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RESUMO
GUIMARAES, Fernanda Aparecida Rodrigues M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
marco de 2013. Fitorremediacéo de picloram associada a fungos micorrizicos. Orientador:
Francisco Affonso Ferreira. Coorientadores: Lino Roberto Ferreira e Maria Catarina Megumi
Kasuya.

O picloram é utilizado para o controle de plantas daninhas em pastagens, apresentando longo
periodo residual no solo, podendo intoxicar plantios sucessivos de espécies sensiveis. A
fitorremediacdo associada a atividade microbiana na rizosfera das plantas é uma alternativa
para reducdo de residuos deste herbicida no solo. Objetivou-se avaliar a atividade microbiana
associada a rizosfera das plantas fitorremediadoras, a inoculagdo com fungos no potencial
fitorremediador das espécies, o crescimento e acumulo de biomassa de Piriformospora indica
e a viabilidade de esporos de Glomus clarum sob efeito do picloram. No primeiro
experimento foi avaliada a atividade microbiana de solos ndo rizosféricos e rizosféricos
contaminados com picloram. Os tratamentos foram organizados em esquema fatorial 5 x 2,
sendo o primeiro fator, solos rizosféricos cultivados com Urochloa brizantha, Panicum
maximum, Zea mays e solos sem cultivo ndo rizosféricos autoclavado e ndo autoclavado, e o
segundo fator constou-se da auséncia e presenca do picloram (0 e 240 g ha') em
delineamento inteiramente casualizado, com trés repeticdes. As espécies foram cultivadas por
60 dias, apos esse periodo, o solo rizosférico foi coletado e aplicado o herbicida. Foi estimado
0 C-CO; evoluido do solo aos 4, 8, 12, 16, 20 e 24 dias de incubagdo. Aos 24 dias foi
determinado o carbono da biomassa microbiana (CBM) e calculado o quociente metabdlico
(gC0O,). No segundo experimento, foram avaliados o crescimento e acimulo de biomassa do
fungo endofito P. indica e a viabilidade de esporos de G. clarum na presenca de cinco doses
de picloram, 0, 30, 120, 240 e 480 g ha™. O crescimento radial da coldnia em placa de Petri
foi avaliado a cada seis dias, durante 24 dias, quando foi determinada a matéria seca micelial.
A viabilidade dos esporos de G. clarum foi avaliada aos 15 dias apds a inoculacdo em solucéo
contendo as doses do herbicida. No terceiro experimento, foram avaliadas espécies U.
brizantha, P. maximum e Z. mays e auséncia e presenca de picloram (0 e 240 g ha™), aplicado
em pré-emergéncia e associadas ou ndo a inoculacdo dos fungos G. etunicatum ou P.indica.
Foram avaliados a matéria seca da parte aérea e volume e matéria seca radicular das espécies,
apos 60 dias de cultivo. Apds a retirada da espécie fitorremediadora do solo, foi feito o
bioensaio com Phaseolus vulgaris, foi determinada ap6s 35 dias de cultivo, a intoxicacdo. No
primeiro experimento, o picloram alterou o CO, evoluido e ndo se observou efeito sobre o

CBM e qCO, para os solos rizosféricos das espécies. O solo rizosférico cultivado com Z.
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mays apresentou maior atividade microbiana na presenca do picloram e a atividade
microbiana na rizosfera de P. maximum e U. brizantha foi menor na presenca do herbicida
que em solos ndo contaminados com herbicida, sugerindo uma menor contribuicao rizosférica
dessas espécie na degradacdo do picloram. No segundo experimento, as doses de picloram
testadas ndo influenciaram o crescimento micelial até 24 dias ap6s a inoculagdo. Entretanto,
doses acima de 240 g ha™ influenciaram negativamente o acimulo de biomassa de P. indica.
O aumento das doses do herbicida reduziu a viabilidade dos esporos. A inoculagdo com 0s
fungos P. indica e G. etunicatum contribui na fitorremediacdo do picloram pelas espécies Z.
mays e P. maximum e que quando feita inoculacdo a aplicagdo do herbicida ndo reduz o

volume radicular e a producéo de matéria seca radicular de P. maximum.

Vii



ABSTRACT

GUIMARAES, Fernanda Aparecida Rodrigues M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
March 2013. Phytoremediation of picloram associated with mycorrhizal fungi. Adviser:
Francisco Affonso Ferreira. Co-advisers: Lino Roberto Ferreira and Maria Catarina Megumi
Kasuya.

Picloram is used for weed control in pastures, it has long toxic residual properties in the soil
and can be toxic for successive plantings of susceptible species. The phytoremediation
associated with microbial activity in rhizosphere of the plants, is an alternative to reduce the
herbicides residue in the soil. This study is aimed to evaluate the microbial activity associated
with the rhizosphere of the plants phytoremediator, the inoculation with fungi in
phytoremediation potential of species, the growth biomass accumulation of Piriformospora
indica and viability of spores of Glomus clarum under the effect of picloram. In the first
experiment the microbial activity in the rhizosphere and non-rhizosphere soils contaminated
with picloram were evaluated. The treatments were arranged in a factorial scheme 5 x 2, the
first factor, rhizosphere soils cultivated with Urochloa Brizantha, Panicum maximum, Zea
mays and rhizosphere soil uncultivated and autoclaved and non-autoclaved, and the second
factor consisted of the absence and presence of picloram (0 and 240 g ha-1) in a completely
randomized design with three replications. The species were grown for 60 days, after this
period, the rhizosphere soil was collected and the herbicide applied. The C-CO, that evolved
from the soil at 4, 8, 12, 16, 20 and 24 days of incubation was assessed. At 24 days the
microbial carbon biomass (CBM) was assessed and the metabolic quotient (qCO;) was
calculated. The second experiment evaluated the growth and biomass accumulation of the
endophytic fungus P. indicates and the viability of spores of G. clarum in the presence of five
levels of picloram: 0, 30, 120, 240 and 480 g ha-1. The radial growth of the colony in a Petri
dish was assessed every six days for 24 days and the dry matter mycelium was determined.
The viability of the spores of G. clarum was evaluated 15 days after inoculation with a
solution containing the herbicide dose. In the third experiment, we evaluated the species U.
Brizantha, P. maximum and Z. mays and the absence and presence of picloram (0 and 240 g
ha-1) applied at pre-emergence, with associated or not to the inoculation of the fungus G.
etunicatum or P.indica. The shoot dry matter, root dry matter and root volume of the species
were evaluated after 60 days of cultivation. After the removal of soil ensiformis a bioassay
with Phaseolus vulgaris was established after 35 days of cultivation to determine the
intoxication. In the first experiment, the picloram changed the evolved CO; and didn’t affect

the CBM and qCO, for rhizosphere soils of the species. The rhizosphere soil cultivated with
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Z. mays showed higher microbial activity in the presence of picloram, and the microbial
activity in the rhizosphere of P. maximum and U. Brizantha soils were lower in presence of
the herbicide than in the non-contaminated soils with herbicide, suggesting a lower
contribution of these species in the rhizospheric degradation of picloram. In the second
experiment, levels of picloram tested did not affect mycelial growth up to 24 days after
inoculation. However, levels above 240 g ha™ negatively influenced the biomass
accumulation of P. indicate, increasing the levels of the herbicide reduced the viability of
spores. The inoculation with the fungi P. indica and G. etunicatum helped in
phytoremediation of picloram by the species Z. mays and P. maximum and when inoculation
was made by a herbicide application it did not reduce the root volume and root dry matter

production of P. maximum.



1. INTRODUCAO GERAL

A obtencdo de sistemas de producdo que permitam atingir altas produtividades é
um dos objetivos para o desenvolvimento da agricultura. Em relacéo a pecuéria brasileira,
a disponibilidade de pastagens é um dos fatores de maior evidéncia, que possibilita a
producado de carne bovina e de leite com um grau consideravel de competicdo em termos
de custo de producéo e qualidade.

A infestagdo de plantas daninhas é um dos fatores que dificulta 0 manejo das
pastagens brasileiras, uma vez que apresentam alta capacidade de competicdo com as
gramineas cultivadas, sendo que algumas espécies podem intoxicar o gado.

Entre os métodos de controle de plantas daninhas em pastagem, o quimico é dos
mais empregados com a finalidade de inibir o desenvolvimento e/ou provocar a morte
delas, entretanto, este método deve ser associado a outras praticas de controle. Fluroxypyr
+ picloram, 2,4-D + picloram, e triclopyr sdo alguns dos herbicidas utilizados em
pastagem (Silva et al., 2007).

O picloram (4cido 4-amino 3,5,6 tricloro- 2-piridinacarboxilico), pertence ao grupo
dos herbicidas mimetizadores de auxinas, quando aplicado em plantas sensiveis, induz a
proliferacdo celular de tecidos e a interrupcdo do floema, impedindo o movimento dos
fotoassimilados das folhas para o sistema radicular. Em consequéncia dos efeitos desses
herbicidas, estdo sintomas de intoxicacdo como, epinastia das folhas e retorcimento do
caule, engrossamento das gemas terminais e morte da planta em poucos dias ou semanas
(Silva et al., 2007).

Entretanto algumas espécies de plantas, como gramineas, podem apresentar
seletividade a herbicidas auxinicos, esta esta relacionada ao arranjo do tecido vascular em
feixes dispersos, sendo estes protegidos pelo esclerénquima, essa caracteristica pode
prevenir a destruicdo do floema. Além disso, a seletividade esta relacionada a reacdes de
aril hidroxilacdo que resulta na perda da capacidade auxinica destes herbicidas e ainda,
algumas espécies de plantas podem excretar estes herbicidas para o solo através de seu
sistema radicular (Silva et al., 2007).

O picloram € aplicado em p6s-emergéncia das plantas daninhas para o controle de
dicotileddneas arbustivas ou arboreas, apresenta longo periodo residual. Este residual
limita 0 uso do mesmo no sistema integracdo lavoura-pecuaria, uma vez que provoca
intoxicacdo de culturas como soja, feijdo e outras dicotiledéneas que podem utilizadas
neste sistema (Silva et al., 2007). A movimentagdo deste herbicida no solo esta associada

a alguns fatores como o tipo e contetdo de argila, o teor de matéria organica e a umidade
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do solo, pois 0 mesmo apresenta moderada a baixa sor¢do as particulas de argila (Grover,
1971; Walker et al., 1992; Belo., 2011).

Quando comparado aos demais herbicidas aplicados em pastagens, o picloram
apresenta um dos maiores periodos de atividade residual nos solos, impedindo o cultivo de
Vvarias espécies sensiveis, a curto e médio prazo, pois pode permanecer no solo até trés
anos apos a aplicacdo (Santos et al., 2007). Outro problema relacionado a esse herbicida é
que quanto mais tempo o herbicida permanece no solo, maior o risco de contaminagdo dos
lengGis freaticos rasos (Bovey & Richardson, 1991; Belo et al., 2011).

Alternativas bioldgicas como a fitorremediagdo podem ser utilizadas para
amenizar problemas ambientais relacionados a herbicidas com longo residual no solo
(Pires et al., 2001; Carmo et al, 2008). No Brasil, algumas pesquisas sobre
fitorremediacdo de herbicidas como tebuthiuron (Pires et al., 2003; 2005 e 2006; Belo,
2006), trifloxysulfuron-sodium (Procopio et al., 2005 ; Santos et al., 2007, Belo, 2006),
sulfentrazone (Belo et al., 2011), imazetapyr e do imazapic (Souto, 2011), confirmam a
acdo fitorremediadora de algumas espécies. Em relagédo a fitorremediacdo do picloram,
alguns trabalhos ja foram citados (Carmo et al., 2008; Procopio et al., 2008; Belo et al.,
2011).

A fitorremediacao é baseada na tolerancia de algumas espécies a certos compostos
e principalmente na capacidade que algumas espécies possuem de acelerar a retirada de
compostos toxicos do solo e da agua. Consiste no uso de plantas associadas a
comunidades microbianas a rizosfera para degradar, assimilar, metabolizar ou desintoxicar
metais, ou imobilizar hidrocarbonetos, pesticidas e solventes (Cunningam et al., 1996).

Entre os mecanismos responsaveis pela fitorremediacdo de compostos toxicos
estdo a translocacdo diferencial para os tecidos da planta, a volatilizacdo, a degradacao
parcial ou total, a transformacdo em compostos menos toxicos (Accioly & Siqueira, 2000;
Scramin et al., 2001; Pires et al., 2003). Além disso, pode estar relacionada também a
liberacdo de exsudatos radiculares, os quais estimulam a atividade microbiana,
degradando o composto no solo, processo conhecido como rizodegradacao (Cunningham
et al., 1996; Silva et al., 2007).

Este ultimo mecanismo € favorecido porque a rizosfera é uma regido de atividade e
crescimento microbiano aumentado em relacdo a regifes do solo sem interferéncias de
raizes, a qual suporta o crescimento de populagdes microbianas até 100 vezes maiores que
a regido ndo rizosférica (Souto, 2011). Os exsudados radiculares das plantas contribuem

ndo s6 para 0 aumento do crescimento microbiano como determina a composicdo
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microbiana da rizosfera. Esta composicdo depende da espécie, idade da planta e tipo de
solo (Campbell, 1985; Costa et al., 2000), bem como de outros fatores, como a exposi¢céo
da planta a compostos toxicos (Cunnigham et al., 1996; Fernandez et al., 2009).

Encontrar uma espécie com potencial fitorremediador de herbicidas mimetizadores
de auxinas pode ser dificil, pois esses podem causar distarbios fisiologicos levando ao
fechamento estomético por meio da menor absorcdo de agua pelo sistema radicular,
reduzindo a turgescéncia foliar, as taxas transpiratorias e a intensidade de disturbios variam
com a espécie. Esse grupo de herbicidas pode alterar os aspectos fotossintéticos até mesmo
de plantas consideradas tolerantes (Machado et al., 2006; Zhao& Wang, 2010; Belo et al.,
2011). Algumas gramineas Uruchloa brizantha, Uruchloa decumbens, Panicum maximum,
Eleusine coracana e Zea mays apresentam potencial fitorremediador (Carmo et al., 2008;
Belo et al., 2011), porem os residuos de picloram no solo podem alterar as variaveis
fisiologicas dessas espécies, ndo afetando entretanto a producdo de matéria seca da parte
aerea, indicando toleréncia das espécies ao herbicida (Belo et al., 2011).

A acdo fitorremediadora de Eleusine coracana em solos contaminados foi
evidenciada também por Silva et al. (2010), avaliando a meia-vida do herbicida em solo
Argissolo Vermelho-Amarelo (PVA) e em Latossolo Vermelho-Amarelo (LVA), onde E.
coracana reduziu em 56,6% e 49% a meia-vida do picloram no LVA e PVA,
respectivamente, em comparagdo com os solos sem cultivos.

A densidade populacional da espécie fitorremediadora também influencia o
processo de fitorremediacgdo, assim, 172 plantas por metro quadrado de E. coracana e 122
plantas por metro quadrado de P. maximum foram as mais eficientes na descontaminacao
de solo contaminado com picloram, quando comparado as densidades de 0, 172, 344 e 516
plantas por metro quadrado de Capim- pé- de-galinha-gigante e de 0, 122, 244 e 366
plantas por metro quadrado para P. maximum (Procépio et al., 2008; Procopio et al., 2009)

Vaérios trabalhos demonstram a contribuicdo das plantas na estimulacdo da
atividade microbiana para a degradacdo de herbicidas (Santos et al., 2007; Fernandez et
al., 2009; Santos et al., 2010). Através da avaliacdo da atividade microbiana na rizosfera,
pode-se inferir sobre o papel da microbiota na remediacdo dos herbicidas. Essa atividade
pode ser estimada, indiretamente, por diferentes variaveis, tais como respiracdo basal do
solo, carbono da biomassa microbiana (CBM) e quociente metabdlico (qCO,). Estes
parametros ja foram relatados em alguns estudos sobre fitorremediacdo de solos
contaminados com herbicidas (Pires et al., 2005; Santos et al., 2007; Reis et al., 2008;
Santos et al., 2010).



Além da avaliacdo da atividade microbiana, a caracterizacdo e a identificacdo de
microrganismos, com capacidade para metabolizar compostos potencialmente tdxicos
como herbicidas foi relatada em alguns trabalhos (Roque & Melo, 2000; Dellamatrice et
al., 2004; Procopio & Mello, 2006; Colla et al., 2008; Martinez et al., 2008; Mattos, et al.,
2010).

Bactérias potenciais degradadoras de sulfentrazone, por exemplo, foram
identificadas: Nocardia brasiliensis, Acinetobacter calcoaceticus, Rhizobium radiobacter,
Ralstonia pickettii e Methylobacterium radiotolerans, assim como o0s fungos:
Cladosporium sp., Eupenicillium sp., Paecilomyces sp., Penicillium sp., Chrysosporium
sp. e Metarrhizium sp. (Martinez et al., 2008).

Quanto a solos contaminados com herbicidas derivados das triazinas (atrazine e
simazine) foi verificada a presenca de fungos filamentosos pertencentes aos géneros
Aspergillus, Penicillium e Trichoderma. O crescimento de tais fungos em meio
contaminado com a atrazine indicou a possibilidade de utilizagdo desses fungos para
trabalhos de biorremediagéo (Colla et al., 2008).

Além destes microrganismos, os endofiticos podem aumentar a tolerancia de
plantas as moléculas quimicas toxicas, contribuindo para remocéo de poluentes, ou ainda,
através da producdo de enzimas, as quais favorecem respostas bioquimicas a estresses
(Pallu, 2011), sendo esta producdo de enzimas citada como uma caracteristica expressa
por fungos endofiticos (Maki, 2006).

O P. indica é um fungo micorrizico facilmente cultivavel em culturas axénicas que
apresenta capacidade de acumular compostos toxicos ou prevenir a absorcéo destes pelas
plantas. Este coloniza muitas plantas de importancia econémica, atuando como promotor
de crescimento (Oelmdller, et al., 2009; Bdage et al., 2010).

Os fungos micorrizicos também podem contribuir para o processo de remediacéo,
pois plantas micorrizadas apresentam extensdo do sistema radicular e a maior extensdo do
micélio extra radicular, o que facilita absorcdo de ions e de dgua do solo, aumentando a
retencdo de compostos toxicos (Safir et al., 1990; Paula et al., 2007; Amora-Lazcano et
al.,, 2010).

Pesquisas mostram que a inoculacdo com FMAS é capaz de aumentar a capacidade
da U. decumbens em extrair metais pesados do solo nas quantidades 845, 142, 68 e 54%
para Cu, Pb, Zn e Cd, por exemplo, além de aumentar a producdo de matéria seca desta

espécie (Silva et al,. 2006).



Diversas espécies com potencial fitorremediador do picloram foram descritas, no
entanto, faltam pesquisas relacionadas a microbiota associada a tais espécies. Portanto, o
objetivo deste trabalho foi determinar a atividade microbiana associada & rizosfera de
espécies com potencial fitorremediador do picloram. Considerando ainda, os beneficios de
microrganismos para o processo de descontaminagdo objetivou-se, também, a avaliacdo da
inoculagdo com os fungos P. indica e G. etunicatum no desenvolvimento e no potencial
fitorremediador de residuos de picloram pelas espécies U. brizantha, P. maximum e Z.
mays e ainda o crescimento e producdo de biomassa de P.indica em meio de cultura com
doses crescentes de picloram e a viabilidade de esporos de G. clarum em solugdo contendo

0 mesmo herbicida.
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2. ATIVIDADE RIZOSFERICA DE ESPECIES FITORREMEDIADORAS DE
SOLO CONTAMINADO COM PICLORAM

2.1. RESUMO

O picloram apresenta longo periodo residual no solo e a fitorremediacdo pode ser uma
alternativa para reducao desses residuos, podendo estar associada ao efeito exercido pela
microbiota rizosférica. A atividade microbiana de solos ndo rizosféricos e rizosféricos
contaminados com picloram foi avaliada, usando tratamentos organizados em esquema
fatorial 5 x 2, sendo 5 tipos de cultivos, solos rizosféricos cultivado com Urochloa
brizantha, Panicum maximum, Zea mays e solos sem cultivo ndo rizosférico autoclavado e
ndo autoclavado, combinados com auséncia e presenca (240 g ha™) de picloram. Foi
utilizado o delineamento inteiramente casualisado com trés repeticdes. As espécies foram
cultivadas por 60 dias. Em seguida o solo rizosférico foi coletado e sob ele foi aplicado o
herbicida. Estimou-se o C-CO; evoluido do solo aos 4, 8, 12, 16, 20 e 24 dias de
incubagdo. Aos 24 dias foi determinado o carbono da biomassa microbiana (CBM) pelo
método de irradiacdo por micro-ondas e calculado o quociente metabolico (qCO,). O
herbicida alterou 0 C-CO; evoluido e nao se observou efeito sobre 0 CBM e qCO; para 0s
solos rizosféricos das espécies. A rizosfera de Zea mays apresentou maior atividade
microbiana na presenca do picloram e a atividade microbiana na rizosfera de P. maximum
e U. brizantha foi menor na presenca do herbicida que em solos ndo contaminados,

sugerindo uma menor degradacéo rizosférica do picloram por essas espécies.

Palavras chaves: Fitorremediacdo, herbicida, rizosfera, respirometria



RHIZOSPHERIC ACTIVITY SPECIES OF PHYTOREMEDIATOR SOIL
CONTAMINATED WITH PICLORAM

2.2. ABSTRACT

Picloram has long soil toxicity residuals and phytoremediation can be an alternative to reduce
these wastes and may be associated with the effect exerted by the rhizospheric microbiota.
Microbial activity in the rhizosphere and rhizosphere soils, not contaminated with picloram
were evaluated using treatments arranged in a factorial scheme 5 x 2, 5 types of crops
rhizosphere, soils cultivated with Urochloa Brizantha, Panicum maximum, Zea mays and
uncultivated soils and autoclaved rhizosphere and non-autoclaved combined with presence
and absence of (240 g ha™) picloram. We used a completely randomized design with three
replications. The species were grown for 60 days. Then the rhizosphere soil was collected and
under it was applied the herbicide. The C-CO, that evolved from the soil at 4, 8, 12, 16, 20
and 24 days of incubation was evaluated at 24 days. Microbial carbon biomass (CBM) was
determined by the method of microwave irradiation and the metabolic quotient (QCO;) was
calculated. The herbicide altered the evolved C-CO, and there was no effect on the CBM and
qCO, for rhizosphere soils of the species. The rhizosphere of Zea mays showed higher
microbial activity in the presence of picloram and microbial activity in the rhizosphere of P.
maximum and U. Brizantha and it was lower in the presence of the herbicide in
uncontaminated soils, suggesting a lower rhizospheric degradation of picloram by these

species.

Keywords: Phytoremediation, herbicide, rhizosphere, respirometry
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2.3. INTRODUCAO

A aplicagdo de herbicidas que apresentam efeito residual no solo se torna
importante para aquelas culturas que possuem longo PCPI (periodo critico de prevencgdo a
interferéncia), promovendo redugéo dos custos do controle das plantas daninhas (Belo et
al., 2011). Entretanto, a persisténcia no solo pode acarretar toxicidade em culturas
sensiveis semeadas em sucessdo, processo conhecido como “carryover” (Bovey et al.,
1982).

Dentre os herbicidas utilizados em pastagens, destaca-se o picloram (&cido 4-amino
3,5,6 tricloro- 2-piridinacarboxilico), aplicado em pds-emergéncia para o controle de
dicotileddneas arbustivas ou arbéreas (Silva et al., 2007). Apresenta longo periodo
residual, podendo permanecer no solo por anos, causando intoxicagdo em culturas em
sucessdo como a soja, o feijéo, o algodao e outras dicotiledéneas (D’ Antonino et al., 2009),
alem de risco de contaminacdo dos lengois freaticos rasos, devido a lixiviacdo (Bovey &
Richardson, 1991; Belo et al., 2011).

Como alternativa para reduzir o residual do picloram no solo, destaca-se a
fitorremediacdo, que se baseia no cultivo de espécies vegetais capazes de retirar compostos
toxicos do ambiente (solo e agua), por fitodegradacdo ou fitoestimulacdo da microbiota
associada as espécies capazes de metabolizar o produto, promovendo assim sua
descontaminacdo (Cunningham et al., 1996). Para o picloram, Carmo et al. (2008)
observaram que as gramineas U. brizantha, U. decumbens, P. maximum, E. coracana e Z.
mays apresentaram potencial para remediacao.

A rizosfera é uma regido de intensa atividade e crescimento microbiano aumentado
em relacdo a regiGes do solo sem interferéncia de raizes (Fernandez et al, 2009), a qual
suporta o crescimento de populacdes microbianas até 100 vezes maiores que a regiao nao
rizosférica (Moreira & Siqueira, 2006). Os exsudados radiculares das plantas contribuem
ndo s6 para o aumento do crescimento microbiano como determina a composi¢do da
rizosfera. Esta composicdo depende da espécie, idade da planta e tipo de solo (Costa et al.,
2000), bem como de outros fatores, como a exposi¢do da planta a compostos toxicos
(Cunnigham et al., 1996; Fernandez et al., 2009).

Vérios trabalhos demonstram a contribuicdo das plantas na estimulacdo da
atividade microbiana para a degradacdo de herbicidas (Santos et al., 2007; Fernandez et al.,
2009; Santos et al., 2010). Através da avaliagdo da atividade microbiana na rizosfera,

pode-se inferir sobre o papel da microbiota na remediacdo dos herbicidas. Essa atividade
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pode ser estimada, indiretamente, por diferentes variaveis, tais como respiracdo basal do
solo, pelo carbono da biomassa microbiana (CBM) e pelo quociente metabdlico (qCO,).
Estes parametros ja foram relatados em alguns estudos envolvendo solos contaminados
com herbicidas (Pires et al., 2005; Santos et al., 2007; Reis et al., 2008; Santos et al.,
2010).

Diversas espécies com potencial fitorremediador do picloram foram descritas, no
entanto, faltam pesquisas relacionadas a microbiota associada a tais espécies. Portanto, o
objetivo deste trabalho foi determinar a atividade microbiana associada a rizosfera de
algumas destas espécies.

2.4. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo. O solo utilizado foi
classificado como Latossolo Vermelho-Amarelo Distrofico tipico de textura argilosa (56%
argila, 6% silte e 38% areia). A analise quimica do solo apresentou pH (agua) de 5,3; teor
de matéria organica de 3,5 dag kg™; P e K de 47,4 e 98 mg dm™ respectivamente; Ca, Mg,
Al, H+Al, SB, CTC(t) e CTC (T); 2,2; 0,7; 0; 6,44; 3,15; 3,15 e 9,59 cmolc dm™
respectivamente.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com trés
repeticdes. Cada vaso com capacidade volumétrica de 3 L, preenchido com substrato,
representou uma unidade experimental. Os tratamentos foram organizados em esquema
fatorial 5 x 2, sendo que o primeiro fator foi constituido de solos rizosféricos de trés
espécies fitorremediadoras (U. brizantha, P. maximum e Z. mays), e solos sem cultivo ndo
rizosféricos autoclavado e ndo autoclavado, na auséncia e presenca (240 g ha™) de
picloram, correspondente a 1 L ha™ do produto comercial (Padron). As espécies vegetais
foram cultivadas por 60 dias em solo sem residuo de herbicida. ApoOs esse periodo
realizou-se a eliminacdo da parte aérea das plantas e foi coletado o solo aderido as raizes
para aplicacdo do picloram. Amostras de solo mantidas sob as mesmas condi¢Ges, mas sem
cultivo, também foram coletadas para serem usadas como controle (solo nao rizosférico).
Posteriormente as essas amostras foram peneiradas em peneiras de malha de 2,0 mm.
Metade das amostras do solo sem cultivo foram autoclavadas por 40 minutos a 121°C, uma
Unica vez, com intencdo de reduzir a populacdo microbiana.

Os solos rizosféricos e ndo rizosféricos foram colocados em vasos de 280 cm®, onde

em seguida foi aplicado o picloram. Foi usado um pulverizador costal pressurizado a CO»,
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equipado com dois bicos TTI 110.02, espacados 0,5 m de largura, mantidos a pressao de
200 kPa e volume de calda de 150 L ha™.

Um dia ap6s a aplicacdo do herbicida, retirou-se amostras de 100 g de solo dos
vasos, ajustou-se a umidade para 80% da capacidade de campo, para a fase de
respirometria. Essas amostras foram colocadas em um respirdmetro para avaliar a
respiracdo microbiana, carbono da biomassa microbiana (CBM), e o quociente metbdlico
(qC0O,), conforme metodologia de Reis et al. (2008). A respiracdo microbiana foi estimada
a partir da quantidade de CO, evoluido de amostras de 100 g do solo, capturado em frascos
contendo 100 mL de NaOH (0,25 mol L™), em sistema de fluxo de ar continuo (isento de
CO; e umidade). Dois fracos sem amostras de solo foram incubados, constituindo-se
amostras em branco.

A taxa respiratoria do solo foi avaliada aos 4, 8, 12, 16, 20, 24 dias de incubagéo
por titulacdo indireta do NaOH com HCI (0,5 mol L™), determinando-se o excesso de
NaOH que ndo reagiu com o CO; evoluido das amostras de solo. A cada avaliagdo o0s
frascos eram repostos com 100 mL de solucéo de NaOH (0,25 mol L ™).

Apo0s 24 dias de incubacdo retirou-se 18 g de solo de cada frasco para determinacao
do carbono da biomassa microbiana (CBM). Esta foi determinada utilizando o método
descrito por Vance et al. (1987), modificado por Islam & Weil (1998), no qual as amostras
foram tratadas com radiacdo de micro-ondas por tempo previamente calculado (60 + 60
segundos), em vez da fumigacdo com cloroférmio.

O CBM foi extraido das amostras (irradiadas e ndo irradiadas) de solo com 80 mL
da solucéo de K;SQO,4 (0,5 M); em seguida, as amostras foram submetidas a agitacdo por 30
min, em mesa agitadora horizontal, permanecendo em repouso durante mais 30 min. Apds
0 repouso, as amostras foram filtradas em papel Whatman n°® 42. Em tubo digestor foi
adicionado 10 mL do filtrado e os reagentes: 2 mL de solucdo de K,Cr,07 (0,0667 M) e 10
mL de solucdo de H,SO, concentrado. O volume foi completado para 100 mL e
adicionadas oito gotas do indicador Ferroim. Em seguida, foi feita a titulacdo com solucéo
0,033 mol L™ de (NH,).Fe(SO,), até mudanca da cor para vermelho-vitreo. A partir dos
valores obtidos da evolugéo do C-CO, e CBM, foi calculado 0 qCO; (ug C-CO;, ug CBM
d™), dividindo-se a média diaria do C-CO, evoluido do solo pelo CBM determinado no
solo.

Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F e as médias
comparadas por meio do teste de Tukey P < 0,05 de probabilidade de erro. Para analisar os

efeitos do tempo de incubagdo na taxa respiratdria do solo utilizou-se anélise de regresséo.
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Os modelos foram escolhidos com base na significAncia dos coeficientes da regressao,
testados pelo teste t, e no coeficiente de determinacéo.
2.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve interacdo entre o tipo de cultivo e herbicida influenciando o CO; evoluido
por dia (Tabela 1). Como efeito herbicida, observou-se maior evolugdo diaria para o solo
cultivado com Z. mays na presenca do picloram, ndo sendo verificado o mesmo para 0s
demais tratamentos. Em relacdo ao tipo de cultivo constatou-se que, na auséncia do
picloram, ndo houve diferenca, mas na presenca do picloram os Unicos tratamentos que
diferiram entre si foram o solo cultivado com Z. mays e solo sem cultivo, com maior
evolucdo diaria de CO, para o solo cultivado.
Tabela 1. Evoluco diaria de CO, (ug g™ solo dia™) na auséncia e presenca (240g ha™) de

picloram, em fungéo dos tipos de cultivo do solo

Tipos de cultivo Auséncia Presenca
CO, (ug g™ solo dia™)
Rizosférico de Zea mays 105,80aB 160,03aA
Rizosférico de Urochloa brizantha 140,94aA 113,06abA
Rizosférico de Panicum maximum 129,10aA 113,44abA
Nao rizosférico sem cultivo 112,29aA 94,34bA
Nao rizosférico sem cultivo 122,60aA 124,13abA

autoclavado
CV (%) 18,23

Médias sequidas por letras iguais minGsculas na coluna e maitsculas na linha ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Na quantificacdo do CO, evoluido ao longo de 24 dias de incubacéo, a liberacdo de
CO, foi influenciada pelo tipo de cultivo do solo e pela presenca do herbicida (Figuras 1 e
2). Analisando os diferentes tipos de cultivo dos solos (rizosféricos e ndo rizosféricos),
ficou evidenciado maior desprendimento de CO, para o solo rizosférico de U. brizantha na
auséncia do herbicida, seguidos do solo rizosférico de P. maximum e solo sem cultivo

autoclavado (Figura 1).
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Figura 1. Evolucdo acumulada de CO, auséncia do picloram, em solos de diferentes tipos de

cultivos ao longo de 24 dias de incubacéo.
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Figura 2. Evolucdo acumulada de CO, presenca de picloram, em solo de diferentes tipos de

cultivos ao longo de 24 dias de incubacao.
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O solo sem cultivo apresentou menor desprendimento do CO, tanto na auséncia
como na presenca do herbicida comparado aos demais solos em estudo, mesmo comparado
ao solo sem cultivo autoclavado (Figuras 1 e 2). A maior evolucdo de CO; do solo
autoclavado em relacdo ao solo sem cultivo pode estar relacionada a morte dos
microrganismos pela autoclavagem, com liberagdo de carbono que pode ser utilizado como
fonte de energia para a microbiota sobrevivente. A menor atividade metab6lica nos solos
ndo rizosféricos pode ser explicada pela auséncia de plantas no solo, ndo havendo atividade
rizosférica e consequentemente o ndo fornecimento de C através da exsudacdo radicular
das plantas, o que acarreta menor quantidade de microrganismos em relagdo aos solos
rizosféricos (Sandmann & Loos, 1984; Reis, et al., 2008).

A andlise da evolucdo de CO, de cada espécie em funcdo da aplicacdo ou ndo do
herbicida, mostrou que o solo rizosférico de Z. mays e o solo sem cultivo autoclavado
apresentaram maior desprendimento de CO; na presenca do herbicida (Figuras 2).
Entretanto, para o solo rizosférico de Z. mays ficou evidenciada maior diferenca entre o
CO; evoluido sob efeito do picloram, observado pela maior inclinagéo da reta (coeficiente
angular de 152,27) quando aplicado herbicida ( Figura 2).

Ja foram relatados que para solos tratados com ametryn, atrazine e glyphosate,
maiores taxas respiratorias foram encontradas em solos cultivados em relacdo ao controle,
0 que indica uma possivel metabolizacdo desses herbicidas pela biota do solo (Costa et al.,
2000; Moreno et al., 2007; Reis et al., 2008). Reis et al., (2008) observaram maior
quantidade de CO, evoluido em solos rizosféricos tratados com ametryn, trifloxysulfuron-
sodium e ametryn+trifloxysulfuron-sodium. Esses herbicidas provocaram desequilibrio na
comunidade microbiana, inibindo populacdes especificas, indicando, segundo Sakamoto &
Obo (1994), que houve a utilizacdo da biomassa microbiana dessas células mortas como
fonte de C e energia, aumentando, consequentemente, a liberacdo de CO..

A maior evolucdo de CO, foi observada no solo contaminado com herbicida e
cultivado com Z. mays pode estar relacionada ainda a maior concentracdo de
microrganismos e abundancia de exsudados provenientes do desenvolvimento da espécie
vegetal, 0 que pode ser atribuido a fitoestimulacdo da microbiota associada a rizosfera
(Santos et al., 2010). Outra possibilidade seria que a microbiota associada as raizes de Z.
mays seja capaz de além de tolerar o picloram, utiliza-lo como substrato para seu
metabolismo, como ja foi relatado para as espécies Kochia scoparia, fitorremediadora de
atrazine (Anderson & Coats, 1995; Perkovich et al., 1995) e para feijdo-de-porco

(Canavalia ensiformis) em solo contaminado com tebuthiuron (Pires et al., 2005).
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Elevados valores de CO, desprendido pode ser um indicativo de adaptacdo da microbiota
nativa a presenca do herbicida (Pires et al., 2005).

A elevada respiragdo basal do solo nem sempre pode estar relacionada a efeitos
benéficos sobre os microrganismos. N&o s6 a mudanga no metabolismo microbiano, como
também a degradacdo de compostos usados como fonte de nutriente ou intoxicacdo por
xenobidticos, diminuem a eficiéncia de utilizacdo do carbono, promovendo em ambos 0s
casos aumento na emisséo de CO; (Santos et al., 2007).

O comportamento da evolucdo de CO; do solo cultivado com P. maximum e U.
brizantha foi semelhante ao solo sem cultivo, sendo verificada menor evolucédo de CO; na
presenca do herbicida comaparado a auséncia do herbicida (Figura 1 e 2). Isto pode ser um
indicativo que a detoxificacdo do picloram por esta espécie talvez esteja mais associada a
fitodegradacdo e a tolerancia que essa espécie exibe ao herbicida do que a contribuicao
rizosferica (Pires et al., 2005).

Resultados semelhantes foram obtidos por Alvey & Crowley (1996) na
mineralizacdo do atrazine em solos cultivados com Z. mays e para mineralizagdo do
tebuthiuron em solos cultivados com Pennisetum americanum e Estizolobium Aterrimum,
de acordo com o Pires et al. (2005). Em ambos ndo houve diferenca na evolucdo do CO,
entre solos cultivados e ndo cultivados, quando tratados com os herbicidas. A menor
evolucao de CO, dos solos cultivados com P. maximum e U. brizantha, pode ser devido ao
efeito toxico do picloram sobre a microbiota, reduzindo a respiracdo basal.

Préaticas agricolas, como a aplicacdo de herbicidas, podem gerar efeitos negativos
no solo, os quais podem ser verificados através da avaliacdo do carbono associado a
biomassa microbiana. Nado houve interacdo entre os fatores tipo de cultivo solo e presenca
ou auséncia do herbicida, sobre o0 CBM (Tabela 2). A alteracdo ou ndo do CBM do solo
depende de diversos fatores, como do herbicida e dose aplicada, do tipo de solo, da espécie
da planta e da microbiota e suas interacfes. Desta maneira, nem sempre a aplicacdo de
herbicidas leva a alteracGes do CBM do solo (Reis et al., 2008).

Para analise dos fatores isolados, o carbono proveniente da biomassa microbiana
das amostras de solo foi influenciado somente pelo tipo de cultivo (Tabela 2). Evidenciou-
se maior valor para o solo cultivado com Z. mays, para 0s demais solos ndo foi verificada

diferenca para 0 CBM.
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Tabela 2. Carbono da biomassa microbiana (CBM - ug g™ solo) e quociente metabélico
(qCO,-ng g™ dia® de CO; por pg g* de CBM) apés aplicacdo de picloram em solos
rizosféricos e sem cultivo, apds incubacao por 24 dias

Tipos de cultivos

CBM qCoO,
Rizosférico de Z.ea mays 266,80 a' 0,50b
Rizosférico de Urochloa brizantha 161,14 b 1,03ba
Rizosférico de Panicum maximum 159,21 b 0,81ba
Nao rizosférico sem cultivo 135, 57b 1,08ba
Nado rizosférico sem cultivo autoclavado 79,61b 1,718a
Picloram
Auséncia 143,39 a 0,99 a
Presenca (240 g ha™) 177,54 a 1,06 a
CV (%) 37,90 61,60

YMédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
Considerando que os herbicidas podem influenciar positiva ou negativamente a

microbiota do solo levando a redugdo ou aumento da biomassa microbiana e/ou da taxa
respiratoria, estimar os efeitos de estresse sobre a biota do solo, por meio somente desses
dois parametros nem sempre tem se mostrado o mais indicado (Reis et al., 2008). Deste
modo, recomenda-se avaliagdes mais representativas como o quociente metabdlico (qCOy),
o qual resulta da relacdo entre o CO; liberado e o total da biomassa microbiana por
unidade de tempo. Menores valores qCO; estdo relacionados a maior estabilidade do CBM
e da matéria organica no solo, ou seja, 0 C que ndo é perdido como CO;, pela respiracao ¢
incorporado aos tecidos microbianos (Anderson & Domsch, 1985; Reis et al., 2008).

Foi observado maior qCO, para o solo nédo rizosférico autoclavado, entretanto, o
solo rizosférico de Z. mays foi o Unico que diferiu deste, apresentando menor quociente
metabolico, o que indica maior estabilidade da biomassa microbiana associada a esta
espécie (Tabela 2).

Alguns trabalhos evidenciaram maiores valores de qCO, em solos submetidos a
aplicacdo de herbicidas, indicando menor eficiéncia na utilizacdo de C pela microbiota
edafica (Santos et al., 2007; Santos et al., 2010). No entanto, neste trabalho ndo foi
observada diferenca significativa nos valores do qCO, quando aplicado o herbicida (Tabela
2).
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O unico fator alterado pela presenca do herbicida foi a evolugdo de CO,, entretanto
através da andlise isolada desta ndo se pode concluir efeitos do picloram sobre a
microbiota. Assim, como a aplicacdo do picloram ndo provocou nenhum efeito sobre o
CBM e sobre 0 qCO, nos solos rizosféricos das espécies que apresentam potencial para
fitorremediacdo do mesmo, isto indica contribuicdo rizosférica para descontaminagdo de
solos tratados com picloram. Entretanto, a rizosfera de Z. mays milho apresentou maior
atividade microbiana na presenca do picloran e a atividade microbiana em rizosfera de P.
maximum e U. brizantha foi menor na presenca do herbicida que em solos ndo tratados,
sugerindo uma menor contribuicdo rizosférica dessas espécie na rizodegradacdo do
picloram. Indica que a espécie vegetal afeta a atividade rizosférica, podendo interferir na
rizodegradacao.

Conclui-se que a atividade rizosférica na fitorremediacdo do picloram dos solos
cultivados com P. maximum e U. brizantha € menor que a atividade rizosferica dos solos

cultivados com Z. mays e que o picloram ndo afeta 0 CBM e qCO; de nenhum solos.
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3. CRESCIMENTO E ACUMULO DE BIOMASSA DE Piriformospora indica E
VIABILIDADE DE ESPOROS DE Glomus clarum SOB EFEITO DO PICLORAM

3.1. RESUMO

O picloram ¢ utilizado para o controle de plantas daninhas dicotileddneas em pastagens e
apresenta longo periodo residual no solo, podendo intoxicar plantios sucessivos de espéecies
sensiveis. O crescimento de diversos fungos filamentosos em meio contaminado com
herbicidas indica a possibilidade de utilizagdo de fungos no processo de biorremediacdo. O
crescimento e acumulo de biomassa do fungo micorrizico Piriformospora indica e a
viabilidade de esporos de Glomus clarum foram avaliados na presenca de cinco doses de
picloram, 0, 30, 120, 240 e 480 g ha™. Discos de 0,9 cm de diametro contendo micélio
crescido foram transferidos para placas de Petri de 9,0 cm de diametro, contendo meio de
cultura acrescido das doses do herbicida. O crescimento radial da col6nia foi avaliado a
cada seis dias, durante 24 dias, quando foi determinada a massa seca micelial. Avaliou-se
também o efeito das doses de picloram sobre a viabilidade dos esporos aos 15 dias apos a
inoculacdo em solucéo de cloreto de iodonitrotetrazolio (INT) 1g L™. As doses de picloram
testadas ndo reduziram o crescimento micelial até 24 dias apds a inoculacdo. Entretanto
reduziu o acimulo de biomassa de P. indica em relacdo ao tratamento sem herbicida e o
aumento das doses do herbicida reduziu também a viabilidade dos esporos de G. clarum.
Conclui-se que o herbicida ndo interfere no crescimento radial de P. indica e interfere

negativamente na viabilidade de esporos de G. clarum.

Palavras chaves: Crescimento radial, fungos, herbicida
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GROWTH AND ACCUMULATION OF BIOMASS OF Piriformospora indicates
AND FEASIBILITY OF SPORES IN EFFECT FROM Glomus clarum OF
PILCORAM

3.2. ABSTRACT

Picloram is used to control dicotyledonous weeds in pastures and has long residual soil
toxicity for successive plantings of susceptible species. The growths of several filamentous
fungi in contaminated mediums with herbicides indicate the potential use of these fungi in
the bioremediation process. The growth and biomass accumulation of mycorrhizal fungus
Piriformospora indica and the viability of spores of Glomus clarum were evaluated in the
presence of five levels of picloram, 0, 30, 120, 240 and 480 g ha-1. Discs of 0.9 cm
diameter containing mycelia grown were transferred to Petri dishes of 9.0 cm diameter,
containing culture medium with levels of the herbicide. The radial growth of the colony
was evaluated every six days, for 24 days, when it was determined that it reached mycelial
dry weight. Also assessed were the levels and effects of picloram on the viability of spores,
at 15 days after the inoculation of a solution of iodonitrotetrazolium chloride (INT) 1g L™.
The levels of picloram tested did not reduce the mycelial growth up to 24 days after
inoculation. However, it reduced the biomass accumulation of P. indicates in relation to
the treatment without herbicide, and increased herbicide rates also reduced the viability of
spores of G. clarum. It is concluded that the herbicide does not interfere with the radial

growth of P. indica and impairs the viability of spores of G. clarum.

Keywords: Radial growth, fungi, herbicide
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3.3. INTRODUCAO

Entre os compostos toxicos presentes no solo, destacam-se alguns herbicidas de longo
periodo residual, que ocasionam danos ambientais nos ecossistemas edafico e aquatico,
afetando, por exemplo, o desenvolvimento de organismos ndo alvo, como microrganismos do
solo (Rosa et al., 2010). Um exemplo de herbicida de longo residual no solo é o picloram,
que € muito utilizado em pastagens, podendo permanecer no solo por até trés anos, causando
danos em culturas sucessoras sensiveis (Silva et al., 2007).

Nesse contexto, sdo fundamentais estudos de técnicas que possibilitem a despoluigcdo
de areas, reduzindo os efeitos de tais produtos sobre a microbiota do solo. Uma alternativa
para a descontaminacdo € a fitorremediacdo. Entre diversos mecanismos responsaveis pela
remediagdo, os mais relatados na literatura sdo a extracdo, promovida pela propria planta
(Susarla et al., 2002) e a fitoestimulagdo. Na fitoestimulacdo a planta remediadora libera no
solo compostos que estimulam a microbiota rizosférica a metabolizar o xenobidtico, processo
conhecido como rizodegradacédo (Santos et al., 2007).

Diversas pesquisas tém demonstrado que os microrganismos do solo associados as
plantas aumentam a eficiéncia do processo de remediacdo (Barac et al., 2004; Lamego e
Ribas, 2007; Nakatani et al., 2008; Souza et al., 2011). Neste sentido, microrganismos
endofiticos podem aumentar a tolerancia de plantas as moléculas quimicas tdxicas,
contribuindo para remocgdo de poluentes ou produzindo enzimas, que favorecem respostas
bioguimicas a estresses (Maki, 2006; Pallu, 2011). Estes microrganismos sdo encontrados
dentro do tecido vegetal sem, entretanto, causar qualquer efeito sintomatico (Petrini, 1991).

Além da associacdo com microrganimos endofiticos, as espécies vegetais formam
associacdo simbiotica com alguns fungos Glomeromycota, como as micorrizas arbusculares
(FMAs). Estas podem contribuir em programas de fitorremediacdo, pois se associam com
cerca de 80 a 90 % das plantas terrestres (Amora-Lazcano et al., 2010).

O P. indica ¢ um fungo micorrizico facilmente cultivavel em culturas axénicas, que
coloniza muitas plantas de importancia econdmica, incluindo espécies arboreas da
agrosilvicultura, horticolas e da floricultura (Oelmdiller, et al., 2009). Atua como promotor de
crescimento (Bdage et al., 2010), além de apresentar aplicabilidade em programas de
fitorremediacdo, pois microrganismos endofiticos podem acumular e/ou metabolizar
compostos toxicos ou prevenir a absor¢do destes pelas plantas (Amora-Lazcano et al., 2010).

Ja foi relatado que fungos micorrizicos presentes em areas de “landfarming” (método
de biorremediacdo que consiste na degradagédo bioldgica de residuos em uma camada superior

de solo, que é periodicamente revolvida para haver aeracdo), por exemplo, podem proteger as
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plantas contra os efeitos toxicos desses poluentes, além de estimular a degradacdo de
compostos tdxicos no solo (Binet et al., 2000; Liu et al., 2004; Paula et al., 2007; Nakatani et
al., 2008) ou, ainda, melhorar o estado nutricional e reduzir o efeito toxico dos compostos
(Siqueira et al., 1991; Binet et al., 2000). Plantas micorrizadas, também, podem apresentar
maior sistema radicular, aumentando a capacidade de absor¢do de ions e de agua do solo,
aumentando também a retencdo de compostos toxicos, que estdo relacionadas a maior
extensdo do micélio extraradicular (Safiret al., 1990; Paula et al., 2007; Amora-Lazcano et al.,
2010).

Entre as técnicas utilizadas para avaliar a tolerancia e capacidade de degradacdo dos
microrganismos a herbicidas, estdo o isolamento de microrganismos de solo contaminado e o
crescimento de microrganismos em meio de cultura contaminado com estes compostos.

O isolamento de microrganismos diretamente de solos contaminados ja foi relatado em
alguns trabalhos (Colla et al., 2008; Mattos et al., 2008; Martinez et al., 2010). Entretanto,
apesar dos locais contaminados atuarem como um meio de cultivo seletivo para os
microrganismos, por permanecerem somente aqueles microrganismos adaptados ao poluente,
muitas vezes ndo € possivel o isolamento e o crescimento dos mesmos em meio de cultura
(Muyzer et al.,1993), o que dificulta a utilizacdo destes microrganismos resistentes a
compostos toxicos em programas de biorremediacdo. Assim, 0 crescimento de
microrganismos ja isolados em meio de cultura contaminado com compostos toxicos é uma
alternativa para determinar o potencial que muitos microrganismos apresentam para a
degradacéo de tais produtos.

A selecdo de fungos inoculantes especificos sdo caracteristicas que podem contribuir
para o sucesso da estabilizacdo de plantas em areas contaminadas (Bertolazi et al., 2010) e a
abundancia e viabilidade de propagulos como esporos de fungos micorrizicos determinam a
persisténcia dos FMAs no solo em situacdes adversas, como aquelas oriundas de
modificacdes no uso do solo, como aplicacdo de agrotoxicos (Brundrett et al., 1996). Por isso
é importante avaliar os efeitos de compostos toxicos sobre esses propagulos.

Considerando 0s possiveis beneficios oriundos da associacdo das plantas com o0s
fungos G. clarum e P. indica no desenvolvimento das plantas e consequentemente no
processo de fitorremediacdo de compostos toxicos no solo, como picloram, e ainda a caréncia
de informacdo sobre o efeito de herbicidas sobre tais microrganismos, o objetivo deste
trabalho foi avaliar o crescimento e producdo de biomassa de P.indica e a viabilidade de

esporos de G. clarum sob doses crescentes de picloram.
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3.4. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos em laboratério em condigdes controladas
conforme descrito a seguir.

a) Piriformospora indica

Foram avaliadas cinco doses de picloram, 0, 30, 120, 240 e 480 g ha™ no crescimento
e produgdo de biomassa in vitro do fungo P. indica, utilizando-se o delineamento em blocos
casualizados, com seis repetigdes.

O herbicida Padron na concentracdo de 240 g L™ do ingrediente ativo picloram foi
filtrado, em filtro bioldgico (milipore 0,22 um), posteriormente foi diluido em &gua destilada
autoclavada, considerando para diluicdo um volume de calda de 100 L ha™ e dose de 240 g
ha™ de picloram. Desta solucéo diluida foram preparadas as doses, sendo colocados 0; 15,9;
31,8; 63,6 e 127,2 pL separadamente em cada placa, correspondendo as doses citadas
anteriormente, calculada em funcdo da area da placa utilizada.

O fungo P. indica foi multiplicado previamente em placas de Petri em meio de cultura
BDA (Batata-Dextrose-Agar) e incubados a 25 °C por 15 d. Posteriormente, um disco de 0,9
cm de diametro contendo miceélio crescido foi transferido para o centro de cada placa de Petri
de 9,0 cm de diametro, contendo 20 mL de meio de cultura (BDA) acrescido, ou ndo, de
diferentes doses do picloram. As placas foram incubadas em estufa do tipo BOD, a 25 °C, no
escuro. A cada seis dias foram efetuadas medicGes do crescimento radial das colbnias, até que
a colbnia de um dos tratamentos ocupasse todo o diametro da placa. As avaliacbes do
crescimento radial do micélio foram realizadas com o auxilio de uma régua, medindo-se o
diametro da col6nia em dois sentidos perpendiculares, previamente marcados.

Apos a ultima avaliacdo do crescimento foi determinada a matéria seca micelial. Para
esta determinacdo, o meio de cultura com micélio fungico foi colocado em cerca de 250 mL
de agua e levado ao forno de micro-ondas até a solubilizacdo total do agar. Logo apds, a
matéria imida foi recolhida em recipiente de massa conhecida, colocadas em estufa a 70 °C,

até obtencdo da massa constante.

b) Glomus clarum

Esporos de G. clarum foram multiplicados em raizes de cenoura em meio minimo.
Para a extracdo dos mesmos, 0 meio foi cortado em fragmentos de 1 cm?, os quais foram
transferidos para um Becker autoclavado contendo 50 mL de tampdo citrato. A solucéo foi

mantida em banho maria a 30 °C por 30 min.
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O efeito das doses de picloram sobre a viabilidade dos esporos também foi avaliado,

utilizando delineamento em blocos casualizados com cinco repeti¢des, para as mesmas doses
citadas anteriormente. Ap0s a extracdo dos esporos e obtencdo da suspensdo, 50 pL da
suspensdo de esporos foram distribuidos individualmente em orificios de uma placa de
ELISA. O Padron na concentracio de 240 g L™ do ingrediente ativo de picloram foi filtrado
em filtro biolégico (milipore 0,22 um) e diluido em &gua autoclavada, considerando para
diluicdo um volume de calda de 100 L ha™ e dose de 240 g ha™ de picloram. As doses foram
preparadas da mesma forma citada anteriormente e calculadas em funcdo do didmetro dos
orificios da placa (0,7 cm), sendo colocado o equivalente a 0,048; 0,096; 0,193; 0,385 e 0,77
pL da solugdo diluida separadamente em cada orificio da placa. Posteriormente as placas
foram mantidas em estufa do tipo BOD, a 25 °C, por 15 d.
A avaliacdo da viabilidade foi feita aos quinze dias apos a incubacéo, pela adi¢do de 50 pL de
solucéo de cloreto de iodonitrotetrazdlio (INT) 1 g L™ (Lima et al., 2007) em cada orificio das
placas de ELISA. Estas foram deixadas em temperatura ambiente e na auséncia de luz por 24
h. Foram considerados viaveis 0s esporos que reagiram com o INT, ficando avermelhados, e
considerados ndo viadveis aqueles sem contetdo celular ou com contetdo citoplasmatico que
ndo reagiram com o INT, mantendo sua coloracdo natural (Walley & Germida, 1995; Lima et
al., 2007). Foi realizada a contagem dos esporos vidveis e ndo viaveis, sendo calculada a
porcentagem de esporos Viaveis.

Os dados foram submetidos a analise de variancia e em seguida foi feita a analise de

regressao para os dados.

3.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O crescimento e acumulo de biomassa de P. indica e a viabilidade de G. clarum sob
efeito do picloram estdo representados nas Figuras de 1 a 4.

Houve efeito da dose e tempo de incubacgéo sobre o crescimento radial do micélio, ndo
sendo observada interacdo entre os dois fatores. Na analise isolada dos fatores, o crescimento
radial do micélio de P. indica apresentou comportamento linear crescente em funcdo da dose
(Figura 1) e do tempo de incubacdo (Figura 2). Este comportamento pode ser um indicativo
de utilizacdo do herbicida como fonte de nutriente e ainda capacidade de adaptacdo do fungo
na presenca do herbicida, considerando que a maior dose utilizada correspondeu a duas vezes
a dose recomendada pelo fabricante. Para o fungo Mycelia sterilia foi observado
comportamento semelhante em concentragdes elevadas de gliphosate (Mattos et al., 2010).

Em meio de cultura suplementado com sulfentrazone na concentragio de 0,7 ug g™, os fungos
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Penicillium sp., Chrysosporium sp. e Metarrhizium sp e as linhagens bacterianas Ralstonia
pickettii, Acinetobacter calcoaceticus e Rhizobium radiobacter também foram selecionadas
como potenciais degradadoras, por apresentar crescimento em dose do herbicida de até 10
vezes superior a dose de campo (Martinez et al., 2008).
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Figura 1. Crescimento radial do micélio de Piriformospora indica em funcdo da dose de

picloram.

“Significativo pelo teste “t” a 1% de probabilidade de erro
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Figura 2. Crescimento radial do micélio de Piriformospora indica em funcdo do tempo de
incubacéo.

“Significativo pelo teste “t” a 1% de probabilidade de erro.

Para solo contaminado com 2,4-D, os fungos como Serratia marcescens e Penicillium
sp. apresentaram um grande potencial para biorremediacdo, quando analisados por meio de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (Silva et al., 2007). Fungos dos géneros Aspergillus,
Penicillium e Trichoderma apresentaram elevada capacidade de crescimento em meios
contendo atrazine na concentracdo de 50 ppm, indicando a possibilidade de serem usados em
estudos de biorremediacdo de solos contaminados com herbicidas derivados das triazinas
através do uso das tecnicas de bioaumento (Colla et al., 2008). Como comportamento
semelhante foi apresentado pelo P. indica em meio contaminado com picloram, indicando que
0 mesmo pode ser utilizado para remediacdo deste herbicida utilizando a mesma técnica.

O tryclopyr e 2,4-D, herbicidas com mecanismos de acdo semelhante ao do picloram,
reduziram significativamente o crescimento radial de espécies de fungos ectomicorrizicos em
concentragfes maiores que 1000 ppm e nenhuma das espécies de fungos apresentou um
crescimento maior na presenca desses herbicidas (Estok et al., 1989), o que difere do
resultado encontrado neste trabalho, onde o crescimento do fungo em estudo ndo foi inibido
pelo herbicida. Por outro lado, Ibola (1978) encontrou que o 2,4-D teve pouco efeito sobre o
crescimento da col6nia dos fungos Tricholoma saponaceum, T. pessundatume Amanita citrina

a uma concentracdo de 10 ppm. Os herbicidas butafenacil, 2,4-D, metribuzim, S-metolachlor

30



e trifloxyssulfuron-sodium reduziriam significativamente tanto o crescimento vegetativo
como a reproducdo de Metarhizium anisopliae (Costa et al., 2004).

No presente trabalho, mesmo utilizando elevadas concentra¢des do picloram por placa,
nenhuma dose foi capaz de inibir o crescimento do P. indica (Figura 1), mostrando que o
fungo apresenta capacidade de crescimento na presenca do herbicida, o que pode estar
relacionada a diversidade de sistemas enzimaticos que este fungo apresenta, conferindo-lhe
capacidade de adaptacéo, ou ainda de degradacéo deste pesticida (Mattos et al., 2010).

Através do resultado encontrado neste trabalho onde o crescimento do fungo em
estudo ndo foi afetado por elevadas concentracdes do herbicida em comparacdo aos demais
trabalhos citados, respostas diferenciadas podem ser apresentadas por fungos diferentes
mesmo utilizando herbicidas com mecanismos de acdo semelhantes, isto porque os herbicidas
podem apresentar efeitos toxicos, nenhum efeito, e estimulacdo no crescimento de fungos
micorrizicos, dependendo da espécie do fungo, do herbicida e da dosagem utilizada (Trappe et
al., 1984).

Ledo et al. (2012) verificaram para os herbicidas pendimenthalim (1,75 kg ha™),
carfentrazone-ethyl (0,0625 kg ha™), oxadiazon (1kg ha™), para controle de plantas daninhas
no arroz na proporcao de 0, 25, 50, 75, 100 e 200% da dose recomendada, que isolados de
Trichoderma sp. responderam de forma diferenciada ao mesmo herbicida quanto ao
crescimento radial do micelio.

Apesar do crescimento radial da colonia em placa de Petri ser utilizado em diversos
trabalhos como parametro para avaliar o efeito de compostos téxicos aos microrganismos, 0
acumulo de matéria seca fungica também deve ser levado em consideracdo para tal avaliacao.
Neste trabalho, o micélio apresentou maior crescimento em extensdo na presenca de doses
mais elevadas (Figura 1), contudo estas proporcionaram menores acimulos de matéria seca do
fungo (Figura 3). O méaximo acimulo de massa seca foi observado na dose de 210,67 g ha™
do picloram (Figura 3). Este comportamento pode ser explicado pelo efeito indireto do
herbicida, que pode diminuir o aproveitamento do meio, resultando na diminuicdo da
biomassa microbiana acumulada ou ainda na estratégia do fungo para escapar da condicao de

estresse alcancando pontos do substrato que ndo contenham herbicidas.
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Em condicGes controladas, meios contaminados com herbicidas tendem a apresentar
maior intoxicacdo aos microrganismos, devido a alguns fatores como: possibilidade de maior
producéo de hifas em meios de cultura ricos em nutrientes o que pode aumentar a intoxicacao;
maior facilidade de difusdo dos produtos quimicos pelo &gar, em comparacdo ao solo;
degradacéo lenta dos compostos em meio de cultura em relacdo ao solo e possivel ocorréncia
de degradacdo por processos inorganicos, fotoquimicos, volatilizagdo, lixiviacdo e adsorcdo
no solo (Estok et al., 1989).

A capacidade de crescimento apresentada por P. indica em meio contaminado com
doses crescentes de picloram é um indicativo que este herbicida ndo foi téxico nas
concentracdes testadas e ainda o fungo pode apresentar potencial para degradar o herbicida,
isso sugere o desenvolvimento de futuros estudos em biorremediacdo de locais contaminados
através de técnicas de bioaumentacdo. Entretanto, € apenas uma etapa para o processo de
selecdo, sendo necessarias ainda, avaliagdes em solo, onde 0s processos sdo mais dinamicos e
ainda através de analise da degradacdo do herbicida em meio de cultura por meio de
cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Em relacdo aos esporos de FMAs, as elevadas de doses de picloram influenciaram
negativamente a viabilidade, observando-se reducdo de até 30,21 % da viabilidade dos

esporos para a dose de 480 g ha™ presenca do herbicida de acordo com a equacéo (Figura 4).
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Figura 4. Viabilidade de esporos de Glomus clarum apds quinze dias imersos em solucéo
contendo doses crescentes de picloram

“Significativo pelo teste “t” a 1% de probabilidade de erro.

Como esporos de fungos micorrizicos determinam a persisténcia dos FMAs no solo
em situacGes adversas, como aquelas oriundas de modificagdes no uso do solo, como
aplicacdo de agrotoxicos, por exemplo, a abundancia e a viabilidade de propagulos como
esporos de fungos micorrizicos fica comprometida na presenca do herbicida e,
consequentemente, podera afetar as possiveis associacGes com espécies que apresentam
potencial para fitorremediacdo do picloram. Ademais, o estabelecimento da simbiose se
inicia pela ativacdo dos propagulos do fungo (Bertolazi et al., 2010).

Resultados encontrados in vitro apresentam uma tendéncia de comportamento da
viabilidade do esporo na presenca do herbicida, ja em condi¢des de campo onde o contato do
herbicida com os esporos ndo é direto este efeito pode ser menos expressivo. Além disso, a
reducdo da viabilidade foi mais expressiva na dose recomendada e no dobro da dose
recomendada, no solo devido aos processos de degradacéo e perda, é provavel que o herbicida
seja encontrado em menores concentracdes e, portanto, afete menos a viabilidade dos
propagulos.
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Sao escassos trabalhos envolvendo herbicidas e a viabilidade de esporos de FMAs,
entretanto inimeros estudos relataram o efeito de tais produtos sobre a micorrizagdo e sobre o
namero de propagulos infectivos (Malty et al., 2006; Kumar et al., 1999; Peixoto et al., 2010).
Possivelmente a inibicdo da micorrizacdo observada pode estar relacionada a diminuicdo da
viabilidade dos esporos na presenca de herbicidas.

Em experimento em casa de vegetacdo com a cultura da soja, o herbicida glyphosate
promoveu a inibicdo na micorrizagdo quando foram inoculadas as espécies Glomus
etunicatum, Glomus fasciculatum e Scutelospora heterogama (Silva et al., 2006). Por outro
lado, Malty et al. (2006) ndo observaram esse efeito inibitério do glyphosate (450 a 3600 g ha’
1) na colonizaco de plantas de soja pelos fungos Gigaspora margarita, Glomus etunicatum e
Scutelospora heterogama. A aplicacdo de o 2,4-D aumentou a porcentagem de infeccdo e o
numero de propagulos de fungos micorrizicos arbusculares em espécies agroflorestais (Kumar
et al., 1999). Portanto, esses efeitos estdo relacionados ao tipo de herbicida, tipo de solo,
sistema de cultivo, espécie de fungo e da planta estudada (Peixoto et al., 2010). Observa-se,
portanto, que a interacdo entre herbicida e FMAs é variavel e dependente do tipo de produto
utilizado e da cultura em estudo. Nesse sentido, estudos in vitro constituem uma etapa do
processo de avaliacdo do efeito de herbicidas sobre a viabilidade de propagulos de fungos
micorrizicos arbusculares.

Conclui-se que o herbicida ndo interfere no crescimento radial de P. indica e interfere

negativamente na viabilidade de esporos de G. clarum.
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4, FITOREMEDIAQAO DE PICLORAM ASSOCIADA COM FUNGOS
MICORRIZICOS

4.1. RESUMO

O picloram é utilizado em pastagens, podendo apresentar longo periodo residual no solo.
Entre as alternativas para reducdo de seus residuos no solo destaca-se a fitorremediacéo.
Fungos micorrizicos apresentam potencial biotecnoldgico e aplicabilidade em programas de
fitorremediagdo. O objetivo deste trabalho foi avaliar a inoculagdo com fungos micorrizicos
no desenvolvimento e no potencial fitorremediador de residuos de picloram no solo pelas
espécies Urochloa brizantha, Panicum maximum e Zea mays. O experimento foi conduzido
em esquema fatorial (3 x 2 x 3) + 2, em delineamento inteiramente casualizado, com trés
repeticbes. O primeiro fator foi constituido pelo cultivo das espécies fitorremediadoras, U.
brizantha, P. maximum e Z. mays, o segundo da auséncia e presenca do de picloram (0 e 240
g ha™), aplicado em pré-emergéncia e o terceiro fator constou da inoculacdo com os fungos
Glomus etunicatum e Piriformospora indica e ndo inoculagdo. Vasos sem cultivo com e sem
aplicagdo de herbicida foram considerados como testemunhas. As trés espécies de plantas
foram cultivadas em vasos por 60 dias. Foram avaliados o volume radicular e a matéria seca
da raiz e da parte aérea. O solo foi utilizado para a semeadura do feijdo, planta indicadora da
presenca do picloram, deixando quatro plantas por vaso. Aos 35 dias apds a emergéncia
(DAE) foi avaliada a intoxicacdo das plantas. Conclui-se a inoculacdo com os fungos P.
indica e G. etunicatum contribui na fitorremediacdo do picloram pelas espécies Z. mays e P.
maximum e que quando feita inoculacdo, a aplicacdo do herbicida ndo reduz o volume

radicular e a producdo de matéria seca radicular de P. maximum.

Palavras chaves: Urochloa brizantha, Panicum maximum, Zea mays, inoculagéo
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PHYTOREMEDIATION OF PICLORAM ASSOCIATED WITH MYCORRHIZAL
FUNGI

4.2. ABSTRACT

Picloram is used in pastures, and may have long soil residual toxicity. Among the alternatives
to reduce the waste on the ground stands phytoremediation. Mycorrhizal fungi have potential
to be applied in biotechnological and phytoremediation programs. The aim of this study was
to evaluate the inoculation with mycorrhizal fungi in the development and potential
phytoremediation of picloram residues in the soil by Urochloa Brizantha species, Panicum
maximum and Zea mays. The experiment was conducted in a factorial scheme (3 x 2 x 3) + 2,
in a completely randomized design with three replications. The first factor was composed in
the crop species phytoremediator, U. Brizantha, P.maximum and Zea mays, the second in the
absence and presence of picloram (0 and 240 g ha-1) with a pre-emergence applied and the
third factor consisted of the fungi Glomus etunicatum and Piriformospora indica with
inoculation and non-inoculation. Vessels without cultivation, with and without herbicide
application were considered as witnesses. The three plant species were grown in pots for 60
days. We evaluated the root volume and the root and shoot dry matter. This soil was used for
the seeding of bean plants to indicate the presence of picloram, leaving four plants per pot. At
35 days after emergence (DAE) plant intoxication was evaluated. It was concluded that
inoculation with the fungi P. indica and G. etunicatum helped in phytoremediation of
picloram by the species Z. mays and P. maximum and that when inoculation occurred from the
herbicide application, it did not reduce the root volume and root dry matter production of P.

maximum.

Keywords: Urochloa Brizantha, Panicum maximum, Zea mays, inoculation

39



4.3. INTRODUCAO

Dentre os herbicidas utilizados em pastagens, destaca-se o picloram (acido 4-amino
3,5,6 tricloro- 2-piridinacarboxilico), aplicado em poés-emergéncia das dicotiledoneas
arbustivas ou plantas arboreas. Este herbicida pode apresentar longo periodo residual (Silva et
al., 2007), dependendo das caracteristicas fisicas e quimicas do solo e da intensidade de chuva
apos aplicagdo (D’Antonino et al., 2009).

Alternativas biologicas podem ser utilizadas para diminuir os residuos de herbicidas
(Pires et al., 2001; Carmo et al., 2008). Entre estas, destaca-se a fitorremediacdo, que esta
relacionada a capacidade de algumas espécies vegetais de acelerar a retirada ou decomposi¢do
de compostos toxicos do ambiente.

Embora a fitorremediacdo seja eficiente para remocgdo de compostos toxicos no solo,
esta pode ser dificultada quando os residuos sdo herbicidas, devido a necessidade de se
encontrar espécies que apresentem além da capacidade fitorremediadora, seletividade ao
herbicida em estudo e ainda devido a elevada diversidade molecular e as transformacdes que
os herbicidas estdo sujeitos quando atingem o solo (Pires et al., 2003; Santos et al., 2006;
Assis et al., 2010).

Em relacdo aos herbicidas de longo residual no solo, algumas pesquisas com o
tebuthiuron (Pires et al., 2003 e 2005; Belo, 2006), trifloxysulfuron-sodium (Procépio et al.,
2005 ; Santos et al., 2007, Belo, 2006), sulfentrazone (Belo et al., 2011), imazetapyr e
imazapic (Souto, 2011), mostram, na pratica, algumas espécies consideradas
fitorremediadoras. Para o picloram, algumas gramineas apresentam potencial fitorremediador
tais como, Uroclhoa brizantha, Uroclhoa decumbens, Panicum maximum, Eleusine. coracana
e Zea mays (Carmo et al., 2008). De modo geral, as plantas da familia das poaceas
apresentam tolerancia aos herbicidas auxinicos, pré-requisito basico para ser utilizada como
fitorremediadoras (Belo et al., 2011).

As espécies fitorremediadoras apresentam tolerancia a certos compostos tdxicos,
através de mecanismos de translocacédo diferencial para os tecidos da planta, pela degradacéo
parcial ou total, ou pela transformacdo em compostos menos toxicos (Accioly & Siqueira,
2000; Scramin et al., 2001; Pires et al., 2003). Além disso, a remediacdo pode estar
relacionada a liberacdo de exsudatos radiculares, os quais podem estimular a atividade
microbiana, degradando o composto no solo, processo conhecido como rizodegradacdo
(Cunningham et al., 1996; Silva et al., 2007).

Algumas pesquisas tém associado o efeito de microrganismos do solo ao processo de

remediacdo de poluentes (Nakatani et al., 2008; Souza et al., 2011). A caracterizacdo e a
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identificacdo de microrganismos, com capacidade para metabolizar compostos potencialmente
toxicos, como herbicidas foi relatada por alguns autores (Roque & Melo 2000; Dellamantrice
et al., 2004; Procopio & Mello 2006; Silva et al., 2007; Martinez et al., 2008; Mattos, et al.,
2010).

Entre os microrganismos, os endofiticos podem aumentar a tolerdncia de plantas as
moléculas quimicas fitotdxicas, contribuindo para remocao de poluentes, ou ainda, através da
producdo de enzimas, as quais favorecem respostas bioquimicas a estresses (Pallu, 2011 e
Maki, 2006).

O P. indica é um fungo micorrizico, facilmente cultivavel em culturas axénicas e
apresenta capacidade de acumular compostos toxicos e prevenir a absorcdo destes pelas
plantas. Este coloniza muitas plantas de importancia econdmica, atuando como promotor de
crescimento (Oelmuller, et al., 2009; Bdage et al., 2010).

Além dos microrganismos endofiticos, fungos micorrizicos também podem contribuir
para 0 processo de remediacdo. Plantas micorrizadas apresentam maior sistema radicular,
devido a maior extensdo do micelio extra-radicular, isto facilita a absor¢éo de ions e de dgua
do solo e aumenta a retengdo de compostos toxicos (Safir et al., 1990; Paula et al., 2007;
Amora-Lazcano et al., 2010).

Pesquisas mostram que inoculagdo com FMAs € capaz de aumentar a capacidade da
U. decumbens em extrair metais pesados do solo nas quantidades 845, 142, 68 e 54% para Cu,
Pb, Zn e Cd, por exemplo, em relacdo a mesma espécies cultivada em solo ndo inoculado. A
inoculacdo pode promover maior producdo de matéria seca das plantas. Além disso, as
gramineas associam-se a fungos micorrizicos arbusculares (FMA) que exercem grande
influéncia sobre estas plantas, constituindo-se em importantes componentes bioticos do
ecossistema (Silva et al,. 2006). Alguns trabalhos mostraram que inoculagdo com fungos
micorrizicos aumenta a producdo de raizes, o peso total e 0 comprimento das raizes (Hodge
et al., 2000; Bressan & Vasconcellos, 2002).

Os fungos micorrizicos apresentam potencial biotecnolégico e aplicabilidade em
programas de fitorremediacdo e diversas pesquisas mostraram a selecdo de plantas com
potencial para fitorremediar o picloram. Entretanto, sdo escassas as informacgdes envolvendo a
bioaumentacdo no processo de remediacdo deste. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar
a inoculacdo com fungos no desenvolvimento das espécies U. brizantha, P. maximum e Z.

mays observando o potencial fitorremediador de cada espécie.
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44. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo. O solo coletado em area sem
historico de aplicacdo de herbicidas, foi classificado como Latossolo Vermelho-Amarelo
Distréfico tipico, textura argilosa (56% argila, 6% silte e 38% areia) com pH (&gua) de 5,3;
teor de matéria organica de 3,5 dag kg™; P e K de 47,4 e 98 mg dm™ respectivamente; Ca,
Mg, Al, H+Al, SB, CTC(t) e CTC (T); 2,2; 0,7; 0; 6,44; 3,15; 3,15 e 9,59 cmolc dm™
respectivamente.

Foi usado o esquema fatorial (3 x 2 x 3) + 2 , no delineamento inteiramente
casualizado, com trés repeti¢fes. O primeiro fator foi constituido pelo cultivo das espécies U.
brizantha, P. maximum, e Z. mays (Hibrido DKB. 350PRO) o segundo de constou da
auséncia ou presenca de picloram (240 g ha™), aplicadas em pré- emergéncia e o terceiro fator
constou da inoculacdo ou ndo com os fungos G. etunicatum e P.indica.

Primeiramente foi feita a avaliacdo do potencial de in6culo de fungos micorrizicos
arbusculares do solo. Os esporos foram obtidos pelo método do peneiramento Umido
(Gerdman e Nicolson, 1963), seguido de centrifugacdo em solucdo de sacarose (Jenkins,
1964). Foi realizada a contagem do numero de esporos de fungos micorrizicos arbusculares
(FMASs) de 10 amostras de solo e a média de esporos foi de 30 esporos em 50 g de solo. O
pH do solo foi corrigido utilizando 2,5 t ha™ de calcario dolomilitico de PNRT 96% e
adubado com 200g de N por m® de solo, utilizando como fonte sulfato de amdnia, 1 Kg de
Superfosfato Simples por m* de solo e 122 g de K,O por m® de solo, utilizando como fonte
KCI.

Apo0s determinacdo do potencial de in6culo e do preparo do solo, este foi colocado em
vasos de 8,0 L revestidos internamente com filme de polietileno, com o objetivo de evitar
perda do herbicida por lixiviagdo. Os mesmos foram irrigados ajustando-se a umidade em
valor préximo a 80% da capacidade de campo. Em seguida foi feita a aplicacdo do herbicida
picloram com um pulverizador, pressurizado a CO;, equipado com bicos TT110.02,
espacados de 0,5 m, calibrado para aplicacdo de 150 L ha™ de calda herbicida e utilizando a
dose equivalente a 240 g ha™ de picloram.

A semeadura de U. brizantha, P. maximum e Z. mays foi realizada um dia apos a
aplicacdo do picloram. No momento da semeadura os vasos foram inoculados separadamente
com 100 esporos de G. etunicatum por planta e trés discos de 1 cm? de P. indica por planta.
Ambos inoculos colocados cerca de 5 cm abaixo da superficie do solo do vaso.

Apos a emergéncia, foi realizado o desbaste, deixando-se trés plantas por vaso e feitas
irrigacdes diarias.
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Aos 60 dias as plantas foram colhidas separando a parte aérea e o sistema radicular.
Apos a retirada do solo aderido as raizes, estas foram lavadas e depois imersas em uma
proveta de volume conhecido de &gua e por diferenca foi determinado o volume radicular. A
matéria seca da parte aérea e do sistema radicular foi determinada em estufa a 72 °C.

Apos a retirada das plantas do vaso, solo foi utilizado para a semeadura da espécie de
feijdo como planta indicadora da presenca do picloram, distribuindo seis sementes por vaso de
280 cm®. Ap6s a emergéncia foram deixadas quatro plantas por vaso. Aos 35 dias ap6s a
emergéncia (DAE), foi avaliada a intoxicagdo visual, considerando os sintomas retorcimento
do caule, epinastia das folhas, paralisacdo do crescimento até morte da planta, sendo atribuida

% de intoxicacdo em relacdo a testemunha sem aplicacdo de herbicida.

45. RESULTADOS E DISCUSSAO

O volume radicular de U. brizantha foi influenciado pela inoculagdo com
G.etunicatum, sendo 62 % maior em relacdo ao tratamento ndo inoculado, na auséncia de
herbicida. Entretanto, na inoculacdo com P. indica, ndo foi observada diferenca de volume
radicular em relagdo ao tratamento ndo inoculado. Quanto a producdo de matéria seca de raiz
e da parte aerea de U. brizantha ndo foi observada diferenca entre os tratamentos, tanto na
auséncia quanto na presenca do herbicida (Tabela 1).

Em relacdo ao volume radicular para Z. mays, ndo foi observada diferenca entre os
tratamentos na auséncia do herbicida. Quanto a producdo de matéria seca radicular e da parte
aérea, a inoculacdo com G. etunicatum proporcionou maior producdo de matéria seca em
relacdo ao tratamento inoculado com P. indica e ndo diferiu do tratamento ndo inoculado.
Quando aplicado herbicida observou-se efeito negativo na producdo de matéria seca apenas
para o tratamento inoculado com G. etunicatum (Tabela 1).

Para P. maximum, foi observado efeito negativo da aplicacdo do picloram no volume
radicular e na producdo de matéria seca de raiz, apenas para o tratamento ndo inoculado
(Tabela 1), o que pode estar relacionado a dose utilizada neste trabalho. Resultados
encontrados por Belo et al. (2011) mostraram que residuos de picloram no solo foram capazes
de alterar algumas variaveis fisiologicas de gramineas como U. brizantha, porém a producéo
de matéria seca da parte dessa espécie néo foi alterada até a dose de 160 g ha™, ou seja em
uma dose menor que a utilizada neste trabalho.

Efeitos positivos da inoculacdo com FMAs foram encontrados por Costa et al. 2012,
verificando incrementos de até 353% na producdo de matéria seca de  U. brizantha cv.

Marandu. Inoculando fungos micorrizicos em plantas de U. decumbens, Silva et al. (2006)
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também encontraram resposta positiva, sendo obtido até 182% de matéria seca superior a
producdo obtida nas plantas ndo inoculadas, o que mostra que espécies de braquidria
respondem positivamente a inoculacdo e que este efeito pode influenciar o potencial de
extracdo de compostos toxicos do solo. Entretanto, neste trabalho ndo foi observado efeito
positivo da inoculagdo no acumulo de matéria de U. brizantha.

Outros autores (Bressan et al., 2002) encontraram efeito positivo da inoculagdo com
FMASs para Z. mays. A inoculagdo com os fungos de G. clarum e G. etunicatum promoveu
maior peso radicular, alcancando valores superiores a 30% na producdo de matéria seca
comparadas com as plantas sem inoculacdo. Campos et al. (2010) avaliando a matéria seca
radicular de genotipos de milho, também verificaram que 0s mesmos responderam
positivamente a inoculacdo de FMA, entretanto, no mesmo trabalho para a producdo de
matéria seca da parte aérea, apenas alguns gendtipos responderam positivamente a inoculacéo
com FMA. A resposta apresentada no presente trabalho pode estar relacionada ao fato de que
as plantas apresentam grande variabilidade na resposta a inoculagcdo de FMA, esta parece ser
controlada geneticamente, através das variagdes fisiologicas dos endéfitos e dos mecanismos
de infeccdo, podendo ocorrer especificidade até mesmo ao nivel de variedades (Costa et al.
2012; Reis et al., 2008).

Neste trabalho, ndo foi verificada diferenca entre os tratamentos inoculados e nédo
inoculados quanto a producéo de matéria seca das especies. Uma hipotese seria o fato de o
solo utilizado ndo ter sido autoclavado e ter sido encontrada uma densidade media de 30
esporos por 50 g de solo. Assim, mesmo inoculando o solo, devido a presenca de esporos
nativos do solo, pode ter ocorrido igualdade com o tratamento controle (ndo inoculado), em
relacdo as respostas positivas dos fungos na producao de matéria seca das plantas (Carneiro et
al., 2007).

No bioensaio, para a quantificacdo dos residuos de picloram no solo, foram
observados elevados sintomas de intoxicacdo para todos os tratamentos (Figura 1), entretanto
verificou-se efeito da espécie fitorremediadora e do tipo de inoculo e interacdo entre os dois
fatores, nos sintomas de intoxicagdo. Para os solos inoculados com P. indica, observou menor
intoxicacdo quando o solo utilizado para o bioensaio foi cultivado com Z. mays ( Tabela 2 e
Figura 1). Em relacdo aos solos inoculados com G. etunicatum, foi observado menor
intoxicacdo para os solos cultivados com P. maximum e Z. mays. Para 0s solos nédo
inoculados, menor intoxicacdo foi observada para os solos cultivados com U. brizantha e Z.

mays (Tabela 2 e Figura 1).
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Comparando o efeito dos inoculos dentro de cada tipo de cultivo, foi observado efeito
do positivo da inoculacdo para os solos cultivados com Z. mays e P. maximum, sendo para
primeira espécie menores sintomas de intoxicacao para o solo inoculado com P. indica .

Para P. maximum maior intoxicagdo foi observada quando ndo foi feita a inoculagéo.
Relacionando este resultado com os resultados encontrados na Tabela 1, verificamos que, para
os tratamentos ndo inoculados houve efeito negativo da aplicacdo do herbicida sobre o
volume radicular e sobre a producdo de matéria seca radicular de P maximum, esse efeito
negativo pode ter influenciado na fitorremediacdo do herbicida pelas plantas ndo inoculadas e
mostrou-se efeito positivo da inoculacdo de ambos fungos na fitorremediacdo do picloram
(Tabela 2 e Figura 1).

Para o solo cultivado com U. brizantha, foi observado maior sintoma de intoxicagédo
para os solos inoculados com G. etunicatum, relacionando este resultado com os resultados
encontrados na tabela 1, verificamos que quando foi feita a inoculagdo com G. etunicatum,
aplicacdo do herbicida afetou negativamente no volume radicular, o que pode ter contribuido
para menor eficiéncia fitorremediadora da espécie (Tabela 1 e 2)

Os solos inoculados cultivados com Z. mays e P. maximum apesar de terem
apresentado elevados sintomas de intoxicagdo, estes foram menores que no tratamento ndo
inoculado, indicando efeito positivo da inoculacdo para o processo de remediacdo do picloram
(Tabela 1). Entretanto, estes elevados sintomas de intoxicagdo podem estar relacionados, a
elevada dose utilizada no trabalho, ou ainda, ao tempo de cultivo das espécies
fitorremediadora, que pode ter sido insuficiente.

Ja foi relatado que para o cultivo de P. maximum por um periodo de 90 dias em solo
contaminado com picloram na dose de 160 g ha™, a fitorremediacao ndo foi eficiente, pois os
residuos do picloram no solo ocasionaram elevada intoxicacao as plantas de soja, por outro
lado, quando a contaminag&o inicial foi de 80 g ha™ foi observado intoxicagdo nas plantas de
soja inferiores a 57% (Assis et al., 2010). Entretanto, cultivo prévio de E. coracana por 60
dias reduziu a contaminacdo do solo com picloram e permitiu crescimento inicial satisfatorio
das plantas de soja e de tomate aplicagdo prévia de até 160 g ha ™ de picloram. Periodos
superiores a 60 dias ndo resultaram em aumento da descontaminacao do picloram (Carmo et
al., 2008a). Fica evidenciado que o periodo de cultivo e a dose aplicada pode influenciar nos
resultados do processo de fitorremediacdo. Outro fator relacionado sdo as espécies
fitorremediadoras, que possuem diferentes niveis de tolerancia ao picloram e inclusive pode

haver diferencas entre cultivares dentro de uma mesma espécie (Carmo et al. 2008).
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Conclui-se a inoculagdo com os fungos P. indica e G. etunicatum contribui na
fitorremediacdo do picloram pelas espécies Z. mays e P. maximum e que quando feita
inoculacdo a aplicacdo do herbicida ndo reduz o volume radicular e a producéo de matéria
seca radicular de P. maximum, podendo contribuir para o processo de fitorremediagao.
Tabela 1. Producdo de matéria seca e volume radicular de espécies fitorremediadoras de

picloram em fungdo da inoculagdo com fungos micorrizicos e da presenga ou auséncia de

picloram
Volume radicular Matéria seca - raiz Matéria seca -
(cm®) () parte aérea
(©))
Inoculo Urochloa brizantha
Sem Com Sem Com Sem Com
herbicida  herbicida herbicida herbicida herbicida herbicida
P. indica 25,00abA 21,11aA 3,60aA 2,99A 5,66aA 5,95aA
G. etunicatum 31,67aA 19,44aB 4,23aA 3,85aA 6,71aA 4,98aA
Nao inoculado 19,44bA 17,22aA 2,90aA 2,96aA 6,57aA 6,20aA
CV (%) 18,38 28,04 23,58
Média geral 22,31 3,42 6,01
Zea mays
Sem Com Sem Com Sem Com
herbicida  herbicida herbicida herbicida herbicida herbicida
P. indica 56,67aA 45 00bA 6,43bA 7,22aA 10,87bA 11,11aA
G. etunicatum 65,83aA  56,00abA 10,54aA 7,31aB 17,54aA  11,65aB
N&o inoculado 61,67aA 75,00aA 8,95abA 9,51aA 14,26abA  14,13aA
CV (%) 18,54 24,01 24,32
Média geral 60,13 8,32 7,36
Panicum maximum
Sem Com Sem Com Sem Com
herbicida  herbicida herbicida herbicida herbicida herbicida
P. indica 22,22abA 18,89aA 3,59aA 3,22aA 8,73aA 7,07aA
G. etunicatum  16,00bA 17,78aA 3,23aA 3,17aA 7,89aA 6,85aA
N3&o inoculado 25,55aA 16,44aB 4,783A 2,90aB 7,57aA 6,03aA
CV (%) 17,84 25,22 24,32
Média geral 19,59 3,48 7,36

Médias seguidas por uma mesma letra mindscula na coluna e maitscula na linha ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey a 10% de probabilidade.



Tabela 2. Intoxicacdo de Phaseolus vulgaris cultivados em solos previamente cultivados com
espécie fitorremediadoras e inoculado ou ndo

Inoculo Espécie Fitorremediadora
U. brizantha Z. mays P. maximum
Intoxicacéo (%)

P. indica 86,76bA 73,33bB 81,67bAB
G. etunicatum 98,00aA 76,66abB 85,00bB
N&o inoculado 76,60bB 86, 67aAB 96,67aA

CV (%) 7,54

Meédia 84,62

Médias seguidas por uma mesma letra minascula na coluna e mailGscula na linha ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey a 10% de probabilidade.
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Solo cultivado com U. brizantha

Figura 1. Intoxicacdo de Phaseolus vulgaris cultivado em solos previamente cultivados com
espécie fitorremediadoras em solos contaminados com picloram e inoculado ou ndo. Tipo de
inoculo: P. indica - A e G; G. clarum - B e H; Ndo inoculado - C, I, J Testemunha: Solo sem
cultivo sem aplicacgdo de herbicida - J
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5. CONSIDERACOES FINAIS
Neste trabalho avaliou-se a atividade rizosférica de espécies fitorremediadoras do
picloram, o efeito deste herbicida no crescimento e acumulo de biomassa do fungo
micorrizico P. indica e sobre a viabilidade de esporos de G. clarum e ainda, o efeito da
inoculagdo dos fungos P. indica e G. etunicatum no desenvolvimento e sobre o potencial

fitorremediador de espécies vegetais remediadoras do picloram.
A atividade rizosférica foi diferenciada entre as espécies fitorremediadoras, sendo
maior para o solo cultivado com Z. mays em relacdo aos solos rizosférico de P. maximum e U.
brizantha, sugerindo uma menor contribuicdo rizosférica dessas espécies na rizodegradacéao
do picloram. Quanto ao crescimento micelial de P.indica, este ndo foi afetado pelas doses do
picloram, entretanto o aumento das doses do herbicida diminuiu a producdo de massa seca
micelial e a viabilidade dos esporos de G. clarum. A inoculagdo com os fungos P. indica e G.
etunicatum contribui com a fitorremediacdo do picloram pelas espécies Z. mays e P.
maximum, embora tenha sido observado elevados sintomas de intoxicagdo, talvez pelo

periodo de cultivo ter sido curto.

Os resultados obtidos contribuem para o conhecermos melhor o efeito rizosférico e

ainda sugere uma possivel utilizacdo de fungos micorrizicos na fitorremediacdo do picloram.
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