UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE FLORESTAS

SIMBIOSES RADICULARES E A FITORREMEDIACAO DE SOLO
CONTAMINADO POR RESIDUOS OLEOSOS DE REFINARIA DE PETROLEO

RICARDO APARECIDO BENTO

SEROPEDICA - RJ

Fevereiro, 2008



RICARDO APARECIDO BENTO

SIMBIOSES RADICULARES E A FITORREMEDIACAO DE SOLO
CONTAMINADO POR RESIDUOS OLEOSOS DE REFINARIA DE PETROLEO

“Monografia apresentada ao Curso de Engenharia
Florestal, como requisito parcial para a obtengéo
do Titulo de Engenheiro Florestal, Instituto de
Florestas da Universidade Federal Rural do Rio

de Janeiro.”

Sob a orientagdo do Dr. Orivaldo José Saggin Junior

Seropédica, RJ
2008



SIMBIOSES RADICULARES E A FITORREMEDIACAO DE SOLO
CONTAMINADO POR RESIDUOS OLEOSOS DE REFINARIA DE PETROLEO

RICARDO APARECIDO BENTO

“Monografia apresentada ao Curso de Engenharia
Florestal, como requisito parcial para a obtengéo
do Titulo de Engenheiro Florestal, Instituto de
Florestas da Universidade Federal Rural do Rio

de Janeiro.”

Aprovada em: 15/02/2008

Banca Examinadora

Orientador: Dr. Orivaldo José Saggin Janior — Pesquisador Embrapa Agrobiologia

Titular: Dra. Eliane Maria Ribeiro da Silva — Pesquisadora Embrapa Agrobiologia

Titular: Dr. Paulo Sérgio dos Santos Leles — Prof. Adjunto UFRRJ
I



DEDICO

Aos meus pais: Sr. Antdnio Emilio Bento e Sra. Neusa Aparecida Rodrigues.
Ao meu irmdo: Jefferson Alexandre Rodrigues.

Aos meus familiares.
Ao0s meus amigos do bairro, do alojamento e turma.
Ao meu orientador e co-orientadores.



AGRADECIMENTOS

A Deus por estar sempre me acompanhando nos meus desafios da vida, reforgando
minha fé e minha espiritualidade;

Aos meus pais orgulhosos: Antdnio Emilio Bento e Neusa Aparecida Rodrigues e meu
irmé&o e suas filhas: Jefferson Alexandre Rodrigues, Pamela Vieira Rodrigues e Bruna Vieira
Rodrigues, por me apoiar, incentivar, acreditar e investir em mais uma conquista;

A toda minha familia pelo incentivo e estimulagdo nos estudos.

A Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro pela oportunidade de estudo e toda a
estrutura oferecida para minha formagéo académica;

Aos professores da UFRuralRJ, principalmente, os do Instituto de Florestas, pela
dedicagé&o e ensino;

Ao professor Dr. Edvd Oliveira Brito pela orientacdo durante os dois projetos
montados na area de Tecnologia da Madeira;

A Flora Janior — Empresa Junior de Engenharia Florestal pela oportunidade de fazer
uma atividade extra-curricular, aumentando minha experiéncia profissional;

A Embrapa Agrobiologia pela oportunidade de estégio e iniciago cientifica;

Ao técnico do Laboratério de Micorrizas da Embrapa Agrobiologia Itamar Garcia
Inacio pela ajuda, atencéo e disposi¢cdo nos momentos de trabalho arduo;

Aos amigos do Laboratorio de Micorrizas: Ranusa Coffler, Candido, Elias, Cristiane,
Guilherme Angeline, Anita Bueno, Marinei Simdes, Tatiana Ferreira e Raphael Anthero pelas
trocas de experiéncias e descontragdo na hora do cafezinho e das confraternizagoes.

As pesquisadoras da Embrapa Agrobiologia Rosa Pitart, Dra. Rosangela Straliotto e
Dra. Eliane Maria Ribeiro da Silva pela co-orientagdo no desenvolvimento do projeto de
pesquisa;

Ao meu orientador Dr. Orivaldo José Saggin Junior pela paciéncia, dedicacéo,
atencdo, amizade e orientacdo durante os meus dois anos e sete meses de estagio na Embrapa
Agrobiologia;

Ao pesquisador da Embrapa Solos Dr. Silvio R. de L. Tavares e aos pesquisadores e
técnico do CENPES/PETROBRAS - Dra. Antonia G. T. Volpon, Dr. Luiz Fernando Martins
e Frederico H. T. G. de Landa pela troca de conhecimento e parceria durante a realizagdo do
projeto de pesquisa n° 01.02.1.02.09.07;

A Fundagio de Apoio a Pesquisa e ao Desenvolvimento — FAPED pela gestdo dos
recursos financeiros originados do projeto;

A PETROBRAS pelo apoio financeiro ao projeto de pesquisa ao qual esteve inserido
minha bolsa de iniciacdo cientifica;

Ao0s meus amigos do alojamento M4, principalmente os quartos 412 e 432 onde morei
durante os cinco anos na Rural: Curumim (Curu) por ter cedido a vaga no alojamento,
Gilsonley por ser o colega de quarto que mais tempo me aturou e aos meus amigos de turma
Pedro Adnet e Felipe Cunha Neto pelo convivio e amizade no novo quarto;

A minha turma tdo especial que juntos conseguimos vencer mais uma etapa de nossas
vidas, a graduacdo em Engenharia Florestal; agrade¢o com orgulho os trabalhos que fizemos
juntos, a companhia nos estudos de madrugada, as festas e momentos de descontragéo, pela
estadia em suas casas, enfim, que de alguma forma foram os mais presentes: Pedro Adnet,
Jolmerson Medeiros, Elisa Theodoro, Tharcia Ribeiro, Viviane Patricia, Juliana Torres,
Monise Aguilar, Julia Kishida, Felipe Cunha Neto, Mariana Vilas Boas, Luana Bianquinni,
Rafael Mayer, Patricia Caldas, Rafaela Oliveira, Rafael (Zézinho), Piero, Katia Ueoka, Renata
Botelho, Renata Patricia, Raquel, Alessandro de Paula e Gustavo Marton;

\%



A minha namorada, Roselane Nascimento, pelo companheirismo e carinho nas horas
mais importantes;

E a todos que ndo foram citados e de alguma forma contribuiram para minha formacéo
académica.

VI



“O papel dos infinitamente pequenos € infinitamente grande”
Louis Pasteur

“O homem ndo morre quando deixa de viver, mas quando deixa de amar”
Charles Chaplin

VIl



RESUMO

SIMBIOSES RADICULARES E A FITORREMEDIAGCAO DE SOLO
CONTAMINADO POR RESIDUOS OLEOSOS DE REFINARIA DE PETROLEO

A fitorremediac8o utiliza sistemas vegetais para recuperar dguas e solos contaminados por
poluentes orgénicos ou inorganicos. Essa técnica, aliada a biorremediagdo, que tem por
objetivo criar condigBes favordveis para o crescimento e atividade de bactérias e fungos, foi
aplicada em um experimento com solo contaminado por residuos oleosos provenientes de
Refinaria de Petrdleo. O objetivo deste trabalho foi selecionar leguminosas arboreas e
microrganismos simbiontes com potencial para remover, degradar, reter e/ou imobilizar
hidrocarbonetos de petroleo contaminantes no solo. Para isso foram testadas sete espécies de
leguminosas arbdreas (Acacia angustissima (Mill.) Kuntze, Acacia auriculiformis A. Cunn.
Ex Benth, Acacia holosericea A. Cunn. ex G. Don, Acacia mangium Willd, Mimosa
artemisiana Heringer & Paula, Mimosa caesalpiniifolia Benth e Samanea saman (Jacg.) Merr
(sinonimia Albizia saman), em solo com cinco niveis de contaminacgéo por petréleo bruto (0,
10, 30, 50, e 70 g.kg'l), todas inoculadas com uma mistura de cinco espécies de FMAs —
Fungos Micorrizicos Arbusculares (Gigaspora margarita, Entrophospora contigua,
Scutellospora calospora, Scutellospora heterogama e Glomus clarum) e um coquetel de 15
isolados de rizobios (13 isolados de &rea contaminada na Refinaria Duque de Caxias e mais
duas estirpes indicadas para cada leguminosa). Todos 0s vasos receberam 5g do
condicionador de solo hidrogel (Stockosorb 500%). Das sete leguminosas arbéreas S. saman
apresentou maior percentagem de remog&o de Hidrocarbonetos Totais de Petr6leo - TPHs nos
niveis 30, 50 e 70 g kg™* de contaminacéo por petréleo, seguida da M. artemisiana nos niveis
50 e 70 g kg™ de contaminagdo. A leguminosa S. saman apresentou a maior massa de nédulos
em relacdo as demais espécies, confirmando a eficiéncia dos isolados identificados com L91,
F1P6-5 e 27.1. As espécies de FMAs que predominaram nas sete leguminosas arboreas
estudadas foram em sequéncia G. clarum, S. heterogama e G. margarita. As leguminosas A.
angustissima, A. auriculiformis, M. caesalpiniifolia e A. holosericea proporcionaram bons
resultados no estabelecimento e crescimento em todos os niveis de contaminagdo por petréleo.
Por esse motivo, podem ser indicadas para outras finalidades de uso, tais como
reflorestamento e/ou revegetacdo dessas areas. A. mangium e M. artemisiana foram as
leguminosas que mais sentiram com os efeitos dos hidrocarbonetos de petréleo presentes no
solo no crescimento. O experimento confirmou o papel do condicionador de solo Stockosorb
500® como atuante na quebra da hidrofobia causada as particulas do solo pela contaminaco
do petréleo bruto e promotor do crescimento vegetal nestas condi¢des.

Palavras-chave: Biorremediacao, leguminosas arboreas, rizébios, FMAs.
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ABSTRACT

ROOT SYMBIOSIS AND THE PHYTOREMEDIATION OF CONTAMINATED SOIL
BY OIL RESIDUES OF PETROLEUM REFINERY

The phytoremediation and bioremediation were the technics applicable in this experiment
with contaminate soil by oils residue of petroleum refinery. This study aimed to select legume
trees and root symbiotic microorganisms with potential to remove, degrade, retain or
immobilize hydrocarbons from petroleum contaminated soils. Seven species of legume trees
were studied: Acacia angustissima (Mill.) Kuntze, Acacia auriculiformis A. Cunn. Ex Benth,
Acacia holosericea A. Cunn. ex G. Don, Acacia mangium Willd, Mimosa artemisiana
Heringer & Paula, Mimosa caesalpiniifolia Benth and Samanea saman (Jacg.) Merr
(synonymy Albizia saman), on soil with five doses of contamination by raw petroleum (0, 10,
30, 50, e 70 g.kg™), all species inoculated with a mixture of five species of Arbusculars
Mycorrhizals Fungis - AMFs (Gigaspora margarita, Entrophospora contigua, Scutellospora
calospora, Scutellospora heterogama e Glomus clarum) and a mixture of 15 isolated of
rhizobium (13 isolated of contaminated area in the Duque de Caxias Refinery and plus two
commercial isolated recommend of each legume). All the vases receive 5g of Stockosorb
500® conditioner soil. From the seven legume trees S. saman represented greater removal
percentage of Totals Petroleum Hydrocarbons — TPHs in the doses 30, 50 and 70 g.kg™ of
petroleum contamination soil, fallowed by M. artemisiana in the doses of contamination 50
and 70 g.kg™. The legume S. saman represented the higher nodule mass comparing to the
other species, what corroborate efficiency of the identified isolated with L91, F1P6-5 e 27.1.
The species of AMFs that predominated between the seven legume trees studied were the G.
clarum, followed by S. heterogama and G. margarita. The legumes A. angustissima, A.
auriculiformis, M. caesalpiniifolia and A. holosericea provided nice results in the
establishment and growth in all the petroleum contamination doses. Inside of this, they can be
indicated for others finality uses, for example afforestation or revegetate this contaminated
areas by oils residue. The A. mangium and M. artemisiana was the legume that most felt the
effects of petroleum hydrocarbons soil in the growth. The experiment confirm the function
Stockosorb 500® conditioner soil as active in the fall of hydrophobia caused by contamination
of raw petroleum in the soil’s particle and promote the growth of legumes tree in this
condition.

Key words: Bioremediation, legume trees, rhizobia, AMFs.
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1. INTRODUCAO

O petroleo é um produto da decomposicdo de matéria organica armazenada em
sedimentos, que migra através de aqiferos e fica aprisionado em reservatorios (RIZZO et al.,
2006). De acordo com CORREA (2003), aproximadamente 660 bilhdes de barris de petroleo
ja foram extraidos do subsolo, e estima-se que, considerando todas as bacias sedimentares do
mundo, algo em torno de 1.500 e 3.000 bilhGes de barris de petréleo poderéo ainda vir a
serem descobertos.

Por esse motivo, a poluicdo de solos e de aguas por petr6leo e seus derivados vem
sendo tratado com mais atencdo nos Vvarios segmentos da sociedade, principalmente os
responsaveis pela gestdo ambiental. Estes poluentes no ambiente representam riscos para 0s
seres vivos, incluindo o proprio homem, e medidas visando a remediagdo dessas substancias
para a protecéo propria e dos diversos ecossistemas vem sendo tomadas.

Segundo OLIVEIRA et al. (2006), a fitorremediagdo € uma tecnologia que utiliza
sistemas vegetais como agente de descontaminacdo, a fim de remediar 4gua e solos
contaminados por poluentes de origem organica (hidrocarbonetos, pesticidas, compostos
clorados, nitrogenados e explosivos) e inorgéanica (metais e elementos radioativos). Para
BERNOTH et al. (2000), tanto compostos organicos como inorganicos podem ser
biodegradados ou transformados através de processos microbianos. Nesse sentido, a
biorremediacéo é definida como um método que emprega microrganismos ou suas enzimas
para desintoxicar contaminantes no solo ou em outros ambientes (FERREIRA, 2007).

A desintoxica¢do do contaminante consiste em transformé-lo em formas que ndo
oferecem riscos a salde ou ambiente. Dentro deste contexto, a degradacdo envolve, direta e
indiretamente, plantas e microrganismos, que transformam os hidrocarbonetos de petr6leo em
produtos como &lcoois, &cidos, didxido de carbono e &gua, que sdo geralmente menos toxicos
e menos persistentes no ambiente do que os compostos antecessores (EWEIS et al., 1998).

Os sistemas vegetais se mostram eficientes na absorgdo e concentracdo de alguns
contaminantes, recebendo atencdo como sistema de baixo custo para a descontaminagéo de
areas e efluentes poluidos, associados ao fato de serem recuperados economicamente
(NERBITT, 1994). Nesse contexto, as leguminosas arbdreas vém sendo testadas em areas
contaminadas por apresentarem capacidade de adaptacdo nos solos pobres em nutriente,
degradados ou contaminados. A maioria da leguminosas nodulam e fixam nitrogénio
atmosférico (FARIA et al.1999) e quase todas as espécies testadas se associam a fungos
micorrizicos (SIQUEIRA, 1996; FARIA & CAMPELLO, 1999). A simbiose planta +
bactérias diazotréficas + fungos micorrizicos adquire a capacidade de incorporar C e N ao
solo, sendo mais eficientes na absorcdo de nutrientes e torna a planta mais tolerante aos
estresses ambientais (FRANCO et al., 1992, 1995, 1996; SOUZA & SILVA, 1996; FRANCO
& BALIEIRO, 2000). Entretanto, para que possa ser recomendada uma espécie de leguminosa
para seu emprego na recuperacdo de solos, ha a necessidade de estudos especificos, visto a
grande diversidade existente nesta familia de plantas. Isto evidencia a necessidade da selecéo
de espécies de leguminosas promissoras para fitorremediacéo de residuos oleosos.

A eficécia dos processos de biorremediacéo pode ser limitada por fatores como a baixa
disponibilidade dos contaminantes e dos nutrientes aos microrganismos, bem como pela
aeracdo insuficiente do solo. Uma baixa concentragdo de oxigénio pode limitar a
biodegradacdo de residuos oleosos, como tem sido comprovado por diversos autores
(VASUDEVAN & RAJARAM, 2001; ALEXANDER, 1999). Isto acontece quando a
permeabilidade do solo contaminado é baixa, sendo este parametro diretamente relacionado



aos elevados teores de argila e silte caracteristicos da maioria dos solos brasileiros. Durante o
processo bioldgico de tratamento, no entanto, a textura do solo, e conseqlientemente a sua
permeabilidade, podem ser condicionadas atraves da adicdo de materiais estruturantes, tais
como vermiculita, gel hidrorretentor, argila calcinada, areia, perlita, cascalho, casca de coco
ou arroz, palha, serragem, farelo de trigo, dentre outros (BENTO et al., 2007; DAVIS &
WILSON, 2000; CHO et al.,1997; STRAUBE et al., 2003; ALEXANDER, 1999). Estes
materiais estruturantes séo chamados de, maneira geral, condicionadores de solo.

Segundo BENTO et al. (2007), a principal dificuldade encontrada para o
desenvolvimento de plantas e microrganismos nos solos contaminados por petréleo tem sido a
hidrofobia que esses hidrocarbonetos promovem as particulas do solo. O mesmo autor ressalta
que além de absorver 4gua e nutrientes, o gel hidrorretentor promoveu a hidratacdo do solo
contaminado por petroleo e favoreceu a fitorremediagao.

Desta forma, o objetivo desta monografia foi selecionar leguminosas arboreas
associadas a microrganismos simbiontes com potencial para remover, degradar, reter e/ou
imobilizar hidrocarbonetos de petréleo de solo contaminado, condicionado com gel
hidrorretentor.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Hidrocarbonetos de Petréleo no Solo

O petroleo bruto possui em sua composi¢cdo uma cadeia de hidrocarbonetos, cujas
fragdes leves formam os gases e as fragdes pesadas o 6leo cru. Ao longo da historia da Terra,
grande quantidade de organismos animais e vegetais foram, lentamente, depositando-se no
fundo dos lagos e mares. Pela acdo do calor e da pressdo, provocada pelo seguido
empilhamento das camadas geoldgicas, estes depositos organicos foram transformados, face
as reagdes termoquimicas, em petroleo (6leo cru e gés) (RIZZO et al., 2006). Segundo
CORREA (2003) o petrdleo é definido como uma mistura complexa de hidrocarbonetos
solidos, liquidos e gasosos.

Assim, o petroleo consiste de uma mistura de substancias, que diferem em
solubilidade, volatilidade e susceptibilidade & degradacdo por microrganismos. Embora os
hidrocarbonetos aromaticos possam ser degradados, a taxa e/ou habilidade desse processo
diminui na mesma propor¢do do aumento de anéis benzénicos, baixa disponibilidade de
oxigénio, nutrientes, entre outros fatores (CRAPEZ, 2001).

Existem aproximadamente 200.000 compostos diferentes no 6leo cru. Geralmente,
todos aqueles que tém cadeias carbdnicas curtas sdo facilmente degradados, ja 0 aumento das
cadeias implica em uma maior complexidade estrutural e, conseqlientemente, em uma
diminuicdo do nimero de microrganismos capazes de degradar estes compostos. Algumas das
maiores estruturas moleculares sdo insollveis e a maioria dos microrganismos pode utilizar
apenas os compostos dissolvidos em dgua (LEBLANC & FITZGERALD, 1990).

A industria petroleira, como exemplo, refinarias e areas de produgdo de petroleo,
eventualmente se depara com vazamentos de substincias oleosas (6leo cru efou seus
derivados) que atingem tanto os recursos hidricos quanto os solos.

Os efeitos do petrdleo sobre 0s seres vivos num ecossistema afetado podem ser diretos
(contato com o 0leo) e indiretos (afetando fatores bidticos e abidticos associados ao
crescimento). Nas plantas, o contato direto do 6leo afeta a solubilidade e a permeabilidade
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seletiva das membranas celulares. A penetracdo de compostos aromaticos reduz a producéo de
sementes e/ou a inibicdo do desenvolvimento embrioldgico do endosperma, quando os tecidos
reprodutivos sdo afetados (SCHOLTEN & LEENDERTSE, 1991). Plantas e microrganismos
que conseguem resistir a estes efeitos da contaminagdo por petréleo apresentam potencial de
serem utilizados na fitorremediagdo e biorremediacéo.

2.2.  Importancia da Biorremediac&o e Fitorremediagio de Areas Contaminadas

A biorremediagdo é fundamentada nos processos de degradagdo microbiana e reacdes
quimicas combinadas com processo de engenharia, criando condi¢des para maximizar as
transformacdes dos contaminantes organicos do solo. Os principais microrganismos usados
neste processo sdo as bactérias e os fungos (FERREIRA, 2007).

Segundo MELO e AZEVEDO (1997), em solos contaminados 0s microrganismos
podem se adaptar e adquirir a capacidade de utilizar o composto como fonte de carbono e
energia para o seu metabolismo. Segundo estes mesmos autores, a entrada de hidrocarbonetos
em um ecossistema pode ter como resultado o aumento ou decréscimo da populagdo
microbiana. O efeito do petrdleo dependera da composigdo quimica do 6leo contaminante e
das espécies de microorganismos que habitam a comunidade do ecossistema particular.

Além da biorremediag&o, na recuperacdo de areas contaminadas por petréleo podem
ser utilizados métodos fisicos e quimicos. Porém estas técnicas apresentam um alto custo e
podem provocar contaminagdes secundarias. Desta maneira, as técnicas de descontaminagéo
no ambiente (in situ) tém tido preferéncia, pois permitem que a &rea tratada ndo sofra
nenhuma escavagdo ou transporte, tendo como resultado uma economia significativa de
custos (FRICK et al., 1999; BROCKMEYER etal., 1997).

Para PROVIDENTI et al. (1993), as condigbes ambientais podem afetar o processo de
biodegradacdo em dois niveis: influenciando o crescimento e a atividade microbiana e
influenciando também as propriedades fisicas e quimicas dos poluentes. Os efeitos das
diferentes condigdes ambientais impostas ao sistema solo/poluentes/microbiota podem ser
interativos, o que torna dificil prever-se um modelo de comportamento deste sistema. A
otimizacéo das condi¢des ambientais é, portanto, uma etapa fundamental no desenvolvimento
de qualquer tecnologia a ser adotada no processo de biorremediacdo de solo contaminados.
De acordo com SCHNOOR (1997), a biorremediagao aerdbica na regido da rizosfera mostra-
se eficiente no ataque a substancias quimicas aroméaticas como Hidrocarbonetos Aromaticos
Policiclicos - PHAs, Hidrocarbonetos Aromaticos, também chamados de BTEX (benzeno,
tolueno, etilbenzeno e xilenos) e fendlicos.

Outra técnica que pode ser utilizada para recuperar dguas e solos contaminados por
poluentes orgénicos ou inorganicos ¢ fitorremediacdo. Dentro deste contexto,
CUNNINGHAM et al., (1996) diz em que a biotecnologia oferece a fitorremediacdo uma
alternativa capaz de empregar sistemas vegetais fotossintetizantes e sua microbiota com o fim
de desintoxicar ambientes degradados ou poluidos. Para NERBITT (1994), os sistemas
vegetais se mostram eficientes na absor¢do e concentragdo de alguns contaminantes,
recebendo atencdo como sistema de baixo custo para a descontaminacdo de areas e efluentes
poluidos, associados ao fato de serem recuperados economicamente.

As substancias alvos da fitorremediagdo incluem metais (Pb, Zn, Cu, Ni, Hg, Se),
compostos inorganicos (NOs~ NH,", PO43'), elementos quimicos radioativos (U, Cs, Sr),
hidrocarbonetos derivados de petrdleo (BTEX), pesticidas e herbicidas (atrazine, bentazona,
compostos clorados e nitroarométicos), explosivos (TNT, DNT), solventes clorados (TCE,



PCE) e residuos organicos industriais (PCPs, PAHSs), entre outros (CUNNINGHAM et al.,
1996).

Segundo OLIVEIRA et al. (2006), a fitorremediacéo pode ser classificada dependendo
da técnica a ser empregada, da natureza quimica ou da propriedade do poluente. Dessa
maneira, pode ser compreendida em: fitoextragdo, fitoestimulagdo, fitovolatilizacdo,
fitodegradacéo, fitoestabilizagéo, rizofiltragéo e a fitomineracao.

A fitoextrac&o é a técnica que envolve a absorc¢do dos contaminantes pelas raizes, onde
sd0 armazenados ou transportados e acumulados em suas partes aéreas. E aplicada
principalmente para metais como cadmio, niquel, cobre, zinco e chumbo, podendo ser usado
também para compostos inorganicos e compostos organicos (MCGRATH, 1998). A
fitoextracdo so é eficiente se o contaminante for removido do solo. Em geral, é necesséario
colher as plantas antes da queda ou da sua decomposi¢do, de modo que 0s contaminantes ndo
se dispersem ou retornem ao solo.

A fitoestimulagdo é o estimulo & atividade microbiana, promovido pela liberacdo de
exsudatos radiculares, tais como aminodcidos e polissacarideos, que atuam na degradacédo de
compostos no solo, caracteriza, em algumas plantas, a aptiddo rizosférica para a
biorremediacdo. Normalmente, o efeito rizosférico da interface solo-raiz resulta na
proliferacdo da comunidade microbiana nessa regido (ARTHUR et al., 2000). Interagdes
planta-microrganismos estendem-se pelo tempo (estidgio de desenvolvimento da planta e
época de cultivo), espago (macro e microhabitat) e substrato (fonte de energia e
disponibilidade). Segundo ANDERSON et al. (1993), o nimero de microrganismos nos solos
rizosféricos é normalmente de 5 a 10 vezes maior em relagdo aos que ndo s&o rizosféricos,
entretanto, esta diferenca pode chegar a 100 vezes. Por essa razdo, a rizosfera pode ser 6timo
sitio de degradagdo de compostos orgénicos indesejaveis, gracas & comunidade microbiana
associada (bactérias, actinomicetos e fungos) que pode, em alguns casos, utilizar os
contaminantes como nutrientes e fontes de carbono primario. Para BOVEY et al. (1982), é
fundamental a identificacdo de espécies de plantas que estimulem a atividade e o crescimento
microbiano na rizosfera. Outro ponto fundamental é que as espécies sejam de fécil aquisicao,
que ocorra rapidamente a multiplicagdo de seus propagulos e que ndo haja dificuldade na
erradicacdo da espécie da area, uma vez que pode tornar-se espécie daninha. Para os autores
SAGGIN JUNIOR et al. (2006) e BENTO, et al. (2007), concluem que um aspecto
importante da fitoestimulacdo é a associacdo das plantas e as simbioses radiculares como
fungos micorrizicos e rizobios. Estes microrganismos mesmo que ndo degradem diretamente
contaminantes do solo estimulam o crescimento de leguminosas arbdreas e a atividade de
outros microrganismos rizosféricos, levando a descontaminacéo.

A fitovolatilizagdo é a técnica utilizada para remediagdo potencial de substancias
quimicas organicas volateis, sendo utilizados para compostos organicos, principalmente para
mercurio, selénio e arsénio, que sdo absorvidos pelas raizes, convertidos em formas menos
toxicas ou ndo toxicas e posteriormente liberados na atmosfera (BROOKS, 1998).

A fitodegradacéo depende da captacdo direta dos contaminantes do solo ou de &guas
subterraneas e sua consequente degradacdo dentro das células vegetais através da acdo de
enzimas especificas como, por exemplo, as nitroredutases (degradagdo de nitroaromaticos),
desalogenases (degradacdo de solventes clorados e pesticidas) e lacases (degradagdo de
anilinas) (CUNNINGHAM, 1996).

De acordo com ACCIOLY & SIQUEIRA (2000), a fitovolatilizagdo e a
fitodegradacdo, sdo também compreendidas como Fitotransformagdo, que é a técnica dada
pela absorcdo com subseqiiente volatizagdo, ou degradagdo parcial ou completa, com



transformagdo em compostos menos toxicos, combinados e/ou ligados nos tecidos das
plantas.

A fitoestabilizacdo é um termo que se refere & manutencdo de solos e sedimentos
contaminados através da utilizagdo de sistemas vegetais e imobilizacdo de contaminantes no
solo. O estabelecimento das raizes impede que a acdo de ventos fortes promova o
espalhnamento do material contido nos locais contaminados evitando, assim, maiores
contaminac@es. O controle hidraulico é possivel em alguns casos devido ao grande volume de
agua transpirada pelas plantas, que evita a migragdo do lixiviado para &guas subterrneas ou
corpos receptores (SCHOOR, 1997).

A rizofiltracdo é uma técnica que utiliza sistemas vegetais como objetivo de promover
a remocéo dos contaminantes de um meio aquoso. Nesse processo, € utilizado um sistema
hidropdnico, no qual as raizes dos vegetais permanecem em contato com o efluente, através
das quais os contaminantes sdo absorvidos e concentrados. Plantas aquaticas, hidréfitas, como
as macrofitas providas de rizomas, tém sido utilizadas visando & melhoria da qualidade de
efluentes e no tratamento de aguas residuais, principalmente no que diz respeito a redugao das
concentragdes de nitrogénio e fosforo (GRANATO, 1995).

A fitomineracdo surge como proposta promissora para remediacdo de areas
contaminadas com baixos teores no metal de interesse (<1%) ou exploragdo economicamente
vidvel de minérios com concentragdes, no metal de interesse, inferiores a 1% (BROOKS et
al., 1998).

Embora plantas e microrganismos possam adsorver e/ou degradar hidrocarbonetos de
petréleo independentemente um do outro, a literatura sugere que a interacdo ou efeito da
rizosfera € o mecanismo primério responsavel pela degradacdo dos componentes do petréleo
na fitorremediacdo (CUNNINGHAM et al., 1996; CAMPBELL, 1985; VANCE, 1996).

2.3. Importancia das Leguminosas Arbdreas

A grande competitividade da leguminosa é atribuida, em parte, a sua capacidade de se
associar simbioticamente as bactérias fixadoras de nitrogénio. Contudo, MOREIRA et al.
(2006), estimam que a habilidade de fixar nitrogénio é desconhecida para cerca de 11.200
espécies de leguminosas espalhadas ao redor do mundo, indicando um potencial ainda ndo
explorado de beneficios dessas espécies aos ecossistemas. A maioria das espécies que
nodulam estdo entre as Mimosoideae (90%) e Papilionoidae (96%), sendo que as
Caesalpinioidae 24% nodulam.

Assim, quando essa estratégia de obtencdo de nitrogénio, ocorre concomitantemente
com a associacdo dessas plantas com fungos micorrizicos, que sdo capazes de aumentar a area
de absorcéo de nutrientes pelas plantas, destacando-se ai o fosforo por sua limitacdo e baixa
mobilidade nos solos tropicais, obtém-se, entdo, uma importante e eficiente estratégia para a
producéo de alimentos e recuperagdo ambiental (FRANCO et al., 2000). Desta forma, as
espécies vegetais que formam estas simbioses sdo as mais indicadas para aumentar o conteldo
de matéria organica de solos degradados ou mesmo de sistemas produtivos em condicbes de
baixa fertilidade.

As leguminosas fixadoras de nitrogénio fornecem material formador de serrapilheira
rico em N que além de melhorar a fertilidade do solo, reduzem a erosdo, previnem a
infestacdo de plantas competidoras e servem de substrato para melhorar a estruturacéo e as
propriedades bioldgicas do solo (DOMMERGUES et al., 1999).

Segundo FRANCO et al. (1992), as leguminosas arbdreas sdo utilizadas em trabalho
de recuperacédo de areas degradadas por apresentarem sistema radicular profuso, crescimento
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rapido, tolerdncia a acidez do solo e estresse de temperatura, por contribuirem com deposi¢do
de matéria orgénica de baixa relacdo C/N. Vem demonstrando, ainda, serem ideais para um
répido restabelecimento da vida microbiana nos solos quando inoculadas com rizébio que
realizam a fixagdo bioldgica de nitrogénio eficientemente.

A familia Leguminosae apresenta alta capacidade de adaptacdo aos mais diferentes
biomas brasileiros, com seus mais distintos usos, sua associa¢cdo com bactérias fixadoras de
nitrogénio permite que em solos pobres em nutrientes, espécies capazes de obter significativas
contribuicdes da fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) podem se estabelecer e completar seu
ciclo com bons niveis de produtividade (URQUIAGA & ZAPATA, 2000; RESENDE et al.,
2003).

2.4.  Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMAs)

Micorriza é a denominagdo para diferentes tipos de simbiose entre fungos de solo e
raizes de plantas, sendo reconhecidos atualmente seis tipos diferentes: arbuscular, arbutdide,
ecto, ericoide, monotropdide, orquiddide (SMITH & READ, 1997). Dentre os tipos de
micorriza, a micorriza arbuscular (MA) é a mais ancestral e apresenta maior ocorréncia entre
plantas tropicais e de interesse agricola.

As MAs séo associagOes entre plantas e fungos do solo do filo Glomeromycota
(SCHUBLER, 2001). Estes fungos sdo membros importantes do sistema solo-planta uma vez
que a propria diversidade estd intimamente ligada a diversidade e a produtividade de
comunidades vegetais. Nesta simbiose, a planta supre o fungo com energia para crescimento e
reproducéo via fotossintatos e o fungo prové a planta e o solo com uma gama de servigos. O
principal destes € realizado pelo micélio extra radicular do fungo e consiste na absorcéo de
nutrientes obtidos de &reas localizadas além da zona de deplecéo da raiz, em especial fosforo,
e a translocacdo e disponibilizacdo destes nutrientes para células do cértex de raizes de
plantas micotréficas (BOLAN, 1991; SMITH & READ, 1997; MIYASAKA & HABTE,
2001).

As MAs sdo de fundamental importancia para 90% das espécies de plantas vasculares
(SIQUEIRA, 1991), ou seja, colonizam as raizes de quase todos 0s géneros das
Gimnospermas e Angiospermas, além de alguns representantes das Bridfitas e Pteridofitas
(MOREIRA & SIQUEIRA, 2002).

Estes fungos constituem um dos componentes importantes da biota do solo. Os
beneficios desta simbiose para as plantas s&o muitos, sendo o0 mais evidente o nutricional
(SIQUEIRA & SAGGIN JUNIOR, 1995). Estes beneficios dependem da eficiéncia simbidtica
dos fungos, do grau de dependéncia micorrizica da planta e de condi¢fes ambientais, razdo
por que as respostas das plantas a inoculagdo com FMAs sdo variaveis, indo de grandes
estimulos no crescimento a respostas negativas ou auséncia de respostas.

A identificacdo das espécies é em geral feita pelas caracteristicas morfoldgicas dos
esporos e a quantificacdo destes tem sido muito usada na avaliacdo da abundancia e no
nimero de espécies de FMAs. Isto se deve a alta resisténcia dos esporos as condigdes
adversas (ABBOT & ROBSON, 1991), embora se saiba que algumas espécies podem estar
presentes em outras formas que ndo seja a de esporos. As espécies de FMA tém diferentes
tolerancias e se comportam de maneiras distintas conforme as condi¢des ambientais
(KLIRONOMOS et al., 1993).



2.5.  Importéancia dos Rizdbios

A fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) é uma das mais importantes funcbes do
sistema solo-planta. A capacidade de fixar nitrogénio € restrita a algumas espécies de
bactérias e parte delas se associa simbioticamente com as leguminosas e sdo, genericamente,
chamadas de rizébio.

Uma pequena parcela de procariotos possui a enzima nitrogenase que é capaz de
reduzir o N, para a forma inorgénica combinada NH; tornando-se disponivel para plantas e
outros organismos, estes sdo chamados de fixadores de N, ou diazotroficos (MOREIRA &
SIQUEIRA, 2002). Segundo a DOBEREINER (1992), as bactérias diazotréficas endofiticas
sdo capazes de fixar nitrogénio atmosférico e colonizar o interior de tecidos vegetais e ndo
geram sintomas de doencas. Do mesmo modo, FARIA et al. (2003) afirma que a fixagéo
bioldgica de nitrogénio é realizada por bactérias denominadas rizébios que se associam com
as raizes das plantas formando estruturas denominadas nodulos. Entre os microrganismos
mais utilizados, destaca-se a importancia da simbiose formada pelas bactérias do grupo dos
rizébios, pertencentes aos géneros Rhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium,
Sinorhizobium, Mesorhizobium, entre outros.

Existem muitas familias boténicas na natureza, porém poucas sdo as familias capazes
de estabelecer simbiose com as bactérias do grupo dos rizébios, como a familia Leguminosae.
Espécies dessa familia que estabelecem simbiose eficiente com bactérias fixadoras de N,
atmosférico apresentam uma vantagem adicional para plantios de reabilitacdo de &reas
degradadas, considerando-se que em condigBes tropicais o nitrogénio é em geral,
extremamente limitante (FRANCO et al., 1992; FRANCO et al., 1995; FRANCO & FARIA,
1997). Um numero consideravel de leguminosas conhecidas é capaz de formar ndédulos com
bactérias fixadoras de nitrogénio e tem potencial para uso em sistemas agroflorestais, para
reabilitacdo de areas degradadas e para ajudar a manutengdo da sustentabilidade dos solos
(HERRERA et al., 1993; FRANCO & FARIA, 1997).

Em relagdo as espécies de bactérias que fixam nitrogénio em simbiose com as
leguminosas, foram classificadas 47 espécies, pertencentes a 11 géneros. Essas espécies se
enquadram no Phylum a-Proteobactéria ¢ B-Proteobacteria (GOl & SOUZA, 2006). Em
adicdo as espécies genericamente denominadas rizébio, recentemente foram descritos novos
géneros de bactérias que fixam nitrogénio em associacbes com as leguminosas. Burkholderia
sp (MOULIN et al., 2001), Ralstonia (CHEN et al., 2001), Methylobacterium (SY et al.,
2001) e Blastobacter (VAN BERKUN & EARDLY, 2002).

Em levantamento de diversidade de rizobio feito entre leguminosas florestais no
Brasil, MOREIRA et al. (1998) encontraram que embora as estirpes mostrassem uma
variedade de sequéncias, as estirpes isoladas de plantas taxonomicamente tdo diversas em
ambientes ndo explorados, foram muito similares as estirpes anteriormente descritas, muitas
isoladas de agroecossistemas. MOREIRA (2006) cita que no Brasil, muitas ramificagdes
filogenéticas de Leguminosae compreendem bactérias que nodulam legumes, que também séo
filogeneticamente diversas, o que corrobora a hip6tese de que ndo teria ocorrido co-evolugéo
entre simbionte e hospedeiro.

Os estudos de combinagdes simbidticas com capacidade de tolerar diversos estresses
ambientais sdo essenciais para 0 sucesso do estabelecimento desta simbiose em solos
contaminados com residuos oleosos.



2.6. Condicionador do Solo

Materiais estruturantes do solo s&o aqueles de baixa densidade que, quando
incorporados ao solo séo responsaveis pela melhoria de algumas caracteristicas fisico-
quimicas do mesmo. Os materiais adicionados reduzem a densidade do solo, aumentando a
sua porosidade e facilitando a difusdo de oxigénio por entre as particulas sélidas.
Adicionalmente pode ocorrer alteracdo na capacidade de retencdo de &gua do solo. Todos
esses fatores contribuem conjuntamente para o aumento da aeracdo do sistema solo-
contaminante e, conseqiientemente, da atividade microbiana (VASUDEVAN & RAJARAM,
2001; RHYKERD et al., 1999).

Dentro dos materiais estruturantes, destaca-se 0s géis hidrorretentores (hidrogel). Estes
sdo polimeros hidroabsorventes que podem ser de origem natural (derivado do amido) ou
sintéticos (derivados do petrdleo), com grande capacidade de absorver e estocar 4gua. Os
hidrogéis mais frequentemente usados sdo o0s polimeros sintéticos propenamidas
(originalmente denominados poliacrilamida ou PAM) e o0s co-polimeros propenamida-
propenoato (originalmente conhecidos com poliacrilamida-acrilato ou PAA), também
comumente usados como floculantes em fraldas e outros artigos sanitarios de liquidos
residuais (TERRACOTTEM, 1998). Segundo COTTHEM (1988), esses polimeros tém
propriedades especiais, como diferente capacidade de retencdo de &gua e diferentes
possibilidades de reserva de &gua para as raizes das plantas. Estas propriedades tornam os
hidrogéis capazes para a aplicacdo em diferentes tipos de solo, em diferentes condicdes
ambientais e para diferentes espécies de plantas.

No entanto, os hidrogéis externamente podem parecer semelhantes, mas a sua
constituicdo quimica e estrutura fisica podem ser muito diferentes e isto ira afetar a maneira
como ele absorverd, retera e ird liberar d4gua e nutrientes. Os polimeros, por essa razdo sdo
classificados em trés diferentes grupos: Grupo | - a agua fica irreversivelmente confinada por
uma forte ligagdo H-H, permanecendo, portanto, 100% dentro do hidrogel, ou seja, nenhuma
agua é liberada; Grupo Il - tem a capacidade de absorver enorme quantidade de &gua, mas
uma fraca ligac8o fisica evita a permanéncia da 4gua no hidrogel por longos periodos. A 4gua
é perdida em poucos dias; Grupo Il - a 4gua é confinada por fraca ligagdo de hidrogénio.
Portanto, absorve e libera a agua por longos periodos de tempo (TERRACOTTEM, s.d.;
VILJOEN, 1977).

Os polimeros utilizados na agricultura sdo pertencentes ao terceiro grupo, incluindo o
gel hidrorretentor Stockosorb 500® ou hidrogel condicionante do solo. O hidrogel é um
polimero comercializado como condicionador de solo por absorver e reter agua e nutrientes,
auxiliando no crescimento das plantas, e por minimizar perdas de &gua e nutrientes por
infiltracdo e evaporacéo.

2.7. Histérico dos Trabalhos Desenvolvidos

O plantio de leguminosas arbdreas com simbioses radiculares em solos degradados é
uma técnica desenvolvida pela Embrapa Agrobiologia (FARIA, 1998). Para a adaptacdo desta
técnica as condigdes de contaminacdo de solo por hidrocarbonetos de petrdleo ha a
necessidade de aumentar, nestas condigdes, 0 estabelecimento e o crescimento das
leguminosas e microrganismos simbiontes.

O trabalho da presente monografia é um aprimoramento desta técnica, a partir de dois
experimentos anteriores montados em casa de vegetagdo da Embrapa Agrobiologia, buscando
a fitorremediacdo de solos contaminados com residuos oleosos de petrdleo. Estes
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experimentos fazem parte de um projeto de pesquisa em parceria com 0 CENPES - Centro de
Pesquisas da Petrobras, Embrapa Solos e Embrapa Agrobiologia. No primeiro experimento
(SAGGIN JUNIOR et al., 2006) foi avaliada a germinagdo e o crescimento das espécies
Acacia holosericea A. Cunn. ex G. Don, Mimosa caesalpiniifolia Benth e Samanea saman
(Jacg.) Merr (sinonimia Albizia saman) sobre o efeito ou ndo das simbioses radiculares
(FMAs - Fungos Micorrizicos Arbusculares e rizobios isolados de &reas contaminados na
REDUC - Refinaria Duque de Caxias) em solo com cinco niveis de contaminagdo por
petréleo (0, 10, 30, 50 e 70 g.kg™). Como resultado houve uma grande mortalidade das
plantas devido, principalmente, a hidrofobia causada as particulas do solo pela oleosidade do
petréleo (Tabela 1A) . Nas plantas que sobreviveram foram isolados rizébios para testes de
eficiéncia e eficacia (FERREIRA, 2007) e multiplicados para serem inoculados no segundo
experimento. A micorrizagdo das plantas foi avaliada pela extracdo de esporos e pela
colonizacdo radicular nas espécies vegetais estabelecidas nas doses de contaminacdo de
petréleo. De forma geral, os simbiontes radiculares auxiliaram as leguminosas a crescerem em
altura. No segundo experimento, a partir do resultado do primeiro experimento, foram
testadas as espécies vegetais que tiveram o melhor crescimento em altura sob as condigdes de
estresse provocado pelos niveis de contaminagéo por petrdleo, sendo estas A. holosericea e M.
caesalpiniifolia. Para resolver o problema de hidrofobia do solo contaminado testou-se dois
tipos de condicionadores hidrorrentetores de solo: o hidrogel e a vermiculita expandida
(BENTO et al., 2007). Os resultados mostraram que a utilizagdo dos condicionadores de solo,
principalmente o hidrogel, associada com as simbioses radiculares, promoveram
estabelecimento e crescimento das plantas nos diferentes niveis de contaminacdes por
petroleo no solo (Figs 1A, 2A, 3A, 4A, 5A e 6A). Esses dois experimentos realizados
permitiram selecionar os rizébios e FMAs tolerantes as condi¢des de contaminagdo por
petrleo e a indicar o uso do gel hidrorretentor Stockosorb 500® como condicionador de solo,
eficaz na diminuicdo da hidrofobia causada as particulas do solo pelo petroleo. Diante desses
resultados obtidos foi montado o terceiro experimento, foco desta monografia, testando a
capacidade fitorremediadora de sete espécies de leguminosas arbOreas em solo com os
mesmos cinco niveis de contaminacdo por petroleo bruto, tratado com o hidrogel
condicionador.

3. MATERIAL E METODOS

3.1.  Descrigéo dos Tratamentos
3.1.1. Espécies de leguminosas avaliadas quanto ao potencial fitorremediador

Foram utilizadas sete espécies de leguminosas arbdreas: Acacia angustissima (Mill.)
Kuntze, Acacia auriculiformis A. Cunn. Ex Benth, Acacia holosericea A. Cunn. ex G. Don,
Acacia mangium Willd, Mimosa artemisiana Heringer & Paula, Mimosa caesalpiniifolia
Benth e Samanea saman (Jacg.) Merr (sinonimia Albizia saman). Nas tabelas e figuras foram
adotadas as seguintes abreviagdes, de modo a otimizar os espacos gerados pelos dados:

e ang = A. angustissima
e aur = A. auriculiformis
e hol = A. holosericea
e man = A. mangium



e art =M. artemisiana
e cae = M. caesalpiniifolia
e sam=S. saman

3.1.2. Aplicacdo e homogeneizacédo dos tratamentos de contaminacédo por petréleo

Os niveis de contaminagdo por petrdleo bruto no solo foram estabelecidos em 0, 10,
30, 50, e 70 g.kg™. O petrdleo utilizado foi o chamado 6leo cabitina de Macaé, RJ. O petréleo
foi pesado e reservado em vidros e, em seguida, homogeneizado ao solo peneirado e seco ao
ar. A mistura do solo e das doses de petroleo foi feita por agitacdo em saco pléstico
descartavel até obter uma cor uniforme. O solo contaminado foi colocado em vasos e mantido
em casa de vegetagdo para ser incubado por trinta dias para a evaporagdo dos compostos mais
volateis. O petrdleo bruto foi manuseado em capela de exaustdo, utilizando equipamentos de
protecdo individual para evitar contato e odores.

3.2.  CondicOes Experimentais
3.2.1. Localizacao

O experimento foi conduzido na casa de vegetacdo da Embrapa Agrobiologia situada
no municipio de Seropédica, RJ, altitude média 27 m, 22° 45’ 06” de latitude sul e 43° 40’ 25”
de longitude oeste. O clima local, definido segundo a classificacdo de KOPPEN (1948), é Aw,
ou seja, tropical com verdo Umido e inverno seco.

3.2.2. Condicionador de solo

Apos a incubagdo da mistura solo-petréleo foi aplicado, como condicionador do solo,
5 g do gel hidrorretentor Stockosorb 500®, com a finalidade de diminuir a hidrofobia das
particulas do solo promovida pelo petréleo. A mistura do gel hidrorretentor foi feita ao solo
seco de cada vaso, contaminado com os diferentes niveis de petrdleo, com a agitacéo do
mesmo em um saco plastico até sua completa homogeneizagdo. O solo foi devolvido aos
vasos e hidratado antes do transplante das mudas.

3.2.3. Solo

Utilizou-se como substrato o material de um Argissolo Amarelo, coletado no
municipio de Pinheiral, RJ. O local da coleta foi a 22° 31’ 17,2” de latitude sul e 43°58” 51,5”
de longitude oeste e a altitude de 469 metros. O solo foi seco, peneirado em malha de 5 mm e
pesado a quantidade de 3,0 kg para colocar em casa vaso, para receber o tratamento de
petroleo e o hidrogel condicionador de solo. O solo foi submetido a analise quimica antes e
depois da contaminacdo por petréleo e depois da aplicacdo do hidrogel condicionador, sendo
os resultados apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1. Propriedades quimicas do material de solo utilizado no experimento de selecdo de
leguminosas arbdreas com potencial de fitorremediacdo de solos contaminados por residuos
oleosos.

oHemagua  P* K Ca* Mg~ Al*
Solo
(2 — mgdmS3-- e cmol dm®------—--
Original 5,0 14 89 0,4 0,1 11
0 g de Petroleo + gel 5,0 6,6 357 0,4 0,1 11
10 g de Petroleo + gel 5,0 4,6 417 0,1 0,1 11
30 g de Petréleo + gel 53 9,6 557 0,2 0,0 0,9
50 g de Petrdleo + gel 53 4,1 587 0,4 0,1 0,7
70 g de Petrdleo + gel 52 6,5 977 0,4 0,1 0,5
+ gel 5,0 3,8 857 0,1 0,0 1,3

* Extrator: Mehlich |
** Extrator: KCI 1 mol L*

3.2.4. Pré - germinacdo das sementes e formacgédo das mudas em viveiro

A dorméncia das sementes das sete espécies estudadas foi quebrada deixando-as
imersas em acido sulfarico concentrado entre 5 a 10 minutos. As sementes foram entdo
lavadas e dispostas sobre uma bandeja forrada com uma manta de algod&do umedecida com
solucdo de hipoclorito de sodio 1%, para evitar a proliferacéo de fungos. Logo que emergiram
as raizes primérias (1-5 mm), as sementes pre-germinadas foram selecionadas pela
uniformidade e transplantadas diretamente para as bandejas de isopor de 72 células com
capacidade para 100 cm3, sendo postas trés sementes por célula. Depois de estabelecidas foi
realizado um desbaste, deixando uma muda por célula.

As mudas das espécies leguminosas foram formadas em viveiro no Campo
Experimental do Terrago na Embrapa Agrobiologia utilizando-se, como substrato, uma
mistura de composto organico (restos vegetais + esterco), areia e solo de textura argilosa, na
proporgdo 6:3:1 (v/v), sendo fertilizado com fosfato de Araxa (87,4 g dm™ de substrato) e
calcario dolomitico com PRNT=90% (3,5 g dm™ de substrato). As mudas ficaram no viveiro
por seis meses antes de serem transplantadas aos vasos do experimento.

3.2.5. Inoculagéo de FMAS e rizdbios

Todos os vasos foram inoculados com uma mistura de cinco espécies de FMAS e um
coquetel de rizébios. Os FMAs inoculados no experimento sdo provenientes da cole¢do de
FMAs da Embrapa Agrobiologia. As espécies escolhidas foram as que apresentaram melhores
respostas em promover o crescimento de diversas leguminosas arbdreas em &reas degradadas.
As mudas foram inoculadas na formagdo em viveiro e, novamente, no transplante das mudas
ao0s vasos na casa de vegetacdo. Em ambas as inoculagdes foi adicionado por muda 1,6 g de
inoculante de FMAs contendo as seguintes esporos: 17 esporos de Gigaspora margarita; 21
esporos de Entrophospora contigua; 15 esporos de Scutellospora calospora; 34 esporos de
Scutellospora heterogama e 25 esporos de Glomus clarum.

Os isolados de rizobio utilizados para inoculagdo foram estirpes especificas de cada
leguminosa arborea, além de isolados obtidos de area contaminadas com residuos oleosos na
Refinaria Duque de Caxias — REDUC. Esses isolados de rizébio mais duas estirpes
conhecidas de cada espécie de leguminosa foram misturadas em um coquetel para a
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inoculagdo das mudas no viveiro e, novamente, no transplante aos vasos na casa de vegetagao.
Para isso foram pipetados sobre as raizes 2 mL de meio de cultura 79 liquido (FRED E
WAKSMAN, 1928), onde se multiplicou os seguintes isolados de rizobios: L107; L84; S2P9-
2; F1P6-5; 1L.91; L79; M16; L8R; 23; 33; 31,1; 52,1 E 27-1.

3.3.  Delineamento Experimental

O delineamento adotado foi blocos casualizado (DBC) em esquema fatorial 7 x 5,
sendo 7 espécies de leguminosas arboreas e 5 tratamentos de petréleo, com cinco repeticdes,
totalizando 25 vasos por espécie arborea e 175 vasos no experimento. A unidade experimental
foi composta de um vaso com uma muda. Como testemunhas da fitorremediagdo foram
utilizados dois vasos de cada nivel de contaminagdo por petrdleo, totalizando dez vasos,
mantidos sem o plantio das espécies arboreas, sendo irrigados e colocados nas mesmas
condigdes que 0s vasos dos experimentos.

3.4. Conducéo do Experimento

As diferentes espécies arbdreas foram transplantadas para 0s vasos em um mesmo dia.
Semanalmente apds o plantio foi feita aplicacdo de 10 mL por vaso de solucdo nutritiva de
HOAGLAND & ARNON (1950), modificada com pouco fésforo e nitrogénio, descrita na
Tabela 2.

Tabela 2. Composicdo quimica e concentracdo final de compostos utilizados na solugéo
nutritiva de HOAGLAND & ARNON (1950) modificada para uso em experimento com
fungos micorrizicos em leguminosas arboreas.

Concentracdo do reagente na solucédo

Reagente Formula quimica final
CH)
Fosfato de potassio KH,PO, 0,0004083
Cloreto de potassio KCI 0,1118325
Sulfato de aménio (NH4),S0, 0,0330347
Nitrato de célcio Ca(NO3),.4H,0 0,1180756
Sulfato de célcio CaS0,.2H,0 0,1721723
Sulfato de magnésio MgSO, 7H,0 0,1478886
EDTA-férrico CioH12FeN,NaOg 0,0110116
Acido bérico HsBO; 0,0009275
Cloreto de manganés MnCl,.4H,0 0,0004948
Sulfato de zinco ZnS0,.7H,0 0,0000719
Sulfato de cobre CuS0,.5H,0 0,0002497
Molibdato de sédio Na,M00,.2H,0 0,0000048
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Os vasos foram irrigados diariamente com agua desmineralizada e o experimento foi
conduzido por 105 dias (07/03/2007 a 22/06/2007). Os vasos sem plantas, testemunhas da
fitorremediag&o, foram mantidos nas mesmas condigdes de umidades dos vasos com plantas.

3.5.  Avaliagdes
3.5.1. Hidrocarbonetos totais de petréleo (TPHSs)

Devido as andlises de TPH serem demoradas e caras, ndo foram amostradas com
repeticbes. Antes do transplante das mudas foi retirada de cada parcela experimental uma
amostra de 1 g de solo formando uma amostra composta de cada nivel de contaminagéo por
petréleo. Esta amostra foi armazenada em recipiente inerte ao petrdleo e congelada em freezer
para posterior determina¢do de Hidrocarbonetos Totais de Petr6leo (TPH) no CENPES —
PETROBRAS, pela metodologia EPA 8015 (ENVIRONMENTAL PROTECTION
AGENCY, 2007) . Outra amostragem semelhante tomada em cada tratamento e nos vasos
sem plantas foi realizada ao final da condugéo do experimento para a mesma determinagéo. A
comparacdo destas duas amostragens com o controle (sem planta) indicou as possiveis
leguminosas arbdreas capazes de remogao de TPHs do solo.

3.5.2. Altura e diametro do colo

Durante a condugdo do experimento as plantas foram medidas quanto altura e
didmetro do colo a cada 15 dias. Utilizou-se uma fita métrica para medir a altura e um
paquimetro para medir o didmetro de colo. Na impossibilidade de obter mudas de diferentes
espécies exatamente com mesma altura e didmetro de colo para o plantio do experimento,
optou-se nas analises estatisticas destas duas variaveis. Foi usada a taxa de crescimento diéria,
obtida pela diferenca de crescimento entre a Ultima e a primeira avaliacdo, dividida pelo
numero total de dias de condugéo.

3.5.3. Clorofila

Foi determinada a atividade fotossintética das plantas (determinacdo da clorofila)
utilizando o medidor portétil de clorofila SPAD. Este aparelho realiza leituras instantaneas do
teor de clorofila na folha sem haver a necessidade de sua destruicao.

Foram realizadas duas medicGes finais do experimento, dias 19 e 21/06/2006. O
processo de medigao baseou-se na escolha de uma folha sadia e vigorosa posicionada na parte
mediana da copa. Nessa mesma folha foram tomadas trés medicdes (adimensional) e para as
analises da clorofila, foi realizada a média das trés leituras tomadas em cada dia. As
avaliagOes de cada dia foram analisadas separadamente.

3.5.4. Parte aérea

Depois de colhidas, a parte aérea das plantas foi pesada para determinar a massa
fresca. Logo em seguida foi submetida & estufa de circulagéo de ar forgada a 68 °C, até atingir
peso constante e pesadas posteriormente para determinacdo da massa seca. A parte aérea
depois de seca e pesada foi enviada a Embrapa Solos para ser moida e submetida a digestéo
nitro-percldrica para analise dos teores de nutrientes nos tecidos pela metodologia de SILVA
(1999).
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3.5.5. Raizes

As raizes foram lavadas e entdo retiradas 0,5 g de raizes finas de cada planta, de forma
aleatoria, em toda a extensdo do sistema radicular. Estas amostras de raizes foram
armazenadas em &lcool 50% até seu processamento para clarificacdo e coloragdo (KOSKE &
GEMMA, 1989), para posterior avaliacdo da coloniza¢do micorrizica. Nesta avaliacdo, a cada
amostra de raiz foi montada uma Iamina para microscopia, usando glicerina, e pelo menos
100 segmentos de raizes foram observados em microscopio, aumento de 200x, para avaliar a
colonizacdo por hifas, vesiculas e arbusculos, de acordo com McGONIGLE et al. (1990). A
avaliacdo da massa fresca e seca da raiz ndo foi realizada devido a metodologia ndo ser
adequada junto ao uso do condicionador de solo, pois os granulos de gel ficam presos na raiz
e podem superestimar os resultados.

3.5.6. FMAs e nédulos

Do solo, amostras foram retiradas para avaliagdo da densidade de esporos de FMAs
presentes apds a condugdo do experimento. Para isso, 50 mL de solo foram peneirados
umidos em malha de 53 um, conforme a metodologia de GERDEMANN & NICOLSON
(1963) e centrifugado em &gua e sacarose 45%, por 3000 rpm e 3 min, e 2000 rpm e 2 min,
respectivamente. O sobrenadante foi coletado, lavado abundantemente, e 0s esporos
quantificados em microscopio estereoscopico em aumento de 40x.

Apoés a contagem, ldminas permanentes para microscopia foram montadas com o0s
esporos extraidos do solo visando & identificacdo das espécies de FMAs dominantes pela
morfologia dos esporos, conforme o Manual de SCHENCK & PERES (1987).

Os nddulos presentes nas raizes foram lavados, separados manualmente, contados,
colocados para secar e pesados para determinar a massa seca.

3.6. Andlise Estatistica

Os dados obtidos das avaliagdes das alturas, didmetro do colo, clorofila, massa e teores
de nutrientes da parte &rea seca, nimero e massa de nddulos secos, nimero de esporos e
colonizacdo de FMAs das leguminosas foram testadas quanto a homogeneidade das variancias
e a distribuicdo normal. Os dados foram transformadas em raiz quadrada de x+1 para as
variaveis nimero e massa de nddulos secos e nimero de esporos de FMAs para a obtencdo
destas caracteristicas. Foram entdo submetidos & analise de variancia e as médias comparadas
pelo teste de Scott Knott 5%, utilizando o programa estatistico SISVAR 4.6
(FERREIRA,1999). Para os niveis de contaminagdo por petroleo foram estabelecidas
regressdes polinomiais utilizando o SISVAR 4.6. Para a massa da parte aérea seca, procurou-
se ajustar curvas exponenciais ou logaritmicas utilizando o programa TableCurve 3.0.
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4, RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Avaliacdo dos Hidrocarbonetos Totais de Petrdleo (TPHS)

Os valores de TPH, em mg.kg™, sdo apresentados na Tabela 3 e o célculo da
percentagem de remoc&o na Tabela 4. As leguminosas com maior capacidade de remogéo de
TPH foram A. angustissima no nivel de contaminagéo 10 g kg™; A. auriculiformis no nivel 30
g kg'*; M. artemisiana nos niveis 50 e 70 g kg™ e, principalmente, S. saman nos niveis 30, 50
e 70 g kg™, que apresentaram valores de percentagem de remocdo maior ou igual a média
mais o desvio padrdo. A medida que aumentou a concentracio de petréleo no solo, menor foi
a remogdo de TPH pelas espécies vegetais estudadas. Os valores médios de reducéo de TPH
em 101 dias de conducfo das plantas foram 5388, 8110, 8066 e 3480 mg.kg™ nas
concentragdes de 10, 30, 50 e 70 g kg™ de petrdleo, respectivamente.

Tabela 3. Hidrocarbonetos Totais de Petrdleo (TPH) das amostras de solo coletadas nos
niveis 10, 30, 50 e 70 g kg™ de contaminacéo por petréleo no solo.

TPH (mg.kg'l)

Especie
10 30 50 70
A. angustissima 4251 14885 23420 32115
M. artemisiana 4641 14155 20511 31288
S. samam 4598 13501 20848 30580
A. holosericea 4682 14968 23105 34662
A. auriculiforme 4652 13759 22072 32525
A. mangium 4744 14521 23838 32580
M. caesalpiniifolia 4812 15136 23898 33522
Controle - sem planta 4472 14267 23222 33636
Inicial - antes do plantio 9994 22509 30680 36093
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Tabela 4. Porcentagem de remoc¢do de Hidrocarbonetos Totais de Petrdleo (TPH) das
amostras de solo coletadas nos niveis 10, 30, 50 e 70 g kg™* de contaminag&o por petréleo em
relacdo ao nivel inicial do plantio.

Remocdo (%) de TPH

Espécies

10 30 50 70
Acacia angustissima 57,5 33,9 23,7 11,0
Acacia auriculiformis 53,5 38,9 28,1 9,9
Acacia holosericea 53,2 33,5 24,7 4,0
Acacia mangium 52,5 35,5 22,3 9,7
Mimosa artemisiana 53,6 37,1 33,1 13,3
Mimosa caesalpiniifolia 51,9 32,8 22,1 7,1
Samanea saman 54,0 40,0 32,0 15,3
Controle sem planta 55,3 36,6 24,3 6,8
Média 53,9 36,0 26,3 9,6
Desvio Padrao 1,76 2,59 4,29 3,66

Em negrito, valores maiores ou iguais a média mais o desvio padrao.

VASUDEVAN & RAJARAM (2001) em experimentos realizados para otimizar a
biorremediacéo de solo contaminado com borra de petr6leo, verificaram uma remogao, em 90
dias, de 76% dos hidrocarbonetos inicialmente presentes na condigdo onde foi adicionado
farelo de trigo como material estruturante. J& na condi¢do onde houve apenas o bioestimulo da
microbiota nativa do solo contaminado, a remogdo foi de 66%. A adigdo do material
estruturante mostrou também ter um efeito fundamental na populagdo microbiana nativa, uma
vez que foi observado pelos autores um aumento de 120 vezes na concentragdo microbiana
com relacdo a populacéo inicial.

Neste caso, os autores destacam a importancia da adicdo do material estruturante em
solo contaminado por hidrocarbonetos de petrleo. A adigéo do gel hidrorretentor Stockosorb
500® como condicionante do solo reduz a hidrofobia causada as particulas do solo pela
contaminacdo por petréleo, aumentando a umidade (BENTO et al. (2007). No presente
trabalho, utilizando este condicionador de solo, as leguminosas arbdreas puderam estabelecer
e crescer, contribuindo para a remocédo de TPH do solo.

Outros autores, como JORGENSEN et al. (2000) empregam cavaco de madeira como
material estruturante para a biorremediacdo de solo contaminado com 6leo lubrificante em
biopilhas. Esta técnica foi associada & técnica de bioaumento, que é a extracdo de
microrganismos do préprio solo contaminado, seu crescimento in vitro e re-introdugéo no
ambiente contaminado em maior concentragdo (ROMANTSCHUK et al., 2000;
PROVIDENTI et al., 1993). Os resultados obtidos indicam uma redugéo de 70% no teor de
6leo contaminante, sendo este resultado atribuido pelos autores basicamente a adicdo de
material estruturante, uma vez que, a adicdo de indculo microbiano (bioaumento) ndo
apresentou efeito positivo no processo de biodegradacdo do poluente.

4.2. Crescimento Vegetativo

Dos 175 vasos com plantas somente dois apresentaram mortes no maior nivel de
contaminagao por petréleo de 70 g kg™, sendo um de M. artemisiana e outro de A. mangium.
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Na Tabela 2A é apresentado para as varidveis avaliadas um resumo da andlise de
variancia sendo apresentado o nivel de significAncia obtido no teste F. A interacdo petrdleo x
espécie ndo apresentou nivel de significancia pelo teste de F para o incremento de didmetro de
colo, massa de nddulos e nimero de esporos.

O incremento da altura das plantas durante os 101 dias de conducdo do experimento é
apresentado na Tabela 5. A. auriculiforme e A. holosericea apresentaram incrementos em
altura em destaque, sempre superando a M. artemisiana, sendo este efeito foi mais consistente
até o nivel contaminacdo de 50 g kg™. M. artemisiana e S. saman foram as espécies que
tenderam apresentar 0 menor incremento em altura. Em relacéo aos niveis de contaminacdo,
as espécies que foram mais sensiveis e apresentaram reducdo do incremento de altura foram
M. artemisiana, A. holosericea e A. mangium com redugdes lineares ou seguindo tendéncia
quadrética. Os ajustes da regressdo em funcdo dos niveis de petroleo foram baixos ou ndo
significativos para as variaveis.

Tabela 5. Incremento da altura aos 101 dias, em centimetro, no desdobramento dos niveis de
contaminacao por petréleo dentro das leguminosas arboreas.

Petroleo (0.kg™)  ang art aur cae hol man sam
0 0,19 b 0,21 b 0,36 a 0,11 b 0,35 a 0,30 a 0,21 b
10 0,20 a 0,06 b 0,23 a 0,22 a 0,28 a 0,18 a 0,05 b
30 0,23 a 0,06 b 0,31 a 0,10 b 0,28 a 0,10 b 0,08 b
50 0,20 a 0,00 b 0,31 a 0,12 b 0,24 a 0,06 b 0,15 b
70 0,17 b 0,00 c 0,14 b 0,34 a 0,22 b 0,07 c 0,19 b
R? 0,68 0,91 0,83 0,97 0,9

Ajuste NS linear SA. cubico linear quadréatico clbico

Letras iguais, na linha, indicam auséncia de diferenca significativa entre as espécies por Scott Knott 5%.
NS — Regressdo ndo significativa pelo teste de F (P>0,10).
S.A. — Regressdo sem ajustes aos modelos polinomiais.

O incremento em didametro do caule durante os 101 dias de condugdo das plantas ndo
apresentou interacdo significativa entre os fatores estudados (Tabela 2A). As médias de
incremento em didmetro para as diferentes espécies arbdreas sdo apresentadas na Figura 1. M.
caesalpiniifolia e S. saman foram as espécies que apresentaram maior incremento de didmetro
do colo quando comparadas as outras espécies, sequida de A. auriculiformis.

A massa da parte aérea das espécies arboreas é apresentada na Tabela 6. As espécies
A. angustissima, M. caesalpiniifolia e S. saman foram as espécies de maior crescimento na
maioria das condi¢Oes de contaminagdo estudadas. As espécies com menor acumulo de massa
foram M. artemisiana e A. mangium, particularmente nos solos contaminados. Os ajustes de
regressdo polinomial foram muito baixos. Assim para esta varidvel buscou-se ajustes
exponenciais ou logaritmicos apresentados na Figura 2. Verifica-se que S. saman, A.
holosericea, A. mangium e M. artemisiana apresentaram queda de massa exponencial ou
logaritmica entre os niveis 0 e 10 g kg™ de contaminagéo por petréleo. M. caesalpiniifolia e S.
saman tenderam a aumentar a massa com o aumento de contaminagao ao contrario de todas as
demais leguminosas arboreas. A. angustissima foi a Unica espécie que ndo sofreu efeito dos
niveis de contaminagédo, ndo apresentando efeito significativo.
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Figura 1. Incremento do diametro de colo para as diferentes espécies arbéreas. Letras iguais

no topo das barras nédo diferem estatisticamente pelo teste Scott Knott 5%.

Tabela 6. Massa da parte aérea seca, em gramas, no desdobramento dos niveis de

contaminacdo por petroleo dentro das leguminosas arboreas.

Petroleo (g.kg™)

ang art aur cae hol man sam
0 1738 a 654 b 834 b 1497 a 1263 a 647 b 1937 a
10 1501 a 18 ¢ 906 b 1276 a 971 b 19 ¢ 1132 b
30 1723 a 164 d 791 ¢ 1149 b 1138 b 144 d 1554 a
50 1634 a 057 d 764 ¢ 1592 a 979 b 099 d 1666 a
70 1447 a 038 ¢ 453 b 1966 a 816 b 073 ¢ 1887 a
R? 0,63 0,74 0,93 0,62 0,69

Ajuste S.A. linear linear quadréatico linear NS cubico

Letras iguais, na linha, indicam auséncia de diferenca significativa entre as espécies por Scott Knott 5%.
NS — Regressdo ndo significativa pelo teste de F (P>0,10).

S.A. — Regressdo sem ajustes aos modelos polinomiais.
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Figura 2. Massa da parte aérea seca das leguminosas arboreas sobre o efeito dos niveis de
contaminacao por petroleo. ang: Néo significativo; art: y=3,45-0,68In(x), R2=0,98; aur: y=8,65-1,16E-05x3,
R2= 0,94; cae: y=15,18-0,40x+0,012x2-7,72E-05x3, R2= 0,98; hol: y=10,66-7,4E-06x3+2,36 €™, R2= 0,94; man:
y=0,98+5,02 e®%) R2= 0,99; sam: y=10,75+0,12x+8,33e, R?=0,92, onde e é 0 nlimero neperiano=2,72.

BENTO et al. (2007), estudando o crescimento de M. caesalpiniifolia e A. holosericea
em solo contaminado por diferentes niveis de petroleo, verificaram que a utilizacdo do
condicionador hidrogel favoreceu seus crescimentos. SAGGIN JUNIOR et al. (2006) em
experimentos sem aplicagdo de condicionador de solo, verificou que a contaminagdo por
petroleo afetou grandemente a area foliar e a sobrevivéncia de S. saman, A. holosericea e M.
caesalpiniifolia.

A A. angustissima, M. caesalpiniifolia, A. holosericea e A. auriculiformis
apresentaram bons resultados no estabelecimento e crescimento nos maiores niveis de
contaminacdo por petrdleo. Apesar dessas espécies arblreas terem esse comportamento
perante a contaminacdo do solo por residuos oleosos, elas apresentaram menor capacidade de
remocédo dos TPHs do solo contaminado (Tabela 4). No entanto, por possuir essa capacidade
de estabelecimento e crescimento nas areas com a presenca de petr6leo, podem ser indicadas
para outras finalidades, tais como, reflorestamento e/ou revegetacdo dessas areas; producgdo de
fitomassa e biomassa por serem espécies de rapido crescimento e proporcionarem aumento da
microbiota do solo pela deposicdo da serapilheira; aumento da ciclagem de nutrientes;
protecdo do solo contra a¢do do vento, chuva, insolacdo, além de outras aplicagdes no sentido
de recuperar uma area degradada por petr6leo. As Figuras 7A até 13A mostram as sete
espécies de leguminosas estudadas, podendo ser comparadas quanto ao seu desenvolvimento
vegetativo nos diferentes niveis de contaminagdo por petréleo. Observando-se estas figuras,
verifica que a A. mangium e M. artemisiana foram as espécies com maior reducdo com o
incremento da contaminagdo do solo por petréleo (Fig. A7 e All). As demais espécies foram
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pouco afetadas pela contaminacdo, apresentando crescimento similar entre os niveis de
petroleo (Figs A8, A9, A10, Al2 e Al3).

4.3.  Nodulacdo e Micorrizagdo

Na Tabela 7 é verificado o nimero de nddulos que cada leguminosa arbérea formou
em seu sistema radicular dentro dos diferentes niveis de petrdleo no solo. A S. saman e A.
angustissima foram as leguminosas que apresentaram maior nimero de nédulos na auséncia
de contaminag@es por petroleo, porém, mantiveram nimeros de nddulos em destague mesmo
nos demais niveis de contaminacdo, onde também se destacaram a nodulagdo de A.
auriculiformis, M. caesalpiniifolia e A holosericea.

Tabela 7. Numero de noédulos no desdobramento dos niveis de contaminacdo por petroleo
- , JOR 1,
dentro das leguminosas arboreas. Médias destransformadas por (x+1)*.

Petroleo (g.kg") ang art aur cae hol man sam
0 2302 a 1228 b 91,8 b 1184 b 1370 b 1046 b 2924 a
10 1578 a 50,4 a 88,0 a 37,8 a 87,8 a 81,0 a 73,0 a
30 1084 a 20,4 b 92,2 a 49,8 b 40,6 b 26,0 b 1796 a
50 1438 a 5,2 b 1202 a 1322 a 1070 a 34,6 b 188 a
70 80,2 a 4,3 b 45,0 b 1008 a 48,8 b 8,3 b 1410 a
R? 0,93 0,86 1 0,86 0,84 0,65

Ajuste cubico linear S.A. cubico cubico linear clbico

Letras iguais, na linha, indicam auséncia de diferenca significativa entre as espécies por Scott Knott 5%.
NS — Regressdo ndo significativa pelo teste de F (P>0,10).
S.A. — Regressdo sem ajustes aos modelos polinomiais.

FERREIRA (2007) estudou os mesmos isolados de bactéria fixadora de nitrogénio
inoculados nos experimentos de SAGGIN JUNIOR et al. (2006) e BENTO et al. (2007) e no
presente experimento. A autora verificou a eficiéncia na capacidade de fixacdo biologica de
nitrogénio de 13 isolados de areas contaminadas por petroleo, por meio de experimento com
vasos de Leonard (VINCENT, 1970), com trés especies arboreas testadas (M. caesalpiniifolia,
A. holosericea e S. saman). Os resultados do teste de eficiéncia e eficacia mostraram que
houve diferencas de desempenho dos isolados nas espécies arboreas testadas, revelando seis
isolados com potencial para uso em simbiose com duas das espécies testadas (M.
caesalpiniifolia e S. saman) apresentando eficiéncia superior aos isolados atualmente
recomendados para estas espécies.

Para a mesma autora, dentre os 13 isolados testados, os que foram mais eficientes para
M. caesalpiniifolia foram os identificados com 23 e 31.1, e para S. saman, foram os
identificados com L91, F1P6-5, e 27.1, sendo que todos foram utilizados no coquetel
inoculado no presente experimento, justificando a maior nodulacdo destas espécies nos
tratamentos com contaminagao de petréleo.

Confirmando estes resultados, a massa de ndédulos produzidos é apresentada na Tabela
8. Verifica-se que realmente S. saman apresentou a maior massa de nodulos em relacéo as
demais espécies, enquanto que M. artemisiana e A. mangium apresentaram as menores massas
de nddulos.

A esporulagdo de fungos micorrizicos arbusculares (FMAS) na rizosfera das plantas €
apresentada na Tabela 8. As espécies arboreas que promoveram maior esporulacéo foram M.
artemisiana, A. mangium, A. angustissima e A. auriculiformis.
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Tabela 8. Comparagdo das médias de massa de nddulos e nimero de esporos das leguminosas
arboreas.

massa de nodulo nuamero de esporos

Leguminosas arboreas

(9) (unid)
A. angustissima 0,33 b 166 a
A. auriculiformis 0,22 b 132 a
A. holosericea 0,22 b 56 b
A. mangium 0,12 c 119 a
M. artemisiana 0,12 c 135 a
M. caesalpiniifolia 0,21 b 79 b
S. saman 0,92 a 57 b

Letras iguais, na coluna, indicam auséncia de diferenca significativa entre as espécies por Scott Knott 5%.

Tanto a massa de nddulos quanto a esporulagdo de FMAs apresentaram reducdo com
0s niveis de contaminagdo por petréleo. A massa de nddulos ndo obteve um ajuste de
regressdo polinomial, mas para a esporulacdo de FMAs, a redugdo seguiu um modelo
quadratico (Figura 3).

———massa de nodulos: Nao significativo
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Figura 3. Massa de nodulos e nimero de esporos sobre o efeito dos niveis de contaminacdo
por petréleo.

Na Tabela 9 observa-se a porcentagem de colonizagdo micorrizica das leguminosas
nos diferentes niveis de petroleo no solo. M. artemisiana e A. angustissima foram as espécies
que promoveram maiores percentagens de colonizacdo micorrizica nas suas raizes, superiores
as demais leguminosas no solo ndo contaminado petrdleo. No maior nivel de contaminagdo, a
colonizacéo foi superior em M. artemisiana, M. caesalpiniifolia e A. mangium.
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Tabela 9. Porcentagem de colonizagdo micorrizica no desdobramento dos niveis de
contaminacao por petr6leo dentro das leguminosas arbdreas.

Petroleo (g.kg") ang art aur cae hol man sam
0 71 a 77 a 52 b 48 b 43 b 48 b 52 b
10 17 c 62 a 43 b 73 a 78 a 67 a 41 b
30 44 b 68 a 59 b 84 a 78 a 80 a 45 b
50 79 a 76 a 56 b 56 b 43 b 66 a 49 b
70 68 b 83 a 60 b 83 a 57 b 81 a 51 b
R? 0,93 -- 0,95 0,99 0,97 -
Ajuste cubico S.A. S.A. cubico cubico cubico S.A

Letras iguais, na linha, indicam auséncia de diferenca significativa entre as espécies por Scott Knott 5%.
NS — Regressdo ndo significativa pelo teste de F (P>0,10).
S.A. — Regressdo sem ajustes aos modelos polinomiais.

A espécie de FMA que predominou nas rizosfera das sete leguminosas arboreas
estudadas foi G. clarum. Esta espécie prevaleceu sobre as outras espécies de FMAs
inoculadas no coquetel de cinco. Foi seguida pelas espécies S. heterogama e G. margarita.

CARRENHO (1998) justifica a maior presenca do género Glomus em diversos
ambientes por apresentar maior capacidade de adaptacdo a solos submetidos a diferentes
variagdes nos teores de matéria organica, calagem, textura, entre outros fatores, demonstrando
ter espécies resistentes a perturbacdes ambientais.

O emprego das FMAs e rizobios fixadores de nitrogénio, mesmo que ndo degradem
diretamente contaminantes do solo, estimulam muito a atividade de outros microrganismos
rizosféricos que levam a biorremediacdo, além disso, promovem, através das simbioses
radiculares, o estabelecimento e crescimento das leguminosas no solo contaminado por
petréleo. SAGGIN JUNIOR et al.(2006) concluem que as simbioses radiculares auxiliaram
sabia, acacia e saman a crescerem mais em altura em solos contaminados por petroleo. Para
BENTO et al.(2007), a inoculagdo da mudas de acicia e sabia com FMAs afetou pouco o
crescimento destas plantas no solo contaminado que j& possuia FMAs. Nesse sentindo, o autor
evidencia que os FMAs presentes no solo contaminado por petroleo sdo mais adaptados ou
tolerantes aos hidrocarbonetos no solo, apresentando maior capacidade de colonizagéo.

4.4. Clorofila

Nas Tabelas 10 e 11 sdo observados os teores de clorofila nas leguminosas arboreas
em duas medigdes. Em ambas as medicGes as que se destacaram no teor de clorofila foram A.
auriculiformis, S. saman, M. caesalpiniifolia e A. holosericea. Na maior contaminagéo por
petréleo, A. auriculiformis e M. caesalpiniifolia apresentaram os maiores teores na primeira
medicdo e S. saman 0s maiores teores na segunda medicdo. Isto sugere que estas espécies
possivelmente tenham neste nivel de petroleo maior taxa fotossintética e maiores teores de
nitrogénio como relatado por (CHAPMAN & BARRETO, 1997).

Segundo os autores VARVEL et al. (1997) e BLACKMER & SCHEPERS (1995), o
desenvolvimento do medidor portéatil de clorofila (SPAD) surge como uma nova ferramenta
para avaliacdo do nivel de N nas plantas em cereais. O teor de clorofila da folha também se
correlaciona positivamente com o teor de N na planta (SCHADCHINA & DMITRIEVA,
1995) e com o rendimento das culturas (SMEAL & ZHANG, 1994; PIEKIELEK & FOX,
1992). Esta relacdo é atribuida, principalmente, ao fato de que 50 a 70% do N total das folhas
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ser integrante de enzimas (CHAPMAN & BARRETO, 1997) que estdo associadas aos
cloroplastos (STOCKING & ONGUN, 1962).

Tabela 10. Teor de clorofila da primeira medigdo no desdobramento dos niveis de
contaminacao por petréleo dentro das leguminosas arboreas.

Petroleo (9.kg”)  ang art aur cae hol man sam
0 20 d 50 b 63 a 49 b 48 b 32 c 53 b
10 18 c 47 a 55 a 47 a 45 a 31 b 48 a
30 16 d 40 b 57 a 48 b 42 b 31 c 55 a
50 15 c 27 b 57 a 51 a 45 a 35 b 56 a
70 26 c 24 c 51 a 52 a 42 b 38 b 50 b
R? ---- 0,97 ---- ---- ---- ---- ----
Ajuste SA linear SA SA S.A S.A. S.A.

Letras iguais, na linha, indicam auséncia de diferenca significativa entre as espécies por Scott Knott 5%.
NS — Regressdo ndo significativa pelo teste de F (P>0,10).
S.A. — Regressdo sem ajustes aos modelos polinomiais.

Tabela 11. Teor de clorofila da segunda medicdo no desdobramento dos niveis de
contaminacdo por petr6leo dentro das leguminosas arbdreas.

Petroleo (9.kg”)  ang art aur cae hol man sam
0 11 a 38 a 42 a 45 a 38 a 27 b 38 a
10 14 c 27 b 43 a 42 a 38 a 24 b 42 a
30 13 d 35 b 31 c 45 a 40 b 24 c 50 a
50 13 c 23 b 39 a 48 a 42 a 28 b 48 a
70 16 c 19 c 43 b 41 b 42 b 34 b 50 a
R? 0,64 0,61 77**
Ajuste S.A. linear quadréatico SA. S.A S.A. linear

Letras iguais, na linha, indicam auséncia de diferenca significativa entre as espécies por Scott Knott 5%.
NS — Regressdo ndo significativa pelo teste de F (P>0,10).
S.A. — Regressdo sem ajustes aos modelos polinomiais.

4.5. Analise de Nutrientes na Parte Aérea

O resumo da anélise de variancia dos teores de nutrientes na parte aérea é apresentado
na Tabela 3A. Como para este tipo de dado costuma-se ter efeitos muito variaveis, efetuou-se
0 desdobramento da interacdo somente nas varidveis, cujo este efeito foi altamente
significativo (P<0,01), sendo estas os teores de potassio (K), calcio (Ca) e sodio (Na). Os
demais teores analisados sdo apresentados na Tabela 13 para as diferentes espécies de
leguminosas, sendo pouco influenciados pelos niveis de petrleo no solo, exceto o cobre (Cu)
que apresentou um teor médio do micronutriente de 10,7 mg kg™ para M. artemisiana, sendo
este teor superior para essa espécie até o nivel 50 g kg™ de contaminag&o por petréleo (Tabela
12). Segundo EPSTEIN (1975), o Cu € um ativador, especialmente de véarias enzimas de oxi-
reducdo, como nos metabolismos do acido ascorbico, das oxidases do citocromo, das enzimas
da fotossintese, como a plastocianina e rubisco, da SOD — Superdxido dismutase (enzima que
remove radicais superéxidos formados a partir do Oy), de polifendis e do Acido Abscisico.
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Tabela 12. Teor de Cu, em mg kg™, obtido da parte aérea das leguminosas arbéreas.

Petrdleo (g,kg-1) ang art aur cae hol man sam
0 31 c 10,6 a 7,5 b 6,7 b 53 c 7,7 b 3,0 c
10 3,7 b 15,1 a 4,8 b 6,2 b 57 b 5,9 b 57 b
30 2,8 b 11,5 a 4,2 b 57 b 51 b 3,7 b 2,7 b
50 29 b 10,4 a 3,6 b 43 b 4,8 b 4,1 b 4,3 b
70 2,3 a 4,4 a 3,1 a 3,6 a 3,2 a 5,9 a 2,9 a
R2 0,86 0,73 0,98 0,78 0,99
Ajuste S.A quadratico linear linear linear quadratico S.A.

Letras iguais, na linha, indicam auséncia de diferenca significativa entre as espécies por Scott Knott 5%.
NS — Regressdo ndo significativa pelo teste de F (P>0,10).
S.A. — Regressdo sem ajustes aos modelos polinomiais.

Os teores de ferro (Fe) e magnésio (Mg) ndo apresentaram diferencgas significativas
nas médias entre as leguminosas estudadas. M. artemisiana foi a leguminosa que
proporcionou 0s maiores teores do macronutriente fosforo (P), e dos teores dos
micronutrientes cobre (Cu), zinco (Zn) e manganés (Mn) e do elemento mineral aluminio
(Al). Como esta espécie foi uma das mais colonizadas por FMAs, acredita-se que este fungo
esteja promovendo esta melhor nutrigdo nesta espécie.

Tabela 13. Resultado da anélise de nutrientes e Al na parte aérea das leguminosas arboreas.

. P Mg Cu Zn Mn Fe Al
Especie x] x]
g.kg mg.kg
art 3 a 03 a 10,7 a 500 a 980 a 3090 a 6591 a
sam 13 b 02 a 37 ¢ 81 d 223 «c¢ 2311 a 2667 b
man 18 b 01 a 56 b 238 c 614 b 1536 a 2375 b
cae 18 b 02 a 53 b 169 ¢ 539 b 1406 a 1909 b
ang 17 b 01 a 30 ¢ 337 b 626 b 1659 a 2112 b
aur 18 b 02 a 47 b 21,3 ¢ 669 b 1778 a 2188 b
hol 22 b 02 a 49 b 221 c¢ 536 b 2144 a 1895 b

Letras iguais na coluna ndo diferenciam pelo teste Scott knott 5%.

Na Tabela 14 é apresentado os teores de Ca obtidos da parte aérea das leguminosas
sobre o efeito dos diferentes niveis de petréleo. O Ca foi evidente para a M. caesalpiniifolia,
que a fez destacar das demais leguminosas pelo teor obtido do elemento de 1,6 g kg™
Segundo OLIVEIRA (2006), o Ca é normalmente encontrado em maior proporc¢éo na parede
celular e na lamela média das células, fazendo ligagBes entre os radicais dos &cidos
poligaracturdnicos (pectinas) da parede celular e auxiliando, assim, na sua estabilizacéo. A
presenca em maiores quantidades de Ca na M. caesalpiniifolia indica uma estratégia da
espécie para o fortalecimento no solo contaminado por petréleo.
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Tabela 14. Teor de Ca, em g kg, obtido da parte aérea das leguminosas arboreas.

Petréleo (gkg™) ang art aur cae hol man sam
0 0,43 c 0,78 b 0,77 b 1,27 a 0,55 c 0,59 c 0,41 c
10 0,67 b 0,75 b 0,58 b 1,46 a 0,71 b 0,57 b 0,64 b
30 0,65 c 1,01 b 0,72 c 1,93 a 0,84 b 0,40 d 0,66 c
50 0,70 b 0,64 b 0,62 b 1,89 a 0,78 b 0,59 b 0,71 b
70 0,63 b 0,38 c 0,70 b 1,61 a 0,87 b 0,85 b 0,72 b
R2 0,72 0,85 0,98 0,70 0,93 0,64
Ajuste quadratico quadratico SA. quadratico linear quadratico linear

Letras iguais, na linha, indicam auséncia de diferenca significativa entre as espécies por Scott Knott 5%.
NS — Regressdo ndo significativa pelo teste de F (P>0,10).
S.A. — Regressdo sem ajustes aos modelos polinomiais.

Os teores de K provenientes da parte aérea das leguminosas sobre o efeito dos
diferentes niveis de contaminacdo no solo por petroleo é apresentado na Tabela 15. O teor
médio obtido do K para A. mangium foi de 12,3 g kg’ sendo no nivel 10 g kg™ de
contaminacdo por petréleo o maior teor do macronutriente adquirido. M. artemisiana, A.
auriculiformis, A. holosericea e A. mangium foram as espécies que apresentaram maiores
teores do macronutriente no nivel 30 g kg™ de contaminagéo por petréleo. Segundo MELO
(1995), o potéssio é considerado o principal ativador enziméatico em vegetais, atuando em
diversos tipos de reacdo de fosforilagdo, na sintese de ATP, na sintese de carboidratos, na
migracdo de fotoassimilados, na respiracéo, na sintese de proteinas e na regulagdo osmatica.

Tabela 15. Teor de K, em g kg™, obtido da parte aérea das leguminosas arbéreas.

Petréleo (g kg™) ang art aur cae hol man sam
0 41 d 9,4 b 13,0 a 75 c 10,1 b 15,0 a 4,5 d
10 6,7 c 10,3 b 116 b 54 c 74 c 16,6 a 3,6 c
30 47 b 10,0 a 7,1 a 45 b 7.3 a 1,7 a 3,3 b
50 3,8 b 3,8 b 9,6 a 3,9 b 73 a 115 a 3,7 b
70 4,1 b 3,0 b 9,6 a 3,7 b 6,0 b 9,6 a 3,5 b
R2 -—-- 0,98 0,78 0,78 ---- ---- ----
Ajuste SA cubico quadrético linear SA SA SA

Letras iguais, na linha, indicam auséncia de diferenca significativa entre as espécies por Scott Knott 5%.
NS — Regressdo ndo significativa pelo teste de F (P>0,10).
S.A. — Regressdo sem ajustes aos modelos polinomiais.

Na tabela 16 é apresentados os teores de Na da parte aérea das leguminosas arbdreas
sobre o efeito dos niveis de contaminagdo por petrdleo. A. mangium foi a espécie que
proporcionou maior teor do micronutriente no nivel 10 g kg™ de contaminagéo por petréleo.
M. artemisiana, A. auriculiformis, A. holosericea e A. mangium foram as espécies que
apresentaram maiores teores do micronutriente no nivel 50 e 70 g kg™ de contaminag&o por
petréleo. Segundo WATAB et al. (1991), o Na atua como um competidor na absorcgéo de K,
pelo fato de os mecanismos de absor¢do de ambos os céations serem semelhantes.
Provavelmente, a absorcio de Na nos efeitos das doses 50 e 70 g kg™ de petréleo no solo
impediu que as leguminosas M. artemisiana, A. auriculiformis, A. holosericea e A. mangium
pudesse absorver o macronutriente K nestes niveis de contaminagéo por petréleo, ja que para
as mesmas espécies, isso foi possivel no nivel 30 g kg™ de contaminagéo por petréleo.
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Tabela 16. Teor de Na, em g kg™, obtido da parte aérea das leguminosas arbdreas.

Petroéleo (g,kg-1) ang art aur cae hol man sam
0 0,61 c 0,13 c 0,64 a 0,10 c 0,47 b 0,72 a 0,08 c
10 0,09 c 0,15 c 0,65 b 0,11 c 0,53 b 0,78 a 0,14 c
30 0,25 c 0,17 c 0,80 a 0,14 c 0,79 a 0,43 b 0,11 c
50 0,10 b 0,44 a 0,67 a 0,15 b 0,54 a 0,46 a 0,10 b
70 0,24 b 0,42 a 0,44 a 0,15 b 0,60 a 0,41 a 0,11 b
R2 0,84 0,93 0,73
Ajuste S.A linear quadratico S.A. S.A linear S.A

Letras iguais, na linha, indicam auséncia de diferenca significativa entre as espécies por Scott Knott 5%.
NS — Regressdo ndo significativa pelo teste de F (P>0,10).
S.A. — Regressdo sem ajustes aos modelos polinomiais.

Segundo EPSTEIN (1975), o manganés (Mn) é um dos ativadores enzimaticos da
sintese protéica, do Ciclo de Crebs, da fotossintese e da formacdo de clorofila, ele garante o
funcionamento do cloroplasto. Na sintese de proteinas, ele exerce a funcdo estrutural,
garantindo a manutencdo dos ribossomos e tem também fungdo regulatdria, ordenando a
atividade de RNA polimerase. Para 0 mesmo autor, 0 zinco (Zn) é um ativador de varias
enzimas de sintese de triptofano, que além de aminoacido essencial é também precursor das
auxinas e SOD.

A micorrizagdo favoreceu a M. artemisiana para o estabelecimento no solo
contaminado por petrdleo, colaborando para o aumento da absorcdo dos nutrientes,
principalmente o fésforo. PEOPLES & CRASWELL (1992) relata que o fosforo, além de
pouco disponivel na maioria dos solos, é o principal nutriente limitante da fixacdo biologica
de nitrogénio (FBN) e da producdo de biomassa nos sistemas naturais tropicais. 1sso
corrobora na hipotese da associacdo das micorrizas arbusculares com as leguminosas arboreas
para 0 estabelecimento e crescimento das mesmas em solos contaminados por
hidrocarbonetos de petrdleo. Para os autores SIQUEIRA & FRANCO (1998); SIQUEIRA
(1996) a maior eficiéncia do uso de P em solos muito intemperizados, pode ser alcangada pela
maior disponibilidade de matéria orgénica e através da simbiose que a maioria das espécies
vegetais destas regibes formam com fungos micorrizicos. Esses autores destacam a
importancia dos FMAs no aumento da absor¢do de nutrientes no solo e a disponibilidade
desses elementos na formag&o da serapilheira produzida.

OLIVEIRA et al. (1999) verificaram correlagdes positivas entre a colonizagéo
radicular e os teores de Ca, Mg, P e K no tecido foliar de oito espécies florestais da
Amazonia, nutrientes considerados vitais para 0 crescimento e desenvolvimento das
bananeiras (ALVES, 1991).
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5. CONCLUSAO

S. saman é a espécie mais promissora e indicada para ser recomendada com fins de
fitorremediacdo de areas contaminadas por petrdleo e por remover mais hidrocarbonetos no
solo, seguida da M. artemisiana.

As espécies de FMAs que predominaram nas sete leguminosas arboreas estudadas
foram em seqiéncia G. clarum, S. heterogama e G. margarita, que séo indicadas em coquetel
(mistura) de in6culos para ser utilizado como inoculantes de FMASs nas mudas para areas com
contaminacdo por petroleo.

S. saman apresentou a maior massa de nodulos em relagdo as demais leguminosas
arbéreas, confirmando a eficiéncia dos isolados identificados com L91, F1P6-5 e 27.1.

A A. angustissima, M. caesalpiniifolia, A. holosericea e A. auriculiformis
proporcionaram bons resultados no estabelecimento e crescimento em todos os niveis de
contaminacdo por petréleo. Por esse motivo, podem ser recomendadas para outras finalidades
de uso, tais como rapido reflorestamento e/ou revegetagdo dessas areas e restabelecimento da
ciclagem de nutrientes.

Das sete leguminosas estudadas, a A. mangium e M. artemisiana foram as que mais
sentiram com os efeitos dos hidrocarbonetos presentes no solo no crescimento.

O experimento confirmou o papel do condicionador de solo Stockosorb 500 como
atuante na quebra da hidrofobia causada as particulas do solo pela contaminagdo do petrdleo
bruto e promotor do crescimento vegetal nestas condigoes.
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7. ANEXOS
ANEXO | - HISTORICO DOS TRABALHOS DESENVOLVIDOS...........ccccosvvvrreerrnnnn, 38

Tabela Al. Porcentagem de plantas sobreviventes em funcdo dos niveis de contaminagéo do
solo por petréleo, apds 90 dias de condugao dos EXPEriMENtOS. ........cocoveereerrereereiiree e 38

Figura Al. Peso da parte aerea seca de acécia transplantada para solo com cinco niveis de
contaminacdo por petréleo, tratados com dois condicionadores hidrorretentores (vermiculita e
hidrogel). Barras verticais indicam a diferenca minima significativa (DMS) do teste de Tukey
5%, estando locadas aonde as médias diferem entre si, dentro de cada nivel de contaminacéo
00 g o L= 0] [-To TSRS 38

Figura A2. Peso da parte aérea seca de sabid transplantada para solo com cinco niveis de
contaminacdo por petréleo, tratados com dois condicionadores hidrorretentores (vermiculita e
hidrogel). Barras verticais indicam a diferenca minima significativa (DMS) do teste de Tukey
5%, estando locadas aonde as médias diferem entre si, dentro de cada nivel de contaminagédo
010 g o T=] 0] [=T o TSRS 39

Figura A3. NUmero de nddulos de acécia transplantada para solo com cinco niveis de
contaminacdo por petréleo, tratados com dois condicionadores hidrorretentores (vermiculita e
hidrogel). Barras verticais indicam a diferenca minima significativa (DMS) do teste de Tukey
5%, estando locadas aonde as médias diferem entre si, dentro de cada nivel de contaminacao
por petroleo. Médias transformadas por raiz quadrada de (X+1)......cccocvereieneeieieeerine s 39

Figura A4. NUimero de nodulos de sabid transplantada para solo com cinco niveis de
contaminacdo por petréleo, tratados com dois condicionadores hidrorretentores (vermiculita e
hidrogel). Barras verticais indicam a diferenca minima significativa (DMS) do teste de Tukey
5%, estando locadas aonde as médias diferem entre si, dentro de cada nivel de contaminacdo
por petroleo. Médias transformadas por raiz quadrada de (X+1).......ccooevreieieirie e 40

Figura AS5. Altura de acacia transplantada para solo com cinco niveis de contaminagdo por
petréleo, tratados com dois condicionadores hidrorretentores (vermiculita e hidrogel). Barras
verticais indicam a diferenca minima significativa (DMS) do teste de Tukey 5%, estando
locadas aonde as medias diferem entre si, dentro de cada nivel de contaminacdo por
01310 =T TPV 40

Figura A6. Altura de sabid transplantada para solo com cinco niveis de contaminacéo por

petréleo, tratados com dois condicionadores hidrorretentores (vermiculita e hidrogel). Barras
verticais indicam a diferenca minima significativa (DMS) do teste de Tukey 5%, estando
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ANEXO | - HISTORICO DOS TRABALHOS DESENVOLVIDOS

Tabela Al. Porcentagem de plantas sobreviventes em funcdo dos niveis de contaminagéo do
solo por petroleo, apds 90 dias de condugdo dos experimentos.

Niveis de Petréleo (g.kg™) Sabia (%) Saman (%) Acécia (%)
0 100 100 100
10 75 75 75
30 35 60 5
50 25 35 5
70 45 30 5

Fonte: SAGGIN JUNIOR, et al. (2006)

s, Acacia

p ®  Hidrogel - y=6,895142-0,088655x , R= 95,38 **
° -

B Vermiculita - y=2,732245-0,149011x+0,004131x2-0,000034x3, R2= 85,42 **

Peso daparte aéreaseca(g)
N

0 lIO 3‘0 5‘0 7‘0
Contaminagdo por petréleo bruto (g kg?)
Fonte: BENTO et al. (2007)

Figura Al. Peso da parte aerea seca de acécia transplantada para solo com cinco niveis de
contaminacdo por petréleo, tratados com dois condicionadores hidrorretentores (vermiculita e
hidrogel). Barras verticais indicam a diferenca minima significativa (DMS) do teste de Tukey
5%, estando locadas aonde as médias diferem entre si, dentro de cada nivel de contaminacéo
por petréleo.

38



Sabia

° Hidrogel -y=1,617647-0,036119x+0,000223x3 , R?= 99,65 **
L]

vermiculita - - y=0,856269-0,063033x+0,001586x2-0,000012x2, R?= 87,95 **
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Fonte: BENTO et al. (2007)

Figura A2. Peso da parte aérea seca de sabié transplantada para solo com cinco niveis de
contaminacao por petrdleo, tratados com dois condicionadores hidrorretentores (vermiculita e
hidrogel). Barras verticais indicam a diferenca minima significativa (DMS) do teste de Tukey
5%, estando locadas aonde as médias diferem entre si, dentro de cada nivel de contaminacéo
por petréleo.
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Figura A3. NUmero de nddulos de acécia transplantada para solo com cinco niveis de
contaminacao por petrdleo, tratados com dois condicionadores hidrorretentores (vermiculita e
hidrogel). Barras verticais indicam a diferenca minima significativa (DMS) do teste de Tukey
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5%, estando locadas aonde as médias diferem entre si, dentro de cada nivel de contaminacéo
por petroleo. Médias transformadas por raiz quadrada de (x+1).

NUmero de nédulos

Sabia

5 L Vermiculita: y=2,96319+3,36649e™, R2=96,79

_®_ Hidrogel: y=2,42105+0,02631x-0,0009x2+8,6.10-06x3, R?

3 = ————=

0 - T T T 1
0 10 30 50 70

Contaminacao por petréleo bruto (g kg+?)

Fonte: BENTO et al. (2007)

Figura A4. Numero de nodulos de sabia transplantada para solo com cinco niveis de
contaminacdo por petréleo, tratados com dois condicionadores hidrorretentores (vermiculita e

hidrogel). Barras verticais indicam a diferenca minima significativa (DMS) do teste de Tukey

5%, estando locadas aonde as médias diferem entre si, dentro de cada nivel de contaminacéo
por petroleo. Médias transformadas por raiz quadrada de (x+1).
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Fonte: BENTO et al. (2007)

Figura A5. Altura de acacia transplantada para solo com cinco niveis de contaminacdo por
petréleo, tratados com dois condicionadores hidrorretentores (vermiculita e hidrogel). Barras

40



verticais indicam a diferenca minima significativa (DMS) do teste de Tukey 5%, estando
locadas aonde as médias diferem entre si, dentro de cada nivel de contaminagao por petréleo.
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Fonte: BENTO et al. (2007)

Figura A6. Altura de sabia transplantada para solo com cinco niveis de contaminacao por
petroleo, tratados com dois condicionadores hidrorretentores (vermiculita e hidrogel). Barras
verticais indicam a diferenca minima significativa (DMS) do teste de Tukey 5%, estando
locadas aonde as médias diferem entre si, dentro de cada nivel de contaminagao por petréleo.

ANEXO Il - CRESCIMENTO VEGETATIVO

Figura A7. Comparacdo das alturas de A. mangium (man) nos diferentes niveis de petréleo.
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Figura A8. Comparacdo das alturas de M. caesalpiniifolia (cae) nos diferentes niveis de
petroleo.

Figura A9. Comparacdo das alturas de S. saman (sam) nos diferentes niveis de petréleo.
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Figura A10. Comparacdo das alturas de A. angustissima (ang) nos diferentes niveis de
petroleo.

Figura All. Comparagdo das alturas de M. artemisiana (art) nos diferentes niveis de
petroleo.

43



Figura Al2. Comparagdo das alturas de A. auriculiformis (aur) nos diferentes niveis de
petroleo.

'hh-u-i\
. ). :

Figura A13. Comparacéo das alturas de A. holosericea (hol) nos diferentes niveis de petréleo.
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ANEXO 11l - RESUMO DAS ANALISES DE VARIANCIA

Tabela 2A. Resumo das analises de variancia referente as varidveis estudadas das

leguminosas arboreas.

Fontes de Variacao

Variavel

Petroleo  Espécie  Petrdleo x Espécie

Incremento da altura <0,01* <0,01 <0,01
Incremento do didmetro <0,01 <0,01 0,11

Massa da parte aérea seca <0,01 <0,01 <(0,01

NUmero de nddulos <0,01 <0,01 < 0,05
Massa de nédulos <0,01 <0,01 0,12
NUmero de esporos <0,01 < 0,05 0,65

Colonizacdo micorrizica <0,01 <0,01 <0,01

Clorofila 1 0,21 <0,01 <0,01

Clorofila 2 0,71 <0,01 <0,01

*Nivel de significancia pelo teste de F na analise de variancia.

Tabela 3A. Resumo das anélises de varidncia dos nutrientes e Al na parte aérea das

leguminosas arboreas.

Fontes de Variacdo

Variavel - — - —
Petroleo  Espécie  Petroleo x Espécie
Fosforo <0,05* <0,01 0,08
Potassio <0,01 <0,01 <0,01
Calcio <0,01 <0,01 <0,01
Magnésio 0,11 0,11 < 0,05
Cobre <0,01 <0,01 < 0,05
Zinco < 0,05 <0,01 0,11
Manganés 0,80 <0,01 <0,05
Ferro 0,43 0,18 0,81
Sadio 0,16 <0,01 <0,01
Aluminio 0,41 0,14 0,85

*Nivel de significancia pelo teste de F na analise de variancia.
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