em algumas plantas, teores entre 15˗20 mg cobre kg
-1

 já ocasionam redução no 

desenvolvimento (KABATA-PENDIAS, 2011). A variação nos teores de cobre no tecido das 

plantas em ambos os estudos foi de 2 mg kg
-1 

na
 
parte aérea (dose 0 de cobre) até 50-350 mg 

kg
-1

 em parte aérea e raízes, respectivamente. Os íons livres de cobre provocam o 

desiquilíbrio na produção de espécies reativas de oxigênio que promovem a peroxidação 

lipídica, rompimento de membranas e danos celulares irreversíveis (HABIBA et al., 2015; 

MARQUES et al., 2016). Adicionalmente, íons livres de cobre podem formar ligações com 

proteínas e alterar suas funções na planta. Além disso, o cobre pode reduzir o aproveitamento 

de outros nutrientes com Fe, Mn e Zn devido a sua capacidade de ocupar o mesmo sítio destes 

nutrientes em transportadores e sítios de absorção nas raízes. Isto provoca uma deficiência 

destes nutrientes devido ao excesso do cobre.  

Para remediar o cobre no solo arenoso foi proposta a técnica de fitorremediação com 

Canavalia ensiformis. Esta planta é uma leguminosa, com potencial para ser utilizada em 

programas de fitorremediação (VENDRUSCULO, 2013; SANTANA et al., 2015; SILVA et 

al., 2018) e adaptada a diferentes solos e condições climáticas. Também foram avaliadas 

estratégias para aumentar o poder fitorremediador da planta.   

No estudo I, a maior eficiência da fitorremediação por C. ensiformis foi observada 

quando da adição conjunta de fungos micorrízicos arbusculares e vermicomposto de esterco 

bovino. A adição das doses crescentes do vermicomposto de esterco bovino no solo arenoso 

com alto teor de cobre aumentou o pH e o teor de nutrientes no solo.  Além disso, o 

vermicomposto aumentou a quantidade de cargas negativas no solo, promovendo a adsorção 

do metal e reduzindo a sua disponibilidade. Da mesma forma, a maior disponibilidade de 

fósforo devido à adição do vermicomposto contribuiu para a redução significativa da 

concentração do cobre na solução, devido a formação de complexos fosfato-metal. Assim, no 

solo com as maiores doses de vermicomposto (acima de 40 mg kg
-1

 de P via vermicomposto) 

as raízes das plantas estavam menos expostas aos efeitos do cobre e com maior quantidade de 

nutrientes disponíveis, favorecendo a produção de biomassa. Este efeito foi comprovado pela 

atividade das enzimas antioxidativas e pelos parâmetros da fotossíntese. 
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O sucesso da fitorremediação foi obtido somente com a adição de doses baixas de 

vermicomposto (<20 mg kg
-1

 de P via vermicomposto). Devido a menor quantidade de 

vermicomposto, ocorreu a predominância de ligações de baixa energia do cobre a compostos 

carbonados mais solúveis na solução do solo, aumentando a disponibilidade para a planta em 

relação aos tratamentos com doses mais altas (PÉREZ-ESTEBAN et al., 2014). Desta forma, 

as plantas absorveram maior quantidade de cobre no sistema radicular, apresentaram maiores 

sintomas de toxidez, com redução na eficiência fotoquímica, desencadeando danos 

bioquímicos que afetaram o seu crescimento da parte aérea. No entanto, a presença do fungo 

micorrizíco arbuscular reduziu a translocação do cobre para parte aérea da planta e aumentou 

a tolerância das plantas ao excesso do cobre, o que promoveu o incremento na biomassa das 

plantas nestes tratamentos. O fungo micorrízico melhora a nutrição, retém o metal nas raízes 

através da formação de quelatos dos compostos orgânicos das hifas e promove o crescimento 

da planta (DOUBKOVÁ; SUDOVÁ, 2016). Por isto, a inoculação do fungo micorrízico em 

plantas cultivadas no solo com adição de doses mais baixas de vermicomposto promoveu 

incremento na biomassa, no acúmulo do cobre nas raízes e na fitoestabilização no solo 

arenoso.  

A adição de adubos orgânicos nos solos incrementa a abundância das minhocas. Desta 

forma, o estudo II buscou avaliar o papel das minhocas e dos fungos micorrízicos 

arbusculares na fitorremediação do cobre. As minhocas reduziram o teor de cobre na solução 

do solo através da absorção do metal nos seus tecidos ou através da modificação na matéria 

orgânica do solo, promovendo a complexação do metal. Além disso, as minhocas aumentaram 

a mineralização do N e houve promoção da colonização micorrízica.  

A formação de compostos orgânicos lábeis pela ação das minhocas favoreceu a 

complexação do cobre e sua absorção pelas plantas e translocação para a parte aérea. Devido 

a isso, as plantas cultivadas no solo somente com a presença das minhocas absorveram maior 

quantidade de cobre na parte aérea, provocando maiores sintomas de toxidez. O cobre 

provocou redução na taxa fotossintética, condutância estomática, eficiência no uso da água e 

na carboxilação, e aumento na concentração interna de CO2. Além disso, a atividades das 

enzimas SOD e POD neste tratamento foi aumentada, resultado da maior produção de 

espécies reativas de oxigênio devido a toxidez pelo metal. 

O fungo micorrízico reduziu os danos fitotóxicos do metal e promoveu o crescimento 

da planta no solo arenoso contaminado. O aumento da tolerância ao cobre neste estudo foi 
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diferente do observado no estudo I. O FMA não reduziu o cobre na parte aérea da planta, mas 

promoveu outros mecanismos de tolerância, como a maior absorção de nutrientes como P, N, 

K, Mg, Fe e Mn. O FMA contribuiu para a redução da formação de espécies reativas de 

oxigênio. A interação entre o fungo micorrízico arbucular e as minhocas favoreceu a 

fitoextração do cobre. A minhoca aumenta a translocação do cobre para parte aérea enquanto 

o fungo aumento o crescimento da parte aérea e reduz os efeitos tóxicos do cobre no 

metabolismo da planta. 

 Os estudos propostos nesta Tese são alternativas para remediar o cobre em solos 

arenosos de vinhedos. Especificamente, o Canavalia ensiformis pode ser uma planta de 

cobertura utilizada em solos de vinhedos erradicados, que apresentam altos teores de cobre ou 

até mesmo nas entre linhas de vinhedos jovens onde já se tem níveis altos do metal. A 

adubação com vermicomposto é uma alternativa sustentável e economicamente viável para o 

cultivo da uva. Diversos estudos já demonstram o efeito do vermicomposto em parâmetros do 

crescimento da videira e de qualidade das uvas, o que comprova a qualidade deste adubo 

orgânico (DOMINGUEZ et al., 2014; FERREIRA et al., 2018; MARTÍNEZ-CORDEIRO, 

2016). Aliado a isso, em solos arenosos de vinhedos contaminados com cobre, o 

vermicomposto incrementa os nutrientes, pH, matéria orgânica e reduz os níveis de cobre 

quando adicionado em doses mais altas.  

O fungo micorrízico arbuscular promove o crescimento das plantas no solo 

contaminado e em algumas situações aumenta o teor de cobre no sistema radicular. Desta 

forma, estes organismos são eficientes para ser utilizada na recuperação de solos 

contaminados com cobre. A inoculação dos FMA é fácil e atualmente já existem inóculos 

comerciais destes fungos, o que facilita a sua adoção por produtores e empresas. A adoção de 

manejos que aumentem a abundância e a diversidade de minhocas nos solos de vinhedos 

devem ser adotadas como estratégias para reduzir os níveis de cobre nestes solos. As 

minhocas podem interagir com fungos micorrízicos arbusculares promovendo a fitoextração 

do cobre em solos contaminados. 
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4 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Os resultados deste estudo demonstram que o cobre em excesso no solo provoca danos 

fisiológicos, bioquímicos e de crescimento em plantas Canavalia ensiformis. É possível 

utilizar o esterco bovino no processo de vermicompostagem, para a obtenção de um adubo 

orgânico de alta qualidade. A adição de doses crescentes do vermicomposto reduz o teor de 

cobre disponível no solo, eleva os teores de nutrientes nas plantas e reduz os efeitos tóxicos 

do cobre, o que favorece o crescimento de Canavalia ensiformis. O fungo micorrízico 

arbuscular promove o crescimento da planta. A adição do vermicomposto e a inoculação da 

planta com fungo micorrízico arbscular favorece a fitoestabilização pela maior absorção do 

cobre pelo sistema radicular e proteção dos danos fitotóxicos pelo fungo micorrízico. As 

minhocas reduzem o cobre na solução do solo, mas promovem a maior translocação do cobre 

para a parte aérea da planta. A interação entre fungos e minhocas aumenta a fitoextração do 

cobre. 
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5 PERSPECTIVAS DE ESTUDOS FUTUROS 

 

I) Estudar os efeitos do cobre no organismo das plantas através da expressão de 

proteínas transportadoras de metais; 

II) Detalhar as características químicas, físicas e biológicas do vermicomposto a ser 

utilizado em programas de fitorremediação e verificar se o tempo de maturação do 

vermicomposto influencia na adsorção do cobre; 

III) Avaliar o efeito da utilização do vermicomposto em cultivos realizados em 

condições de campo em solos contaminados com cobre; 

IV) Verificar as espécies de minhocas habitantes em solos de vinhedo e determinar a 

sua tolerância ao excesso de cobre no solo através de testes ecotoxicológicos; 

V) Isolar espécies de fungos micorrízicos nativos de solos de vinhedos tolerantes ao 

excesso de cobre no solo. 
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