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RESUMO

A contaminacio do solo por compostos organicos, especialmente os
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPs) de petréoleo, é um problema
crescente e que traz graves conseqiiéncias ambientais. Para avaliar os impactos
causados por esses compostos, torna-se necessario conhecer seus efeitos sobre as
plantas e a microbiota rizosférica associada. No presente estudo avaliaram-se os
efeitos de antraceno e creosoto no crescimento e na colonizag¢io micorrizica de
Brachiaria brizantha e Pueraria phaseoloides. Antraceno e creosoto foram
aplicados a um solo infestado com o fungo micorrizico Glomus etunicatum, sendo:
antraceno nas concentracdes de 0; 0,25; 0,5; 0,75 e 1 g kg'! solo; e creosoto nas
concentracgdes de 0;0,5; 1; 2 e 3 g kg1 solo. O solo com os tratamentos foi colocado
em tubetes (290 cm?) e semeado com as plantas-teste, as quais foram cultivadas
por seis semanas. Verificou-se que o antraceno néo afetou o crescimento da pueraria
e teve pequeno estimulo no crescimento da braquiaria na dose mais baixa, enquanto
o creosoto reduziu o crescimento da braquiaria e nio teve efeito na pueraria.
Entretanto, ambos os contaminantes inibiram a colonizacao micorrizica da
pueraria, atingindo reducao de cerca de 90 % em relacdo ao controle. Em
concentragdes bem inferiores as encontradas em solos contaminados, a colonizacéo
micorrizica foi inibida em 50 %, ficando evidente o potencial de impacto desses
poluentes na relacio planta-fungo micorrizico. Na braquiaria nao foi encontrada
colonizacio micorrizica. Fica evidenciada a resposta diferenciada das duas espécies
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estudadas aos contaminantes e o acentuado efeito negativo destes sobre a
colonizac¢édo micorrizica. A pueraria, por ter se mostrado insensivel aos HAPs, nas
concentracdes estudadas, apresenta potencial para aplicagio na fitorremediacio
de areas impactadas por esses contaminantes.

Termos de indexaciao: HAPs, fungos do solo, micorrizas arbusculares,
fitorremediacao.

SUMMARY: SOIL CONTAMINATION WITH ANTHRACENE AND CREOSOTE:
IMPACT ON PLANT GROWTH AND MYCORRHIZAL
COLONIZATION BY Glomus etunicatum

Soil contamination by organic compounds, especially by the petroleum-derived,
polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs), is a growing problem with serious environmental
consequences. To evaluate the environmental impact of these products it is important to
understand their effects on plants and the associated microbiota. The effects of PAHs on
growth and mycorrhizal colonization of Brachiaria brizantha and Pueraria phaseoloides
were evaluated here. Two PAHs, anthracene and creosote, were applied to a soil infested
with the mycorrhizal fungus Glomus etunicatum at varied concentrations: anthracene (0;
0.25; 0.5; 0.75 and 1 g kg'! soil) and creosote (0; 0.5; 1; 2 and 3 g kg'! soil). This soil was
packed into plastic tubes (290 cm?) where test plants were sown and grown for six weeks. It
was found that anthracene did not affect pueraria growth and had a slight stimulus on
brachiaria growth at the lowest concentration, whereas creosote had no effect on pueraria
either, but inhibited brachiaria growth. Both contaminants inhibited mycorrhizal
colonization in pueraria by about 90 %, compared to the control. At concentrations below
those found in contaminated soils, AM colonization was inhibited by 50 %. The potential
impact of these products on plant-AM fungus relationships is quite evident here. No
colonization was found in brachiaria, regardless of the presence of PAHs. The results
showed a differentiated sensitivity of the plants to the contaminants and their marked
negative effect on G. etunicatum root colonization. In the evaluated concentration range,
pueraria was insensitive to both compounds, which indicates the species for further studies

on phytoremediation of areas under the impact of these contaminants.

Index terms: PAHs, soil fungi, arbuscular mycorrhiza, phytoremediation.

INTRODUCAO

A intensificacdo das atividades industriais e agri-
colas, em conseqiiéncia do desenvolvimento tecnoldgico
e do crescimento populacional nas Gltimas décadas,
tem ocasionado aumento dos niveis de contaminantes
organicos no solo. Os poluentes organicos derivados
de petroleo e do coque destacam-se dentre os demais
contaminantes, devido ao grande volume de produ-
¢do, industrializacdo, transporte e usos diversos dos
seus derivados (Schwab & Banks, 1999).

Dentre os poluentes organicos de solo mais
comuns, destacam-se o creosoto e o antraceno. O
creosoto é um 6leo derivado da destilagdo do coque
amplamente utilizado na preservac¢io da madeira e
formado por uma mistura de hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos (HAPs) e monociclicos liquidos
e solidos (85 %), compostos fendlicos (10 %) e
compostos S-, N- e O- heterociclicos (5 %). Este
poluente possui elevada capacidade de inibi¢do dos
fungos (Muncnerova & Augustin, 1994; Richter et al.,
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2003) e tem efeitos mutagénicos e carcinogénicos sobre
outros organismos. A contaminacio do solo por
creosoto é muito frequente e ocorre devido a
vazamentos de tanques, gotejamento de madeiras
tratadas, derramamentos e pela lixivia de lagos
artificiais de contengao (Mueller et al., 1989), podendo
contaminar o solo, as aguas superficiais e o lengol
freatico. A composi¢do complexa deste poluente
representa um desafio para técnicas de biorremediac¢io
de ambientes contaminados (Mueller et al., 1989).
Outros poluentes importantes derivados de petroéleo
apresentam varias ligagoes benzeno condensadas,
sendo na maioria ndo-volateis, representados por mais
de 100 diferentes compostos, como o antraceno, que é
formado por trés anéis arométicos fundidos (Prince &
Drake, 1999). Em razio das suas caracteristicas
quimicas, o antraceno e outros HAPs séao
relativamente resistentes a biodegradacéo, podendo
se acumular em concentracoes elevadas no ambiente,
havendo a necessidade de intervengao humana para
acelerar a dissipacao desses compostos em ambientes
contaminados.



CONTAMINAGAO DO SOLO COM ANTRACENO E CREOSOTO E O CRESCIMENTO VEGETAL...

Solos contaminados com HAPs tém sido tratados
por biorremediagédo (Prince & Drake, 1999) e estudos
recentes indicam que a presenca de plantas acelera e
aumenta a degradacéo desses compostos (Susarla et
al., 2002; Merkl et al., 2005). As modifica¢des fisico-
quimicas e nutricionais estimulam os microrganismos
decompositores que ocorrem na rizosfera, facilitando
a degradacao dos contaminantes (Reilley et al., 1996).
As espécies vegetais variam muito quanto a esta
capacidade e quanto a adaptagdo ao ambiente
contaminado (Cunningham et al., 1996). Huang et al.
(2004a) demonstraram que a combinacido de
landfarming, bioaumento e fitorremediacgéo
incrementou os processos metabdlicos no solo,
aumentando a dissipagio de creosoto. Pradhan et al.
(1998) demonstraram que componentes carcinogénicos
dos HAPs tiveram maior dissipac¢do na presenca da
graminea Panicum sp. Segundo Kim et al. (2004), os
exsudatos radiculares sio capazes de solubilizar de
25 a 80 % do antraceno presente no solo, e isso pode
contribuir para a ac¢ado biodegradadora dos
microrganismos heterotréficos na rizosfera. Em
estudo recente, Kirk et al. (2005) verificaram que
Lolium perenne e Medicago sativa sdo capazes de
alterar a estrutura da comunidade microbiana na
rizosfera e aumentar a populacdao de bactérias
degradadoras de hidrocarbonetos em solo contaminado
com petréleo, podendo assim ampliar o potencial
biorremediador do sistema. Entretanto, nio se
conhecem estudos dessa natureza para os fungos
rizosféricos.

Sabe-se que a grande maioria das plantas encontra-
se, em condi¢Oes naturais, invariavelmente associadas
a fungos mutualistas em suas raizes, formando as
micorrizas arbusculares (MAs). Essa simbiose pode
exercer efeito protetor sobre as plantas por meio da
melhoria do estado nutricional ou reducéo do efeito
toxico de compostos organicos (Siqueira et al., 1991;
Binet el al., 2000). Plantas micorrizadas apresentam
maior sistema radicular e maior capacidade absortiva
em virtude da extensao do micélio extra-radicular. Isso
facilita a absorgdo de ions e de agua do solo,
aumentando a acio filtrante e purificadora deste (Safir
et al., 1990). Apesar de as MAs ja serem estudadas
mesmo em areas degradadas, sdo raros os estudos em
solos com poluentes organicos que podem exercer forte
acdo inibitéria sobre os fungos micorrizicos
arbusculares (FMAs) (Joner & Leyval, 2003). Esses
efeitos sobre os FMAs podem inibir a colonizacgao
micorrizica, o que aumentaria a susceptibilidade das
plantas a agao téxica desses contaminantes e afetaria
o potencial remediador destas, conforme demonstrado
por Joner et al. (2001) para Trifolium repens e Lolium
perenne em solo contaminado artificialmente com
HAPs de petrdleo.

Estudos dos efeitos de HAPs sobre os FMAs em
solos brasileiros sdo inexistentes e, como o Pais é um
grande produtor e consumidor de petrdleo e derivados,
gerando grande quantidade de residuos poluentes,
torna-se necessario conhecer os efeitos desses
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contaminantes sobre as plantas e seus associados e
desenvolver técnicas eficientes de remediacdo. No
presente trabalho sdo relatados os efeitos da
contaminacdo do solo com dois HAPs, creosoto e
antraceno, sobre o crescimento e a colonizagio
micorrizica de Brachiaria brizantha e Pueraria
phaseoloides em condic¢bes controladas.

MATERIAL E METODOS

Um estudo composto de dois ensaios foi realizado
em casa de vegetacdo, no Departamento de Ciéncia do
Solo da Universidade Federal de Lavras (UFLA), em
Lavras-MG, para avaliar o efeito de antraceno e
creosoto no crescimento e na colonizac¢do micorrizica
de B. brizantha e P. phaseoloides, durante o periodo
de seis semanas, entre setembro e novembro de 2004.
O delineamento experimental utilizado foi o
Iinteiramente casualizado, em esquema fatorial 5 x 2,
compreendendo cinco doses de cada contaminante e
as duas espécies vegetais, todas inoculadas com FMAs,
totalizando 10 tratamentos, com cinco repeticoes.
Empregou-se uma amostra de um Latossolo Vermelho-
Amarelo distréfico tipico (LVd) coletado em area de
mata no campus da UFLA. O material de solo foi
seco, peneirado (4 mm) e submetido a correcio do solo,
aplicando-se calcario dolomitico (PRNT 100 %) para
elevar o indice de saturacio por bases para 60 %,
quando o solo apresentou: pH (agua) = 6,4; V(%) =
70 %; matéria orgdnica =34 g kg'!; 2,5e 30 mg dm™?
de PeK; 7,4,0,7, 68, 3,7, 1,4, 0,6 e 8,4 mg dm™ de
Na, Zn, Fe, Mn, Cu, B e S, respectivamente; e 3,4,
1,9 e 2,3 cmol, dm? de Ca?*, Mg2t e H + Al,
respectivamente. Fosforo, K e micronutrientes foram
extraidos por Mehlich-1; Ca%t e MgZ*, por KC1 1 mol L-1;
H + Al, pelo método do tampao SMP; e a matéria
organica, por oxidagdo com dicromato de sédio,
conforme Embrapa (1997). Apés a incubacio, o solo
foi fumigado com a aplicagdo de brometo de metila
98 % (brometo de metila 98 % + cloropicrina 2 %) na
dose de 393 cm?® m3, a fim de eliminar propagulos de
fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) indigenas.
Antes da semeadura foi realizada uma adubacgdo com
NPK (4-14-8), sendo aplicados 4 mg kg'! solo de N,
7 mg kg'! solo de P e 6,7 mg kg'! solo de K. O solo
corrigido foi colocado em tubetes de polietileno de
290 cm3, nos quais foram aplicados os tratamentos e
realizada a inoculacao com FMAs. Para inoculacio,
empregaram-se propagulos de Glomus etunicatum
Gedermann & Nicolson obtidos de vasos de
multiplicagdo em Brachiaria decumbens Stapf. da
cole¢do do Laboratério de Microbiologia do Solo da
UFLA, o qual foi empregado em razdo da sua comum
ocorréncia em varios ecossistemas brasileiros (Stirmer
& Siqueira, 2006). No momento da semeadura foram
aplicados 3 mL de solo-inéculo por tubete, contendo
fragmentos de raizes colonizadas, hifas do solo e
aproximadamente 100 esporos dm™ de solo. As
sementes de B. brizantha e P. phaseoloides foram
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escarificadas com acido sulftrico concentrado (10 e
1 min, respectivamente). As sementes de P.
phaseoloides foram também inoculadas com a estirpe
de rizébio SEMIA 6175 (BR 2613). Foram semeadas
de trés a cinco sementes, procedendo-se ao desbaste
para uma planta por tubete, 15 dias ap6s a semeadura.

No ensaio com antraceno foram aplicadas cinco
doses do produto (Sigma 97 %): 0; 0,25; 0,50; 0,75 e
1 g kg de solo, definidas com base no estudo de Joner
& Leyval (2001). Para aplicacdo, o produto foi
dissolvido em 4alcool absoluto e adicionado ao solo, o
qual foi misturado e incubado por 15 dias antes da
semeadura. Apds a adicdo do antraceno, adicionaram-
se 50 mL kg! solo de uma suspensio de solo (50 cm™
de solo em 1L de dgua), visando reintroduzir os
microrganismos nativos, exceto FMAs. No ensaio com
creosoto, cinco doses de Palum® (Eurofarma
Laboratérios Ltda. — 100 % éleo de creosoto) foram
aplicadas ao solo nas concentracoes de 0; 0,5; 1; 2 e
3 g kgl de solo, sendo estas concentragoes baseadas
em estudo realizado por Huang et al. (2004a). O
produto foi aplicado diretamente no solo e incubado
por um periodo de 15 dias. Demais procedimentos
foram realizados conforme descrito para o primeiro
ensaio.

Nos dois ensaios, as plantas foram mantidas em
casa de vegetacgdo por seis semanas com umidade
adequada, controlada por irrigacoes diarias. No final
do periodo de crescimento, as plantas foram retiradas
dos tubetes e separadas em raizes e parte aérea. A
parte aérea foi seca em estufa com circulagédo de ar a
65 °C (até peso constante), para determinacio da
matéria seca. Para avaliacdo da colonizacio
micorrizica, aproximadamente 1 g de raizes frescas
foi separado para coloragdo, conforme Phillipis &
Haymann (1970), e avaliado quanto a percentagem
de raiz colonizada, segundo Giovannetii & Mosse
(1980).
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Os resultados foram submetidos a analise de
variancia por meio do programa estatistico SISVAR
(Ferreira, 2000). Curvas de regressio foram ajustadas
pelo programa TableCurve 2D for Windows v.3.01
(Jandel Corp.).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A aplicacao do antraceno em baixa concentragio
(0,25 g kgl solo) exerceu estimulo em B. brizantha e
nao teve efeito sobre P. phaseoloides (Figura 1a). O
efeito estimulante de derivados de petrédleo sobre as
plantas ja foi observado por Maliszewska-Kordybach
& Smreczak (2000), trabalhando com baixas
concentracdes de antraceno (0,1 g kg'! de solo). Eles
verificaram ainda que concentracoes de até 20 mg kg'!
de fluoreno, antraceno, pireno e criseno no solo nao
inibiram o crescimento de tomate, feijao, trigo e milho
e, ao contrario, estimularam o crescimento de aveia e
girassol. Os derivados de petroéleo sdo hidrofébicos e
podem se ligar aos componentes organicos do solo
(Johnsen et al., 2005), reduzindo a biodisponibilidade
na solucdo e o efeito toxico para as plantas. Como o
solo empregado no presente estudo apresentava
34 g kg'l de matéria organica, é provavel que isso
tenha contribuido para a baixa fitotoxicidade do
antraceno. Entretanto, este hidrocarboneto exerce
efeito fitotéxico quando presente em concentragoes
mais elevadas no solo (5,9 g kg'1), como constatado
por Baund-Grasset et al. (1993).

O aumento da concentracgdo de creosoto no solo teve
efeito diferenciado no crescimento das duas espécies
(Figura 1b). Tal como verificado no ensaio com
antraceno, P. phaseoloides foi insensivel as
concentragoes de creosoto estudadas, enquanto B.
brizantha teve o crescimento reduzido com a aplicacio

—A— Brachiaria brizantha
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Figura 1. Matéria seca da parte aérea de B. brizantha e P. phaseoloides inoculada com G. etunicatum em
solo tratado com antraceno (a) e creosoto (b); ** efeito significativo a 5 %; ns — diferenga nao-significativa

entre as doses; s.a.— sem ajuste polinomial.
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deste. A inibigdo em B. brizantha ocorreu ja na
primeira dose aplicada (0,5 g kg'! de solo), indicando
elevada sensibilidade desta espécie ao produto, sendo
verificada reducéo de 30 % na matéria seca da parte
aéreanadosede 1 g kg'! de solo, em relacao ao controle.
Esse comportamento de B. brizantha corrobora os
resultados de Huang et al. (2004b), que constataram
efeito adverso da contaminacdo do solo com creosoto
em trés gramineas, o qual promoveu decréscimo de
50 % no crescimento de Elymus canadensis na dose
de 1 g kg'! de solo; para as espécies Festuca
arundinacea e Poa pratensis essa redugio ocorreu
apenas na maior dose (3 g kg'! de solo). Os resultados
aqui relatados também estdo de acordo com os de
Hernandez-Valencia & Mager (2003), que observaram,
no México, efeito negativo de hidrocarbonetos de
petréleo em B. brizantha. Segundo esses autores,
concentracoes de até 30 g kg'! de solo de
hidrocarbonetos poluidores nao limitaram o
crescimento das plantas nos primeiros 45 dias de
exposigdo, mas causaram reduc¢do acentuada aos
280 dias. Essesresultadosindicam que B. brizantha
apresenta sensibilidade aos hidrocarbonetos derivados
de petroéleo, ao contrario de P. phaseoloides.

Tanto o antraceno como o creosoto exerceram efeito
inibitério acentuado na colonizac¢éo micorrizica de P.
phaseoloides (Figura 2). Verificou-se que a redugio
na colonizagdo ocorreu ja nas concentracées mais
baixas de antraceno e creosoto, sendo esse efeito
1nibitério acentuado com a elevacdo das doses, ficando
evidente o efeito negativo desses compostos sobre a
colonizacgio de G. etunicatum em P. phaseoloides. A
dose de antraceno capaz de reduzir em 50 % a
coloniza¢do micorrizica foi estimada em apenas
0,30 g kg'! de solo, indicando que este composto, mesmo
em concentracoes mais baixas em relacdo ao que pode
ser encontrado em solos préximos a regides industriais,
em geral acima de 1 g kg'! de solo (WHO, 1998), exerce
efeito inibitorio acentuado na coloniza¢do micorrizica

(2)

y =-0,437 + 37,351e"*% R? = (,98%*
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de P. phaseoloides. Isso, além de limitar o crescimento
das plantas, pode agravar os impactos desses
contaminantes nos ecossistemas terrestres, pois as
MAs desempenham importante papel na
funcionalidade destes (Koide, 2000). Esses resultados
evidenciam efeitos distintos deste poluente na planta
e na micorrizacao, nio exercendo efeito fitotoxico para
P. phaseoloides, porém causando grande impacto na
relacdo desta espécie com o fungo G. etunicatum. A
elevada sensibilidade da coloniza¢ido micorrizica ao
creosoto manifestou-se j4 na primeira dose (0,5 g kg'!
de solo), sendo a dose capaz de reduzir em 50 % a
colonizacdo micorrizica estimada em 0,47 g kg! de
solo. Nao foram encontrados estudos que avaliam o
efeito de creosoto sobre a colonizagdo por FMAs em
solos tropicais, sendo este o primeiro relato sobre esse
tema no Brasil. A sensibilidade das MAs a estes
compostos esta em concordancia com Gaspar et al.
(2002), que constataram redugao de 50 % na
colonizagdo micorrizica do milho por Glomus
geosporum, isolado de area contaminada com
hidrocarbonetos, na presenca de 0,1 g kg'! de
fenantreno. Joner & Leyval (2001) também
verificaram acentuado efeito negativo da contaminacao
do solo com 500 + 500 + 50 mg kg! de antraceno,
criseno e dibenzo(a,h) antraceno no solo na colonizacio
micorrizica do trevo (Trifolium repens) e azevém
(Lolium perenne) cultivados juntos. Binet et al.
(2000), avaliando o efeito da contaminag¢ido com
antraceno na concentracao de 5 g kg'! de solo,
verificaram também que a adi¢do do contaminante
nao afetou o peso da parte aérea seca do azevém
(Lolium perenne), independentemente da inoculacao
com Glomus mosseae. Os autores atribuiram esse
resultado a procedéncia do fungo, que havia sido isolado
de uma area contaminada e, portanto, estaria adaptado
aos contaminantes. Além disso, os autores
encontraram menor quantidade de antraceno
transportada para a parte aérea nas plantas

5, ®

s y =-0,418 + 23,1077 R = 0,99%*

0,0 05 1,0 2,0 3,0
CREOSOTO, g kg de solo

Figura 2. Colonizacao micorrizica de P. phaseoloides inoculada com G. etunicatum em solo tratado com
doses crescentes de antraceno (a) e creosoto (b). ** efeito significativo a 5 %.
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micorrizadas, indicando acdo protetora e possibilidade
de sobrevivéncia em ambientes contaminados.

No presente estudo néo foi observada colonizagio
micorrizica de B. brizantha por G. etunicatum e,
portanto, o efeito dos contaminantes sobre esta espécie
néo poéde ser avaliado. A auséncia de colonizacao
micorrizica em B. brizantha neste experimento nao
pode ser explicada, pois esta espécie tem se mostrado
compativel com G. etunicatum (Santos et al., 2001) e
o in6culo empregado era viavel, uma vez que ele
colonizou satisfatoriamente P. phaseoloides nas
mesmas condigoes.

Apesar de existirem relatos sobre os beneficios das
MAs sobre o crescimento das plantas em ambientes
contaminados com hidrocarbonetos de petréleo
(Cabello, 1999; Joner & Leyval, 2001), os efeitos desses
compostos na relacdo planta-fungo sdo ainda
desconhecidos. Os propagulos de FMAs podem
sobreviver em ambientes contaminados com
hidrocarbonetos de petréleo (Cabello, 1997; Paula et
al., 2006), mas sua eficiéncia na colonizacio e os efeitos
sobre as plantas hospedeiras ainda sio pouco estudados.
Os resultados aqui apresentados indicam a alta
sensibilidade da coloniza¢do micorrizica aos HAPs de
petrodleo e que, como os fungos que formam as MAs
sdo componentes essenciais dos ecossistemas, esses
efeitos sobre as raizes e suas fungdes podem ser de
grande relevancia para o impacto ambiental dos HAPs
e naremediacio dessas areas.

CONCLUSOES

1. Pueraria phaseoloides mostrou-se insensivel ao
antraceno e creosoto, enquanto Brachiaria brizantha
foi também insensivel ao antraceno, porém sensivel
ao creosoto nas condicgoes e doses aplicadas no solo.

2. Ao contrario do efeito observado no crescimento
das plantas, os dois HAPs estudados exercem efeito
1nibitério acentuado na colonizacio de P. phaseoloides
por Glomus etunicatum.
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