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RESUMO

BIOCARVAO E FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES NO
DESENVOLVIMENTO DE Phaseolus vulgaris L. CULTIVADO EM SOLO
CONTAMINADO COM COBRE

AUTOR: Daniel Erison Fontanive
ORIENTADOR: Rodrigo Ferreira da Silva

A presenca de cobre em excesso no solo pode ser tdxica para as plantas e outros organismos.
Neste caso, buscam-se alternativas de remediacao de areas contaminadas pelo metal, na qual o
biocarvdo pode atuar como adsorvente de cobre no solo, bem como os fungos micorrizicos
arbusculares (FMAs) formam associacdo simbiotica com plantas e possuem potencial de
fitoestabilizacdo deste metal nas raizes. Desse modo, foram desenvolvidos trés estudos
cientificos para e elucidacdo das hipdteses de que o biocarvdo reduz a disponibilidade de
cobre e promove o0 desenvolvimento do feijdo comum em solo contaminado e a associagéo
simbiotica com as micorrizas resulta em menor translocacdo do metal e reducéo da toxicidade
as plantas. Portanto, na primeira pesquisa objetivou-se verificar os efeitos da adicdo de
biocarvao em solo contaminado com cobre e 0 desenvolvimento de feijdo comum; no segundo
estudo objetivou-se avaliar o uso de FMAs para o desenvolvimento e acimulo de cobre em
plantas de Phaseolus vulgaris L. cultivado em solo contaminado com cobre e; no terceiro
objetivou-se determinar o efeito da aplicacdo de biocarvdo combinado com o uso de fungos
micorrizicos arbusculares no cultivo de Phaseolus vulgaris L. em solo contaminado com
cobre. Os resultados evidenciaram que o biocarvéo exerceu efeito positivo para a reducdo da
disponibilidade de cobre em solo contaminado, além da diminuicao do teor do metal no tecido
vegetal de P. vulgaris L. Assim como a porcentagem de germinacdo de sementes, 0
desenvolvimento vegetal geral e a produtividade foram maiores mesmo em solo contaminado
com cobre. A inoculacdo com os isolados Rizoglomus clarum e Scutellospora pellucida
promoveu aumento no desenvolvimento e produgéo do feijdo cultivado em solo contaminado
com cobre e também reduziu a disponibilidade do metal. A espécie S. pellucida proporciona
menor translocacdo do metal para a parte aérea das plantas. O uso combinado de biocarvéo e
fungos micorrizicos arbusculares resulta em aumento na altura, porcentagem de germinacao
de sementes, massa seca aérea e de raizes e produtividade de grdos de plantas de feijao
comum cultivado em solo contaminado, enquanto o teor de cobre disponivel no solo, na raiz,
na parte aérea e no grdo de feijdo € menor. A translocacdo de cobre para a parte aérea de P.
vulgaris também foi menor com a utilizagdo conjunta de biocarvdo e FMAs.

Palavras-chave: Biochar. Micorrizas arbusculares. Remediacéo. Feijdo comum.



ABSTRACT

BIOCHAR AND ARBUSCULAR MYCORRHIZAL FUNGI IN THE DEVELOPMENT
OF Phaseolus vulgaris L. CULTIVATED IN SOIL CONTAMINATED WITH COPPER

AUTHOR: Daniel Erison Fontanive
ADVISOR: Rodrigo Ferreira da Silva

The presence of excess copper in the soil can be toxic to plants and other organisms. In this
case, alternatives for remediation of areas contaminated by the metal are being sought, in
which biochar can act as a copper adsorbent in the soil, as well as arbuscular mycorrhizal
fungi (AMFs) forming a symbiotic association with plants and having the potential for
phytostabilization of this metal in the roots. Thus, three scientific studies were developed to
elucidate the hypotheses that biochar reduces copper availability and promotes the
development of common bean in contaminated soil and the symbiotic association with
mycorrhizae results in less metal translocation and reduced toxicity to plants. Therefore, the
first research aimed to verify the effects of adding biochar in soil contaminated with copper
and the development of common bean; the second study aimed to evaluate the use of AMFs
for the development and accumulation of copper in Phaseolus vulgaris L. plants cultivated in
soil contaminated with copper and; the third aimed to determine the effect of applying biochar
combined with the use of arbuscular mycorrhizal fungi in the cultivation of Phaseolus
vulgaris L. in soil contaminated with copper. The results showed that biochar had a positive
effect on the reduction of copper availability in contaminated soil, in addition to the decrease
in the metal content in the plant tissue of P. vulgaris L. As well as the percentage of seed
germination, overall plant development and productivity were higher even in soil
contaminated with copper. Inoculation with the isolates Rizoglomus clarum and Scutellospora
pellucida promoted an increase in the development and production of beans grown in soil
contaminated with copper and also reduced the availability of the metal. The species S.
pellucida provides less translocation of the metal to the aerial part of the plants. The
combined use of biochar and arbuscular mycorrhizal fungi results in an increase in height,
percentage of seed germination, aerial and root dry mass and grain yield of common bean
plants grown in contaminated soil, while the available copper content in the soil, in the root,
in the aerial part and in the bean grain it is smaller. Copper translocation to the aerial part of
P. vulgaris was also lower with the combined use of biochar and AMFs.

Keywords: Biochar. Arbuscular mycorrhizae. Remediation. Common bean.



SUMARIO

1 INTRODUCAO GERAL

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2L COBRE oot e e e e e et ——— e e e e e e araaeaeeeaatrraaaaeans
2.2 BIOCARVAO COMO ESTRATEGIA DE REMEDIAGAQ DOS SOLOS ......oovvveeereerrenanee.
2.3 FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES .......oooivereeeieeeeeeseeiseeeessessssseesseeessesssssesnens
2.4 FEIJAO COMUM (Phaseolus VUIGATTS L.) ....c.cvovvereieeeeeeeeeieeeeeeeeseseeee e ssns s

3 CAPITULO 1: BIOCARVAO PARA O DESENVOLVIMENTO DE Phaseolus
vulgaris L. EM SOLO CONTAMINADO POR COBRE

B LRESUMO ..ttt ettt et sttt b e bbbt et e bt ettt e st sheenaee
Se2 AB ST RACT ettt ettt e st e e st e s et e s bt e s b e e b et e b e e e beeebe e e beeebee s
3.3 INTRODUGAD ...t es e es s e ee e se e ees e ee e ees s
3.4 MATERIAIS E METODOS........ooieieeeeeeeeeeeieeeese e essesse s sesas s senas st s sesssassnenssnanans
BUA L LLOCAL ...t
3.4.2 DEINEAMENTO ...ttt bbbt bbb et sb e et e bt bt enr e bt
3.4.3 Instalagdo e condUGEOD A0 EXPEFIMENTO ........eiueiiiiriiiiie ettt st e e e nees
I A O 17 W [ =T 1= Lo Lo F PSSR

3.4.3.2 TeSteS Ue gEIMINAGAD.......ccueeireertrerieereete et esteete et eeeeeaesaaesraessaesraesreesteesseesreesseenseensens

KR Y 7= T Lot L= USRS
3.4.4.1 AvaliagBes MOIfOIOGICAS .......cocerveieiriiriirieieieiere ettt st

3.4.4.1.1 AItUra de Plantas (AP) ......eeceeieeiiereeceeie ettt te et ere et e e s re e e e sneees
3.4.4.1.2 Massa seca da parte aerea (MSPA) .......cooeiiereeeiee et
3.4.4.1.3 Massa seca de raizes (IMSR) ......ocviiiiiieiie ettt ettt
3.4.4.1.4 Namero de vagens por planta (NVP) .....ccoovieeecieicece e
3.4.4.1.5 Namero de graos por vagem (NGV) ......cceeieeieeiieieeiece et
3.4.4.1.6 PeSo de Mil graos (PMG) .....c.eeiviieiiieecie ettt eee et eteeeteestne e tne e e stn e eeneenne s
3.4.4.1.7 Produtividade de graos (PG).....ccceceeecereiee e cee et steeetee e st eeaaesene s
3.4.4.1.8 Volume radiCular (VR).....c.ueccieiee ettt etee et e st e e tee e tne e tn e etee e s
3.4.4.1.9 Area superficial especifica de raizes (ASE) ........coovveeeeeeeeeeeeeneeeeeseseeseseseeens

3.4.4.2 Porcentagem de germinagao de Sementes (GS) .....covevereeiienenineeicnene e

3.4.4.3 Par@metroS da ClOTOTiIa ...cceee oot e e e e e e e e e e e eeeeeeeaan

12
15
15
17
18
20



3.4.4.4 Cobre no 5010 € N0 teCidO VEQELAl .........coeevieiieie e 30

3.4.4.5 Fatores de translocagdo (FT) e bioconcentrag8o (FBC)........cceccveveeveeneecieeieeieeieeenns 30

3.4.5 ANALISE ESTATISTICA ....vevvevietieitet ettt bttt sb e bbb 30
3.5 RESULTADOS E DISCUSSAD........oouiiieeieeeeieeeeeeeeseseseseesessesesssessesesassssesssssesssssssssssesssnasens 31
3.6 CONCLUSAD ....ouvirrvimrirtiieeisessesiessse ettt 43
BT REFERENCIAS ..ottt ettt n s s st na s s s snassenasansnaesnanans 44

4 CAPITULO 2: INOCULACAO DE FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES
EM Phaseolus vulgaris L. CULTIVADO EM SOLO CONTAMINADO POR COBRE 52

AL RESUMO ...ttt ettt ettt ettt sat e s at e s ae e s aeesbe e s bt e abe e s bt e be e beenbeenbeeabeeas 52
A2 ABSTRACT ..ttt ettt ettt st h e e s ae e sheesb e e s bt e s bt e bt et e e bt e bt eabe et e eabesatesaae e 52
A3 INTRODUGAO ..ot s e s es s see s e ee s ees s 53
4.4 MATERIAIS E METODOS........oootiiiteiieeeeeeeeeeeeese e sessssesessss e sessssssssassessssesasssssssssessssssssassans 54
I I o | SO 54
4.4.2 DEIINEAIMEINTO ...ttt bbbttt bbbt bbb n e s 55
4.4.3 Instalacdo e condugao do EXPEIIMENTO .....cccviiiiiiiiic et 55
I R O TS o [ £ T 1= v Lo (o F PSSR 55

4.4.3.2 TeStES (8 GEIMINAGAD.......eeieerteeriesteerteeieeteeteeteeseesresaessaesseesseesseesseesseesseesseesseesseesees 56

AA4 AVAIIAGDES .....ovveeeitieiiete ettt h bbbt e s 56
4.4.4.1 AvaliaGhes MOITOIOGICAS ......ceeveeeeririeieieieriert ettt 56
4.4.4.2 Colonizag80 MICOITiZiCa (CIM) ..c.ceuieuiriirieieieiertesee et 57
4.4.4.3 GerminaGao de SEMENTES (GS)....cveriririeieierierieet ettt 57
4.4.4.4 Pardmetros da ClOrOTila . .......coueiuirieieicee e 57

4.4.4.5 Cobre no solo e N0 teCido VEGELAl ........cceeeeiiiirieicieceeeeeeee e 57

4.4.4.6 Fatores de translocacdo (FT) e de bioconcentragdo (FBC) ......cceceevvevenineeienienenenne 57

4.4.5 ANALISE BSTATISTICA ... c.eiuiiieeieiee ettt bbb 58
4.5 RESULTADOS E DISCUSSAD.......c.ouieeiieeeeeieeeeeeeseeiesessesessesssessessessssasssssssesssasassssassassessnens 58
4.6 CONCLUSAO ...ttt s s se s s st st sassenaseesnassneseesasansans 68
4.7 REFERENCIAS ...ttt bbb 69

5 CAPITULO 3: BIOCARVAO E FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES NO
CULTIVO DE Phaseolus vulgaris L. EM SOLO CONTAMINADO COM COBRE 74

B.LRESUMO ..ot s s s s s s s e s enssesannsesensens 74
5.2 ABSTRACT ..ottt seeeses e ssss s s s sa s ss s sasn s ss e es s sans s ssens s sansennaans 74
5.3 INTRODUGAD .....ovieeeeee ettt sttt es et es st s s ssnessnens 75
5.4 MATERIAIS E METODOS. .......oocoucieeeieseeeeeeseesseessessesssessesssssasssssssssssessssesssnsssssssssssasssenns 76

Lo N 1o o7 | R 76



5.4.2 DEIINEAMENTO .....cuiiiiiiiiite ettt
5.4.3 Instalag@o e condUGE0 dO EXPEFIMENTO ......oviriiiiiieieiceiee e
RO 7= Y - Lot L=l SO
5.4.4.1 AvaliacOes MOfOIOQICAS .....ccvevveevieerieeiieteete ettt sre e st e sre e reenreas
5.4.4.2 Colonizac@o MiCOITiZiCa (CIM) ...ccueeiieeiieieeie ettt ettt st re s
5.4.4.3 Porcentagem de germinacdo de SeMentes (GS) ...ccvievveecieeieeveieeecee et
5.4.4.4 Teor de cobre diSponiVel N0 SO0 ........cccuieiiieiieciece e e
5.4.4.5 Teor de cobre No teCid0 VEQELAl .......cceecvieiieieeece e
5.4.4.6 Fatores de translocagdo (FT) e bioconcentragao (FBC).......cccoecvevieiieneesieseeceeseenen,
5.4.5 ANAIISE BSTATISTICA .......eveiviitiiriic s
5.5 RESULTADOS E DISCUSSAOQ........cooiueieieeeieieeeeieieseesessesaesssessesssessssesses s sesssssssssssassnsnas
5.6 CONCLUSAD ....ouvorrirmrireeiieieseessessise sttt
5.7 REFERENCIAS ..ottt tesae st sa s s e en s aes st na s s s ssa st esasassnansnaneas
6 DISCUSSAO GERAL
7 CONSIDERACOES FINAIS
REFERENCIAS



12

1 INTRODUCAO GERAL

O cobre (Cu) é um elemento quimico considerado um metal pesado de ocorréncia
natural no solo, além disso € um micronutriente para as plantas desempenhando papel
essencial na nutricdo e metabolismo vegetal, fazendo parte da estrutura enzimatica
(MARTINS et al., 2011; DECHEN e NACHTIGALL, 2007).

A principal fonte de Cu no solo € decorrente da intemperizacdo do préprio material de
origem (KABATA e PENDIAS, 2010), porém, nos ultimos anos tém sido verificado o
aumento dos niveis de cobre em algumas areas, devido a aplicagdo de insumos cupricos
(GONCALVES et al., 2019), o que pode causar toxidez no ambiente e potencial risco para
humanos e animais, devido a capacidade de bioacumulacdo (MATEOS-NARANJO et al.,
2013).

O excesso de cobre absorvido pelas plantas pode ocasionar alteracfes estruturais,
morfoldgicas e fisioldgicas, causando danos ao sistema radicular, inibicdo da absorcdo de
nutrientes, reducdo da taxa fotossintética e desenvolvimento vegetal (LOURENZI et al.,
2019; YRUELA, 2005; CAMBROLLE et al., 2015). Além disso, pode levar a estresse
oxidativo nas plantas (LYUBENOVA et al., 2015; THOUNAOJAM et al., 2012). De acordo
com Taiz e Zeiger (2002), o Cu pode produzir radicais livres que danificam as membranas
celulares por oxidagdo. Nas raizes, os sintomas toxicos podem ser observados através do
encurtamento, engrossamento e 0 aumento de raizes laterais (MARQUES et al., 2018;
YRUELA, 2005), ocasionando diminuicdo de absorcdo de agua e nutrientes e
consequentemente inibi¢do do crescimento da parte aérea e aumento da biomassa das raizes e
dos ramos (KELLER et al., 2015).

O biocarvéo surge como alternativa para amenizar o efeito toxico de cobre em areas
contaminadas (NOVAK et al., 2009). Esse material resulta da conversdo térmica da biomassa
organica atraves do processo de pirélise sob condi¢Bes de baixa concentracdo de oxigénio
(ONI, OZIEGBE e OLAWOLE, 2019), possui potencial remediador de metais pesados no
solo através da adsor¢do quimica por grupos funcionais de superficie (XIA et al., 2019), além
disso, pode produzir um efeito eletrostatico fraco, o que leva a fisissorcdo (GOMEZ-EYLES e
GHOSH, 2018), também altera as condi¢cbes de aeracdo e umidade do solo, influenciando
sobre o potencial redox, diminuindo a toxicidade de metais pesados (NOVAK et al., 2009).
Também h& a possibilidade de aumento do pH, visto que o material é alcalino, o que
indiretamente reduz a biodisponibilidade de metais pesados (HUANG, Peng, et al., 2018),

promovendo a remediacdo de areas contaminadas.
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Outra possibilidade de remediacao de solos contaminados por Cu é por meio do uso de
microrganismos, como os fungos micorrizicos arbusculares (FMAS), que tém a capacidade de
formar associacdo simbidtica com cerca de 80% das plantas cultivadas (ZHANG Fengge et
al., 2019). A associacdo com plantas € realizada através da colonizacéo inter e intracelular do
cortex da raiz formando arbulsculos, que sdo estruturas tipicas do fungo e altamente
ramificadas, também ocorre formacdo de hifas enroladas e/ou ramificadas, vesicula (hifas
com dilatacOes terminais) e micélio extra radicular que cresce solo adentro além da rizosfera
(MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). Os fungos micorrizicos melhoram as propriedades fisico-
quimicas do solo e podem atuar como filtros para o blogueio de xenobidticos em seu micélio
(BERBARA, SOUZA, FONSECA, 2006; DAYNES et al., 2013).

Apesar da contaminacao inorganica afetar negativamente alguns processos do ciclo de
vida dos FMAs, tem-se verificado a ocorréncia de varios isolados fingicos aparentemente
adaptados ao excesso de metais pesados (RIAZ et al., 2021). Nesse contexto, as micorrizas
arbusculares sdo relatadas em associacdo com raizes de plantas em areas contaminadas por
metais (DE MELO et al., 2015; KODRE et al., 2017) e sdo sugeridas para otimizacdo do
desenvolvimento e eficiéncia das plantas sob recursos limitados (HUANG, Xeniaoch, et al.,
2018; SCORIZA, CORREIRA, DA SILVA, 2016). Portanto, as micorrizas atuam como
barreira fisica e funcionam como bainha (MA et al., 2019) e imobilizam metais pesados nas
raizes das plantas (fitoestabilizacdo) (MIRANSARI, 2011; SCHNEIDER, et al., 2013; WU et
al., 2014).

O feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) é uma planta anual, pertencente a classe das
dicotiled6neas, da familia das Fabaceae. Com alto teor de proteinas na semente, o feijao
comum é um dos principais alimentos da dieta alimentar da populacéo brasileira e seu grande
consumo se destaca devido a importancia nutricional, social e econémica (LANDAU E
MOURA, 2020). No Brasil, a producéo de feijdo € realizada por diversos tipos de produtores,
em diversas regides do pais, utilizando diferentes niveis tecnoldgicos, no entanto, o destaque é
a agricultura familiar que é responsavel por grande parcela da produgéo dessa cultura no pais
(SILVA E WANDER, 2013).

Em relacdo ao cultivo do feijdo em areas com niveis elevados de cobre, Kabata e
Pendias (2010), descrevem que niveis entre 20 e 100 mg kg de cobre nas plantas sdo
considerados tdxicos, sendo que para feijdo comum o limite maximo tolerado (LMT) de Cu
nos grdos destinados a alimentacéo é de 10 mg kg (BRASIL, 2022). Entretanto, estudos
apontam que Phaseolus vulgaris L. pode apresentar um nivel elevado de resisténcia se

cultivado em solos com diferentes formas de contaminacéo, inclusive por metais pesados, fato
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esse que é atribuido a seletividade na absorcdo de nutrientes (LEITE E ZAMPIERON, 2012),
sendo um diferencial positivo para sua utilizagdo como planta teste em solo contaminado por
cobre.

Nesse sentido, as hipoteses desenvolvidas para esse estudo sdo: (i) o biocarvéo reduz a
disponibilidade de cobre e promove o desenvolvimento do feijdo comum em solo
contaminado com Cu; (ii) o feijdo comum micorrizado apresenta menor translocacdo do Cu
que resulta na reducéo da toxicidade as plantas;

Este trabalho teve como objetivo possibilitar a utilizacdo de biocarvdo e fungos
micorrizicos arbusculares para o cultivo de feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) em solo
contaminado com cobre.

Para a elucidacdo das hipoteses e atendimento do objetivo deste trabalho foram
realizados trés experimentos: (i) estudo do uso do biocarvao em solo contaminado com cobre
e cultivado por Phaseolus vulgaris L.; (ii) utilizacdo de fungos micorrizicos arbusculares para
o0 crescimento e acimulo de cobre em plantas de Phaseolus vulgaris L. cultivado em solo
contaminado com cobre; (iii) utilizacdo combinada de biocarvdo e fungos micorrizicos
arbusculares para o desenvolvimento de Phaseolus vulgaris L. em solo contaminado com

cobre.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 COBRE

Para as plantas e outros organismos vivos, o Cu é considerado um micronutriente
essencial indispensavel para diversos processos enzimaticos importantes para 0 metabolismo
celular, seja como ativador enziméatico ou formando parte das mesmas (DECHEN e
NACHTIGALL, 2007). Esse metal intervém em processos de oxirredugdo, participa do
metabolismo de nitrogénio e glicidio, também influi na fixacdo do nitrogénio em leguminosas
e atua no equilibrio de bioelementos que regulam a transpiracdo da planta (FAGAN et al.,
2016). Alem disso, atua como catalisador de reacdes bioquimicas no metabolismo de
carboidratos, na sintese de clorofila e na constituicdo de proteinas em vegetais (TAIZ et al.,
2017). Apesar dos diversos beneficios para o ciclo de vida das plantas, quando presente em
elevadas concentragfes, 0 Cu pode causar toxidez no ambiente e danos na cadeia alimentar
ocasionada pelo efeito de bioacumulacdo (YRUELA, 2005).

A forma quimica do cobre é Cu?*, a qual €, em geral, pouco mével ou disponivel na
solucdo do solo, encontra-se em sua maioria retida por ligac@es fisicas e quimicas de alta
energia nas fracbes orgénica e inorganica do solo. Na sua fase trocdvel é considerado
biodisponivel no solo (KABATA PENDIAS, 2010). A disponibilidade depende de varios
fatores como o pH, temperatura, forca ibnica, concentracdo e peso molecular das particulas
organicas do solo (AYDIN, BULUT e YERLIKAYA, 2008).

Os metais pesados, por defini¢do, referem-se aos elementos quimicos que apresentam
densidade maior do que 5 g cm™ e nimero atdmico maior que 20 (MALAVOLTA et al.,
2006). Nesse contexto, o cobre possui densidade média de 8,96 g cm™ e niimero atémico 29,
sendo, portanto, considerado um metal pesado (WUANA e OKIEIMEN, 2011).

As areas contaminadas sdo locais de potencial risco a salde humana e ao meio
ambiente (ANDREAZZA et al., 2013). Conforme a resolucdo n° 420/2009 do Conselho
Nacional do Meio Ambiente (CONAMA, 2009) o valor orientador como limite maximo de
cobre total em éreas agricolas é de 200 mg kg™?. Ainda, a portaria N°85/2014 da Fundac&o
Estadual de Protecdo Ambiental (FEPAM, 2014) indica um valor de referéncia de qualidade
de 203 mg kg* de Cu total em solos da provincia geomorfoldgicas/geoldgicas do planalto do
Rio Grande do Sul.

O aumento dos teores de Cu no solo pode ocorrer naturalmente, atraves do material de

origem (HUGEN et al., 2013). Entretanto, tém sido verificado o aumento da quantidade de
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areas contaminadas por esse metal em algumas regides do Brasil, isso devido, principalmente,
a intensificacdo das atividades antropicas (ANDREAZZA et al., 2010). O uso de fungicidas a
base de cobre, fertilizantes, aguas residuarias, industrializacdo, mineracdo e o descarte
inadequado de residuos urbanos tem provocado aumento nos niveis deste elemento no solo,
causando riscos a saude humana, pela capacidade de bioacumulagdo do metal nos organismos
(MATEOS-NARANJO et al., 2013). Portanto, atividades agricolas e industriais podem
ocasionar o aumento da quantidade de Cu no solo, fato que influencia na atividade bioldgica
(LIetal., 2016) e, consequentemente, na capacidade produtiva do solo.

Os trés Estados da regido sul do Brasil ttm como caracteristica a producéo suinicola
de forma intensiva e em grande escala (ABPA, 2020). Essa atividade gera grandes
quantidades de residuos (aguas residudrias da suinocultura) que tradicionalmente sdo
aplicados nos solos como fonte de adubacdo, pois contém macro e micronutrientes
importantes para as culturas (DA ROS, et al., 2017). Dentre os nutrientes presentes nos
residuos, tem-se o cobre, o qual € um elemento adicionado na racdo como suplemento para 0s
suinos (ROSTAGNO et al.,, 2017). Devido a utilizacdo de altas dosagens e aplicacdes
sucessivas de dejetos liquidos de suinos nas areas agricolas, tém sido verificado o aumento
significativo do conteddo de Cu no solo, em formas sollveis e trocaveis, potencializando a
toxidez aos vegetais e também sua transferéncia, através de sedimentos, para aguas
superficiais (BASSO et al., 2012; BISSANI, SEGANFREDO e SA, 2014; GIROTTO, et al.,
2010). Além disso, no Rio Grande do Sul, foram constatados altos teores de Cu em solos sob
cultivo de videiras na serra do Nordeste e areas de mineracdo na serra do Sudeste
(ANDREAZZA et al., 2013).

Em relacdo aos efeitos toxicos do excesso de Cu, nos vegetais pode ocasionar
alteracdes estruturais, morfoldgicas e fisioldgicas, causando danos ao sistema radicular,
inibicdo da absor¢do de nutrientes, reducdo da taxa fotossintética e desenvolvimento vegetal
(LOURENZI et al., 2019; YRUELA, 2005; CAMBROLLE et al., 2015). Além disso, pode
levar a estresse oxidativo nas plantas, devido ao aumento na producéo de radicais livres de
oxigénio toxicos que danificam lipideos e proteinas da membrana celular, aminoacidos e
acidos nucléicos (LYUBENOVA et al., 2015; THOUNAOJAM et al., 2012). De acordo com
Taiz e Zeiger (2002), o Cu estd associado ao transporte de elétrons entre as membranas
durante a fotossintese e quando disponivel em sua forma livre, produz radicais livres que
podem danificar as membranas celulares por oxidacdo. Nas raizes, os sintomas téxicos podem
ser observados através do encurtamento, engrossamento e o aumento de raizes laterais
(MARQUES et al., 2018; YRUELA, 2005), ocasionando diminui¢cdo de absorcao de &gua e
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nutrientes e consequentemente inibicdo do crescimento da parte aérea e aumento da biomassa
das raizes e dos ramos (KELLER et al., 2015).

O Cu também pode influenciar no ecossistema por meio da selecdo de espécies
tolerantes a elevadas concentracBes do metal, influenciando na biodiversidade local
(BOISSON et al., 2018). Nesse contexto, busca-se alternativas de remediacdo e reducdo do
efeito tdxico do cobre no ambiente, mantendo ou melhorando-se a qualidade e a capacidade

produtiva do solo.

2.2 BIOCARVAO COMO ESTRATEGIA DE REMEDIACAO DOS SOLOS

O biocarvao ou biochar, é produzido através da pirolise de materiais organicos em
condicBes andxicas em temperaturas variando de 350 a 900 °C (ZHANG et al., 2021). Este
material pode ser obtido por meio de varios materiais organicos, sendo 0s mais comuns,
aqueles advindos das atividades agricolas, destacando-se as serragens e cavacos de madeira,
residuos de poda de arvores, residuos agricolas, dejetos de animais, estercos, lodos e demais
residuos orgénicos em geral (LORENZ e LAL, 2014).

O biocarvao pode ser utilizado nas areas agricolas como um adsorvente, para remocao
e controle de possiveis contaminantes (AHMAD et al., 2013). Além disso, pode ocorrer 0
aumento da eficiéncia dos nutrientes no solo pela sua atuacdo como filtro de elementos
quimicos (SCHMIDT et al., 2021) e possibilidade de aumento do pH, visto que o material é
alcalino, o que indiretamente reduz a biodisponibilidade de metais pesados (HUANG, Peng et
al., 2018). Além disso, o biocarvdo aplicado no solo promove o aumento da atividade
bioldgica (LOPES et al., 2021), aumento da capacidade de troca de cations (NOVAK et al.,
2009), acumulo de carbono organico e melhoria do crescimento radicular das plantas
(LEHMANN et al., 2020), maior retengdo de agua (EDEH; MASEK e BUSS, 2020) e
reducdo da emissdo de gases do efeito estufa na atmosfera (KAMMANN et al., 2017).

O biocarvdo é um material rico em carbono estavel, altamente aromatizado, poroso e
grande area superficial especifica (YANG et al., 2019; ZHANG Jin et al., 2019), quando os
ions metalicos estdo proximos ao anel de benzeno do biochar, a nuvem de elétrons pode ser
polarizada e produzir um efeito eletrostatico fraco, o que leva a fisissorcdo (GOMEZ-EYLES
e GHOSH, 2018). O biocarvao também tem a capacidade de adsor¢do quimica dos metais
pesados através de grupos funcionais de superficie (XIA et al., 2019), além disso, pode alterar
as condicbes de aeracdo e umidade do solo, influenciando sobre o potencial redox,
diminuindo a toxicidade de metais pesados (NOVAK et al., 2009).
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Portanto, a aplicacdo de biocarvdo no solo pode levar a redistribuicdo de fracGes
metélicas através de varios processos, como adsorcdo, complexacdo, reducdo e precipitacdo
(Ql etal., 2017; HE et al., 2019), promovendo a remediacdo de areas contaminadas.

Estudos recentes sobre os efeitos de biocarvdes de diferentes matérias-primas apontam
efetividade na imobilizacdo de metais pesados, reduzindo assim sua mobilidade e
biodisponibilidade em solos contaminados (LU et al., 2017), além da melhoria do rendimento
e qualidade de culturas agricolas (NIE et al., 2018; SILVA et al., 2017).

Contudo, s@o poucas as investigacdes sobre os efeitos do biocarvdo para a
imobilizacdo de Cu em solos do sul do Brasil e na promocao do crescimento de plantas.

2.3 FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) pertencem a classe Glomeromycota
(MOREIRA e SIQUEIRA, 2006) e tém a capacidade de formar associacdo simbidtica com
cerca de 80% das plantas cultivadas (ZHANG Fengge et al., 2019). Os FMAs possuem ampla
distribuicdo nos ecossistemas, estdo presentes em florestas tropicais e temperadas, dunas,
desertos, pradarias e sistemas agricolas (BRUNDRETT, 2009).

A associacdo com plantas € realizada através da colonizagdo inter e intracelular do
cortex da raiz formando os denominados arbusculos, que sdo estruturas tipicas do fungo e
altamente ramificadas, também ocorre formacéo de hifas enroladas e/ou ramificadas, vesicula
(hifas com dilatagGes terminais) e micélio extra-radicular que cresce solo adentro além da
rizosfera (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). Essa interacdo causa melhoria dos atributos do
solo e respostas mais efetivas as limitacGes ambientais, como em areas com excesso de metais
pesados (TORRES; ANTOLIN E GOICOECHEA, 2018; SHI et al., 2019). Os fungos, por
meio de suas hifas aumentam a capacidade da planta hospedeira de absorcdo de agua e
nutrientes do solo, em troca, recebe carboidratos necessarios para seu crescimento e
desenvolvimento (NADEEM et al., 2014; RODRIGUES, BARROSO, FIQUEIREDO, 2018).
Além do fornecimento de compostos minerais as plantas, os fungos micorrizicos melhoram as
propriedades fisico-quimicas do solo e podem atuar como filtros para o bloqueio de
xenobidticos em seu micélio (BERBARA, SOUZA, FONSECA, 2006; DAYNES et al.,
2013).

As micorrizas atuam como barreira fisica e funcionam como bainha para a planta
micorrizica (MA et al.,, 2019) e imobilizam metais pesados nas raizes das plantas
(fitoestabilizagdo) (MIRANSARI, 2011; SCHNEIDER, et al., 2013; WU et al., 2014). Alguns
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mecanismos tém sido verificados sobre a atuacdo dos FMAs na remediacdo de solos
contaminados por metais pesados, tais como, diluicdo dos contaminantes nos tecidos vegetais
em decorréncia do favorecimento da maior producdo de massa, exclusdo da absorcdo por
meio da precipitacdo ou quelacdo dos metais na rizosfera e reducdo da absorgédo pela planta
devido a retencdo e imobilizacdo dos metais nas estruturas fungicas (MISHRA,
BHATTACHARYA e MISHRA, 2019). O conhecimento da capacidade de retencdo de metais
pesados pelos FMAs, seja pela diminuicdo da biodisponibilidade destes elementos nos
sistemas bioldgicos ou maior tolerancia das plantas ao excesso de metais pesados no solo
contribui para a aplicacdo desses microrganismos em programas de fitorremediacéo de solos
contaminados. Nesse contexto, a fitorremediacdo com o uso de fungos micorrizicos vem
recebendo atencdo significativa porque é uma técnica ecologicamente correta, econémica e
tem menos efeitos poluentes secundarios, ou seja, nao envolve outros potenciais
contaminantes no processo de remediacdo (SANTANA, 2020). Além disso, estudos indicam
que a inoculacdo de FMAs e adi¢do de materiais organicos como o biocarvdo, tém efeitos
sinérgicos na promocdo da fertilidade do solo e no desempenho das plantas em solos
contaminados (LIU et al., 2018).

Apesar da contaminacdo inorganica afetar negativamente alguns processos do ciclo de
vida dos FMAs, tem-se verificado a ocorréncia de isolados fingicos aparentemente adaptados
ao excesso de metais pesados (RIAZ et al., 2021). Assim, as micorrizas arbusculares sdo
relatadas em associa¢do com raizes de plantas em areas contaminadas por metais (DE MELO
et al., 2015; KODRE et al., 2017) e também, sdo sugeridas para otimizacdo do
desenvolvimento e eficiéncia das plantas sob recursos limitados (HUANG, Xeniaoch, et al.,
2018; SCORIZA, CORREIRA, DA SILVA, 2016).

A espécie Rhizoglomus clarum pertence a familia Glomeraceae, é originaria de
Glomus clarum e Rhizophagus clarus e possui ampla distribuicdo em diferentes solos
(SIEVERDING et al., 2014). A espécie Scutellospora pellucida pertence a familia
Gigasporaceae e possui ocorréncia confirmada em seis paises, sendo que no Brasil, a maioria
dos registros estd em area com vegetacdo nativa (OEHL, SOUZA e SIEVERDING, 2008).
Tais fungos apresentam desempenho promissor na remediacdo de areas contaminadas por
metais pesados (SILVA, SIQUEIRA e SOARES, 2006).

Estudos apontam que plantas de feijdo (Phaseolus vulgaris L.) colonizadas por FMAs
sdo induzidas ao aumento da atividade de enzimas antioxidantes que sdo responsaveis pela
maior resisténcia a estresses abioticos, como o excesso de metais pesados (LAMBAIS et al.,
2003).


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/inoculation
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/soil-fertility
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2.4 FEIJAO COMUM (Phaseolus vulgaris L.)

O feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) é uma planta anual, pertencente a classe das
dicotiledbneas, da familia Fabaceae. Sua evolucdo ocorreu a partir de um ancestral comum
divergindo para dois pools genéticos distintos geograficamente, o Mesoamericano e o0 Andino
(SCHMUTZ et al.,, 2014). A partir dessas populacdes selvagens, o feijdo comum foi
domesticado independentemente no México, principal regido de domesticacdo do pool
Mesoamericano estendendo-se até a Venezuela e a Colémbia, e na América do Sul onde o
pool genético andino € encontrado no Peru, Chile, Bolivia e Argentina (BITOCCHI et al.,
2012; MAMIDI et al., 2013).

No Brasil, a producédo de feijao comum ¢é realizada por diversos tipos de produtores e
regides do pais, utilizando diferentes niveis tecnoldgicos (SILVA E WANDER, 2013). Na
safra 2020/21, o pais obteve producdo total de 2.252,7 mil toneladas de feijdo comum em
1.560.900 hectares de area plantada somadas as trés safras, sendo a regido centro-sul,
responsavel por 74,38% da producdo total, com destaque para os estados do Parana, Minas
Gerais, Goiés, Mato Grosso e Séo Paulo (CONAB, 2022).

Com alto teor de proteinas na semente, o feijdo comum é um dos principais alimentos
da dieta alimentar da populacdo brasileira e seu grande consumo se destaca devido a
importancia nutricional, social e econémica (LANDAU e MOURA, 2020). Além de fonte
nutritiva, o feijdo possui diversos beneficios a salide humana, como atividades antioxidantes,
antitumorais e neuroprotetoras (LOPEZ et al., 2013). As sementes também podem ser
utilizadas como complemento medicinal para o tratamento de diabetes devido ao seu
potencial anti-hiperglicémico, podendo reduzir a dose de medicamentos padrdes (ATCHIBRI
et al., 2010), além de serem fontes de compostos anti-inflamatérios (GARCIA-LAFUENTE
etal., 2014).

A regido sul do Brasil, por ser caracterizada pela grande produgdo de suinos, aves e
bovinos, gera altas quantidades de dejetos de animais, que tradicionalmente sdo adicionados
no solo para a adubacdo das diversas culturas, entre elas o feijdo comum (BASSO et al.,
2012). Os dejetos, sobretudo de suinos, fornecem nutrientes importantes, capazes de elevar a
produtividade das plantas (DA ROS, et al., 2017). Entre os nutrientes do dejeto esta presente
o cobre (Cu) (CQFS, 2016) que é considerado um micronutriente essencial para a cultura do
feijdo comum, pois esta envolvido em processos enzimaticos, sendo importante para a

fotossintese, na producédo de lignina das paredes celulares e de grdos (MALAVOLTA et al.,
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2006), entretanto, em quantidades disponiveis elevadas no solo pode ser translocado para a 0s
tecidos vegetais e causar certa toxidez na cultura do feijdo (YOUNIS, TOURKY e
ELSHARKAWY, 2018).

O acumulo de Cu em P. vulgaris esta relacionado com a disponibilidade do elemento
no solo, principalmente representada pela fracdo trocavel (GROHSKOPF et al., 2016). De
acordo com Collet et al., (2018), o feijdo, apesar de ser sensivel para os indices de
germinacao, apresenta boa capacidade de producdo vegetativa em solos com excesso de Cu,
sendo indicado para cultivo em solos com altos teores desse metal. De acordo com Kabata e
Pendias (2010), niveis entre 20 e 100 mg kg™ de Cu nas plantas sdo considerados toxicos,
sendo que para feijdo o limite maximo tolerado (LMT) de Cu nos grdos é de 10 mg kg*
(BRASIL, 2022). No entanto, o uso de fungos micorrizicos arbusculares influencia
positivamente o desenvolvimento de feijao (Phaseolus vulgaris L.) sob condi¢des de excesso
de metais pesados no solo (SANCHEZ SANCHEZ, 2022), sendo uma alternativa de
remediacdo do solo através do cultivo de uma cultura de interesse comercial.

O biocarvéo adicionado ao solo também possui a capacidade de imobilizacdo de cobre
em excesso e indisponibilizacdo para as plantas de feijao, contribuindo para a remediacdo do
solo e o desenvolvimento vegetal (SILVA et al., 2017; VANDIONANT et al., 2019).

Portanto, em condigOes de cultivo em solos contaminados por Cu, deve-se investigar
meios de reducdo do seu efeito tdxico nas plantas, como é o caso da adi¢do de biocarvédo e o
uso de microrganismos simbidticos, como as micorrizas arbusculares que podem contribuir

para o desenvolvimento do feijdo comum e condicionando o solo para o seu cultivo.
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3 CAPITULO 1: BIOCARVAO PARA O DESENVOLVIMENTO DE Phaseolus
vulgaris L. EM SOLO CONTAMINADO POR COBRE

3.1 RESUMO

O cobre € um micronutriente essencial para as plantas, mas quando presente em elevadas
concentragOes pode causar toxidez no ambiente. Nesse contexto busca-se alternativas de
remediacdo de areas contaminadas. Sendo assim, o biocarvdo pode ser usado para a
imobilizacdo de cobre no solo e indisponibilizagdo para as plantas. O objetivo do estudo foi
verificar os efeitos da adicdo de biocarvdo em solo contaminado com cobre no
desenvolvimento de feijdo comum. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado
(DIC) em arranjo fatorial 5 x 2, sendo, cinco doses de biocarvéo (0, 0,5, 1, 1,5e 2% m m™ de
solo seco), sem e com adicdo de cobre (1000 mg kg de solo seco), com oito repeticdes.
Avaliou-se altura de plantas, parametros de produtividade, volume e éarea superficial
especifica de raiz, germinacdo de sementes, massa seca da parte aérea e de raiz, indice de
clorofila, teor de cobre na raiz, na parte aérea e no grao, teor de cobre disponivel e pseudo-
total no solo e fatores de bioconcentragdo e de translocagdo de cobre na planta. O biocarvao
derivado de residuos de eucalipto diminuiu a disponibilidade de cobre em solo contaminado,
possibilitando teores nos graos de feijdo abaixo do limite maximo toleravel pela legislacéo
brasileira. Os teores de cobre no tecido vegetal de Phaseolus vulgaris L. sdo reduzidos com a
aplicacdo de biocarvdo no solo. O biocarvdo aumenta a porcentagem de germinacdo de
sementes, 0 desenvolvimento vegetal e a produtividade do feijdo comum mesmo em solo
contaminado com cobre.

Palavras-chave: Feijdo comum. Remediacdo. Imobilizagdo. Metal pesado.
3.2 ABSTRACT

Copper is an essential micronutrient for plants, but when present in high concentrations it can
cause toxicity in the environment. In this context, alternatives for remediation of
contaminated areas are sought. Thus, biochar can be used to immobilize copper in the soil and
make it unavailable to plants. Therefore, the objective of this study was to verify the effects of
the addition of biochar in soil contaminated with copper for the development of common
bean. The experimental was completely randomized design (DIC) in a 5 x 2 factorial
arrangement, with five doses of biochar (0, 0.5, 1, 1.5 and 2% m m™ of dry soil), with and
without addition of copper (1000 mg kg™ of dry soil), with eight repetitions. Plants height,
productivity parameters, root volume and specific surface area, seed germination, shoot and
root dry mass, chlorophyll index, copper content in the root, shoot and grain, copper content
in the root, shoot and grain were evaluated. of available and pseudo-total copper in the soil
and bioconcentration and copper translocation factors in the plant. Biochar derived from
eucalyptus residues reduced the availability of copper in contaminated soil, allowing levels in
bean grains below the maximum tolerable limit by Brazilian legislation. The copper contents
in the plant tissue of Phaseolus vulgaris L. are reduced with the application of biochar in the
soil. Biochar increases seed germination percentage, plant development and productivity of
common bean even in soil contaminated with copper.

Keywords: Common bean. Remediation. Immobilization. Heavy metal.
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3.3 INTRODUCAO

O cobre (Cu) é considerado um micronutriente essencial para diversos processos
enzimaticos (DECHEN e NACHTIGALL, 2007; HALL, 2002). Esse elemento como
catalisador de rea¢Ges bioquimicas no metabolismo de carboidratos e nitrogénio, na sintese de
clorofila e na constituicao de proteinas em vegetais (DECHEN e NACHTIGALL, 2007; TAIZ
et al., 2017). O Cu no solo pode ser originado naturalmente, atraveés do intemperismo das
rochas (HUGEN et al., 2013). Entretanto, tem sido verificado o aumento dos teores desse
metal em algumas regides do Brasil, devido, principalmente, a intensificacdo das atividades
antropicas (ANDREAZZA et al., 2010).

O Cu, quando presente em elevadas concentrac@es, pode causar toxidez no ambiente e
danos na cadeia alimentar pelo processo de bioacumulagdo (MARTINS et al., 2011,
YRUELA, 2005). Entre os efeitos tdxicos nas plantas, o Cu pode causar alterac@es estruturais,
morfoldgicas e fisioldgicas, causando danos ao sistema radicular, inibicdo da absorcdo de
nutrientes, reducdo da taxa fotossintética e desenvolvimento vegetal (LOURENZI et al.,
2019; YRUELA, 2005; CAMBROLLE et al., 2015). Além disso, pode levar a estresse
oxidativo nas plantas, devido ao aumento na producdo de radicais livres de oxigénio toxicos
que danificam lipideos e proteinas da membrana celular, aminoacidos e acidos nucléicos
(LYUBENOVA et al., 2015; THOUNAOJAM et al., 2012). Nas raizes, 0s sintomas toxicos
podem ser observados através do encurtamento, engrossamento e o aumento de raizes laterais
(MARQUES et al., 2018; YRUELA, 2005), ocasionando diminuicdo de absorcdo de agua e
nutrientes e consequentemente inibi¢do do crescimento da parte aérea e aumento da biomassa
das raizes e dos ramos (KELLER et al., 2015).

Nesse contexto, estudos atuais tém foco em alternativas de remediacdo para areas
contaminadas por metais pesados, sobretudo o Cu. Sendo assim, o biocarvdo pode ser usado
para a imobilizagcdo ou adsorcdo de metais pesados no solo (GHOLIZADEH e HU, 2021).
Esse material € oriundo da pirdlise de materiais organicos em condigdes anoxicas e em
temperaturas variando de 350 a 900 °C (ZHANG et al., 2021), é rico em carbono estavel,
aromatizado, poroso e com grande area superficial especifica (YANG et al., 2019; ZHANG
Jin et al., 2019). A capacidade de remediagdo do biocarvao esté relacionada ao controle de
possiveis contaminantes (AHMAD et al., 2013), através de fisissor¢do (GOMEZ-EYLES e
GHOSH, 2018), adsor¢do quimica (XIA et al., 2019) e aumento do pH, o que indiretamente
reduz a biodisponibilidade de metais pesados (HUANG, Peng et al., 2018), além disso, pode
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influenciar o potencial redox, diminuindo a toxicidade de metais pesados (NOVAK et al.,
2009).

O feijao comum (Phaseolus vulgaris L.) é uma planta anual, pertencente a classe das
dicotiledbneas, da familia das Fabaceae. Na safra 2020/21, o Brasil obteve uma producao
total de 2.252,7 mil toneladas em 1.560.900 hectares de area plantada somadas as trés safras,
sendo a regido centro-sul, responsavel por 74,38% da producdo total, com destaque para 0s
estados do Parana, Minas Gerais, Goias, Mato Grosso e Sdo Paulo (CONAB, 2022).

O acumulo de Cu em P. vulgaris L. estd relacionado com a disponibilidade do
elemento no solo (GROHSKOPF et al.,, 2016). O biocarvdo possui a capacidade de
imobilizacdo de cobre em excesso e indisponibilizacdo para as plantas de feijéo, contribuindo
para a remediacdo do solo e o desenvolvimento vegetal (SILVA et al., 2017; VANDIONANT
etal., 2019).

Portanto, em condigdes de cultivo em solos contaminados, deve-se investigar meios de
reducdo do seu efeito tdxico nas plantas e, nesse caso, o potencial da adi¢cdo de biocarvado no
solo para contribuir com o desenvolvimento do feijdo. Sendo assim, o objetivo do trabalho foi
verificar os efeitos da adicdo de biocarvdo em solo contaminado com cobre para o

desenvolvimento de feijao comum.

3.4 MATERIAIS E METODOS

3.4.1 Local

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo no Departamento de Ciéncias
Agrondmicas e Ambientais da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), Campus de
Frederico Westphalen, entre os meses de outubro de 2020 e margo de 2021, durante 150 dias.
O solo utilizado no experimento foi caracterizado como um Latossolo Vermelho (SANTOS,
2018), coletado em area de campo natural na camada de 0-20 cm. Esse solo foi seco ao ar e
peneirado em peneira de 2 mm, e entdo, retirada uma amostra para a determinacdo de
atributos quimicos e fisicos, conforme metodologia descrita por Embrapa (1997) para textura

e Tedesco et al., (1995) para demais atributos (Tabela 1).

Tabela 1 - Caracteriza¢do quimica e fisica do solo

pH* V MOS Argila CTC Ca Mg Al H+Al
H20 % PH7,0 e 10 ] [ IR
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5,0 10,3 15 79 12,2 1,0 0,2 15 10,9
P K Cu Zn S B Mn
mg kg
2,0 21,0 8,4 0,2 15,8 0,18 3,5

“pH: potencial de hidrogénio; V: saturacio por bases; MOS: matéria organica do solo; Ca: célcio; Mg: magnésio;
Al: aluminio; H+Al: acidez potencial; P: fésforo; K: potassio; Cu: cobre; Zn: zinco; S: enxofre; B: boro; Mn:
manganés. Fonte: Autor (2023).

O biocarvéo utilizado foi de producéo prépria utilizando equipamento desenvolvido na
universidade para a pirolise de residuos de eucalipto (galhos finos), com tempo de pirolizacédo
de duas horas, em temperatura de 350 °C e em condigdes de baixo fluxo de oxigénio (ROZ et
al., 2015). Apds a fabricacdo e padronizacdo de tamanho em 2 mm das particulas do

biocarvao, foram retiradas amostras para a caracterizacao, conforme a tabela 2.

Tabela 2 - Caracterizacdo do biocarvéo

pH C — Orgéanico Ca Mg P K S Cu Zn Fe Mn
H20 % (m m?) IO R —
8,0 42,53 0,13 0,15 0,10 0,45 1,717 12,0 23,0 41,3 150,0

*pH: potencial de hidrogénio; C - Organico: carbono organico; Ca: célcio; Mg: magnésio; P: fésforo; K:

potéssio; S: enxofre; Cu: cobre; Zn: zinco; Mn: manganés. Fonte: Autor (2023).

3.4.2 Delineamento

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC) em arranjo fatorial 5
x 2, sendo, cinco doses de biocarvdo (0, 0,5, 1, 1,5 e 2% m m™* de solo seco), sem e com

adicéo de cobre (1000 mg kg de solo seco), com oito repeticdes.

3.4.3 Instalacdo e conducéo do experimento

3.4.3.1 Casa de vegetacdo

Primeiramente foi realizada a correcdo da acidez do solo com calcério dolomitico
(PRNT 85%) e dos niveis de macro e micronutrientes através da utilizacdo de fertilizante

mineral formulado, conforme recomendacao para cultura do feijao (CQFS, 2016).
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As amostras de solo foram condicionadas em vasos plasticos com capacidade de 3,5
litros, numa massa total de 4 kg, para posterior aplicacdo dos tratamentos e a semeadura do
feijdo comum.

A contaminagdo do solo com cobre foi realizada atraves de uma solucédo de sulfato de
cobre (CuSO4) adicionada e misturada ao solo, na dose de 1000 mg kg (Cu?"), trinta dias
antes da semeadura do feijdo nos vasos, para possibilitar tempo suficiente para estabilizacdo
das reacGes quimicas.

O biocarvao foi aplicado manualmente na superficie do solo quinze dias antes da
semeadura do feijao, que condiz ao tempo minimo necessario para a estabilizacdo das reacoes
quimicas (Adaptado de MARCO et al., 2021).

As sementes utilizadas sdo da cultivar IPR Tuiuiu cedidas pelo Instituto Agronémico
do Parand (IAPAR), as quais foram previamente desinfectadas com solucdo hipoclorito de
sodio 2 %, por 15 minutos e lavadas em &gua corrente por 5 minutos. A semeadura foi
realizada no més de dezembro de 2020 em uma profundidade de 4 cm e com o total de trés
sementes por vaso.

A umidade do solo foi mantida proxima a capacidade de campo durante todo o
periodo de condugdo do experimento, desde o condicionamento do solo nos vasos até o final
do ciclo de 90 dias do feijdo. A irrigacdo foi feita manualmente através da aplicacdo de uma
lamina de 4gua de 8 mm diarios.

Foi feita também, a adubacdo com nitrogénio (N) de cobertura na cultura, através da
utilizacdo de ureia 45% de N no estadio fenoldégico de V4 aplicando o equivalente a 50 kg de
N por hectare. Durante o ciclo, também foi realizado o manejo fitossanitario e demais
cuidados necessarios para o feijao comum.

Na figura 1 observa-se o feijao em distintos estadios fenologicos de desenvolvimento

durante o periodo experimental.

Figura 1 — Feijdo comum nos estagios de desenvolvimento V1 (A), V2 (B), R6 (C) e R8 (D)



27

3.4.3.2 Testes de germinacéo

Para os testes de germinacgéo, 5 gramas de solo seco ao ar de cada tratamento descrito
no item 3.4.2. foram transferidos para placas de Petri sobre uma camada de papel filtro de
umedecido com 20 mL de &gua deionizada. Cada placa de Petri recebeu quinze sementes de
feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) que foram previamente desinfectadas com solugdo
hipoclorito de sdédio 2%, por 15 minutos e lavadas em &agua corrente por 5 minutos
(SOLAIMAN et al., 2012). O procedimento foi realizado com quatro repeti¢cdes, conforme
procedimento descrito por Morrison e Morris (2000). Todas as placas de Petri foram cobertas

com tampas e incubadas a 25 °C com fotoperiodo de 12 horas durante cinco dias.

3.4.4 AvaliacGes

3.4.4.1 Avaliacbes morfoldgicas

3.4.4.1.1 Altura de plantas (AP)
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A determinacdo da altura de plantas (AP), ocorreu com auxilio de uma fita métrica
expressa em centimetros, na qual avaliou-se uma planta de cada vaso, da base do caule rente

ao solo até a extremidade do ramo principal.

3.4.4.1.2 Massa seca da parte aérea (MSPA)

Foi coletada uma planta de cada vaso no estadio de floracéo do feijédo, cortada rente ao
solo para a secagem em estufa de circulacdo de ar forcada a 65°C até atingir massa constante
e posteriormente foi realizada a pesagem em balanca de precisdo para a obtencdo da massa

seca da parte aérea expressa em gramas por planta.

3.4.4.1.3 Massa seca de raizes (MSR)

Apos a avaliacdo de volume radicular, as raizes do feijao foram levadas para secagem
em estufa de circulagdo de ar forcada a 65°C até atingirem massa constante, entdo foi
realizada a pesagem do material em balanca digital de preciséo para a determinagdo da massa

seca de raizes. O resultado dessa analise foi expresso em gramas por planta.

3.4.4.1.4 Numero de vagens por planta (NVP)

O ndmero de vagens por planta foi aferido no momento da colheita, fazendo-se a
contagem das mesmas e deixando-as separadas para posterior avaliacdo de numero de graos
por vagem.

3.4.4.1.5 NUmero de graos por vagem (NGV)

O numero de grdos por vagem foi obtido a partir da divisdo entre todos os grdos das
plantas de cada vaso pelo nimero de vagens (item 3.4.4.1.4).

3.4.4.1.6 Peso de mil graos (PMG)
O peso de mil gréos foi obtido a partir de cem grdos de cada tratamento. Em seguida,

tais grdos foram pesados em balancga de preciséo para a realizacdo do calculo do peso de mil

sementes (BRASIL, 2009). Os resultados foram expressos em gramas (Q).
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3.4.4.1.7 Produtividade de gréos (PG)

A produtividade foi determinada com auxilio de uma balanca digital de preciséo
através da pesagem dos grdos produzidos de todas as plantas cultivadas por unidade

experimental com teor de dgua corrigido para 13% e expressa em gramas por planta.

3.4.4.1.8 Volume radicular (VR)

Para a determinacdo do volume radicular foram utilizadas as raizes da planta coletada
para a avaliacdo da MSPA, que foram cuidadosamente retiradas dos vasos e lavadas em agua
corrente para retirada de particulas de solo e residuos. O VR foi estimado com auxilio de uma
proveta graduada pelo método de deslocamento de &gua na proveta. O volume das raizes foi

expresso em cms,

3.4.4.1.9 Area superficial especifica de raizes (ASE)

Apos a avaliacdo de volume radicular e antes da secagem das raizes foi feita a
digitalizacdo das raizes com o uso de escaner (HP D110). Apds a digitalizacdo, as imagens
foram processadas no programa para analises de fibras e raizes Safira 2.0 (JORGE e SILVA,
2010), para a determinacédo da area superficial especifica (ASE).

3.4.4.2 Porcentagem de germinagéo de sementes (GS)

A avaliacgdo foi realizada no quinto dia ap6s a instalacdo do teste, através da contagem
das plantulas de feijdo emergidas. Os resultados foram expressos em porcentagem de

plantulas normais germinadas.

3.4.4.3 Parametros da clorofila

Foi determinado o indice de clorofila (IC) das folhas do feijdo por meio de
clorofilémetro portatil (ClorofiLOG ®, Falker, modelo CFL 1030) (FALKER, 2008), que
fornece instantaneamente resultados em unidades adimensionais chamados valores de IRC. O

equipamento faz a leitura em 3 comprimentos de onda, dois emissores na faixa do vermelho
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(um préximo do pico de cada clorofila, a e b) e um emissor na faixa do infravermelho
proximo. Essa determinacdo foi executada no estddio R6 (florescimento), periodo
recomendado para fazer a coleta de folhas para analise dos teores de nutrientes foliares.
Foram utilizadas folhas do terco inferior, médio e superior das plantas, fazendo-se uma média
dos resultados. Os resultados foram expressos em indices de clorofila total.

3.4.4.4 Cobre no solo e no tecido vegetal

Foram coletadas amostras de solo de 0,5 gramas para a determinagdo 0s teores
pseudo-totais de cobre, conforme a metodologia 3050b (USEPA, 1996), com posterior
determinacdo em espectrofotometria de absorcdo atémica (MIYAZAWA et al., 2009). Os
teores de cobre disponiveis foram realizados com a solucdo extratora Mehlich-1 a qual atua
por dissolucdo &cida, diante da presenca dos &cidos sulfarico e cloridrico (SOBRAL et al.,
2013).

A determinacdo do cobre no tecido vegetal foi realizada pelo método de digestdo
nitricoperclorica (3:1) e determinacdo em espectrofotometria de absor¢do atdmica, conforme
descrito por (MIYAZAWA et al., 2009) em amostras da MSPA, MSR e gréos separadas e

moidas em moinho tipo Wiley com peneira de malha de 10 mesh.

3.4.4.5 Fatores de translocacao (FT) e bioconcentracdo (FBC)

Os valores das concentra¢des de cobre quantificados na parte aérea e raizes de feijao
comum foram utilizados para os calculos de fator translocacdo (FT) e fator de
bioconcentracdo (FBC). O FT significa a capacidade de translocacdo de Cu das raizes para a
parte aérea pelas plantas (SHI et al., 2011). O FT foi calculado pela equagdo: FT =
CuPA/CuR, sendo cobre na parte aérea de plantas (CuPA) e cobre nas raizes (CuR). O FBC
representa a relagdo entre o Cu presente na parte aérea das plantas e a quantidade de Cu
presente no solo, ou seja, € a capacidade de absorcdo de cobre pela planta a partir do solo e
transloca-lo para os tecidos da biomassa aérea (LIU et al., 2008). O FBC foi calculado pela
equacdo: FBC = CuPA/CD, sendo cobre na parte aérea de plantas (CuPA) e teor de cobre

disponivel no solo (CD).

3.4.5 Andlise estatistica
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Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e constatado efeito
significativo foram realizados testes complementares através de teste de Tukey para fatores
qualitativos e de regressdo para fatores quantitativos, com o auxilio do software Sisvar 5.6
(FERREIRA, 2019), sendo que em todos os casos foi utilizado 5% de probabilidade de erro.

3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados ndo evidenciaram interacdo significativa entre doses de biocarvédo e a
adicdo de cobre no solo para a altura de plantas, massa seca da parte aérea, massa seca de
raizes e nimero de vagens por planta de feijdio comum (Figura 2). Porém, ocorreu efeito
simples significativo com aumento linear em 96,6% na altura de plantas de feijdo comum com
0 uso de doses de biocarvao (Figura 2A). Resultados de pesquisa evidenciaram que a
aplicacdo de biocarvdo no solo aumentou significativamente o crescimento das plantas de
acerola chinesa (Prunus pseudocerasus), em decorréncia deste material induzir melhoria nas
condi¢Bes nutritivas para as plantas (YANG et al., 2022). O biocarvdo também induz o
crescimento em altura, didmetros do caule e nimero de folhas de plantas de P. vulgaris
(KANG et al., 2022). Além disso, a cultura de Brassica juncea cultivada em solo com baixos
e altos niveis de cobre apresentou altura reduzida sem aplicacdo de biocarvao, sendo que o
cobre ndo foi o Unico fator limitante para o crescimento de plantas e evidenciando a
importancia do biochar para promocao da melhoria da qualidade do solo para o crescimento
da cultura em diferentes niveis do metal no solo (GONZAGA et al., 2022), corroborando com

0 exposto no presente estudo.

Figura 2 - Altura de plantas (A), nimero de vagens por planta (B) Massa seca da parte aérea (C) e
massa seca de raizes (D) de feijdo comum cultivado em solo com diferentes doses de biocarvao (0, 0.5, 1, 1.5¢
2% mm)
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Evidenciou-se efeito simples significativo com aumento linear no nimero de vagens
por planta com as doses de biocarvdo, partindo-se de 2,25 na dose zero de biocarvao até 6
vagens planta™® na dose de 2% m m, representando 170% de aumento (Figura 2B). A adicdo
de 10% de biocarvdo de caule de mandioca induziu aumento significativo na producdo de
vagens de feijdo verde (Vigna radiata L.), em decorréncia do aumento na concentracdo de
potassio no solo e da eficiéncia do uso de nutrientes pelas plantas (PRAPAGDEE e
TAWINTEUNG, 2017). Doses crescentes de biochar derivado de serragem aumentam o
nimero de vagens, numero de grdos e massa seca de grdos de feijdo comum, estando
correlacionados com a maior absor¢do de nutrientes, uma vez que as concentracGes
aumentaram linearmente com o aumento das doses de biocarvdo (SILVA et al., 2017). Em
geral, os efeitos positivos do biochar estdo relacionados ao efeito condicionador sobre as
propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas do solo (SILVA et al., 2017). Pode-se citar o
aumento da capacidade de troca catidnica e disponibilidade de nutrientes, especialmente o
fosforo (ALBUQUERQUE et al., 2014), além disso, o biochar melhora a estrutura do solo e
retencdo de dgua (OLMO et al., 2016), enquanto nas propriedades bioldgicas favorece as
interacdes de microrganismos com vegetais, aumentando assim a absorcdo de &gua e
nutrientes pelas plantas (HAMMER et al., 2015).

Nota-se que houve efeito simples de aumento linear em 44,7% na massa seca da parte
aérea de feijio comum até a dose de 2% m m de biocarvdo (Figura 2C). Estudos apontam
que o uso de biocarvdo em solo contaminado por metais pesados resulta em aumento da
producéo de biomassa de plantas (VANDIONANT et al., 2019). A partir de estudo realizado
por Yan et al., (2021), para avaliar os efeitos de biocarvdo de bambu e de arroz e a taxa de

aplicacdo (2,5% e 5 % p p?) no crescimento de cha (Camellia sinensis (L.) Kuntze),
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verificaram resultados positivos, entre 0s quais os tratamentos com uso de biocarvao
proporcionaram um incremento de 55,1% na biomassa em compara¢do com o tratamento
controle, sendo que o resultado foi associado ao aumento da taxa fotossintética e a area foliar
das plantas, corroborando com o presente estudo. Independente da concentracdo de cobre no
solo, o biocarvao de diferente residuos, como bagago de laranja e casca de coco, promove
0 aumento na biomassa vegetal de brassica juncea (GONZAGA et al., 2022). Nesse sentido,
a biomassa da parte aérea de plantas de P. vulgaris foi significativamente maior para plantas
cultivadas sem o uso de biocarvao originado de M. quinquenervia do que aquelas cultivadas
com doses de 2 e 5% m m? de biocarvdo no solo (VELEZ et al., 2018), tais autores
relacionaram que varios mecanismos podem ser atribuidos ao declinio no desempenho e
rendimento da cultura, sendo os fatores principais, a composi¢cdo e caracterizacdo do
biocarvao e a imobilizacao de nutrientes no solo.

A massa seca de raizes evidenciou efeito simples significativo para as doses de
biocarvdo com aumentou linear de 144% (Figura 2D). O uso de biocarvdes produzidos de
materiais filtrantes, no crescimento de Phaseolus vulgaris L., com doses de 6,52%, 5,84% e
7,11% resultou em incremento de 175, 202 e 143%, respectivamente, para massa seca de
raizes (SILVA et al., 2017). A utilizacdo de biocarvéo derivado de esterco de galinha resultou
em incremento de até trés vezes na biomassa de raiz de Oenothera picensis, sendo o resultado
atribuido ao aumento na disponibilidade de nutrientes, ao aumento do pH e da porosidade do
solo (MEIER et al., 2017). O biocarvéo além de ser uma fonte de nutrientes, pode elevar o pH
do solo, contribuindo para a diminuicdo da acidez e toxicidade por aluminio, promovendo o
crescimento de plantas (GWENZI et al., 2016). Nesse sentido, nota-se os efeitos positivos do
biocarvéo no crescimento radicular de P. vulgaris.

Na analise qualitativa do efeito simples do tratamento cobre, nota-se que nao houve
diferenca significativa para as varidveis altura de plantas, nimero de vagens por planta, massa
seca da parte aérea e de raizes de feijdo comum (Tabela 3). Pesquisas apontam que em solo
com aplicacdo de esterco suino por 11 anos houve aumento na disponibilidade de Cu no solo,
porém a producdo de matéria seca e a altura das plantas de Avena sativa ndo diferiu em
comparagdo com plantas cultivadas no tratamento controle (BENEDETE et al., 2019). Além
disso, plantas de Calandula officinalis expostas a diferentes doses de cobre, ndo apresentaram
diferenca significativa para massa seca de raizes quando comparadas ao controle (dose zero
de Cu) (GOSWAMI e DAS, 2016). Na utilizacdo de altas doses de cobre e zinco 0 nUmero de
vagens por planta de Phaseolus vulgaris L. ndo diferiu do tratamento sem a aplicacdo destes
metais (BILDIRICI, 2020).
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Tabela 3 — Altura de plantas, nimero de vagens por planta, massa seca de parte aérea e massa seca de

raizes de feijao comum cultivado em solo sem e com adic&o de cobre (1000 mg kg™?)

Cobre Altura de plantas (cm) NUmero de vagens qusa seca da parte Massa seca de raizes
por planta aérea (g planta?) (g planta™)
Com 30,1 a* 3,86 a 0,50 a 161a
Sem 32,26 a 4,06 a 0,62 a 1,69a
* Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. Fonte:
Autor (2023).

Nota-se que houve interacdo significativa entre os tratamentos com e sem cobre no
solo e as doses de biocarvdo para a produtividade de gréos, peso de mil grdos e nimero de
gréos por vagem de feijdo comum obtendo-se aumento linear tanto em solo com e sem adigéo
de cobre, com o uso das doses de biocarvao (Figura 3). Em solo com adicdo de cobre, a
produtividade de grdos aumentou em 150%, enquanto que sem adi¢do de Cu o incremento foi
de 324% até a dose de 2% m m™ de biocarvao, sendo superior ao tratamento com cobre nesta
dose (Figura 3A). A aplicacdo de biocarvdo no solo também possibilitou maior crescimento
de plantas e aumento na produtividade de cha (Camellia sinensis), sendo os resultados
atribuidos ao incremento de carbono organico no solo, melhoria das condi¢bes quimicas e
fisicas, como 0 aumento da capacidade de troca de cations, aumento do pH e dos teores de P e
N do solo (SIPAYUNG et al., 2022). Em milho o biocarvéo de dejetos de bovinos aumentou
em 150% e 98% a produtividade de grdos, nas doses de 15 e 20 ton ha? de biocarvéo,
respectivamente, sendo atribuido a melhoria de translocacdo de nutrientes para 0s graos
(UZOMA et al., 2011). Além disso, a cultura de P. vulgaris cultivada em solo contaminado
com os metais pesados cobre, zinco e caAdmio misturado com biocarvao derivado de esterco de
porco apresenta rendimento de grdos maior do que plantas cultivadas sem biocarvéo
(VANDIONANT et al., 2019). O biocarvéo afeta a absor¢do de Cu pelas plantas, através da
alteracdo da mobilidade, biodisponibilidade e distribuicdo de Cu nos solos, 0 que ocasiona o
aumento da disponibilidade de outros nutrientes e a diminuicdo da toxicidade do Cu,
resultando em maior desenvolvimento e rendimento das culturas (MEIER et al., 2017).

Observou-se no peso de mil gréos de P. vulgaris, que no solo com adi¢do de Cu (1000
mg kg™) ndo houve ajuste significativo para as doses de biocarvio e a média de peso foi de
42,97 gramas, enquanto que no solo sem Cu houve efeito quadréatico significativo com PMG
maximo de 72 gramas na dose estimada de 0,91% m m de biocarvdo, sendo estatisticamente
superior ao tratamento com cobre nesta mesma dose (Figura 3B). O efeito de doses de

biocarvdo de sabugo de milho (0, 2, 4, 6 e 8 ton ha') combinadas com trés doses de
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fertilizante inorganico (0, 50 e 100 kg ha™) foi quadratico positivo para 0 PMG de Zea mays
L., sendo o ponto de maxima eficiéncia quando adicionados de 4 ton ha' de biocarvio
combinado com 100 kg ha™ de fertilizante (TUFA et al., 2022), tais autores atribuiram este
resultado & melhoria da fertilidade do solo e maior absor¢cdo de nutrientes combinado com o
processo de fotossintese eficiente, que resultou também, em maior produtividade de gréos.

O numero de grdos por vagem de feijgo comum em solo com cobre (1000 mg kg™)
reduziu significativamente de forma linear em 20,5% com o aumento das doses de biocarvéo,
enquanto que na auséncia de Cu no solo essa variavel apresentou aumento linear significativo
em 98,5% até a dose de 2% m m, sendo estatisticamente superior ao tratamento com Cu
nesta mesma dose de biocarvdo (Figura 3C). Nesse contexto, houve reducéo significativa no
peso e comprimento de vagens de Phaseolus vulgaris entre os tratamentos com adicdo de
biochar nas taxas de 2 e 5% m m™ (VELEZ et al., 2018). No entanto, ressalta-se que pode
ocorrer correlacdo negativa entre o nimero de vagens por planta e nmero de grdos por
vagem (-0,64), ou seja, geralmente plantas com maior nimero de vagens produzem menor
quantidade de graos por vagem (AREVALO et al., 2020).

Figura 3 — Produtividade de grédos (A), peso de mil grdos (B) e nimero de graos por vagem (C) de feijao comum
cultivado em solo com diferentes doses de biocarvdo (0, 0.5, 1, 1.5 e 2% m m™) sem e com adigéo de cobre
(1000 mg kg1

A - @®- Com cobre B - @- Com cobre
—— Sem cobre —A— Sem cobre
1,2 - y = 0,356x + 0,356** 80 - y = -24,546x? + 45,105x + 51,327**
8 R? = 0,8948 —_ R2 = 0,892
xg 1 T ! 9 A
(=] %)
8308 1 360
% fict ._ _-=" '. (o]
8 306 1 o --" g4 @@
S 504 A - y=0,21x +0,314** o y = 42,97
5= &= R =0,9598 b
g o2t ’ 8201
a DMS = 0,067 o DMS = 14,17
0 T T T ) 0 T T r )
0 0,5 1 15 2 0 0,5 1 1,5 2

Doses de biocarvéo (%) Doses de biocarvéo (%)



36

C - @- Com cobre 078x + 2,452
y =1,078x + 2,452**

P
o—

II

1

1

1

>
>

<
S3{ ~—a e - o
s )y y = -0,61x + 4,316%*
82 R2=0,6935
Gq |
DMS =0,70
O T T T 1
0 05 2

, 1 15
Doses de biocarvio (%)

** Significativo a 5%. Fonte: Autor (2023).

Os resultados evidenciaram interacdo significativa entre as doses de biocarvao e 0s
niveis de Cu no solo para o volume de raizes de feijdo comum, sendo que houve aumento
significativo em 181,4% de forma linear com a adi¢cdo de doses de biocarvao em solo com
cobre, sendo assim, na dose 0% m m™ de biocarvdo obteve-se volume de 5,33 cm?, enquanto
na dose de 2% m m™ de biocarvéo foi de 15 cm3 (Figura 4A). Em solo sem adicdo de Cu, o
volume de raizes aumentou significativamente em 183,9% com o incremento das doses de
biocarvao, sendo que a variacdo foi de 10,33 cm? no tratamento sem biocarvéo até 29,33 cm3
na dose de 2% m m™ de biocarvéo, evidenciando também, maior VR de P. vulgaris no solo
sem cobre (Figura 4A). Em estudo sobre a formacdo de mudas de maracujazeiro amarelo em
substrato com uma mistura de solo e esterco bovino contendo cinco doses de biocarvao (0, 5,
12,5, 25 e 50%), obteve-se aumento significativo linear para o volume de raizes
(CAVALCANTE et al.,, 2012). O biocarvdo derivado de diferentes residuos em solo
contaminado por cobre, cultivado com milho (Zea mays L.) resultou em aumento de 86% no
comprimento e numero de raizes, sendo que os resultados foram explicados pela maior
quantidade de nutrientes no meio de cultivo com o uso do biochar (GONZAGA et al., 2020).

Os resultados da area superficial especifica de raizes evidenciam interacdo
significativa entre doses de biochar e niveis de cobre no solo, a ASE aumentou linearmente
com as doses de biocarvao aplicadas, sendo de 198% no solo com adic¢do de Cu e de 87% no
solo sem adicdo de cobre, ressaltando ainda que a ASE foi estatisticamente maior em solo
sem Cu (Figura 4B). Dados de pesquisas tém demonstrado que o estabelecimento de raizes
em solos contaminados por cobre e arsénio pode ser melhorado através do efeito remediador
do biocarvdo (BRENNAN et al., 2014). A adicdo de biocarvdo em solos contaminados por

metais pesados aumenta a area superficial especifica de raizes de plantas (Zea mays, Lolium
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perene e Noccaea caerulescens), que € ocasionada pela melhoria das condicdes fisico-
quimicas do solo, como a redistribuicdo dos nutrientes no solo e consequentemente a
diminuicdo dos niveis de metais para absor¢do pelas plantas (REES, STERCKEMAN e
MOREL, 20186).

Figura 4 — Volume de raizes (A) e area superficial especifica (B) de feijdo comum cultivado em solo com

diferentes doses de biocarvéo (0, 0.5, 1, 1.5 e 2% m m™) sem e com adic8o de cobre (1000 mg kg%
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Ocorreu interacdo significativa entre os fatores de variacdo para a germinacgdo de
sementes, porém, nao houve ajuste para as doses de biocarvao no solo sem adi¢do de Cu, no
qual a média de 79,33%, j& no solo com cobre as doses de biocarvdo proporcionaram aumento
linear, com média de 33,33% na dose zero e de 70% na dose de 2% (Figura 5). A literatura
relata que o cobre em excesso no solo causa inibicao significativa da germinagéo de sementes,
reduzindo-a em mais de 90% (CHAABENE et al., 2018). Contudo, a elevacdo na
porcentagem de germinacdo de sementes pode ser atribuida a maior retencdo de agua,
caracteristica do biocarvéo produzido a partir da matéria-prima de madeira e a condicdo fisica
do biocarvdo (JEFFERY et al., 2017), além do biochar proporcionar um ambiente de solo
melhorado com o aumento do pH para uma faixa favoravel para promover maior germinacéo
(CORNELISSEN et al., 2018). Nesse contexto, a germinacao de sementes P. vulgaris foi de
70% com a dose de 5% m m™ de biocarvio adicionada ao solo e apenas 53% em solo sem uso
de biochar (VELEZ et al., 2018). Enquanto que o milho (Zea mays L.) em solo contaminado
por cobre, evidenciou aumento significativo de 26% na germinacéo quando utilizado 30 t ha
de biocarvdo de casca de coco, sendo atribuido ao efeito de reducdo da disponibilidade de
cobre e de aumento do pH do solo (GONZAGA et al., 2020).


https://acsess.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.2134/jeq2017.12.0484#bib28
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Figura 5 — Porcentagem de germinagéo de sementes de feijdo comum cultivado em solo com diferentes doses de
biocarvdo (0, 0.5, 1, 1.5 e 2% m m™*) sem e com adigéo de cobre (1000 mg kg™)
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Os resultados indicaram interagcdo significativa entre os fatores de variacdo para a
clorofila total das plantas de P. vulgaris L., com ajuste quadratico com as doses de biocarvédo
no solo, independente da adi¢do de cobre (Figura 6). Em solo com Cu, o ponto de maximo de
clorofila foi de 47 g g* na dose de 1,78% de biocarvio, enquanto no solo sem adi¢do de cobre
0 ponto maximo foi de 52 g g na dose estimada de 1,68% de biochar, sendo estatisticamente
superior ao solo com Cu. O aumento significativo no indice de clorofila em relagcdo ao
tratamento controle, tem sido atribuido a sua imobilizacdo pelo biocarvdo e consequente
reducdo da absorcdo de cobre pela planta, causando o aumento acentuado da atividade de
enzimas antioxidantes e o teor de prolina livre, aliviando o estresse oxidativo induzido pelo
cobre (REHMAN et al., 2019). Contudo, Kamran et al., (2020), evidenciou que a dose de 2%
de biocarvéo possibilitou aumento significativo de 85% na clorofila total das plantas de colza
(Brassica napus L.), atribuindo o resultado ao aumento da atividade das enzimas
antioxidantes proporcionada pela aplicacdo de biocarvdo no solo, reduzindo o estresse
oxidativo induzido por metais pesados nas folhas de colza. Enquanto Jabborova et al., (2021),
concluiram que o teor de clorofila total das plantas manjericdo (Ocimun basilicum) aumentou
significativamente com as doses de 2 € 3% m m™ de biocarvdo, sendo atribuido ao aumento
da atividade enzimatica do solo, do crescimento de plantas pela maior absorcdo de nutrientes

do solo.
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Figura 6 — indice de clorofila de feijio comum cultivado em solo com diferentes doses de biocarvéo (0, 0.5, 1,
1.5 e 2% m m™) sem e com adigéo de cobre (1000 mg kg™)
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Os teores de cobre pseudo-totais em solo sem adicdo de cobre, ndo evidenciaram
diferenca estatistica nas diferentes doses de biocarvdo, o qual apresentou uma media de
128,17 mg kg, enquanto o cobre disponivel no solo sem Cu, apresentou reducao significativa
linear de 44,5% até a dose de 2% m m™ de biocarvao (Figura 7A), isso demonstra o efeito do
biocarvdo na diminuicdo do teor disponivel do metal na solucdo do solo. Estudo aponta
reducdo dos niveis de alguns metais como o cobre e 0 zinco no solo ao utilizar biocarvao
de M. quinquenervia (doses de 2 e 5%) na producdo de P. vulgaris (VELEZ et al., 2018).

Os teores pseudo-totais de cobre no solo, no tratamento com cobre, aumentaram de
forma linear com as diferentes doses de biocarvao (Figura 7B). Todos os valores ficaram
acima dos limites maximos permitidos em areas agricolas, pela resolucdo n° 420 (CONAMA,
2009), que é de 200 mg kg e da (FEPAM, 2014) que tem valores de referéncia de 203 mg
kg para solos originados de rochas vulcanicas do Planalto do Rio Grande do Sul. Pesquisas
apontam que o biocarvdo de serrapilheira de cha (Camellia sinensis L.) induziu aumento
gradual nos teores totais de Cu no solo de acordo com suas crescentes doses (SARMAH et al.,
2023). Nesse sentido, a correcdo de solo por lodo de esgoto combinado com biochar também
possibilitou 0 aumento do teor de cobre total no solo, principalmente nas fragdes menos
disponiveis de baixa mobilidade (BOGUSZ e OLESZCZUK, 2020), enquanto o biocarvéo
derivado de bagaco de laranja, induziu aumento significativo no teor de cobre total, em
decorréncia da retencdo de cobre nas superficies do biochar por meio de reacdes de
complexacdo e a presenca de Oxidos de Fe e Mn que sdo fortemente competitivos para o
cobre, levando a sua precipitacéo e imobilizacdo (GONZAGA et al., 2020).
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No tratamento com adi¢do de cobre, a disponibilidade do metal reduziu de forma
linear significativa com as doses de biocarvdo (Figura 7B). Alguns estudos apontam que
biocarvBes produzidos a partir de diversas fontes de biomassa promovem a imobilizacdo do
cobre e outros metais pesados no solo (UCHIMIYA et al., 2010), reduzindo sua
disponibilidade (MUNIR et al., 2020), devido a adsor¢édo superficial e aumento do pH do solo
(CARDENAS-AGUIAR et al., 2017). Além disso, pesquisas apontam resultados discrepantes
de 96% de reducdo na concentracio de cobre disponivel no solo, até a dose de 10% m m™ de
biocarvdo (REHMAN et al., 2019) e reducédo de 18,6% em solo contaminado com cobre (JIA
et al., 2017). Desse modo, o biocarvao possui a capacidade de retengdo de uma determinada
quantidade de cobre, diminuindo sua disponibilidade para a planta (MOORE et al., 2018).

Figura 7 — Teor de cobre pseudo-total e disponivel no solo sem adicéo de cobre (A) e com adi¢éo de cobre (1000
mg kg™) (B) submetido a doses de biocarvéo (0, 0.5, 1, 1.5e 2 % m m%)
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Os resultados evidenciaram interacdo significativa entre o Cu adicionado no solo e as
doses de biocarvao para o teor do metal nas raizes, na parte aérea e nos graos de feijao comum
(Figura 8). Houve reducdo linear no teor de cobre nas raizes de feijdo, tanto em solo com
cobre (43%), quanto em solo sem Cu (47,5%), sendo maior no com cobre foi
significativamente (Figura 8A). Resultados de pesquisa revelaram que biocarvéo derivado de
bambu, palha de arroz e de casca de noz chinesa reduziu o acumulo de Cu nas raizes de
bambu moso (Phyllostachy pubescens) em 15%, 35% e 26%, respectivamente, e o resultado
foi atribuido, ao fato que o biocarvao possui estrutura porosa e grupos funcionais contendo
oxigénio abundantes na superficie que podem imobilizar poluentes em solos (WANG et al.,

2019). A reducdo no teor de metais nas raizes também tem sido atrelada ao crescimento
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vegetativo, que ocasiona diluicdo do elemento na massa seca das plantas (ALVARENGA et
al., 2018).

O teor cobre na massa seca da parte aérea do feijdo foi significativamente reduzido de
forma linear com o incremento de doses de biocarvdo no solo, sendo de 29,95% em solo sem
adicdo deste metal e de 48,58% no solo com cobre, mesmo assim, o teor do metal acumulado
na parte aérea foi estatisticamente maior no solo com Cu (Figura 8B). A utilizacdo de trevo
berseem (Trifolium alexandrinum, L.) combinado com a correcdo de biochar na remediacéo
de um solo arenoso contaminado com metais resultaram em reducdo significativa da
concentracdo de Cu na parte aérea das plantas (PESCATORE et al., 2022), bem como, a
aplicacdo de biochar derivado de esterco de porco diminuiu a translocacdo de Cu para a parte
aérea de feijdo comum (VANDIONANT et al., (2019). Em experimento avaliando o uso de
biocarvdo de residuos da fabricagdo de azeite de oliva no cultivo de P. vulgaris para
remediacdo de solos contaminados com metais, foi observado que os teores de metais nas
folhas de feijdo comum e atividades de enzimas antioxidativas diminuiram, ao ponto que 0s
teores de proteinas sollveis aumentaram com a aplicacdo do biocarvéo e os resultados foram
associados a reducdo da disponibilidade de metais no solo e consequentemente a menor
absorcéo pelas plantas com o uso do biochar (HMID et al., 2015).

O teor de cobre acumulado nos grédos de feijdo comum diminuiu de forma linear em
80,30% em solo contaminado por cobre e em 60,89% no solo sem cobre, no entanto, este
altimo acumulou menos Cu nos graos se comparado ao solo com adi¢do de cobre (Figura 8C).
Ao analisar as equacdes de regressao evidencia-se que doses de biocarvao maiores que 1,66%
m m™ aplicadas no solo com cobre (1000 mg kg™) possibilitam que o teor deste metal
acumulado nos grdos de feijdo comum ficasse abaixo do limite maximo tolerado de 10 mg kg
! estabelecido na legislacéo brasileira (BRASIL, 2022), da mesma forma, mesmo em solo sem
adico de Cu, aplicando-se doses a partir de 0,07% m m™ de biochar possibilitam cumprir o
LMT do metal nos graos descrito na legislacdo. Nesse sentido, Zong et al., (2021) em trabalho
sobre o efeito do biocarvao derivado de palha na biodisponibilidade e acimulo de Cu em solo
contaminado, evidenciaram reducdo significativa no acumulo dos metais estudados nos graos

de milho e colza, devido ao efeito imobilizador de metais.

Figura 8 - Teor de cobre nas raizes (A), na parte aérea (B) e no gréo (C) de feijdo comum cultivado em solo com
diferentes doses de biocarvéo (0, 0.5, 1, 1.5 € 2% m m™) sem e com adi¢io de cobre (1000 mg kg™)
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Os resultados evidenciaram que houve interacdo significativa para os fatores de
translocacdo e bioconcentracdo com as doses de biocarvéo adicionadas em solo com e sem
adico de Cu (1000 mg kg™?) (Figura 9). O fator de translocagdo médio foi de 0,137 no solo
com cobre e ndo houve ajuste em nenhum grau polinomial, enquanto que em solo sem Cu
ocorreu aumento linear significativo de 34,8% até a dose de 2% de biochar, sendo superior
aos tratamentos com adicdo de Cu (Figura 9A). Segundo dados de pesquisa, quanto mais
proximo a zero o fator de translocacdo, maior é a probabilidade de sobrevivéncia e
crescimento da planta em ambientes contaminados (SCHEID et al., 2018), isso indica que a
cultura possui baixa translocacdo de Cu para o tecido vegetal acima do solo, independente da
dose de biochar aplicada. Estudos apontam que a aplicacdo do biocarvdo de palha de arroz
pode ser eficaz na imobilizacdo de metais no solo e reduzir sua absorcéo e translocacdo para
gréos (ABBAS et al., 2017).

O fator de bioconcentracdo (FBC) médio foi de 0,053 no feijdo comum cultivado em
solo com Cu, ndo havendo ajuste em nenhum grau de polindmios, enquanto que em solo sem

adicdo de cobre ocorreu aumento linear no fator de bioconcentracdo com as doses de
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biocarvao no solo, sendo estatisticamente superior aos tratamentos com Cu (Figura 9B). O
FBC foi menor que 1 no solo com cobre, indicando que a concentracdo de metais foi restrita
as raizes do feijdo com baixa translocacdo para a parte aérea das plantas (RASHID et al.,
2023). Por outro lado, plantas que apresentam fator de bioconcentragcdo superior a uma
unidade podem ser recomendadas, inclusive, para a fitoextragdo de contaminantes
(MCGRATH e ZHAO, 2003). Nesse contexto, as doses de biocarvado foram eficientes para a
bioconcentracdo e translocacdo de Cu em P. vulgaris em solo sem adicao deste elemento. Isso
indica também, a melhoria da capacidade de absor¢do de nutrientes pelas plantas cultivadas
em solo com aplicagédo de biochar (UZOMA et al., 2011).

Figura 9 — Fator de translocacgdo (A) e fator de bioconcentracdo (B) de feijdo comum cultivado em solo com
diferentes doses de biocarvéo (0, 0.5, 1, 1.5 € 2% m m™) sem e com adic8o de cobre (1000 mg kg%
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** Significativo a 5%. Fonte: Autor (2023)

Plantas que sdo tolerantes a altas concentragfes de metais pesados séo geralmente
capazes de compartimentar os ions metalicos, sequestrando-os em vacuolos e, assim,
excluindo-os dos sitios das células onde ocorrem processos como a divisdo celular e a
respiracdo (SINGH et al., 2012). O processo de translocacdo de metais em espécies vegetais é
um fator crucial na determinagéo da distribuicdo desses nos tecidos vegetais (TAUQEER et
al., 2016). Nesse caso, o feijdo comum apresentou desempenho satisfatério mesmo exposto a
uma alta concentracdo de Cu no solo, bem como, o biocarvdo demonstrou potencial de

remediacdo de areas contaminadas, diminuindo a disponibilidade de Cu no solo.

3.6 CONCLUSAO
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O biocarvéo derivado de residuos de eucalipto diminuiu a disponibilidade de cobre em
solo contaminado, possibilitando teores nos graos de feijdo abaixo do limite maximo toleravel
pela legislagéo brasileira.

Os teores de cobre no tecido vegetal de Phaseolus vulgaris L. sdo reduzidos com a
aplicacdo de biocarvéo no solo.

O biocarvdo aumenta a porcentagem de germinacao de sementes, o desenvolvimento

vegetal e a produtividade do feijdo comum mesmo em solo contaminado com cobre.
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4 CAPITULO 2: INOCULACAO DE FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES
EM Phaseolus vulgaris L. CULTIVADO EM SOLO CONTAMINADO POR COBRE

4.1 RESUMO

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMAS) associados as plantas possuem a capacidade de
aumentar a resisténcia ao excesso de cobre no solo. O cobre pode causar toxidez no ambiente
e danos na cadeia alimentar pelo processo de bioacumulagdo. Sendo assim, o objetivo do
estudo foi avaliar o uso de FMAs para o desenvolvimento e acumulo de cobre em plantas de
Phaseolus vulgaris L. cultivado em solo contaminado com cobre. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado (DIC) em arranjo fatorial 3 x 2, sendo, trés
inoculacGes de FMAs (Testemunha — sem inoculacdo; Rhizoglomus clarum e Scutellospora
pellucida) e dois niveis de cobre no solo, sem e com adigdo de Cu (1000 mg kg™), com oito
repeticdes. Avaliou-se altura de plantas, parametros de produtividade, volume e area
superficial especifica de raiz, germinacdo de sementes, colonizacdo micorrizica, massa seca
da parte aérea e de raiz, indice de clorofila, teor de cobre na raiz, na parte aérea e no gréo, teor
de cobre disponivel e pseudo-total no solo e fatores de bioconcentracdo e de translocacdo de
cobre na planta. A inoculacdo de P. vulgaris L. com os fungos R. clarum e S. pellucida
promoveu a melhoria de parametros de desenvolvimento e producdo das plantas cultivadas
em solo contaminado com cobre. Os FMAs proporcionaram a reducao da disponibilidade de
cobre em solo contaminado. A espécie S. pellucida proporcionou maiores teores de cobre nas
raizes e menores teores na parte aerea de feijdo comum cultivado em solo contaminado pelo
metal.

Palavras-chave: Feijao comum. Micorrizas. Fitoestabilizacdo. Metal pesado.
4.2 ABSTRACT

Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) associated with plants have the ability to increase
resistance to excess copper in the soil. Copper can cause toxicity in the environment and
damage the food chain through the process of bioaccumulation. Thus, the objective of the
study was to evaluate the use of AMFs for the development and accumulation of copper in
Phaseolus vulgaris L. plants grown in soil contaminated with copper. The experimental was
completely randomized design (DIC) in a 3 x 2 factorial arrangement, with three AMF
inoculations (Control - without inoculation; Rhizoglomus clarum and Scutellospora pellucida)
and two levels of copper in the soil, with and without the addition of Cu (1000 mg kg™), with
eight repetitions. plants height, productivity parameters, specific root volume and surface
area, seed germination, mycorrhizal colonization, shoot and root dry mass, chlorophyll index,
copper content in the root, in the shoot and not grain, available and pseudo-total copper
content in the soil and copper bioconcentration and translocation factors in the plant. The
inoculation of P. vulgaris L. with the fungi R. clarum and S. pellucida promoted the
improvement of the development and production parameters of those cultivated in soil
contaminated with copper. AMFs provide a reduction in copper availability in contaminated
soil. The species S. pellucida influenced higher levels of copper in the roots and lower levels
in the aerial part of common bean cultivated in soil contaminated by the metal.

Keywords: Common bean. Mycorrhizae. Phytostabilization. Heavy metal.
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4.3 INTRODUCAO

O cobre (Cu) é considerado um micronutriente essencial para diversos processos
enziméticos (DECHEN e NACHTIGALL, 2007; HALL, 2002), atuando como catalisador de
reacOes bioquimicas no metabolismo de carboidratos e nitrogénio, na sintese de clorofila e na
constituicdo de proteinas em vegetais (DECHEN e NACHTIGALL, 2007; TAIZ et al., 2017).
No solo, o cobre pode ser originado naturalmente, através do intemperismo das rochas
(HUGEN et al., 2013). Entretanto, tem se verificado o aumento dos teores deste metal em
algumas areas, devido principalmente, ao uso de insumos a base de Cu (GONCALVES et al.,
2019) e disposicéo de residuos (LISBOA et al., 2021).

Quando presente em elevadas concentragdes, o cobre pode causar toxidez no ambiente
e danos na cadeia alimentar pelo processo de bioacumulacdo (MARTINS et al., 2011;
YRUELA, 2005). Entre os efeitos tdxicos nas plantas, o cobre pode causar alteragdes
estruturais, morfologicas e fisioldgicas, causando danos ao sistema radicular, inibicdo da
absorcdo de nutrientes, reducéo da taxa fotossintética e desenvolvimento vegetal (LOURENZI
et al., 2019; YRUELA, 2005; CAMBROLLE et al., 2015). Também pode levar a estresse
oxidativo nas plantas, devido ao aumento na producdo de radicais livres de oxigénio tdxicos
que danificam lipideos e proteinas da membrana celular, aminoacidos e acidos nucleicos
(LYUBENOVA et al., 2015; THOUNAOJAM et al., 2012). Nas raizes, os sintomas tdxicos
sdo encurtamento, engrossamento e o0 aumento de raizes laterais (MARQUES et al., 2018;
YRUELA, 2005), ocasionando diminuicdo de absorcdo de 4&gua e nutrientes e
consequentemente inibicdo do crescimento da parte aérea e aumento da biomassa das raizes e
dos ramos (KELLER et al., 2015). Nesse contexto, estudos atuais tém foco em alternativas de
remediacdo para areas contaminadas por metais pesados, sobretudo o cobre.

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) pertencem a classe Glomeromycota
(MOREIRA e SIQUEIRA, 2006) e tém a capacidade de formar associa¢do simbiotica com
cerca de 80% das plantas cultivadas (ZHANG Fengee et al., 2019). Os FMAs possuem ampla
distribuicdo nos ecossistemas, estdo presentes em florestas tropicais e temperadas, dunas,
desertos, pradarias e sistemas agricolas (BRUNDRETT, 2009). A associacdo com plantas é
realizada através da colonizagdo inter e intracelular do cortex da raiz formando os arbusculos,
que sdo estruturas tipicas do fungo e altamente ramificadas, também ocorre formagao de hifas
enroladas e/ou ramificadas, vesicula (hifas com dilatacdes terminais) e micélio extra-radicular
que cresce solo adentro além da rizosfera (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). Essa interacdo
causa melhoria dos atributos do solo e respostas mais efetivas das plantas as limitacdes
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ambientais (TORRES; ANTOLIN E GOICOECHEA, 2018; SHI et al., 2019), contribuindo
para importantes fungdes nos ecossistemas naturais (BRUNDRETT, 2009). A fitorremediacéo
de areas contaminadas por metais através de FMAs estd recebendo atencdo significativa
porque é uma técnica ecologicamente correta, econdmica e tem ndo envolve outros potenciais
contaminantes no processo de remediacdo (SANTANA, 2020).

O acumulo de Cu em P. vulgaris esta relacionado com a disponibilidade do elemento
no solo, principalmente representada pela fragdo trocavel (GROHSKOPF et al., 2016). De
acordo com Collet et al., (2018) o feijdo, apesar de apresentar sensibilidade para os indices de
germinacdo, possui boa capacidade de producédo vegetativa em solos com excesso de Cu,
sendo, portanto, indicado para cultivo em solos com altos teores desse metal. Porém, nessas
condicdes, o limite maximo tolerado (LMT) de 10 mg kg de Cu nos grdos de feijio
destinado a alimentacdo ndo pode ser excedido (BRASIL, 2022). Nesse contexto, 0 uso de
fungos micorrizicos arbusculares influencia positivamente o desenvolvimento de feijao
(Phaseolus vulgaris L.) em condices de excesso de metais pesados no solo (SANCHEZ
SANCHEZ, 2022), sendo, portanto, uma alternativa de remediacao do solo através do cultivo
de uma cultura de interesse comercial.

O objetivo do estudo foi avaliar o uso de FMAs para o desenvolvimento e acimulo de

cobre em plantas de Phaseolus vulgaris L. cultivado em solo contaminado com cobre.

4.4 MATERIAIS E METODOS

4.4.1 Local

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo no Departamento de Ciéncias
Agrondmicas e Ambientais da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), Campus de
Frederico Westphalen, entre os meses de outubro de 2020 e margo de 2021, durante 150 dias.
O solo utilizado no experimento foi caracterizado como um Latossolo Vermelho (SANTOS,
2018), coletado em area de campo natural na camada de 0-20 cm. Esse solo foi seco ao ar e
peneirado, apo6s autoclavado a 121 °C, em trés ciclos de 30 minutos para eliminacdo de
possiveis patdgenos. Apos isso foi retirada uma amostra para a determinacdo de atributos
quimicos e fisicos, conforme metodologia descrita por Embrapa (1997) para textura e Tedesco
et al., (1995) para demais atributos (Tabela 1).

Tabela 1 - Caracterizacdo quimica e fisica do solo
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pH* A% MOS Argila CTC Ca Mg Al H+Al
H20 % PH7,0 e o110 (o3
50 10,3 15 79 12,2 1,0 0,2 15 10,9
P K Cu Zn S B Mn
mg kgt
2,0 21,0 8,4 0,2 15,8 0,18 3,5

“pH: potencial de hidrogénio; V: saturacdo por bases; MOS: matéria organica do solo; Ca: calcio; Mg: magnésio;
Al: aluminio; H+Al: acidez potencial; P: fésforo; K: potassio; Cu: cobre; Zn: zinco; S: enxofre; B: boro; Mn:
manganés. Fonte: Autor (2023).

Os isolados de fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) das espécies Rhizoglomus
clarum (sp.1) e Scutellospora pellucida (sp. 2) foram obtidos junto a Empresa Brasileira de

Pesquisa Agropecuaria, Embrapa Agrobiologia de Seropédica-RJ.

4.4.2 Delineamento

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC) em arranjo fatorial 3
X 2, sendo, trés inoculagdes de FMAs (Testemunha — sem inoculacdo; Rhizoglomus clarum e
Scutellospora pellucida) e dois niveis de cobre no solo, sem e com adi¢do de Cu (1000 mg kg

1), com oito repeticdes.

4.4.3 Instalacéo e conducgéo do experimento

4.4.3.1 Casa de vegetagéo

Primeiramente foi realizada a correcdo da acidez do solo com calcério dolomitico
(PRNT 85%) e dos niveis de macro e micronutrientes através da utilizacdo de fertilizante
mineral formulado, conforme recomendacdo para cultura do feijdo (CQFS, 2016).

As amostras de solo foram condicionadas em vasos plasticos com capacidade de 3,5
litros, numa massa total de 4 kg, para posterior aplicacdo dos tratamentos e a semeadura do
feijdo comum.

A contaminacédo do solo com cobre foi realizada através de uma solugdo de sulfato de

cobre (CuSOs) adicionada e misturada ao solo, na dose de 1000 mg kg (Cu?"), trinta dias
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antes da semeadura do feijdo nos vasos, para possibilitar tempo suficiente para estabilizacao
das reacGes quimicas.

As sementes utilizadas foram da cultivar IPR Tuiui cedidas pelo Instituto
Agronémico do Parana (IAPAR), as quais foram previamente desinfectadas com solugédo
hipoclorito de sédio 2 %, por 15 minutos e lavadas em &gua corrente por 5 minutos. A
semeadura foi realizada no més de dezembro de 2020 em uma profundidade de 4 cm e com o
total de trés sementes por vaso. A inoculacdo das sementes com os isolados fungicos foi feita
no sulco no momento da semeadura e a dosagem utilizada foi de 100 esporos de FMAs por
dose, sendo que foi aplicada uma dose por unidade experimental (vaso).

A umidade do solo foi mantida proxima a capacidade de campo durante todo o
periodo de conducdo do experimento, desde o condicionamento do solo nos vasos até o final
do ciclo de 90 dias do feijao. A irrigacao foi feita manualmente através da aplicacdo de uma
I&amina de 4gua de 8 mm diérios.

Foi feita também, a adubacdo com nitrogénio (N) de cobertura na cultura, através da
utilizacdo de ureia 45% de N no estadio fenologico de V4 aplicando o equivalente a 50 kg de
N por hectare. Durante o ciclo, também foi realizado o manejo fitossanitario e demais

cuidados necessarios para o feijdo comum.

4.4.3.2 Testes de germinacéo

Para os testes de germinacdo, 5 gramas de solo seco ao ar de cada tratamento descrito
no item 4.4.2. foram transferidos para placas de Petri sobre uma camada de papel filtro de
umedecido com 20 mL de &gua deionizada. Cada placa de Petri recebeu quinze sementes de
feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) que foram previamente desinfectadas com solucéo
hipoclorito de sddio 2%, por 15 minutos e lavadas em &agua corrente por 5 minutos
(SOLAIMAN et al., 2012). O procedimento foi realizado com quatro repeti¢des, conforme
procedimento descrito por Morrison e Morris (2000). Todas as placas de Petri foram cobertas

com tampas e incubadas a 25 °C com fotoperiodo de 12 horas durante cinco dias.

4.4.4 Avaliagdes

4.4.4.1 Avaliacdes morfologicas
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As avaliacbes morfoldgicas foram realizadas conforme descritas no item 3.4.4.1
(Capitulo I).

4.4.4.2 Colonizacdo micorrizica (CM)

Amostras de raizes finas foram clareadas em KOH 10% a 80 °C por 180 minutos e foi
repetido o procedimento por trés dias consecutivos. Posteriormente, as raizes foram
acidificadas com HCI 10 % e coradas com azul de Trypan 0,05% (KOSKE e GEMMA,
1989). A porcentagem de colonizagdo foi estimada pelo método de interse¢des em lamina
(MCGONIGLE, et al., 1990): as raizes finas cortadas em fragmentos de 1 cm, foram
colocadas em glicerina sobre laminas de microscépio, cobertas com laminulas e observadas
na ampliacdo 200x, avaliando-se presenca de colonizacdo micorrizica através de arbusculos,

hifas e vesiculas. Os resultados foram expressos em porcentagem de colonizagdo micorrizica.

4.4.4.3 Germinacdo de sementes (GS)

A avaliacdo de germinacdo de sementes foi realizada conforme descrito no item
3.4.4.2 (Capitulo I).

4.4.4.4 Parametros da clorofila

A avaliacdo dos parametros de clorofila foi realizada conforme descrito no item
3.4.4.3 (Capitulo I).

4.4.4.5 Cobre no solo e no tecido vegetal

As avaliagbes dos teores de cobre no solo e no tecido vegetal foram realizadas
conforme descrito no item 3.4.4.4 (Capitulo I).

4.4.4.6 Fatores de translocacdo (FT) e de bioconcentracdo (FBC)

As avaliacdes dos fatores de translocacdo e de bioconcentragcdo foram realizadas

conforme descrito no item 3.4.4.5 (Capitulo I).



58

4.4.5 Andlise estatistica

Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e constatado efeito
significativo foram realizados testes complementares através de teste de Tukey, com o auxilio
do software Sisvar 5.6 (FERREIRA, 2019), sendo que em todos os casos foi utilizado 5% de

probabilidade de erro.

4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados ndo evidenciaram interacdo entre as espécies de FMAs e cobre no solo,
bem como ndo ocorreu significancia para os efeitos simples de cada variavel no peso de mil
grdos de feijao comum, sendo que a média geral de PMG foi de 38,18 gramas. Ridwan et al.,
(2020), estudaram a inoculacdo com FMAs e a utilizagdo de adubo liquido orgéanico no
crescimento e producdo de plantas de soja (Glycine max L.), e verificaram que ndo houve
diferenca significativa para peso de mil gréos.

Os resultados demonstraram interacdo significativa entre os fatores de variacao
inoculacdo micorrizica e niveis de cobre no solo para altura de plantas, nimero de grdos por
vagem, nimero de vagens por planta e produtividade de grdos (Tabela 2). A inoculacéo
micorrizica com as espécies Scutellospora pellucida e Rhizoglomus clarum resultou em maior
altura de planta, em solo com adicéo de Cu, enquanto no solo sem a adi¢do do elemento, a sp.
2 foi superior a sp. 1 e ao tratamento sem inoculagéo, sendo maior que o solo com adicéo de
cobre (Tabela 2). Em estudo realizado por Rosa et al., (2016) sobre porta-enxerto de videira
(Vitis berlandieri e Vitis rupestris) cultivado em solo com alto teor de Cu verificou-se que a
altura de plantas foi estatisticamente maior quando inoculado com Rhizoglomus clarum em
comparagdo com o tratamento sem inoculacdo. A inoculacdo com mistura de esporos dos
fungos Glomus macrocarpum, Paraglomus occultum e Glomus sp. no estabelecimento inicial
de plantas em solo contaminado com metais pesados, resultou em maior altura de A.
mangium, sendo atribuido ao alivio do efeito tdxico dos contaminantes (PEDROSO et al.,
2018). Nesse contexto, mudas de Canna indica expostas ao estresse de nanoparticulas de
oxido de cobre (300 mg kg™) apresentaram aumento significativo de 11,9% no comprimento

da parte aérea quando inoculadas com o FMAs (Funneliformis mosseae) (LUO et al, 2022).
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Tabela 2 — Altura de plantas (AP), nimero de grdos por vagem (NGV), nimero de vagens por planta (NVP) e
produtividade de grdos (PG) de feijdo comum cultivado em solo sem e com adigio de cobre (1000 mg kg™), sem

inoculacéo e inoculado com Rhizoglomus clarum (R. clarum) e Scutellospora pellucida (S. pellucida)

Inoculagéo Solo Solo
Com cobre Sem cobre Com cobre Sem cobre
-------- AP (cm) -------- NGV
Sem inoculacéao 14,50 Bb 18,50 Ac 3,11 Aa 4,18 Aa
R. clarum 21,00 Ba 30,83 Ab 3,40 Aa 4,37 Aa
S. pellucida 25,00 Ba 42,50 Aa 4,52 Aa 3,18 Ba
CV (%) 13,82 28,58
----- NVP ------ ----- PG (g planta®) ---
Sem inoculacéo 2,33 Aa 2,66 Ab 0,27 Bb 0,39 Ac
R. clarum 3,00 Aa 3,16 Ab 0,38 Ba 0,44 Ab
S. pellucida 2,50 Ba 6,50 Aa 0,39 Ba 0,67 Aa
CV (%) 30,48 6,35

* Médias seguidas por letras iguais maiUsculas na linha e mindsculas na coluna nao apresentam diferenca

significativa pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. Fonte: Autor (2023).

As médias de numero de grdos por vagem ndo evidenciaram diferenca significativa
para inoculacdo de ambas as espécies em comparacdo com o tratamento sem inoculacdo
(Tabela 2). Houve superioridade significativa no NGV para o tratamento inoculado com
Scutellospora pellucida em solo sem adi¢cdo de cobre, em comparacdo ao solo com adigédo
deste elemento (Tabela 2). Andreola et al., (2021), verificaram que a inoculagdo com
micorrizas arbusculares (Aucalospora colombiana, Dentiscutata heterogama e Rhizophagus
clarus) proporcionou maior nimero de grdos e maior nimero de vagens por planta de soja
(Glycine max) em solo contaminado com cobre. Bai et al., (2016) testaram a influéncia da
inoculacdo dupla de fungos micorrizicos arbusculares (Glomus sp.) e Rhizobium sp. na
produtividade de ervilha em um solo acido com teor médio de fosforo, e verificaram aumento
significativo para o nimero de gréos por vagem com a inoculacao.

O numero de vagens por planta de feijdo comum inoculado com S. pellucida em solo
sem cobre foi 129,7% maior que o tratamento sem inoculagéo e em 37,85% ao inoculado com
R. clarum que por sua vez também se mostrou superior ao solo ndo inoculado (Tabela 2),
enguanto em solo com adicédo de Cu a inoculacdo com ambos FMAs resultou em maior NVP
que a auséncia de inoculacdo. Além disso, em solo sem cobre houve maior producdo de
vagens por planta, tanto em feijdo inoculado, quanto ndo inoculado (Tabela 2). Ridwan et al.,
(2020), estudaram a inoculagdo com FMAs e a utilizagdo de adubo liquido orgénico no
crescimento e producdo de plantas de soja (Glycine max L.), obtiveram aumento significativo
para 0 NVP quando utilizado somente micorrizas.

A produtividade de grdos de P. vulgaris foi maior em solo sem cobre e com a

inoculacdo de S. pellucida, sendo 44,4% maior que o tratamento sem inoculagdo e
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significativamente maior que o solo com cobre, porém no solo contaminado com cobre as
inoculacBes de FMAs foram maiores que o tratamento sem inoculacédo (Tabela 2). Os FMAs
(Funneliformis mosseae) proporcionam aumento de 59,1% na produtividade de graos de soja
em solo com excesso de metais pesados, sendo atribuido ao aumento da absorcéo e o acimulo
de fésforo nos tecidos da planta e pela reducdo pela toxicidade dos metais (ADEYEMI et al.,
2021). Estudos apontam que que a associacdo de FMAs em plantas hospedeiras aliviam
estresses abioticos e aumentam a producéo de graos (ARG e CHANDEL, 2011).

Foi constatada interacdo significativa entre os niveis de cobre no solo e a inoculacéo
com FMAs no acumulo de massa seca da parte aérea de massa seca de raizes de feijao (Tabela
3). O uso de S. pellucida em solo com cobre resultou em maior producdo de massa seca da
parte aérea, sendo 51,1% superior ao R. clarum e 80,55% ao tratamento sem inoculacéo e foi
maior também em 83,33% em relacdo ao tratamento sem inoculacdo no solo sem adigdo de
cobre, além disso, em solo sem adicdo de cobre o acimulo de MSPA foi maior se comparado
ao solo com adicdo de cobre (Tabela 3). Estudos sobre a variabilidade funcional de FMAs
para colonizacdo radicular e a promocao de crescimento de milho, demonstram que entre 41
isolados, 23 apresentaram influéncia positiva significativa para o acimulo de massa seca da
parte aérea de plantas, entre eles Rhizophagus clarus e Scutellospora pellucida, que nao
diferiram entre si (NOVAIS et al., 2014). Em pesquisa sobre o efeito de trés FMAS e esterco
bovino evidenciou-se que Scutellospora fulgida e Glomus manihotis ocasionaram maior
biomassa seca da parte aérea de pimenta (Capsicum frutescens), sendo associado a
dependéncia micorrizica das plantas e também a adaptacdo a ambientes pobres em nutrientes
(JIMENEZ et al., 2017).

Tabela 3 — Massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca de raizes (MSR), volume radicular (VR) e area
superficial especifica de raizes (ASE) de feijdo comum cultivado em solo sem e com adicdo de cobre (1000 mg

kg), sem inoculagéo e inoculado com Rhizoglomus clarum (R. clarum) e Scutellospora pellucida (S. pellucida)

Fungo Solo Solo
Com cobre Sem cobre Com cobre Sem cobre
-- MSPA (g planta’?) -- ---- MSR (g planta) ----
Sem inoculagéo 0,36 Bb 0,54 Ac 0,95 Bc 1,39 Ac
R. clarum 0,43 Bb 0,85 Ab 1,30 Bb 1,75 Ab
S. pellucida 0,65 Ba 0,99 Aa 1,44 Ba 2,10 Aa
CV (%) 12,55 4,32
------- VR (cm?) ------ -------- ASE (cm?®) --------
Sem inoculacao 5,00 Bc 10,00 Ac 261,75 Bc 679,00 Ac
R. clarum 8,42 Bb 15,50 Ab 411,75 Bb 940,75 Ab
S. pellucida 10,50 Ba 18,25 Aa 630,50 Ba 1171,75 Aa
CV (%) 8,97 7,11

* Médias seguidas por letras iguais mailsculas na linha e mintsculas na coluna ndo apresentam diferenga

significativa pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. Fonte: Autor (2023).
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Na producdo de MSR, a inoculacdo com micorrizas gerou resultados semelhantes,
tanto no solo com adicdo de Cu, quanto no solo sem cobre, sendo que a S. pellucida foi
superior aos demais tratamentos em ambos os solos, enquanto que R. clarum apresentou
resultados estatisticamente superiores quando comparado com o tratamento sem inoculacéo,
além de serem maiores quando cultivado em solo sem adicdo de cobre (Tabela 3). Estudos
demonstraram que a biomassa seca de raiz de Capsicum frutescens € aumentada através da
associagao micorrizica de S. fulgida (JIMENEZ et al., 2017). E em videiras jovens cultivadas
em solo contaminado por Cu a inoculagdo com R. irregularis e R. clarus resultou em maior
MSR que o tratamento controle, sendo ocasionados pela capacidade das micorrizas de
mitigacdo do estresse causado pelos altos niveis de Cu no solo e também por promover maior
absorcdo de agua e nutrientes pelas raizes através das estruturas fangicas (AMBROSINI et al.,
2015). Plantas associadas aos FMAs geralmente apresentam maior producdo de matéria seca
devido a melhoria da capacidade de absorcdo de agua e nutrientes, além disso, a maior
quantidade de biomassa promove a capacidade de diluicdo do metal (cobre), proporcionando
maior toleréncia ao efeito toxico sobre a planta (CERRENHO, ALVES e SANTOS, 2018).

Os resultados evidenciaram interagdo significativa entre os fatores de variagdo para o
volume radicular e area superficial especifica de raizes de feijdo comum (Tabela 3). Em
ambos os solos (contaminado e ndo contaminado por cobre) a S. pellucida, obteve
significativamente as maiores médias para volume de raizes, enquanto o tratamento sem
inoculacdo foi estatisticamente menor que as duas inoculacbes e, foi significativamente
superior em solo sem adi¢do de Cu, independente do uso da inoculacgdo (Tabela 3). Gardezi et
al., (2010), ao estudar o crescimento vegetativo de feijoeiro inoculado com Glomus
intraradices, obteve aumento de cerca de 204 % no volume de raiz em solo inoculado, quando
comparado ao solo sem inoculagdo.

Independente da adi¢do de Cu, a &rea superficial especifica de raizes de P. vulgaris, foi
maior com a inoculacdo de S. pellucida, no entanto, R. clarum superou o tratamento sem
inoculacdo, sendo, porém, maior em solo sem contaminacdo (Tabela 3). A colonizacao
micorrizica resulta em um aumento na area de superficie radicular devido as longas hifas
fangicas que podem se estender por uma vasta area no solo e proporciona a absor¢ao de maior
quantidade de nutrientes, incluindo metais pesados na raiz hospedeira (AGARWAL, SINGH e
SINGH, 2017).

Houve interacdo significativa entre os fatores de variagdo para a colonizacao

micorrizica (Tabela 4). A S. pellucida possibilitou maior colonizagdo micorrizica nas raizes
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de feijdo comum, com média de 37,5% e 57,5% para o solo com e sem cobre,
respectivamente, sendo para ambos os indculos, maiores no solo sem cobre (Tabela 4).
Resultado de Rosa et al., (2016) evidenciou que a maior colonizacao das raizes foi observada
nas videiras inoculadas com R. clarus (40% de colonizagdo), seguido pelas videiras
inoculadas com os FMAs D. heterogama e A. morrowiae (com 25% das raizes colonizadas) e
as videiras sem inoculacdo também nédo apresentaram CM. Segundo Jiménez et al., (2017), a
porcentagem de colonizacdo micorrizica encontrada em Capsicum frutescens nos tratamentos
de Scutellospora fulgida e Glomus manihotis foi de 26,31% e 9,31%, respectivamente, sendo
a S. fulgida estatisticamente superior a G. manihotis. Santana et al., (2019), trabalhando na
fitorremediacdo de Cu, obteve em média 42% de colonizacdo micorrizica em Canavalia
ensiformis em solo arenoso sem contaminagdo por cobre, enquanto em solo contaminado

também ocorreu diminuigdo na média.

Tabela 4 — Colonizagdo micorrizica (CM) de feijdo comum cultivado em solo sem e com adic¢éo de cobre (1000

mg kg™), sem inoculagéo e inoculado com Rhizoglomus clarum (R. clarum) e Scutellospora pellucida (S.

pellucida)
Fungo Solo
Com cobre Sem cobre
-------------------- CM (%) ----=-=m=mmmmmmmmmm
Sem inoculacao 0,00 Ac 0,00 Ac
R. clarum 25,00 Bb 35,00 Ab
S. pellucida 37,50 Ba 57,50 Aa
CV (%) 21,40

* Médias seguidas por letras iguais mailsculas na linha e mindsculas na coluna nao apresentam diferenca
significativa pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. Fonte: Autor (2023).

A porcentagem de germinacdo de sementes de feijdo evidenciou interacdo
significativa entre os fatores de variacdo, sendo maior com a inoculacdo por S. pellucida,
quando comparado aos demais tratamentos em solo com adicdo de Cu, sendo maior no
tratamento sem cobre, porém sem diferenca quanto a inoculagdo (Tabela 5). Em estudo sobre
Elsholtzia splendens em relacdo a tolerancia aos solos contaminados por cobre, a porcentagem
de germinacao de sementes aumentou significativamente com a inoculagdo com FMAs, sendo
atribuido a esses fungos poderem condicionar a rapida adaptacdo de E. splendens ao estresse
causado por Cu (LI et al., 2017).

Tabela 5 — Porcentagem de germinacdo de sementes de feijdo comum cultivado em solo sem e com adicao de
cobre (1000 mg kg™), sem inoculagéo e inoculado com Rhizoglomus clarum (R. clarum) e Scutellospora

pellucida (S. pellucida)
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Fungo Solo
Com cobre Sem cobre
Sem inoculacéo 36,00 Bb 80,00 Aa
R. clarum 42,00 Bb 96,00 Aa
S. pellucida 64,00 Ba 92,00 Aa
CV (%) 15,81

* Médias seguidas por letras iguais maitsculas na linha e mindsculas na coluna ndo apresentam diferenga

significativa pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. Fonte: Autor (2023).

Né&o houve interagéo significativa entre FMAs e o Cu no solo para a clorofila total de
P. vulgaris. Na comparacéo do efeito simples dos fungos micorrizicos, evidenciou-se que o
tratamento controle apresentou menor indice de clorofila, sendo assim, diferindo-se
estatisticamente das espécies de fungos (Figura 1). Nesse contexto, estudos indicam que a
inoculacdo com FMAs aumenta significativamente os teores de clorofila foliar de Canna
indica em 20%, sendo o resultado atribuido ao fato de que a faixa de aquisicdo de nutrientes
pela raiz da planta é ampliada devido ao crescimento das hifas micorrizicas e o processo de
ciclagem de nutrientes da rizosfera sdo aprimorados, o que pode levar a uma melhoria do

estado nutricional da planta e aumento do teor de clorofila (LUO et al, 2022).

Figura 1 — Indice de clorofila total de feijio comum cultivado sem inoculacio e inoculado com Rhizoglomus

clarum (R. clarum) e Scutellospora pellucida (S. pellucida)

50 -

A A

45 -
~40 B
335-
230-
*§25—
S 20 A
[&]
o 15 -
o
@ 10 A
L g |

0

Sem inoculagdo R. clarum S. pellucida

Indici

* Letras maiUsculas iguais ndo apresentam diferenca significativa pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de
erro. Fonte: Autor (2023).

Na comparacao do efeito simples do Cu no solo, o indice de clorofila foi maior em
solo ndo contaminado com cobre (Tabela 6). Em estudo com Canna indica expostas ao
estresse nanoparticulas de 6xido de cobre, constatou-se que, com a elevacdo dos teores de
CuO nos meios de cultivo, os teores de clorofila foliar diminuiram (LUO et al, 2022). Ainda,

a taxa fotossintética liquida e a transpiragdo foram menores nas plantas de pimentdo tratadas
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com concentracdes crescentes de Cu no solo, independentemente do inéculo de FMAS
(RUSCITTI, ARANGO e BELTRANO, 2017). Niveis elevados de Cu nas plantas podem
causar diminuicao dos indices de clorofila nas folhas, o que pode ser causado pela inducéo de
deficiéncia de ferro (Fe) nos tecidos vegetais (AMBROSINI et al., 2015).

Mesmo nédo havendo interagdo entre cobre e inoculo, a literatura relata que os metais
pesados, como neste caso o cobre, podem causar diversos efeitos negativos a planta, entre eles
a reducdo da taxa de fotossintese, taxa de respiracao e eficiéncia fotoquimica, desta forma, os
FMAs sdo utilizados para aliviar o estresse causado por estes elementos (ANAND et al.,
2022; NAGAJYOTI, LEE e SREEKANTH 2010). Doubkovéa e Sudova (2016), em estudo
sobre o efeito de Rhizophagus irregularis em Agrostis capillaris, em local contaminado com
metais pesados (Pb, Cd, Zn e Cu), afirmam que as concentrac@es de clorofila diminuiram com
0 aumento da contaminacgdo do solo pelos metais, porém as plantas inoculadas apresentaram
aumento nos teores de clorofila em solo contaminado, sendo esse resultado justificado, pelo

fato que o FMAs causou alivio do estresse causado pelos metais.

Tabela 6 — Indice de clorofila total de feijao comum cultivado em solo sem e com adig&o de cobre (1000 mg kg

D)
Solo indice de clorofila (g g%
Com cobre 40,99 b
Sem cobre 44,06 a
oV %) 4,57

* Médias seguidas por letras iguais mindsculas na coluna ndo apresentam diferenca significativa pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade de erro. Fonte: Autor (2023).

Os resultados mostraram interacdo significativa entre os fatores de variacdo para 0s
teores de Cu disponiveis e pseudo-totais. Constatou-se que a inoculagdo do feijdo comum com
S. pellucida e R. clarum proporcionaram menor teor de Cu disponivel no solo contaminado,
em relacdo ao tratamento sem inoculacdo, porém, em solo sem adi¢cdo de cobre ndo houve
diferenca significativa, sendo que nessas condic¢des verificou-se menor disponibilidade deste
elemento em comparacdo ao solo com cobre (Tabela 7). Estudos apontam reducdo da
disponibilidade de cobre no solo através da inoculagdo com micorrizas arbusculares
(MANYIWA e ULTRA JR, 2022). Os FMAs podem compartimentalizar o Cu nos esporos
sem que existam danos no seu metabolismo e, por consequéncia, também promovem a
reducdo da disponibilidade de Cu as raizes e tecido vegetal (CORNEJO et al., 2013). Além
disso, a simbiose das plantas com fungos micorrizicos potencializa a imobilizagcdo de cobre no

solo, pois estimula a exsudagédo pelas plantas de acidos organicos, como citrato e malato que
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formam ligacbes com diversos metais pesados, resultando no efeito quelante dos
contaminantes, reduzindo sua disponibilidade e consequentemente a toxicidade aos
organismos no ambiente (CARRENHO, ALVES e SANTOS, 2018).

Tabela 7 — Teores de cobre disponivel (CD) e de cobre pseudo-total (CPT) em solo cultivado com
feijio comum, sem e com adic&o de cobre (1000 mg kg?), sem inoculagio e inoculado com Rhizoglomus clarum

(R. clarum) e Scutellospora pellucida (S. pellucida)

Fungo Solo Solo
Com cobre Sem cobre Com cobre Sem cobre
-—--CD(mgkg®) - | e CPT (mg kgt) ----
Sem inoculacdo 898,83 Aa 5,05 Ba 1169,80 Ab 129,10 Ba
R. clarum 672,00 Ab 3,98 Ba 1175,83 Ab 124,03 Ba
S. pellucida 643,33 Ac 4,05 Ba 1232,50 Aa 129,83 Ba
CV (%) 2,37 2,87

* Médias seguidas por letras iguais mailsculas na linha e mindsculas na coluna nao apresentam diferenca
significativa pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. Fonte: Autor (2023).

Nao houve diferenca significativa entre inoculacgdes para os teores pseudo-totais de Cu
no solo sem adicdo deste elemento, no entanto, em solo com cobre, a inoculacdo de
Scutellospora pellucida possibilitou maior teor de Cu pseudo-total em comparacéo aos demais
tratamentos (Tabela 7). Ressalta-se que os valores do solo com cobre ficaram acima dos
limites maximos de investigacdo permitidos pela resolugdo n° 420, que é de 200 mg kg™
(CONAMA, 2009) e de 203 mg kg para solos originados de rochas vulcanicas da regido do
Planalto do estado do Rio Grande do Sul, Brasil (FEPAM, 2014).

Em relagdo aos teores de cobre nas raizes, na parte aérea e nos grdos de feijdo comum,
constatou-se interacdo significativa entre os fatores de variacdo (Tabela 8). No solo
contaminado por cobre, a inoculacdo com S. pellucida possibilitou maior teor de Cu na MSR,
seguido de R. clarum, ndo havendo diferenca no solo sem adicdo de Cu que foi
significativamente menor (Tabela 8). Estudos demonstram que plantas inoculadas com G.
gigantea, A. morrowiae, A. colombiana ou R. clarus acumulam maiores teores de Cu nas
raizes com aumento médio de 59% (AMBROSINI et al., 2015). Os resultados aqui
apresentados corroboram o0s de Andrade, Silveira e Mazzafera (2010), que observaram
aumento nas concentragdes de Cu nas raizes de cafeeiros jovens micorrizados, cultivados em
solo com alto teor deste metal. Jia-Qi et al., (2022) também observaram que os FMAs,
incluindo S. pellucida, promoveram aumento no teor de cobre nas raizes fibrosas de Paris

polyphylla var. yunnanensis.
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Tabela 8 — Teores de cobre nas raizes (CuR), cobre na parte aérea (CuPA) e cobre nos gréos (CuG) de feijdo
comum cultivado em solo sem e com adic8o de cobre (1000 mg kg?), sem inoculagdo e inoculado com

Rhizoglomus clarum (R. clarum) e Scutellospora pellucida (S. pellucida)

Fungo Solo Solo
Com cobre Sem cobre Com cobre Sem cobre
-------- CuR (mg kgt) -------- ---------- CUPA (mg kg?) ---------
Sem inoculacéao 407,93 Ac 99,05 Ba 47,03 Aa 14,66 Bb
R. clarum 522,62 Ab 114,49 Ba 42,01 Ab 23,09 Ba
S. pellucida 653,00 Aa 143,09 Ba 38,04 Ac 16,37 Bb
CV (%) 11,39 5,22
Fungo Solo
Com cobre Sem cobre
----- CuG (mg kg?t) ------
Sem inoculacéo 22,51 Aa 8,95 Ba
R. clarum 15,20 Ab 9,49 Ba
S. pellucida 15,63 Ab 8,98 Ba
CV (%) 6,85

* Médias seguidas por letras iguais mailsculas na linha e mindsculas na coluna ndo apresentam diferenca
significativa pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. Fonte: Autor (2023).

O teor de Cu na parte aérea de P. vulgaris em solo com adi¢do do elemento foi maior
no tratamento sem inoculacdo, sendo superior aos tratamentos inoculados, enquanto que S.
pellucida proporcionou menor teor de cobre e também no solo sem adic¢do deste metal, porém
sem diferir da testemunha (Tabela 8). No geral, o acimulo de cobre na biomassa da parte
aérea de feijao foi maior quando cultivado em solo com adi¢do de cobre. Nesse contexto,
estudos revelam que o uso de micorrizas reduzem as concentragdes de Cu na parte aérea de
Colosphospermum mopane (MANYIWA e ULTRA JR, 2022). Além disso, as micorrizas
promovem a reducdo do teor de metais na parte aérea da Brachiaria decumbens, reduzindo a
toxicidade, favorecendo o crescimento e maior extracdo de metais pesados do solo que ficam
acumulados no sistema radicular (SILVA, SIQUEIRA e SOARES, 2006).

A inoculacdo, no solo com adicdo de cobre possibilitou menores teores de cobre nos
grdos de feijdo, porém néo diferindo-se em solo ndo contaminado, que foi significativamente
menor (Tabela 8). O teor de Cu nos gréos de trigo cultivado com diferentes doses deste metal
e inoculado com Acaulospora Colombiana, Gigaspora Margarita e Rizophagus Clarus
também foi reduzido com o uso dos inoculantes (TURCHETTO et al., 2022). De acordo com
a Instrucdo Normativa n° 160, de 01 de julho de 2022 que estabelece os limites maximos
tolerados (LMT) de cobre em alimentos (BRASIL, 2022), mesmo as inoculacbes tendo
reduzidos os teores do metal nos grios de feijdo, os resultados superam o LMT de 10 mg kg

em todos os tratamentos testados em solo contaminado.
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Os resultados evidenciaram interacdo significativa para os fatores de translocacao e de
bioconcentracdo entre indculos e niveis de Cu no solo (Tabela 9). Em solo com cobre, as
espécies R. clarum e S. pellucida proporcionaram menor translocacdo do metal nas plantas de
feijdo, enquanto no solo sem cobre a S. pellucida foi significativamente menor que as demais
inoculacdes, sendo que em solo sem cobre a translocagdo foi maior (Tabela 9). A inoculagdo
com o FMA Funneliformis mosseae proporcionou reducdo da translocacdo de Cu em 21,8%
para a parte aérea parte de plantas de soja (ADEYEMI et al., 2021). Segundo Silva, Siqueira e
Soares (2006) a inoculagdo de fungos micorrizicos arbusculares reduz a transferéncia de
metais pesados para a parte aérea de gramineas cultivadas em solos contaminados por metais
pesados, ficando retido nas raizes das plantas. Estudo com Canavalia ensiformis cultivada em
solo arenoso com alta concentracdo de Cu, inoculado com o fungo Rhizophagus clarus
também demonstrou que a translocacdo do Cu para a MSPA foi menor do que no tratamento
sem inoculacdo (SANTANA et al., 2015).

Tabela 9 — Fator de translocacéo (FT) e fator de bioconcentragdo (FBC) de feijdo comum cultivado em solo sem
e com adigdo de cobre (1000 mg kg™), sem inoculagdo e inoculado com Rhizoglomus clarum (R. clarum) e

Scutellospora pellucida (S. pellucida)

Fungo Solo Solo
Com cobre Sem cobre Com cobre Sem cobre
FT FBC
Sem inoculacéo 0,115 Ba 0,149 Ab 0,052 Ba 2,908 Ac
R. clarum 0,075 Bb 0,203 Aa 0,062 Ba 5,805 Aa
S. pellucida 0,058 Bb 0,114 Ac 0,059 Ba 4,042 Ab
CV (%) 12,52 9,21

* Médias seguidas por letras iguais maiusculas na linha e mindsculas na coluna ndo apresentam

diferenca significativa pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. Fonte: Autor (2023).

Os efeitos da inoculagcdo micorrizica na planta dependem da concentracdo de metais
no solo, ressalta-se que a absorcdo é aumentada quando a quantidade no solo esta abaixo da
concentracdo critica para a simbiose, enquanto que acima deste ponto, a absor¢do e
translocacdo para a parte aérea geralmente sdo inibidas (CHRISTIE, LI e CHEN, 2004).
Ambrosini et al., (2015) verificaram que a razao entre os niveis de Cu nas raizes e parte aérea
das plantas de videira é de 6,9 no controle, enquanto que nos tratamentos com FMAs varia de
8,3 a 12,4, indicando que apenas uma pequena por¢do de Cu da raiz é translocada para a parte
aérea. Nestas condicdes, também pode ocorrer a maior absorcdo de P pelas raizes, que é
promovida pelos FMAs (ANDRADE, SILVEIRA e MAZZAFERA, 2010), induzindo a

formacédo de compostos de fosfatos e metais menos mdveis nas plantas, reduzindo assim, a
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translocacdo de Cu para a parte aérea (SOARES e SIQUEIRA, 2008). Além disso, as plantas
também podem ter estratégias naturais para diminuir o transporte do Cu e outros metais para a
parte aérea, como a compartimentalizacdo nos vacuolos, a quelacdo na membrana plasmatica
e a complexacdo intracelular por substancias organicas, diminuindo os efeitos toxicos
(GOMEZ-GALLEGO et al., 2022; SABA et al., 2013).

N&o houve diferenca significativa entre os tratamentos no solo com cobre para o FBC,
sendo maior no solo sem cobre e com as inoculacBes em relacdo ao tratamento testemunha
(Tabela 9). Além da imobilizacdo do metal no micélio extrarradicular, a reducdo da absorcéo
de metal nas plantas micorrizicas pode ser atribuida a mudangas na solubilidade do metal
mediadas por alteracbes na solucdo do solo nos tratamentos micorrizados (FERROL,
TAMAYO e VARGAS, 2016). Desse modo, Gu et al., (2017) verificaram que a inoculacéo
do fungo Funneliformis mosseae em Lolium perene e Festuca arundinacea reduziu o fator de
bioconcentracdo, encontrando valores menores que 1. Singh et al., (2019) afirmam que os
FMAs atuam como um biofiltro nas raizes e modulam a translocacdo direta de metais pesados
do solo para a parte aérea (fator de bioacumulacdo) e raizes para a parte aerea (fator de
translocacéo).

Sendo assim, pode-se considerar que os FMAs apresentaram resultado satisfatorio
para a reducdo da translocacdo de Cu para a parte aérea de P. vulgaris em solo contaminado
pelo metal, apesar da cultura ter apresentado, em geral, baixa translocacdo, mesmo sem uso de
inoculacdo. A espécie S. pellucida apresentou melhor desempenho quanto aos principais
parametros morfoldgicos do feijao, bem como, proporcionou bons resultados para os teores de

Cu no tecido vegetal e no solo.

4.6 CONCLUSAO

A inoculagéo de P. vulgaris L. com os fungos R. clarum e S. pellucida promoveu a
melhoria de parédmetros de desenvolvimento e producdo das plantas cultivadas em solo
contaminado com cobre.

Os FMAs R. clarum e S. pellucida proporcionaram a reducgdo da disponibilidade de
cobre em solo contaminado.

A espécie S. pellucida proporcionou maiores teores de cobre nas raizes e menores

teores na parte aérea de feijdo comum cultivado em solo contaminado pelo metal.
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5 CAPITULO 3: BIOCARVAO E FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES NO
CULTIVO DE Phaseolus vulgaris L. EM SOLO CONTAMINADO COM COBRE

5.1 RESUMO

O cobre ¢é considerado um micronutriente essencial para plantas e diversos organismos, no
entanto seu excesso no solo, pode causar toxidez. Entre as alternativas de remediagdo de areas
contaminadas pelo metal tém-se o biocarvdo que pode diminuir a sua disponibilidade no solo
e os fungos micorrizicos arbusculares (FMAS) que se associados as plantas reduzem os efeitos
toxicos e promovem a melhoria do desenvolvimento vegetal. Nesse contexto, o objetivo da
pesquisa foi determinar o efeito da aplicagdo de biocarvédo combinado com o uso de fungos
micorrizicos arbusculares no cultivo de Phaseolus vulgaris L. em solo contaminado com
cobre. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC) em arranjo fatorial 3
x 5) sendo, trés inoculacbes de FMAs (Testemunha — sem inoculacao; Rhizoglomus clarum e
Scutellospora pellucida) e cinco doses de biocarvédo (0, 0,5, 1, 1,5 e 2% m m™ de solo seco)
em solo com adigdo de Cu (1000 mg kg™), com oito repeticGes. Avaliou-se altura de plantas,
parametros de produtividade, volume e area superficial especifica de raiz, germinacdo de
sementes, colonizacdo micorrizica, massa seca da parte aérea e de raiz, teor de cobre na raiz,
na parte aérea e no gréo, teor de cobre disponivel no solo e fatores de bioconcentragdo e de
translocacdo de cobre na planta. O uso combinado de biocarvdo e os fungos R. clarum e S.
pellucida proporciona aumento na altura, porcentagem de germinacdo de sementes, massa
seca aérea e de raizes e produtividade de grdos de plantas de feijdo comum cultivado em solo
contaminado. O teor de cobre disponivel no solo, na raiz, na parte aérea e no grdo de P.
vulgaris e a translocacdo de Cu foram diminuidos através desta combinacéo.

Palavras-chave: Metal pesado. Contamina¢do. Remediacao.
5.2 ABSTRACT

Copper is considered an essential micronutrient for plants and several organisms, however its
excess in the soil can cause toxicity. Among the alternatives for remediation of areas
contaminated by the metal are biochar, which can reduce its availability in the soil, and
arbuscular mycorrhizal fungi (AMF), which, when associated with plants, reduce toxic effects
and promote improved plant development. In this context, the objective of the research was to
determine the effect of applying biochar combined with the use of arbuscular mycorrhizal
fungi in the cultivation of Phaseolus vulgaris L. in soil contaminated with copper. The
experimental was completely randomized design (DIC) in a 3 x 5 factorial arrangement, with
three inoculations of AMF (Control - without inoculation; Rhizoglomus clarum and
Scutellospora pellucida) and five doses of biochar (0, 0.5, 1, 1, 5 and 2% m m™ of dry soil) in
soil with addition of Cu (1000 mg kg™), with eight replications. Plant height, productivity
parameters, root volume and specific surface area, seed germination, mycorrhizal
colonization, shoot and root dry mass, copper content in the root, shoot and grain, copper
content in available copper in the soil and bioconcentration and copper translocation factors in
the plant. The combined use of biochar and the fungi R. clarum and S. pellucida increases
height, percentage of seed germination, aerial and root dry mass and grain yield of common
bean plants grown in contaminated soil. The available copper content in soil, root, shoot and
grain of P. vulgaris and Cu translocation were decreased by this combination.

Keywords: Heavy metal. Contamination. Remediation.
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5.3 INTRODUCAO

O cobre (Cu) é considerado um micronutriente essencial para plantas e diversos
organismos, pois participa de varios processos fisiologicos (FEKIACOVA, CORNU e
PICHAT et al.,, 2015). Este metal pode ser absorvido do solo e atua na formacgdo de
membranas, cloroplastos e clorofila nas plantas (AHMAD et al., 2015). No solo, o Cu pode
ser encontrado em sua forma soluvel, trocavel, grande fracdo pode estar adsorvida aos 6xidos
metalicos especificamente e ligada aos materiais organicos sollveis ou insollveis, ou até
precipitado (SANTANA, 2020), porem, quando presente em excesso no solo, cujo limite de
Cu total em éreas agricolas estabelecido na legislagdo é de 200 mg kg (CONAMA, 2009),
pode ser fonte de contaminagdo ambiental (SHUTCHA et al., 2015).

Os sintomas de toxidez por cobre nas plantas podem ser observados através da
clorose, necrose, baixa producdo de biomassa e morte (SANTANA, 2020), crescimento
reduzido (ROSA et al., 2014), reducdo da porcentagem de germinacdo de sementes
(CHAABENE et al., 2018). Nas raizes observa-se reducdo do crescimento, da ramificacao, do
comprimento e do engrossamento (YRUELA, 2005).

O uso de biocarvdao como corretivo do solo tem sido considerado uma estratégia
ambientalmente correta para melhorar a fertilidade do solo e reduzir os impactos negativos
causados pelo excesso de contaminantes (GONZAGA et al., 2019). O efeito deste material
organico na fertilidade do solo esta relacionado a sua alta porosidade, area superficial
especifica e CTC, presenca de grupos funcionais oxigenados em superficie que aumentam a
capacidade de retencdo de agua e nutrientes no solo, além disso, pode promover a remediacdo
de solos contaminados com cobre através de processos de adsor¢do quimica e fisissorcéo,
melhorando o desenvolvimento das plantas (GOMEZ-EYLES e GHOSH, 2018; GONZAGA
et al., 2022; XIA et al., 2019), bem como o aumento do pH ocasionado pelo biocarvdo pode
reduzir indiretamente a disponibilidade de metais no solo (HUANG et al., 2018; NGUYEN et
al., 2017).

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) formam uma associagdo simbiotica com
cerca de 80% das plantas cultivadas (ZHANG et al., 2019), sobretudo aquelas de interesse
ambiental para a remediacdo de areas contaminadas com metais pesados (STURMER e
SIQUEIRA, 2006). Os FMAs tém a capacidade de aumentar a resisténcia de plantas ao stress
ocasionado pelo excesso de cobre no solo (FERREIRA et al., 2015), possibilitando seu
crescimento e produgdo. Varios fatores sdo responsaveis pela maior tolerancia das plantas

micorrizadas ao excesso de Cu, como a manutencdo da integridade de membranas celulares, o
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acimulo em 6rgdos ndo vitais, retencdo do metal no micélio dos fungos e também a fixacao
em fosfatos na célula (RUSCITTI, ARANGO e BELTRANO, 2017).

Estudos apontam plantas de feijdo (Phaseolus vulgaris L.) colonizadas pelo FMA da
espécie Glomus clarum, sdo induzidas ao aumento da atividade de enzimas antioxidantes que
sdo responsaveis pela maior resisténcia a estresses abioticos, como 0 excesso de metais
pesados (LAMBAIS, RIOS-RUIZ e ANDRADE, 2003). O biocarvdo adicionado ao solo
também possui a capacidade de imobilizacdo de cobre e indisponibilizacdo para as plantas de
feijdo, contribuindo para o desenvolvimento vegetal (SILVA et al., 2017; VANDIONANT et
al., 2019). Além disso, o biocarvéao associado aos FMAs mantém a efetiva colonizagdo dos
fungos inoculados nas raizes de plantas em diferentes condicdes de solo (MATOS et al.,
2018) e a presenca de micorrizas arbusculares em solos tratados com o biocarvdo pode
potencializar os beneficios no solo e a produtividade de plantas (BUDI e SETYANINGSIH,
2013).

Nesse contexto, o objetivo da pesquisa foi determinar o efeito da aplicacdo de
biocarvao combinado com o uso de fungos micorrizicos arbusculares no cultivo de Phaseolus

vulgaris L. em solo contaminado com cobre.

5.4 MATERIAIS E METODOS

5.4.1 Local

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo no Departamento de Ciéncias
Agrondmicas e Ambientais da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), Campus de
Frederico Westphalen, entre os meses de outubro de 2020 e margo de 2021, durante 150 dias.
O solo utilizado no experimento foi caracterizado como um Latossolo Vermelho (SANTOS,
2018), coletado em &rea de campo natural na camada de 0-20 cm. Esse solo foi seco ao ar e
peneirado, apds autoclavado a 121 °C, em trés ciclos de 30 minutos para eliminagdo de
possiveis patdgenos. Apds, foi retirada uma amostra para a determinacdo de atributos
quimicos e fisicos, conforme metodologia descrita por Embrapa (1997) para textura e Tedesco
et al., (1995) para demais atributos (Tabela 1).

Tabela 1 - Caracteriza¢do quimica e fisica do solo

pH* \% MOS Argila CTC Ca Mg Al H+Al
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2
H-0 0% pH 710 ___________________ cmolc L o
5,0 10,3 15 79 12,2 1,0 0,2 1,5 10,9
P K Cu Zn S B Mn
mg kg
2,0 21,0 8,4 0,2 15,8 0,18 3,5

“pH: potencial de hidrogénio; V: saturacdo por bases; MOS: matéria organica do solo; Ca: calcio; Mg: magnésio;
Al: aluminio; H+Al: acidez potencial; P: fosforo; K: potassio; Cu: cobre; Zn: zinco; S: enxofre; B: boro; Mn:

manganés. Fonte: Autor (2023).

O biocarvéo utilizado foi de producéo prépria utilizando equipamento desenvolvido na
universidade para a pirolise de residuos de eucalipto (galhos finos), com tempo de pirolizacao
de duas horas, em temperatura de 350 °C e em condigdes de baixo fluxo de oxigénio (ROZ et
al., 2015). Apbs a fabricacdo e padronizacdo de tamanho em 2 mm das particulas do

biocarvao, foram retiradas amostras para a caracterizacdo, conforme a tabela 2.

Tabela 2 - Caracteriza¢do do biocarvao

pH C — Orgénico Ca Mg P K S Cu Zn Fe Mn
H20 % (m m?) mg kgt -----mmmeeeee
8,0 42,53 0,13 0,15 0,10 0,45 1,71 12,0 23,0 41,3 150,0

*pH: potencial de hidrogénio; C - Organico: carbono organico; Ca: célcio; Mg: magnésio; P: fosforo; K:
potassio; S: enxofre; Cu: cobre; Zn: zinco; Mn: manganés. Fonte: Autor (2023).

Os isolados de fungos micorrizicos arbusculares (FMASs) das espécies Rhizoglomus
clarum e Scutellospora pellucida foram obtidos junto a Empresa Brasileira de Pesquisa

Agropecuaria, Embrapa Agrobiologia de Seropédica-RJ.
5.4.2 Delineamento

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC) em arranjo fatorial 3
x 5) sendo, trés inocula¢Bes de FMAs (Testemunha — sem inoculacdo; Rhizoglomus clarum e
Scutellospora pellucida) e cinco doses de biocarvdo (0, 0,5, 1, 1,5 e 2% m m™ de solo seco)

em solo com adicdo de Cu (1000 mg kg™), com oito repeticdes.

5.4.3 Instalacdo e conducéo do experimento
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5.4.3.1 Casa de vegetacdo

Primeiramente foi realizada a correcdo da acidez do solo com calcario dolomitico
(PRNT 85%) e dos niveis de macro e micronutrientes atraves da utilizacdo de fertilizante
mineral formulado, conforme recomendacdo para cultura do feijdo (CQFS, 2016).

As amostras de solo foram condicionadas em vasos plasticos com capacidade de 3,5
litros, numa massa total de 4 kg, para posterior aplicacdo dos tratamentos e a semeadura do
feijdo comum.

A contaminagdo do solo com cobre foi realizada através de uma solucéo de sulfato de
cobre (CuSOs) adicionada e misturada ao solo, na dose de 1000 mg kg (Cu?"), trinta dias
antes da semeadura do feijdo nos vasos, para possibilitar tempo suficiente para estabilizacéo
das reacdes quimicas.

O biocarvéao foi aplicado manualmente na superficie do solo quinze dias antes da
semeadura do feijdo, que condiz ao tempo minimo necessario para a estabilizacdo das reacdes
quimicas (Adaptado de MARCO et al., 2021).

As sementes utilizadas sdo da cultivar IPR Tuiuil cedidas pelo Instituto Agrondmico
do Parand (IAPAR), as quais foram previamente desinfectadas com solucdo hipoclorito de
sodio 2 %, por 15 minutos e lavadas em agua corrente por 5 minutos. A semeadura foi
realizada no més de dezembro de 2020 em uma profundidade de 4 cm e com o total de trés
sementes por vaso. A inoculacdo das sementes com os isolados fungicos foi feita no sulco no
momento da semeadura e a dosagem utilizada foi de 100 esporos de FMAs por dose, sendo
que foi aplicada uma dose por unidade experimental (vaso).

A umidade do solo foi mantida proxima a capacidade de campo durante todo o
periodo de conducao do experimento, desde o condicionamento do solo nos vasos até o final
do ciclo de 90 dias do feijao. A irrigacdo foi feita manualmente através da aplicacdo de uma
Iamina de &gua de 8 mm diarios.

Foi feita também, a adubac&o com nitrogénio (N) de cobertura na cultura, através da
utilizacdo de ureia 45% de N no estadio fenoldgico de V4 aplicando o equivalente a 50 kg de
N por hectare. Durante o ciclo, também foi realizado o manejo fitossanitario e demais

cuidados necessarios para o feijao comum.

5.4.3.2 Testes de germinacéo
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Para os testes de germinacédo, 5 gramas de solo seco ao ar de cada tratamento descrito
no item 5.4.2. foram transferidos para placas de Petri sobre uma camada de papel filtro de
umedecido com 20 mL de &gua deionizada. Cada placa de Petri recebeu quinze sementes de
feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) que foram previamente desinfectadas com solucéo
hipoclorito de sdédio 2%, por 15 minutos e lavadas em &gua corrente por 5 minutos
(SOLAIMAN et al., 2012). O procedimento foi realizado com quatro repeticdes, conforme
procedimento descrito por Morrison e Morris (2000). Todas as placas de Petri foram cobertas

com tampas e incubadas a 25 °C com fotoperiodo de 12 horas durante cinco dias.

5.4.4 AvaliacOes

5.4.4.1 Avaliacbes morfoldgicas

As avaliacbes morfoldgicas foram realizadas conforme descritas no item 3.4.4.1
(Capitulo I).

5.4.4.2 Colonizacgéo micorrizica (CM)

A avaliagdo de porcentagem de colonizacdo micorrizica foi realizada conforme
descrito no item 4.4.4.2 (Capitulo 11).

5.4.4.3 Porcentagem de germinacgéo de sementes (GS)

A avaliacdo de germinacdo de sementes foi realizada conforme descrito no item
3.4.4.2 (Capitulo I).

5.4.4.4 Teor de cobre disponivel no solo
Os teores de cobre disponiveis foram realizados com a solucdo extratora Mehlich-1 a
qual atua por dissolugdo &cida, diante da presenca dos acidos sulfarico e cloridrico (SOBRAL

etal., 2013).

5.4.4.5 Teor de cobre no tecido vegetal
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A determinacdo do cobre no tecido vegetal foi realizada pelo método de digestdo
nitricoperclorica (3:1) e determinacdo em espectrofotometria de absor¢ao atémica, conforme
descrito por (MIYAZAWA et al., 2009) em amostras da MSPA, MSR e grédos separadas e
moidas em moinho tipo Wiley com peneira de malha de 10 mesh.

5.4.4.6 Fatores de translocacdo (FT) e bioconcentracdo (FBC)

As avaliacdes dos fatores de translocacdo e de bioconcentragcdo foram realizadas

conforme descrito no item 3.4.4.5 (Capitulo 1).

5.4.5 Andlise estatistica

Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e constatado efeito
significativo foram realizados testes complementares através de teste de Tukey para fatores
qualitativos e de regressdo para fatores quantitativos, com o auxilio do software Sisvar 5.6
(FERREIRA, 2019), sendo que em todos o0s casos foi utilizado 5% de probabilidade de erro.

5.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados evidenciaram interacdo significativa entre a inoculacdo com FMAs e
doses de biocarvao para altura de plantas, nimero de vagens por planta, massa seca da parte
aérea, peso de mil graos e produtividade de grdos do feijao comum (Figura 1). A altura de
plantas aumentou linearmente com as doses de biocarvdao em 118, 122 e 120% para 0s
tratamentos sem inoculacéo, inoculados com R. clarum e S. pellucida, respectivamente, sendo
que as inoculagbes foram superiores ao tratamento sem inoculacdo (Figura 1A). O uso
combinado de FMAs e biocarvdo em solo contaminado por metais pesados produziu efeito
positivo no crescimento do milho (Zea mays) e na biomassa da parte aérea chegando a ser 9,8
vezes maior que a do controle (ZHUO et al., 2020; PICCOLLA et al., 2015). A combinacéo
de biocarvdo com Rhizophagus fasciculatuse ou Rhizophagus irregularis em solo com
excesso de aluminio, resultou em maior crescimento de Tamarindus indica L. (NDIATE,
QUN e NKOH, 2022).
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Figura 1 - Altura de plantas (A), numero de vagens por planta (B) Massa seca da parte aérea (C), peso de mil

gréos (D) e produtividade de gréos (E) de feijdo comum cultivado em solo contaminado com cobre (1000 mg kg

1), sem inoculacdo e inoculado com Rhizoglomus clarum (R. clarum) e Scutellospora pellucida (S. pellucida)
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O numero de vagens por planta de feijao aumentou de forma linear com o uso do

biocarvao no solo e as inoculagdes com R. clarum e S. pellucida resultaram em maior NVP se

comparadas ao tratamento sem inoculante (Figura 1B). Estudos apontam que a aplicagdo de
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biocarvdo estimula a maior taxa de colonizacdo micorrizica e consequentemente maior
rendimento de soja (WATHIRA, WACHIRA e OKOTH, 2016) e trigo (CURAQUEO et al.,
2021).

A massa seca da parte aérea e a produtividade de grdos de P. vulgaris L. aumentaram
linearmente com o uso das doses de biocarvao no solo. O aumento na MSPA foi de 81, 27 e
35% e na PG de 137, 96 e 51% para os tratamentos sem inoculacdo, inoculados com R.
clarum e S. pellucida, respectivamente, sendo as inoculagbes foram superiores ao tratamento
ndo inoculado em ambas variaveis, com destaque para a S. pellucida que apresentou melhor
desempenho em geral (Figura 1C e Figura 1E). Pesquisas apontam aumento significativo da
MSPA de Senna occidentalis quando inoculado com FMAs em combinagdo com aplicacédo de
biocarvao em solo contaminado por metais pesados (GUO e LI, 2019). Também foi relatado
incremento na biomassa da parte aérea de Guazuma ulmifolia em solo de mineracéo
(QUIROZ-MOIJICA et al., 2021), enquanto que em Theobroma cacao L. a MSPA aumentou
em torno de 15% (GANGAN, CORTES, REANO, 2019), demonstrando o efeito positivo nas
plantas.

O peso de mil grdos do feijdo comum aumentou linearmente com as doses de
biocarvao adicionadas no solo em 31, 14 e 26% para os tratamentos sem inoculacao,
inoculados com R. clarum e S. pellucida, respectivamente, porém ndo diferindo entre si
(Figura 1D). Um estudo com biocarvado aponta que o rendimento geral de grdos de trigo é
aumentado com doses altas aplicadas, que também influenciam positivamente na colonizacao
micorrizica em solos acidos com alto teor de aluminio disponivel (CURAQUEO et al., 2021).

Houve interacdo significativa entre os fatores de variacdo para as varidveis volume e
area superficial especifica de raizes de P. vulgaris, evidenciando aumento linear significativo
com as doses de biocarvédo, sendo maior nos tratamentos com inoculacdo (Figura 2). A partir
de estudos realizados para analisar a eficiéncia de biocarvdo e FMAs em solo contaminados
por metais pesados, ocorreu aumento significativo na ASE de raizes de Cassia occidentalis
(GUO et al., 2018). Maiores areas de superficie acompanhadas por maior colonizacao
micorrizica foram descritas em Allium porrum L. cultivada em solo com aplicacdo de
biocarvdo (HAN, DOUDS e BOATENG, 2016). Além disso, a adicdo de biocarvdo e
Rhizophagus clarus melhorou o comprimento, volume e area de superficie da raiz de Zea
mays em 32 a 61% no solo contaminado pelo metal cadmio (RAFIQUE et al., 2019).

A colonizacdo micorrizica do feijao aumentou linearmente com as doses de biocarvao
no solo, com destaque para 0 FMA S. pellucida, ressaltando que ndo houve CM no tratamento

sem inoculacdo (Figura 2C). Esse resultado corrobora os de Schiavo et al. (2010), que nao
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observaram CM nas plantas ndo inoculadas. Estudos apontam que solos contaminados com
cobre tratados com 1% m m de biocarvdo derivado de casca de aveia promovem o aumento
em até 3 vezes a colonizacdo radicular por FMAs (MEIER et al., 2017). Em estudo sobre o
efeito de biocarvdo e FMAs em Senna occidentalis solo contaminado por metais pesados, a
adicdo de biocarvdo aumentou significativamente a taxa de coloniza¢do micorrizica quando

comparado com o tratamento controle (sem biocarvdo) (GUO e LI, 2019).

Figura 2 — Volume de raizes (A), area superficial especifica (B) e colonizagdo micorrizica (C) de feijdo comum
cultivado em solo contaminado com cobre (1000 mg kg*), sem inoculagio e inoculado com Rhizoglomus clarum
(R. clarum) e Scutellospora pellucida (S. pellucida) e com diferentes doses de biocarvéo (0, 0.5, 1, 1.5e 2% m
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** Significativo a 5%. Fonte: Autor (2023).

Houve interacdo significativa entre os fatores de variacdo para o teor de Cu disponivel
no solo, teor de Cu nas raizes e nos graos de P. vulgaris (Figura 3). Nota-se reducéo linear de
99, 168 e 213% no cobre disponivel para os tratamentos sem inoculagdo, inoculados com R.
clarum e S. pellucida, respectivamente, com as doses de biocarvao aplicadas no solo e 0s

tratamentos inoculados resultaram em menores teores no solo (Figura 3A). Estudos apontam
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que a utilizacdo de FMAs e biocarvdo combinados aumentam a imobilizacdo de metais

pesados em solo cultivado com Iris pseudacorus (CHEN et al., 2022).

Figura 3 — Teor de cobre disponivel no solo (A), teor de cobre nas raizes (B), e no gréo (C) de feijdo comum

cultivado em solo contaminado com cobre (1000 mg kg*), sem inoculagio e inoculado com Rhizoglomus clarum

(R. clarum) e Scutellospora pellucida (S. pellucida) e com diferentes doses de biocarvéo (0, 0.5, 1, 1.5e 2% m
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** Significativo a 5%. Fonte: Autor (2023).

O teor de cobre nas raizes de feijdo comum apresentou reducdo linear com o uso de

doses crescentes de biocarvao, no entanto, os tratamentos inoculados com R. clarum e S.

pellucida resultaram em maiores teores se comparados ao ndo inoculado (Figura 3B). Estudos

apontam que plantas micorrizicas de Lotus corniculatus L. cultivadas em solo com biocarvéo

apresentam reducdo dos teores de cobre na parte aérea e na raiz (ZHAO, CHEN e XIAO

2022). Sobre isso, os fungos possuem a capacidade de retencdo do metal nas raizes e reduzem
a translocacdo para a parte aérea da planta (RUSCITTI, ARANGO e BELTRANO, 2017),
além de que o biocarvao causa a reducdo da disponibilidade de metais no solo (HUANG et

al., 2018).
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Ja para o CuG, as inoculagdes proporcionaram menores teores se comparados ao
tratamento n&o inoculado (Figura 3C). O limite maximo tolerado (LMT) de 10 mg kg* de Cu
nos grdos de feijdo destinado a alimentacdo ndo pode ser excedido (BRASIL, 2022). Neste
caso, observa-se que no experimento sem inoculacdo qualquer dose de biocarvdo acima de
1,71% m m* resulta em teor de Cu no grdo menor que o LMT, o mesmo ocorre com doses
acima de 1,64 e 1,55% m m* no feijdo inoculado com R. clarum e S. pellucida,
respectivamente. Estudos com chumbo (Pb) demosntram reducdo no teor deste metal nos
grdos de cevada abaixo do limite critico, através do uso combinado de biocarvao e FMAs em
solo contaminado, devido a adsor¢do do Pb no biocarvéo e a imobilizagcdo no micélio flngico
e na glomalina produzida pelos FMAs (KHAN et al., 2020).

N&o houve interacdo entre os fatores de variacdo para 0 nimero de grdos por vagem,
massa seca de raizes, porcentagem de germinacdo de sementes, teor de cobre na parte aérea e
fator de bioconcentragdo de feijdio comum cultivado em solo contaminado com cobre (Figura
4), sendo que ndo houve efeito significativo das doses de biocarvdo para o NGV,

apresentando a média de 4,34.

Figura 4 — Efeito simples das doses de biocarvao (0, 0.5, 1, 1.5 e 2% m m!) na massa seca de raizes (A), na
porcentagem de germinacao de sementes (B), no teor de cobre na parte aérea (C) e no fator de bioconcentragéo

(D) de feijdao comum cultivado em solo contaminado com cobre (1000 mg kg™?).
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** Significativo a 5%. Fonte: Autor (2023).

A MSR e a GS do feijdo aumentaram linearmente em 47% e 40% com as doses de
biocarvao aplicadas no solo (Figura 4A e Figura 4B). O efeito do biochar na germinacéo das
sementes de Guazuma ulmifolia em solo de mineragcdo de carvdo variou dependendo da
concentracdo, pois a maior porcentagem de GS (90%) foi obtida quando foi aplicado 1% de
biocarvao (QUIROZ-MOJICA et al., 2021), neste mesmo estudo, a combinacédo de biocarvao
e FMAs ndo resultaram em diferenca significativa para o crescimento radicular das plantas.
Outro estudo demonstra que massa seca da raiz de ervilha aumentou em 30% e 52% ap0s
tratamentos com biocarvao e micorrizas, respectivamente, em solo contaminado com arsénio
(ALAM et al.,2019).

Houve reducdo linear significativa para o teor de Cu na parte aérea de feijado comum
no efeito simples do uso do biocarvdo em solo contaminado (Figura 4C). Estudos demonstram
que o biocarvao causou diminuicdo nos teores de cobre na parte aérea de Lotus corniculatus
L. (ZHAO, CHEN e XIAO 2022) e em Chenopodium quinoa, sendo que 0s mecanismos de

melhoria deste parametro envolvem a adsor¢do de Cu na superficie do biocarvdo, dimuindo a
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disponibilidade no solo e consequentemente o efeito toxico (BUSS, KAMMANN e KOYRO,
2012).

O efeito de doses de biocarvéo no fator de bioconcentracdo de Cu nas plantas de feijéo
evidenciou funcéo quadratica com ponto minimo de FBC (0,041) na dose de 0,67% m m™ de
biocarvao (Figura 4D). Pesquisas demonstram redugdo da bioconcentragdo de Cu em plantas
de colza cultivada em solo contaminado com cobre e com adigdo de 2% m m™ de biocarvdo
(MUNIR et al., 2020). O FBC em geral foi menor que 1, indicando que a concentracdo de
metais foi restrita as raizes do feijdo com baixa translocacdo para a parte aérea das plantas
(RASHID et al., 2023). Ndo houve efeito simples significativo dos in6culos para o FBC em
raizes e parte aérea.

O efeito simples das inoculacdes com FMAs evidenciam que 0 NGV, MSR e GS sédo
maiores quando o feijdo é inoculado com R. clarum e S. pellucida, em rela¢do a testemunha
sem inoculacdo (Tabela 3). Em estudo com Canavalia ensiformis (L.) cultivado em solo
contaminado com cobre concluiu-se que os FMASs proporcionaram 22% de acréscimo na
biomassa de raizes (ANDRADE et al., 2010). Os componentes de produtividade, entre eles o
NGV de feijdo comum aumentam com a inoculacdo micorrizica (TAMAYO-AGUILAR et
al., 2021). Para a germinacdo de sementes, ha indicios que os FMAs podem contribuir com
este parametro em diversas espécies de plantas, no entanto, ndo esta claro na literatura quais
0S mecanismos responsaveis por esta melhoria em solos contaminados por metais (BENNETT
e MEEK, 2020).

Tabela 3 — NUmero de grdos por vagem (NGV), massa seca de raizes (MSR), porcentagem de germinacédo de
sementes (GS) e teor cobre na parte aérea (CuPA) de feijdo comum cultivado em solo contaminado com cobre

(1000 mg kg1), sem inoculagio e inoculado com Rhizoglomus clarum (R. clarum) e Scutellospora pellucida (S.

pellucida)
Solo NGV MSR (g planta™) GS (%) CuPA (mg kg?)
Sem inoculacéo 3,68 b* 1,35¢ 50,33 b 31,30 a
R. clarum 4,72 a 1,49b 60,00 a 27,66 b
S. pellucida 4,61 a 161la 65,33 a 24,69 c
CV (%) 18,27 2,66 20,76 7,62

* Médias seguidas por letras iguais mindsculas na coluna ndo apresentam diferenca significativa pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade de erro. Fonte: Autor (2023).

O teor de cobre na parte aérea do feijao comum foi significativamente menor quando
inoculado com os isolados R. clarum e S. pellucida (Tabela 3). Pesquisas indicam que as
micorrizas diminuem as concentraces de Cu nos tecidos aéreos de Canavalia ensiformis (L.)

e promovem maior acimulo de biomassa em solo contaminado (ANDRADE et al., 2010).
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Houve interacdo significativa entre os FMAs e doses de biocarvdo para o fator de
translocacdo de Cu das raizes para a parte aérea de P. vulgaris, a qual evidenciou-se reducao
linear para os tratamentos inoculados com R. clarum e S. pellucida e uso de doses de
biocarvao, enquanto o tratamento ndo inoculado apresentou aumento linear significativo com
a aplicacdo das doses de biocarvdo (Figura 7). A combinacdo de biocarvdo e inoculagao
micorrizica ocasiona aumento na absorcéo de cobre pelas raizes e induz um efeito de barreira

que reduz a transferéncia de Cu das raizes para a parte aérea (GUO e LI, 2019).

Figura 7 — Fator de translocacdo (FT) de feijdo comum cultivado em solo contaminado com cobre (1000 mg kg
1), sem inoculagio e inoculado com Rhizoglomus clarum (R. clarum) e Scutellospora pellucida (S. pellucida) e

com diferentes doses de biocarvéo (0, 0.5, 1, 1.5 e 2% m m™)

—»— Sem inoculagdo y =0,0124x + 0,117** R2=0,8371
--®--R.clarum y=-0,01x + 0,0776** R2=0,9287
— & — S, pellucida y =-0,0086x + 0,065** R2 = 0,9773
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** Significativo a 5%. Fonte: Autor (2023).

5.6 CONCLUSAO

O uso combinado de biocarvdo e fungos micorrizicos arbusculares proporciona
aumento na altura, porcentagem de germinacdo de sementes, massa seca aérea e de raizes e
produtividade de graos de plantas de feijdo comum cultivado em solo contaminado.

O teor de cobre disponivel no solo, na raiz, na parte aérea e no grao de feijdo comum é
menor através do uso de biocarvéo e da inoculacdo com R. clarum e S. pellucida.

A translocacdo de Cu para a parte aérea de P. vulgaris foi menor quando feito o uso

combinado de biocarvado e FMAs em solo contaminado.
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6 DISCUSSAO GERAL

O biocarvao possui a capacidade de retencdo de uma determinada quantidade de
cobre, diminuindo sua disponibilidade para a planta (MOORE et al., 2018), devido a adsor¢éo
superficial e aumento do pH do solo (CARDENAS-AGUIAR et al., 2017), também por
reacoes de complexacdo, reducdo e precipitacdo (QI et al.,, 2017; HE et al., 2019),
promovendo a remedia¢do de areas contaminadas. Nesse contexto, as doses de biocarvao
adicionadas no solo derivado de residuos de eucalipto promoveram a diminuicdo da
disponibilidade de cobre em solo contaminado, possibilitando teores nos grédos de Phaseolus
vulgaris L. abaixo do limite maximo toleravel pela legislacéo brasileira. Além disso, os teores
de cobre no tecido vegetal diminuiram, ja a porcentagem de germinacdo de sementes, 0
desenvolvimento vegetal e a produtividade do feijdo comum aumentaram mesmo em solo
contaminado com cobre. Desse modo, o biocarvao afeta a absor¢do de cobre pelas plantas,
através da alteracdo da mobilidade, biodisponibilidade e redistribui¢do nos solos, bem como,
pode ocasionar o aumento da disponibilidade de outros nutrientes e a diminuicdo da
toxicidade ocasionada pelo cobre, resultando em maior desenvolvimento e rendimento das
culturas (MEIER et al., 2017).

Os fungos micorrizicos arbusculares tém a capacidade de aumentar a resisténcia de
plantas ao stress ocasionado pelo excesso de cobre no solo (FERREIRA et al., 2015),
possibilitando seu crescimento e produgdo. Raizes de Phaseolus vulgaris L. colonizadas pelas
micorrizas sdo induzidas ao aumento da atividade de enzimas antioxidantes que s&o
responsaveis pela maior resisténcia a estresses abidticos, como 0 excesso de metais pesados
(LAMBAIS, RIOS-RUIZ e ANDRADE, 2003). Alguns mecanismos foram descritos sobre a
atuacdo dos FMAs na remediacdo de solos contaminados por metais pesados, tais como,
diluicdo dos contaminantes nos tecidos vegetais em decorréncia do favorecimento da maior
producéo de biomassa, exclusdo da absorcdo por meio da precipitacdo ou quelacdo dos metais
na rizosfera, reducdo da absorcao pela planta devido a retencéo e imobilizacdo dos metais nas
estruturas fungicas (MISHRA; BHATTACHARYA e MISHRA, 2019) e agregacédo de metais
na glomalina (KHAN et al., 2020). Sendo assim, a inoculacdo do feijdo comum com
Rizoglomus clarum e Scutellospora pellucida promoveu melhoria de pardmetros de
desenvolvimento e producdo das plantas cultivadas em solo contaminado com cobre, além
disso, houve reducéo da disponibilidade de cobre em solo contaminado. Em geral, a espécie S.

pellucida proporcionou maiores teores de cobre nas raizes e menores teores na parte aérea do
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feijdo cultivado em solo contaminado, ou seja, houve menor translocacdo do metal na planta,
sendo, portanto, mais efetiva.

Através dos resultados dos dois trabalhos primarios e fontes bibliograficas indicando
potencial remediador dos FMAs e do biocarvdo em solos contaminados com cobre, foi
desenvolvida a terceira pesquisa que evidenciou que a utilizagdo conjunta dos fungos com
biocarvao proporciona efeito sinérgico para o desenvolvimento de P. vulgaris L. e diminuicdo
da disponibilidade do metal no solo. O uso combinado de biocarvao e fungos micorrizicos
arbusculares resultou em aumento na altura, porcentagem de germinacdo de sementes, massa
seca aérea e de raizes e produtividade de grdos do feijdo em solo contaminado, enquanto que
o0 teor de cobre na raiz, na parte aérea e no grao foi menor, além da translocacdo que foi
menor com esta combinacdo. Esses resultados corroboram com alguns estudos anteriores que
apontam reducdo da translocacdo do cobre para a parte aérea de plantas (ANDRADE et al.,
2010; GUO e LI, 2019), reducdo dos teores de cobre na parte aérea e na raiz (ZHAO, CHEN e
XIAO 2022) e diminuicdo da disponibilidade de metais no solo (CHEN et al., 2022). A
presenca de micorrizas arbusculares em solos com o biocarvdo pode potencializar os
beneficios no solo e a produtividade de plantas (BUDI e SETYANINGSIH, 2013).

Para perspectivas futuras, sugere-se que outras pesquisas sejam feitas, testando outras
espécies de fungos micorrizicos, bem como diferentes espécies de plantas no processo de
remediacdo, além de distintas doses e materiais organicos como fonte de producdo de
biocarvao, o qual inclusive, ainda é pouco explorado em relacdo aos estudos do processo de
producdo, que envolve temperatura e tempo de pir6lise e também o material de origem, os

quais influenciam diretamente nos efeitos de remediac¢do do produto no solo.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O biocarvéo exerce efeito positivo para a reducdo da disponibilidade de cobre em solo
contaminado, além da diminuigdo do teor do metal no tecido vegetal de P. vulgaris L. Assim
como a porcentagem de germinacdo de sementes, o desenvolvimento vegetal geral e a
produtividade sdo maiores mesmo em solo contaminado com cobre.

A inoculacdo com os isolados Rizoglomus clarum e Scutellospora pellucida aumenta o
desenvolvimento e produgdo do feijao cultivado em solo contaminado com cobre, também
resulta na reducdo da disponibilidade do metal. A espécie S. pellucida proporciona maiores
teores de cobre nas raizes e menores teores na parte aérea das plantas, induzindo menor
translocacdo do metal.

O uso combinado de biocarvdo e fungos micorrizicos arbusculares proporciona
aumento na altura, porcentagem de germinacdo de sementes, massa seca aérea e de raizes e
produtividade de grédos de plantas de feijdo comum cultivado em solo contaminado, bem
como o teor de cobre disponivel no solo, na raiz, na parte aérea e no grdo de feijao € menor.
Além disso, a translocacdo de Cu para a parte aérea de P. vulgaris L. € menor com a

utilizacdo conjunta de biocarvao e FMAs.
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