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RESUMO

ECTOMICORRIZAC}AO E COMPOSTO DE AGUA RESIDUARIA DE
SUINOCULTURA NO CRESCIMENTO DE llex paraguariensis A. St.-Hil.
CULTIVADA EM SOLO CONTAMINADO COM COBRE

AUTOR: Djavan Antonio Coinaski
ORIENTADOR: Rodrigo Ferreira da Silva

O cobre (Cu) é um elemento quimico considerado essencial para os vegetais, porém, quando
em altas concentracbes, € um dos principais metais pesados poluentes do solo. O uso de
plantas associadas com microrganismos e compostos organicos pode promover a reducdo dos
efeitos negativos do contaminante sobre as mesmas. O objetivo geral deste trabalho foi
analisar diferentes espécies de fungos ectomicorrizicos e do composto de agua residuaria de
suinocultura no crescimento e acimulo de cobre em plantas de llex paraguariensis cultivadas
em solo contaminado com cobre. Para tal, foram desenvolvidos trés trabalhos cientificos,
sendo que o primeiro trabalho objetivou determinar a influéncia do uso de fungos
ectomicorrizicos no crescimento, tolerancia e acumulo de cobre em plantas de llex
paraguariensis cultivadas em solo contaminado com cobre; o segundo trabalho foi avaliar o
efeito do composto de agua residuaria de suinocultura (CARS) no crescimento e acimulo de
cobre em plantas de llex paraguariensis em solo contaminado com cobre; jA no terceiro
trabalho objetivou-se determinar a influéncia do uso de fungos ectomicorrizicos associado ao
composto de agua residuéria de suinocultura no crescimento e acimulo de cobre em llex
paraguariensis cultivada em solo contaminado com cobre. A inoculagcdo de mudas de llex
paraguariensis com ectomicorrizas UFSC-PT116, UFSC-PT132 e UFSC-SU118 ameniza o
efeito de fitotoxicidade provocado pelo excesso de cobre no solo. O isolado ectomicorrizico
UFSC-PT116 promove, entre os trés testados, o maior crescimento e tolerancia de mudas de
llex paraguariensis cultivadas em solo contaminado com cobre. A inoculagdo de
ectomicorrizas em llex paraguariensis promove menor acumulo de cobre nas plantas em
solos contaminados por este metal pesado. O composto de agua residuéria de suinocultura
(CARS) adicionado ao solo promove aumento do cobre pseudo-total e da fracdo de cobre
adsorvida a matéria organica. A propor¢cdo média de 30% de composto de agua residuaria de
suinocultura (CARS) no solo proporciona efeito amenizante da toxidez do cobre no solo,
favorecendo o crescimento e reduzindo o acUimulo de cobre nas plantas de llex
paraguariensis. O uso de fungos ectomicorrizicos e de CARS amenizam o efeito negativo da
dose de 400 mg kg de cobre no crescimento das mudas de llex paraguariensis. O teor e
acumulo de cobre no tecido vegetal das plantas de llex paraguariensis sdo reduzidas quando
ha associacdo com o fungo UFSC-PT116 independentemente da adi¢do de CARS no solo.

Palavras-chave: Erva-mate. Metal pesado. Ectomicorrizas. Composto organico.



ABSTRACT

ECTOMICORRIZATION AND SWINE WASTEWATER COMPOST IN THE
GROWTH OF llex paraguariensis A. St.-Hil. CULTIVATED ON SOIL
CONTAMINATED WITH COPPER

AUTHOR: Djavan Antonio Coinaski
ADVISOR: Rodrigo Ferreira da Silva

Copper (Cu) is a chemical element considered essential for plants, but when in high
concentrations it is one of the main heavy polluting metals in the soil. The use of plants
associated with microrganisms and organic compounds can promote the reducing of negative
effects of the contaminant on them. The objective of this work was to analyze different
species of ectomycorrhizal fungi and swine wastewater compost on copper growth and
accumulation in llex paraguariensis plants grown in copper contaminated soil. To this end,
three scientific works were developed, and the first work aimed to determine the influence of
the use of ectomycorrhizal fungi on the growth, tolerance and accumulation of copper in llex
paraguariensis plants grown in copper contaminated soil; the second work was to evaluate
the effect of swine wastewater compost (CARS) on copper growth and accumulation in llex
paraguariensis plants in copper contaminated soil; the third study aimed to determine the
influence of the use of ectomycorrhizal fungi associated with the swine wastewater compound
on the growth and accumulation of copper in llex paraguariensis cultivated in copper
contaminated soil. Inoculation of llex paraguariensis seedlings wuth ectomycorrhizas UFSC-
PT116, UFSC-PT132 and UFSC-SU118 mitigates the phytotoxicity effect caused by excess
copper in the soil. The ectomycorrhizal isolate UFSC-PT116 promotes, among the three
tested, the highest growth and tolerance of llex paraguariensis seedlings grown in copper-
contaminated soil. The inoculation of ectomycorrhizas in llex paraguariensis promotes less
copper accumulation in plants in soils contaminated by this heavy metal. The swine
wastewater compost (CARS) added to the soil increases the pseudo-total copper and the
copper fraction adsorbed to organic matter. The average proportion of 30% of swine
wastewater compost (CARS) in the soil provides a softening effect of copper toxicity in the
soil, favoring growth and reducing the accumulation of copper in llex paraguariensis plants.
The use of ectomycorrhizal fungi and CARS mitigates the negative effect of the 400 mg kg™
copper dose on the growth of llex paraguariensis. Seedlings. Copper content and
accumulation in plant tissue of llex paraguariensis plants are reduced when associated with
the fungus UFSC-PT116 regardless of the addition of CARS in the soil.

Key-words: Mate-herb. Heavy metal. Ectomycorrhizae. Organic compost.
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1 INTRODUCAO GERAL

O cobre (Cu) é um elemento quimico considerado essencial para os vegetais (TAIZ et
al., 2017), sendo um micronutriente que participa do metabolismo e é parte estrutural de
algumas enzimas (GAUTAM et al., 2016). Porém, quando em altas concentragdes, o cobre
torna-se potencialmente toxico ao ambiente, sendo um dos principais metais pesados
poluentes do solo e aguas (ANDREAZZA et al., 2010). A intensificacdo de atividades
industriais, agricolas, de mineracdo e de urbanizagdo sdo as principais causas de
contaminacdo do ambiente por Cu (HLADUN et al., 2015; MACKIE et al., 2012).

As plantas respondem de maneira diferenciada a contaminagdo do solo com cobre,
manifestando necrose nas folhas, desfolhamento precoce, reducdo no crescimento do sistema
radicular, distarbios fisioldgicos e nutricionais (SANTOS et al., 2004; BELLION et al.,
2006). O cobre reduz a altura de plantas, massa seca da parte aérea e radicular e area
superficial especifica de mudas das espécies nativas pata-de-vaca (Bauhinia forficata Link) e
carne-de-vaca (Pterogyne nitens Tul) (SILVA et al., 2016). Ja para as espécies nativas jatoba
(Hymenaea courbaril L.), canafistula (Peltophorum dubium (Spreng.) Taub) e 6leo-balsamo
(Myroxylon peruiferum L. F.) o teor de clorofila foi reduzido conforme aumento de cobre no
solo (MARQUES et al., 2018)

A erva-mate (llex paraguariensis A. St. Hil., Aquifoliaceae) é uma espécie vegetal
nativa da América do Sul, amplamente utilizada nesta regido por seu potencial industrial na
preparacdo de bebidas, chds e produtos dermocosméticos (EMBRAPA, 2015).
Historicamente, a erva-mate tem sido fundamental para a economia de muitos municipios do
Sul do Brasil e, atualmente, é o principal produto ndo madeireiro do agronegdcio florestal na
Regido Noroeste do RS (EMBRAPA, 2015). A erva-mate torna-se uma alternativa, que além
de prevenir possiveis impactos ambientais, permite a ampliacdo da fonte de renda das familias
rurais com a venda da erva-mate in natura ou processada, desempenhando importancia
socioeconémica (BERNARDI et al., 2005).

As micorrizas sdo associagdes simbioticas mutualisticas entre fungos do solo e
inimeras plantas vasculares (ANDREAZZA et al., 2011). Os fungos ectomicorrizicos ao se
associarem a um hospedeiro provocam deformacfes em suas raizes, ocorrendo troca de
metabolitos e nutrientes entre hospedeiro e fungo (BRUNDRETT et al., 1996). O micélio que
se projeta externamente, a partir da raiz colonizada (micorriza), aumenta a area de contato
com o solo e permite que maior quantidade de nutrientes e dgua sejam absorvidos do solo,

incrementando seu aporte tanto para o fungo como para a planta (SMITH & READ, 2008).
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Além disso, algumas ectomicorrizas podem quelar ions de metais no interior de suas células
ou em exsudatos, diminuindo a sua disponibilidade no solo e impedindo que sejam absorvidoa
pelas raizes, evitando ou reduzindo a contaminacdo das plantas por esses elementos
(TARGHETTA et al., 2013).

A matéria organica presente em compostos organicos pode promover significativa
reducdo da disponibilidade de metais no solo pelas reacbes de adsorcdo e quelacdo,
favorecendo o estabelecimento e desenvolvimento de plantas em locais com altos niveis de
contaminacdo (GABOS et al., 2011; VASCONCELLOS et al., 2012). InUmeros materiais
podem ser utilizados como potenciais amenizantes de toxidez em solos contaminados por
metais pesados, havendo destaque para os corretivos de acidez (calcario), fosfatos e materiais
organicos (SANTOS et al., 2007), como o composto de agua residudria de suinocultura
(NEGRINI, 2017).

Contudo, é possivel que algumas espécies florestais nativas sejam promissoras e
apresentem bom potencial na formagdo de simbiose ectomicorrizica. Nesse sentido, a
utilizacdo de fungos ectomicorrizicos e adi¢cdo de composto de dgua residudria de suinocultura
possibilitam absorcdo de nutrientes e uma barreira de protecdo as raizes, aumentando a
tolerancia e o crescimento das plantas de erva-mate cultivadas em solo contaminado com
cobre.

Para atender esta hipotese, foram desenvolvidos trés trabalhos cientificos, sendo que
no primeiro trabalho objetivou-se determinar a influéncia do uso de fungos ectomicorrizicos
no crescimento, tolerancia e acumulo de cobre em plantas de llex paraguariensis cultivadas
em solo contaminado com cobre; no segundo objetivou-se o efeito do composto de agua
residuaria de suinocultura (CARS) no crescimento e acumulo de cobre em plantas de llex
paraguariensis em solo contaminado com cobre; e no terceiro objetivou-se determinar a
influéncia do uso de fungos ectomicorrizicos associados ao composto de agua residuaria de
suinocultura no crescimento e acimulo de cobre em llex paraguariensis cultivada em solo
contaminado com cobre. O objetivo geral deste trabalho foi analisar a eficiéncia de espécies
de fungos ectomicorrizicos e do composto de agua residuaria de suinocultura na tolerancia,
crescimento e acimulo de cobre em plantas de llex paraguariensis cultivadas em solo

contaminado com cobre.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ERVA-MATE (llex paraguariensis A. St. -Hil.)

A espécie arborea llex paraguariensis A. St. Hil. pertence a familia Aquifoliaceae, da
classe das Dicotiledéneas, subclasse Archichlamydes, ordem Celastales, é originaria das
regides subtropicais e temperadas da América do Sul, conhecida popularmente como erva-
mate, caaguacu, erva-mate-de-talo-branco, carvalho-branco, orelha de burro, caa, mate, erva,
erva-piriquita (VALDUGA et al., 2005; DANIEL, 2009).

A erva-mate uma planta perenifélia, esciofita, seletiva higrofita caracteristica das
matas de pinhais podendo atingir até 100 anos de idade (LORENZI, 2000; GREGIANINI &
WINGE, 2000;). E uma arvore de crescimento lento a moderado e de altura variavel, podendo
atingir 25 metros de altura em seu habitat natural, j& em cultivo florestal a altura média é de
trés a cinco metros (PIO-CORREA, 1978; CARVALHO, 1994). A llex paraguariensis é uma
espécie didica, sua floracdo ocorre dos meses de setembro a dezembro, possui pétalas
coloridas para atracdo de animais, uma vez que sua polinizacdo é realizada por insetos
(OLIVA, 2007). A frutificacdo ocorre de dezembro a abril, possui frutos carnosos, sua
coloracdo muda durante a formacdo e maturacdo, indo de verde, vermelho a roxo.
(CARVALHO, 2003).

Quanto a morfologia, apresenta ramificagdo racemosa, copa baixa, densifoliada e
folhagem verde-escura (OLIVA, 2007). Suas folhas sdo simples, alternas, oblongas, estreitas
na base e ligeiramente obtusas no vértice, possuem coloracdo verde escura na face adaxial e
verde clara na abaxial, medindo oito a dez centimetros de comprimento e quatro a cinco
centimetros de largura, nervuras salientes, ja suas bordas sdo denteadas, especialmente da
metade para a extremidade (CARVALHO, 1994; GUPTA, 1995).

A erva-mate possui abrangéncia de aproximadamente 540.000 km?, ocorrendo nos
territérios do Brasil, Paraguai e Argentina, situados entre as latitudes 21° e 30 °S e longitudes
de 48° 30’ ¢ 56° 10 W, com altitudes variando entre 500 e 1.000 m (OLIVA, 2007), podendo
ocorrer em regides situadas fora desses limites, porém de maneira mais esparsa (SAIDELES
et al., 2010). No Brasil pode ser encontrada nos estados de Mato Grosso do Sul, Parana, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul (Figura 1), correspondendo a uma éarea de 450.000 km?
coincidindo com as areas das bacias hidrograficas dos Rios Parand, Paraguai, Iguagu e
Uruguai (OLIVA, 2007; GEHARDT, 2013). A espécie se adapta bem a locais de

sombreamento, crescendo principalmente em Floresta Ombréfila Mista de Montana com
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ocorréncia de Araucaria angustifolia, e outras espécies pertencentes principalmente as
familias, Lauraceae, Myrtaceae, Asteraceae e Fabaceae (CARVALHO, 2003).

A erva-mate se desenvolve bem em solos imidos e bem drenados (MARTINS, 1949;
OLIVEIRA & ROTTA, 1985; SAIDELLES et al.,, 2005), ndo ocorrendo em solos
hidromorficos. E tolerante a solos de baixa fertilidade natural, se desenvolve em solos
degradados, e se adapta bem em solos com baixo teor de nutrientes e alto teor de aluminio
trocavel (MEDRADO et al., 2004). Como a espécie é altamente tolerante ao acumulo de
aluminio em suas folhas, se adapta a solos aliticos (FOSSATI & REISSMANN, 1997). Ainda,
se desenvolve bem em solos com valores de pH baixo, contudo, ndo suporta solos
compactados, ou pedregosos, em torno de 80% de seu sistema radicular concentrar-se na
camada superficial (MEDRADO et al., 2004). A sua ocorréncia é mais frequente em solos de
textura média (entre 15 e 35% de argila) e argilosa (acima de 35%) (OLIVEIRA & ROTTA,
1985).

A llex paraguariensis contém muitos compostos e substancias que auxiliam na salde
do homem, tais como alcaloides, esteroides e/ou triterpenos, flavonoides, compostos fendlicos
e acidos organicos, além de macronutrientes e micronutrientes (VALDUGA et al., 1997;
BRACESCO et al., 2011), além da presenca de polifendis, saponinas, minerais, vitaminas,
flavonoides, aminoacidos e metilxantinas. As metilxantinas em maior quantidade sdo cafeina
e teobromina (MAZUR et al., 2014).

Devido a sua grande diversidade de compostos quimicos foliares, a espécie também é
empregada na producdo de medicamentos, produtos de higiene geral e de uso pessoal, insumo
para outros alimentos, sendo excelente bactericida, esterilizante e antioxidante, podendo ser
usada no tratamento de esgotos e reciclagem do lixo urbano (MACCARI JUNIOR &
MAZUCHOWSKI, 2000). A tabela 1 apresenta alguns dos exemplos de derivados
tradicionais e potenciais de folhas de erva-mate citados.

Pesquisas cientificas comprovam a influéncia das propriedades da folha de erva-mate
no organismo humano, atuando nos sistemas nervoso central, cardiovascular, renal e
digestivo, como diurético, antioxidante, eupéptico e colerético, entre outras (GUGLIUCCI,
1996; SCHINELLA et al., 2000). Além dos efeitos terapéuticos, estudos sobre a espécie tém
revelado diversas propriedades nutritivas e fisioldgicas, conferindo um grande potencial de
aproveitamento (VALDUGA, 1995).

A producdo mundial de erva-mate esta concentrada na Argentina, Brasil e Paraguai
(SEAB-PR, 2015). Segundo dados do IBGE- Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(2015), a produtividade da erva-mate verde, no ano de 2013, no Brasil foi de 860 mil
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toneladas, na Argentina, de 690 mil toneladas e no Paraguai, 85 mil toneladas. Destas 860 mil
toneladas produzidos no Brasil, 515 mil toneladas s&o oriundas de ervateiras plantadas, e 0s
demais 345 mil toneladas obtidas de forma extrativista (IBGE, 2015). O maior produtor de
erva-mate plantada foi o Rio Grande do Sul, que produziu 265 mil toneladas de erva-mate,
cerca de 52% do total, sequido do Parana, com 195 mil toneladas, aproximadamente de 38%
da producdo nacional. No entanto, o Parana é o maior extrativista de ervais nativo,
representando 74% da producdo nacional nesta categoria (IBGE, 2015).

De acordo com dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE 2011), a
erva-mate foi um dos produtos ndo madeireiros do extrativismo vegetal que mais se
destacaram em 2010 pelo valor da producdo, que chegou a 100,5 milhGes de reais.
Considerando que 99,9% da producdo estd concentrada na Regido Sul, este valor mostra a
importancia econémica da cultura da erva-mate nesta regiao.

Entretanto, a exportacdo de outros produtos de erva-mate, como a erva pronta para o
consumo, cha mate ou adicionada de aromatizantes, com maior valor agregado, seguem
estavel e superior a importacéo, sendo o Uruguai o principal destino destes produtos (SEAB-
PR, 2014). Por ndo possuir producdo prépria e ser um grande consumidor do produto, o
Uruguai € o principal importador de erva-mate cancheada do Brasil. Outros tipos de mate tem
um volume crescente de exportacdo, para aproximadamente trinta paises (SEAB-PR, 2015).

2.2 COBRE NO SOLO

O cobre é um elemento quimico que ocorre naturalmente no solo, sendo considerado
micronutriente, essencial para o0s vegetais, no entanto, quando presente em elevadas
concentracdes, pode causar danos ao ambiente e a cadeia alimentar (CHAVES et al., 2010).
Conforme Manoj et al. (2012) os metais pesados entram na cadeia alimentar e causam
disturbios metabdlicos e fisiolégicos nos organismos. Por definicdo, metal pesado refere-se
aos elementos quimicos que apresentam densidade igual ou maior do que 6 g cm (CAIRES,
2005; TAIZ et al., 2017; YRUELA, 2013), o cobre (Cu) possui densidade média de 8,96 g
cm2 (KING, 1996). No caso do cobre, suas formas mais comuns na solugéo do solo séo os
quelatos organicos soltuveis (KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 1992), sendo considerado um
elemento pouco movel nos solos.

Areas contaminadas sdo locais que podem configurar riscos & satide publica e ao meio
ambiente, conforme a resolugdo n° 420, de 28 de dezembro de 2009 do Conselho Nacional do

Meio Ambiente (CONAMA), sem que haja intervencdo, o valor orientador como limite
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maximo para o cobre total em areas agricolas é de 200 mg kg™ (CONAMA,2009). Contudo, a
portaria N°85/2014 da Fundacdo Estadual de Protecdo Ambiental (FEPAM) indica um valor
de referéncia de qualidade (VQR) de 203 mg kg™ para cobre total em solos originados de
rochas vulcanicas do planalto do estado do Rio Grande do Sul, classificado de acordo com as
provincias geomorfoldgicas/geolédgicas (FEPAM, 2014). O aumento do teor de cobre no solo
pode ocorrer de forma natural, através do intemperismo de rochas oriundas de material de
origem que contenha metais pesados em sua constituicdo (HUGEN et al., 2013).

A contaminacdo do solo pelo cobre tem se tornado comum em varias regifes do Rio
Grande do Sul. A intensificacdo das atividades antrépicas vem aumentando a poluicdo do solo
por metais pesados (ANDREAZZA et al., 2010). Atividades antrdpicas como o0 uso de
agrotoxicos, fungicidas, irrigacdo de aguas residuarias, industrializacdo, urbanizacéo,
mineracdo e o0 uso de residuos urbanos tem provocado aumento nos niveis deste elemento
(MATEOS-NARANJO et al., 2013). As atividades agricolas e industriais podem aumentar a
quantidade de cobre no solo, fato que pode alterar a populagdo de microrganismos, a atividade
bioldgica (LI et al., 2016) e, consequentemente, a capacidade produtiva do solo.

De acordo com Andreazza et al. (2013), no estado do Rio Grande do Sul a maioria dos
solos contaminados por cobre, estdo sob cultivo de vitivinicultura na serra do Nordeste e em
areas de mineragdo na serra do Sudeste. AplicacGes frequentes de fungicidas a base de cobre
para o controle de doencas foliares em videiras fazem com que este metal se acumule no solo,
principalmente nas camadas superiores do solo (BRUNETTO et al., 2014). Altas
concentracdes de cobre na biosfera causam reducdo na qualidade ambiental e vitalidade dos
seres vivos, além de alta persisténcia no ambiente (NAGAJYOTI et al., 2010; ALI et al.,
2013; STANKOVIC et al., 2014).

O cobre (Cu) é um elemento quimico considerado essencial para as plantas,
participando como catalisador de reac¢bes bioguimicas no metabolismo de carboidratos e
nitrogénio, na sintese de clorofila e na constituicdo de proteinas em plantas (TAIZ et al.,
2017). Ainda que o cobre seja considerado um elemento essencial, em quantidades excessivas
podem levar a alteragcBes anatémicas, morfoldgicas e fisiologicas, como danos as raizes,
inibicdo da absorcdo de nutrientes e reducdo das taxas de fotossintese e crescimento das
plantas (MICHAUD et al.,, 2008; TOSELLI et al., 2009; LEQUEUX et al.,, 2010;
CAMBROLLE et al., 2015) além do estresse oxidativo nas plantas, devido ao aumento na
producdo de radicais livres de oxigénio altamente toxicos que danificam lipideos e proteinas
da membrana celular, aminoacidos e &cidos nucléicos (THOUNAOJAM et al., 2012;
MORAES et al., 2015).
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O Cu esté associado ao transporte de elétrons entre as membranas durante 0 processo
fotossintético e quando disponivel em sua forma livre, produz radicais livres com alta
capacidade de oxidacdo, danifica as membranas celulares (WILLIAMS, 2015). No entanto, 0s
sintomas de toxicidade podem ser observados em varias regides das raizes causando o
encurtamento e engrossamento da raiz e o aumento das raizes laterais (CHEN et al., 2013;
ZHANG et al., 2014), refletindo em uma absorcéo reduzida de nutrientes e dgua que podem
inibir o crescimento das plantas e 0 aumento da biomassa das raizes e dos ramos (KOPITTKE
etal., 2009; TOSELLI et al., 2009).

2.3 FUNGOS ECTOMICORRIZICOS

As micorrizas sdo associa¢fes simbidticas mutualisticas entre fungos do solo e
inimeras plantas vasculares (BRUNDRETT et al., 1996). O termo ectomicorriza (ECM) foi
proposto na pesquisa realizada pela Universidade Estadual de Oregon, Estados Unidos, por
Peyronel et al. (1969), nesta simbiose, as hifas cobrem as radiculas, formando uma espécie de
manto fora dos espacos intercelulares, mas que se vincula nas células corticais da raiz. Estes
autores afirmam que este complexo sistema ¢ denominado “Rede de Hartig”. As estruturas
diagnosticadas sdo: a) manto fangico; b) Rede de Hartig; e ¢) micélio externo vegetativo que
emerge das raizes.

Registros fosseis indicam que as associa¢Ges ectomicorrizicas surgiram ha pelo menos
50 milhGes de anos (COSTA et al.,, 2003). Segundo os mesmos autores, no Brasil, 0s
levantamentos de ECM sdo recentes, sugerindo a urgéncia em se identificar 0s recursos
genéticos disponiveis e o papel da simbiose ectomicorrizica nos ecossistemas do cerrado, nas
florestas nativas e nos plantios florestais.

Dentre as inter-relacfes bioldgicas estabelecidas no solo, a simbiose entre planta e
micro-organismos heterotréficos, como o caso das micorrizas, destaca-se pelos beneficios
proporcionados a producéo vegetal (SMITH e READ, 2008). As micorrizas sdo consideradas
a simbiose de maior expressao ecoldgica e econdmica entre fungos do solo e raizes de plantas
superiores (BRADY & WEIL, 2002), representando alternativa para o estabelecimento de
mudas a campo e para a manutencéo e estabilidade das florestas (OLIVEIRA et al., 2008). Os
fungos ectomicorrizicos (fECM) sdo importantes agentes estruturadores de comunidades
florestais, favorecendo a sucesséo e resiliéncia, especialmente durante periodos de alteraces
climaticas (SMITH e READ, 2008).
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Os fungos ectomicorrizicos possuem destaque pela associagao simbidtica mutualistica
com as espécies vegetais, a qual contribui beneficamente no desenvolvimento das plantas em
decorréncia da maior protecdo das raizes e absorcdo de nutrientes (PEROTTO &
BONFANTE, 1997). Segundo Smith & Read (2008), os fungos ectomicorrizicos trazem
beneficios principalmente em situacfes desfavoraveis a planta hospedeira, como fatores
climéaticos e edaficos limitantes. S8o capazes de armazenar metabolitos e nutrientes e
funcionam, assim, como um sistema de reserva para situacdes de escassez nutricional ou
crescimento ativo de ambos (SMITH & READ, 2008). As ectomicorrizas contribuem
efetivamente para absorcéo de Ca, K, Mg e micronutrientes pela planta hospedeira em razao
do menor diametro das hifas, as quais podem explorar pequenos poros inacessiveis as raizes
(SILVA et al., 2007).

Durante a formacdo ectomicorrizica, as raizes sofrem profundas alteracdes
morfolégicas e fisiologicas, passando a atuar de forma integrada com o fungo, havendo
ganhos de adaptabilidade e sobrevivéncia destes simbiontes (BARKER et al., 1998). Esta
associacdo proporciona aumento da area de contato com o solo, permitindo maior quantidade
de nutrientes e agua sejam retirados do solo, incrementando seu aporte tanto para o fungo,
como para a planta (SMITH & READ, 2008), promove resisténcia ao estresse hidrico, a
extremos de temperatura e acidez do solo (POZO & AZCON-AGUILAR, 2007) e patdgenos
do sistema radicular (BAUMERT et al., 1997).

Determinadas espécies de fungos podem, ainda, apresentar elevada tolerancia a metais
pesados (MEDVE & SAYRE, 1994). Esse efeito tem sido atribuido a habilidade dessas
associacOes em reter 0os metais no micélio fangico, evitando a translocacdo destes para a parte
aérea da planta, aumentando sua tolerancia (COLPAERT & VAN ASSCHE, 1993;
AGGANGAN et al., 1998). Algumas espécies de fungos podem acumular altas concentracdes
de metais em seus corpos de frutificacdo (TURNAU, 1991), ou em outros tecidos fungicos, na
parede celular e em compartimentos internos (GADD, 1993; BLAUDEZ et al., 2000;
GRAZZIOTTlI et al., 2001; BELLION et al., 2006). Bertolazzi et al. (2010) comentaram sobre
a capacidade de retengdo de metais pesados pelo micélio das ECM e que sua densidade pode
funcionar como uma barreira fisica para que estes contaminantes ndo sejam absorvidos pela
planta hospedeira.

Moreira & Siqueira (2006) atribuem essa habilidade a mecanismos que incluem
processos externos as hifas, ligacdo a polimeros da parede celular e processos internos nas
células dos fungos, em que os metais podem ser complexados, compartimentalizados ou

volatilizados. 1sso ocorre pela capacidade de alguns desses fungos em quelar ions de metais
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no interior de suas células ou em exsudatos, retirando-os do solo e impedindo a absor¢édo
radicular (TARGHETTA et al.,, 2013). A simbiose ectomicorrizica pode auxiliar no
desenvolvimento de espécies florestais em solo contaminado com metais pesados,
possibilitando o aproveitamento de areas contaminadas por cobre (SILVA et al., 2010).

Em excesso no solo, o cobre pode ter influéncia negativa sobre a associagdo
micorrizica. A reducdo do numero de frutificacdes e espécies de basidiomicetos foi observada
conforme ocorria 0 aumento do nivel de contaminacdo por As, Cd, Cu, Pb e Zn (RUHLING
& SODERSTROM, 1990). Foi verificado que conforme a espécie e tipo de metal, ha
respostas diferenciadas entre os fungos ectomicorrizicos (HARTLEY et al., 1997). O cobre
pode causar inibicdo da colonizagdo em plantas (GRAZZIOTI, 1999).

Os fungos ectomicorrizicos apresentam especificidade quanto ao hospedeiro (SOUSA
et al., 2012) e a taxa de colonizacdo é dependente da interacdo entre o fungo e a planta
(GRAZZIOTTI; SIQUEIRA; MOREIRA, 2003; BRUNDRETT et al., 2005), podendo
associar-se ou nao, dependendo da espécie vegetal (SILVA; ANTONIOLLI; ANDREAZZA,
2003; MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). Ha a existéncia de poucos estudos relacionados a
formac&o de ectomicorriza com espécies florestais nativas do Rio Grande do Sul. E possivel
que algumas espécies florestais nativas sejam promissoras e potenciais na formacdo de

ectomicorriza podendo ser indicadas para serem usadas em locais contaminados com cobre.

2.4 AMENIZANTE ORGANICO

Quando existem altas concentracfes de metais no solo, o crescimento vegetal pode se
tornar limitado como resultado dos efeitos do contaminante sobre as plantas. Neste caso, é
recomendado principalmente que o contaminante seja estabilizado, promovendo assim a
adsorcdo de metais e reducdo de seu contetudo disponivel a um nivel que seja tolerado pelas
plantas (GABOS et al., 2011). Neste caso, amatéria organica é considerada como o principal
ligante para metais pesados (JORGE et al., 2010), reduzindo assim sua disponibilidade para as
plantas (RIBEIRO FILHO et al., 2001).

A aplicacdo de amenizantes organicos reduz a disponibilidade de metais pelas reagdes
de adsorcdo e complexacdo (PARK et al., 2011). A disponibilidade de ions metalicos no
ambiente pode ser reduzida significativamente pela matéria organica, devido principalmente
pela presenca de substancias ricas em grupos funcionais com cargas negativas, tais como
acidos carboxilicos e hidroxilas fenolicas e alcoodlicas, que sdo os locais que podem adsorver

os metais em solucdo (MORREIRA et al., 2012), provocando a diminuicdo da absorcao pelos
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vegetais e a lixiviagdo (PARK et al., 2011), possibilitando o estabelecimento dos vegetais
onde a contaminacg&o apresente niveis elevados (SANTOS et al., 2010).

Dentre os amenizantes estudados tem-se a utilizacdo de compostos orgéanicos (PARK
et al., 2011) que modificam a disponibilidade dos metais no solo, pela alta capacidade que as
substancias hamicas e &cidos fulvicos possuem de interagir com ions metalicos, substancias
organicas e minerais, formando complexos soluveis e ndo solliveis com diferente estabilidade
e propriedades fisico-quimicas (MUDHOO et al., 2012).

O efeito da adicdo de materiais organicos na disponibilidade de metais pesados
depende de vérios fatores, entre eles a natureza da matéria organica, a degradabilidade, o teor
de sais, o efeito no pH do solo e o potencial de redox, assim como o tipo de solo onde sera
aplicado e o metal em questdo (ROSS, 1994; SHUMAN, 1999). E importante ressaltar que a
adicdo de matéria organica ao solo tanto pode reduzir quanto aumentar a disponibilidade dos
elementos para as plantas (SANTOS et al., 2007). Conforme destacado por Chen & Aviad
(1990), a adicdo de matéria organica polimérica causa a reducdo da disponibilidade de metais
para as plantas, porém a matéria organica de baixo peso molecular pode causar aumento de
sua disponibilidade no solo.

A produgdo do CARS consiste na mistura de aguas residudrias de suinocultura com
material celulésico (serragem ou maravalha) em leiras de compostagem, que condiciona a
absorcdo e evaporacdo da fracdo liquida, com posterior decomposicdo da fracdo sélida e
eliminacdo de microrganismos patogénicos, sendo utilizado como adubo organico apds a sua
estabilizacdo (PRA et al., 2005).

Devido a sua natureza organica, o composto de agua residuaria de suinocultura pode
possuir condi¢Oes de proporcionar o crescimento de plantas em solo com altas concentragdes
de cobre, promovendo efeito amenizante da toxidez do metal. Resultados promissores com a
utilizacdo do composto de agua residudria de suinocultura foram encontrados por Welter
(2018) no crescimento de plantas de morangueiro (Fragaria sp.) e Negrini (2017) na reducéo
do efeito toxico de cobre em plantas de eucalipto (Eucalyptus grandis).
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3 CAP[TULO I - FUNGOS ECTOMICORRIZICOS NO CRESCIMENTO,
TOLERANCIA E ACUMULO DE COBRE EM MUDAS DE llex paraguariensis A. St.-
Hil. EM SOLO CONTAMINADO COM COBRE

3.1 RESUMO

O cobre, quando em altas concentracfes, € um dos principais metais pesados poluentes do
solo. As plantas se diferenciam quanto a tolerancia e toxicidade aos metais, o que lhes permite
crescer e produzir até mesmo em solos com alta concentragdo de contaminantes. Objetivou-se
neste trabalho determinar a influéncia do uso de fungos ectomicorrizicos no crescimento,
tolerancia e acumulo de cobre em plantas de erva-mate cultivadas em solo contaminado com
cobre. O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado em arranjo fatorial (4x6),
sendo quatro possibilidades de uso dos inoculos: sem inoculo e 3 ectomicorrizas (UFSC-
PT116 - Pisolithus microcarpus, UFSC-PT132 - Pisolithus tinctorius e UFSC-SU118 -
Suillus cothurnatus) e seis doses de cobre adicionadas ao solo (0, 80, 160, 240, 320 e 400 mg
kg™), com sete repeticGes. Avaliou-se a altura da parte aérea, diametro do colo, massa seca da
parte aérea e sistema radicular, area foliar, area superficial especifica de raizes, teores e
acumulo de cobre na parte aérea e radicular, indice de translocagdo e tolerancia, fator de
bioconcentracao, coeficiente de bioacumulacdo, parametros da clorofila e da fluorescéncia da
clorofila e associagdo micorrizica. A inoculagdo de mudas de llex paraguariensis com
ectomicorrizas UFSC-PT116, UFSC-PT132 e UFSC-SU118 ameniza o efeito de
fitotoxicidade provocado pelo excesso de cobre no solo. O isolado ectomicorrizico UFSC-
PT116 promove, entre os trés testados, 0 maior crescimento e tolerancia de mudas de llex
paraguariensis cultivadas em solo contaminado com cobre. A inoculagdo de ectomicorrizas
em llex paraguariensis promove menor acimulo de cobre nas plantas em solos contaminados
por este metal pesado.

Palavras-chave: Erva-mate. Micorrizas. Metal pesado. Contaminacdo do solo.

3.2 ABSTRACT

The copper, when in high concentrations, is one of the major heavy metals pollutants in the
soil. Plants differ in tolerance and toxicity to metals, allowing them to grow and produce even
in soils with high concentrations of contaminants. The objective of this work was to
determine the influence of ectomycorrhizal fungi on the growth, tolerance and accumulation
of copper in herb mate plants grown in soil contaminated with copper. The design was
completely randomized in factorial arrangement (4x6), with four possibilities of inoculum
use: without inoculum and 3 ectomycorrhizae (UFSC-PT116 - Pisolithus microcarpus,
UFSC-PT132 - Pisolithus tinctorius e UFSC-SU118 - Suillus cothurnatus) and six copper
doses added to soil (0, 80, 160, 240, 320 and 400 mg kg™) with seven replicates. It was
evaluated the height of the aerial part, diameter of the lap, dry mass of the aerial part and root
system, leaf area, specific surface area of roots, contents and accumulation of copper in the
aerial part and radicular, translocation index and tolerance, bioconcentration factor,
bioaccumulation coefficient, chlorophyll and chlorophyll fluorescence parameters and
mycorrhizal association. Inoculation of llex paraguariensis seedlings with ectomicorrhizas
UFSC-PT116, UFSC-PT132 and UFSC-SU118 mitigates the toxicity effect caused by excess
copper in the soil. The UFSC-PT116 isolate promotes, among the three tested, the highest
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growth and tolerance of llex paraguariensis seedlings growth in copper contaminated soil.
The inoculation of ectomycorrhizae in llex paraguariensis promotes less copper accumulation
in the plants in soils contaminated by this heavy metal.

Key-words: Mate-herb. Mycorrhizae. Heavy metal. Soil contamination.

3.3 INTRODUCAO

O cobre (Cu) é considerado um micronutriente essencial as plantas, porém quando em
altas concentragdes, € um dos principais metais pesados poluentes do solo (ANDREAZZA et
al., 2010). Plantas cultivadas em solos com altos teores de cobre podem acumular esse metal
em seus tecidos e desenvolver sintomas de toxicidade (KABATA-PENDIAS, 2011),
reduzindo o crescimento em decorréncia de alteracdes morfolégicas (AMBROSINI et al.,
2015; BOCHICCHIO et al., 2015; GUIMARAES et al., 2016), bioquimicas e fisioldgicas da
planta (CAMBROLLE et al., 2012; MATEOS-NARANJO et al., 2013). As areas com solos
contaminados por cobre tém aumentado ao longo do tempo, resultantes das atividades
antropicas, como o uso arbitrario de agrotoxicos, fungicidas, irrigacdo de aguas residuarias,
industrializagdo, mineralizacdo e uso de residuos urbanos (MATEOS-NARANJO et al.,
2013). Conforme a resolugdo n°® 420 do CONAMA (2009), a concentracdo de 200 mg de
cobre kg* de solo indica a necessidade de intervenco em érea agricola, pois configura risco a
salide publica e meio ambiente.

As plantas respondem de maneira diferenciada a contaminacdo do solo por cobre
(SILVA et al., 2011). Algumas espécies de planta apresentam mecanismos adaptativos que as
tornam mais tolerantes a toxicidade em altas concentragcdes de metais (LEQUEUX et al.,
2010). Algumas plantas podem tolerar niveis elevados de cobre podendo acumular
concentracio desse elemento superior a 1000 mg kg* de massa seca por meio de mecanismos
bioquimicos (ACCIOLY & SIQUEIRA, 2000). O cobre é um elemento essencial para
produtividade em plantas e participa do metabolismo de carboidratos, do nitrogénio, da
sintese de lignina e de clorofila (MARSCHNER, 1995; GRASSI FILHO, 2005). Entretanto, a
maioria das plantas manifesta sintomas de toxidez como necrose e redugéo no crescimento do
sistema radicular (SOARES et al., 2000), necrose das folhas, desfolhamento precoce e
reducdo do crescimento aéreo da planta (GRASSI FILHO, 2005).

A erva-mate (llex paraguariensis St. Hil.) é uma é&rvore perene, da familia
Aquifoliaceae, nativa da América do Sul (DARTORA, 2010; LORENZI, 2000). A cultura da

erva-mate tem grande valor comercial e social, suas folhas e ramos finos sdo processados e
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beneficiados para darem origem a bebidas estimulantes feitas por infusdes, como chimarréo,
tereré e chd mate (SAIDELLES et al., 2010), aléem de ser muito empregada na industria
alimenticia, de cosméticos, bebidas e farmacéuticas, devido a diversidade de compostos
fitoquimicos presente (JACQUES et al., 2007). Contudo, € incipiente o que se sabe sobre 0
crescimento da erva-mate em areas contaminadas com cobre, a acumulagdo do metal nesta
espécie nativa e tampouco os niveis de acimulo na parte aérea da planta.

O wuso de fungos micorrizicos pode ser uma alternativa para melhorar o
desenvolvimento de plantas em areas contaminadas (DELLAI, et al, 2014). Esses fungos
formam associacBes simbidticas com plantas vasculares aumentando a area explorada pelas
raizes por meio de suas hifas no solo (BRUNDRETT et al., 1996; SMITH & READ, 2008). A
literatura tem indicado pesquisas que evidenciam o efeito benéfico da associacdo micorrizica
no crescimento vegetal como estudos realizados com o uso de Pisolithus microcarpus no
crescimento de mudas de bracatinga (Mimosa scabrella Benth.) (DELLAI et al., 2014) e
mudas de canafistula (Peltophorum dubium (spreng.) taub.) (SILVA et al., 2010) em solo
contaminado com cobre e, com isso, demonstrado a eficiéncia desta associacdo na tolerancia
das plantas a metais pesados (KABATA-PENDIAS, 2010), além de proporcionar a planta
hospedeira maior tolerdncia a substancias toxicas no solo (GRAZZIOTTI et al., 2003).

Os microrganismos do solo, como os fungos ectomicorrizicos, podem ser uma
alternativa para auxiliar o crescimento de plantas em &reas com excesso de metais pesados,
reduzindo o efeito toxico ocasionado por estes elementos. Além de favorecer o crescimento
de plantas, os fungos micorrizicos melhoram a absorcdo de nutrientes essenciais e reduzem
estresses bidticos e abidticos causados aos vegetais (ROSSETO et al., 2012). Isso ocorre pela
presenca de mecanismos que possibilitam alterar a biodisponibilidade desses elementos no
ambiente micorrizosférico, controlando a absorcdo das raizes, e também mecanismos que
protegem as plantas desses contaminantes (FERREIRA et al.,, 2016), como a prépria
colonizagdo do cortex da raiz, desenvolvendo um micélio que envolve as raizes das plantas
(CORNEJO et al., 2013).

Entretanto, ndo se tém evidenciado trabalhos sobre a resposta da espécie llex
paraguariensis a associagdo micorrizica e seu crescimento em solo contaminado com cobre.
Nesse sentido, ainda persiste a divida sobre a possibilidade do uso de fungos ectomicorrizicos
em associacdo com a erva-mate como alternativa de redugdo do acumulo de cobre, do
aumento da tolerancia e crescimento da planta cultivadas em solos contaminados com esse

metal. Deste modo, objetivou-se neste trabalho determinar a influéncia do uso de fungos
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ectomicorrizicos no crescimento, tolerdncia e acimulo de cobre em plantas de llex

paraguariensis cultivadas em solo contaminado com cobre.

3.4 MATERIAL E METODOS

3.4.1 Local

O experimento foi conduzido em ambiente protegido, na casa de vegetacdo
pertencente ao Departamento de Engenharia Florestal da Universidade Federal de Santa Maria
(UFSM), Campus de Frederico Westphalen, entre os meses de agosto e novembro de 2018. O
solo utilizado no experimento foi caracterizado como um Latossolo Vermelho, coletado em
area agricola na camada de 0 - 20 cm, cujos atributos quimicos e fisicos estdo especificados
na Tabela 1, conforme metodologia descrita por Mann e Ritchie (1993) para o cobre trocavel

e por Tedesco et al. (1995) para os demais atributos.

Tabela 1 — Analise quimica do solo utilizado para a producdo de mudas de llex
paraguariensis.

pHagua Ca+Mg Al H+AI P K Cu M.O.  Argila
11 —meeeeee- cmole kgt ----mmes e mg kgt ------- ---- Ofp =----
5,3 2,23 0,0 3,3 6,5 126,5 12,73 1,1 62,00

Fonte: Autor (2019).

3.4.2 Delineamento

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em arranjo fatorial
4 x 6, sendo quatro possibilidades de uso de fontes de indculos: sem in6culo e 3
ectomicorrizas (UFSC-PT116 - Pisolithus microcarpus, UFSC-PT132 - Pisolithus tinctorius e
UFSC-SU118 - Suillus cothurnatus) e seis doses de cobre adicionadas ao solo [0 (teor natural
do solo), 80, 160, 240, 320 e 400 mg kg™], com 7 repeticdes.

Os fungos ectomicorrizicos (UFSC-PT116 - Pisolithus microcarpus, UFSC-PT132 -
Pisolithus tinctorius e UFSC-SU118 - Suillus cothurnatus) foram obtidos na Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC). Os fungos ectomicorrizicos foram multiplicados 30 dias
antes da implantacdo do experimento em meio solido (Melin-Norkrans Modificado) (MARX,

1969), em placas de Petri, submetidos a estufa incubadora BOD a 25°C.
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3.4.3 Instalacéo e conducéo do experimento

As sementes da espécie de erva-mate utilizadas no experimento foram fornecidas pela
Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa Catarina (EPAGRI), unidade
de Chapeco, SC. As sementes foram desinfestadas com hipoclorito de sodio 5% por 20
minutos e lavadas em &gua corrente por 5 minutos, semeadas em sementeira com substrato
marca Carolina Soil® esterilizado em autoclave com temperatura de 121°C em 3 ciclos de 30
minutos, sendo irrigadas com agua destilada. Quando as mudas apresentaram um par de
folhas definitivas foram transplantadas para vasos plasticos com capacidade volumétrica de
1.000 cm?, sendo considerado uma unidade experimental (UE).

As doses de cobre foram aplicadas 30 dias antes do transplante das mudas na forma de
solucéo de sulfato de cobre (CuSO4.5H20), sendo diluidas em 50 mL de agua destilada para
possibilitar homogeneizacdo no solo. A inoculacdo dos fungos ectomicorrizicos nas mudas
foram através de inoculante, utilizando-se o micélio fungico de 10 placas de Petri, totalizando
21 colénias, o qual foi triturado em liquidificador com 500 mL de &gua destilada por 10
segundos. Para inoculacdo foi aplicado 10 mL dessa solugdo, por meio de uma seringa
graduada, diretamente nas raizes e no solo de cada tratamento em contato com as raizes no
momento da repicagem e plantio das mudas. A testemunha sem inoculacdo também recebeu
10 mL de uma solucéo contendo somente o0 meio de cultura MNM.

O experimento foi conduzido por 120 dias apds o transplante das mudas. No decorrer
deste periodo foram realizadas irrigacdes diarias, com uso de regador de plastico capacidade 5
litros, mantendo-se a umidade do solo a 70-80% da capacidade de campo. Para atender as

exigéncias do delineamento experimental, semanalmente foi realizado rodizio das UEs.

3.4.4 Avaliacdo morfologica

Ao final do experimento foi quantificada a altura da parte aérea (H), com regua
graduada, do colo das mudas até o apice caulinar; o diametro do colo (DC), com paquimetro
digital marca Black Jack Tools; nimero de folhas (NF); a massa seca do sistema radicular
(MSR) e da parte aérea (MSPA), ambos separados na regido do colo da muda e secos em
estufa a 60+1 °C até massa constante, pesadas em balanca analitica e calculada a massa seca
total (MST) pela soma das MSR e MSPA. Com base nestes parametros foi calculado a relacéo

altura/diametro e o indice de qualidade de Dickson (IQD), que representa a qualidade
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morfolégica das mudas a serem levadas a campo, de acordo com a Equagdo 1 (DICKSON,
1960).

MST )
H _MSPA @
DC " MSR

IQD =
As raizes foram separadas do solo por meio de lavagem em &gua corrente usando
peneiras com malha de didametro de 0,5 mm. Apo6s a lavagem das raizes, ocorreu a
digitalizacdo das raizes com o uso de escaner (HP D110). Apds a digitalizacdo das imagens
radiculares, a area superficial especifica (ASE), o comprimento radicular (CR) e o volume de
raiz (VR) foram determinados pelo processamento das imagens no programa para analises de
fibras e raizes, Safira 2.0 (JORGE & SILVA, 2010). A area foliar (AF) foi medida e analisada
pelo software Imagel (versdo 2.0; US National Institutes of Health, Bethesda, Maryland,
EUA) (SCHNEIDER et al., 2012), utilizado para medir todas as imagens off-line.

3.4.5 Metal no solo e planta

Ao final do experimento foram coletadas amostras de solo de cada tratamento e
determinados os teores pseudo-totais, conforme a metodologia 3050b, descrita em USEPA
(1996), utilizando-se 0,5g de solo, onde € utilizado &cido nitrico e &gua oxigenada que liberam
0s metais ligados a matéria organica, aos 0xidos e a outras fracbes minerais e posterior
determinacdo em espectrofotometria de absorcéo atdmica, conforme descrito por Miyazawa et
al. (2009).

Apds a afericdo da massa seca de raizes e parte aérea, as mesmas foram moidas em
moinho tipo Wiley com peneira de malha de 10 mesh para a determinacédo dos teores de cobre
no tecido vegetal, através de digestdo nitrico-perclérica (3:1) e determinacdo em
espectrofotometria de absorcdo atdmica, conforme descrito por Miyazawa et al. (2009).

Com base na MST, nos teores de cobre (mg kg™) do sistema radicular (CuR) e da
parte aérea (CuPA), nas quantidades acumuladas de cobre (ug planta™) no sistema radicular
(CuAR), na parte aérea (CUAPA) e no total das mudas (CuAT), na dose zero de cobre (do) e
nas doses de 80 & 400 mg kg (dn), foi calculado o indice de tolerancia (Itol), conforme a
Equacdo 2, e o indice de translocagdo (Itra), com base na Equacdo 3. O Itol estima a
capacidade das mudas crescerem em ambientes com elevada concentracdo de cobre

(WILKINS, 1978) e o Itra corresponde a porcentagem total absorvida de cobre que foi
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transportado para a parte aérea (ABICHEQUER & BOHNEN, 1998). O fator de
bioconcentragéo foi determinado pela razdo entre a concentragdo de metal nas raizes (mg kg™)
e a concentracio pseudo-total no solo (mg kg™), enquanto o fator de bioacumulagio foi
determinado pela razdo entre a concentracdo de metal na parte aérea (mg kg?) e a

concentragéo pseudo-total no solo (mg kg™?), conforme Yoon et al. (2006).

tol = 5Tdn 0o 2
= MSTdo (2)
I _ CuAPAdn 100 3
ta = - ATdn (3)

3.4.6 Parametros da fluorescéncia da clorofila

Os parametros de fluorescéncia da clorofila foram medidos na terceira folha
visualmente sadia e completamente expandida usando um fluorémetro modulado modelo
JuniorPam (Walz, Alemanha), no periodo de inicio da manha, das 06h00 - 08h00. A
fluorescéncia inicial (Fo) e a fluorescéncia maxima (Fm) foram medidas antes e depois,
respectivamente, das folhas receberem um pulso de luz saturante de 10.000 umol m2 s, A
fluorescéncia variavel (Fv) e calculada com base no incremento da fluorescéncia inicial até a
maxima (Fm — Fo) e a eficiéncia fotoquimica maxima do Fotossistema Il - PSII (Fu/Fm) é
calculada como a razdo da fluorescéncia variavel sobre a maxima (LICHTENTHALER,
1987). A taxa de transporte de elétrons (ETR1s00) foi medida através de curvas de luz (taxa de
transporte de elétrons contra radiacdo fotossinteticamente ativa [PAR]). Curvas de luz foram
medidas submetendo cada amostra a nove niveis de radiacdo (0, 125, 190, 285, 420, 625, 820,
1150 e 1500 elétrons pmol m2 s1), durante 10 segundos.

3.4.7 Parametros da clorofila

Os teores de clorofilas a (Chl a), b (Chl b), total (Chl Total) e carotenoides totais
foram determinados a partir da mesma folha utilizada na analise de fluorescéncia, amostras
destas folhas foram coletadas e acondicionadas imediatamente em freezer a -4°C até o
momento das analises. As amostras foram trituradas e homogeneizadas em 5,0 ml de acetona
80% (v/v) e posteriormente centrifugadas a 4000 rpm durante 3 min. As absorbancias do

sobrenadante foram medidas a 480, 645 e 663 nm, utilizando um espectrofotometro UV-VIS,
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sendo as concentra¢fes dos pigmentos e carotendides calculados de acordo com Hendry &
Price (1993).

3.4.8 Associagao micorrizica

A avaliacdo da colonizacdo micorrizica nas raizes foi realizada por meio de dois
procedimentos: a) a olho nu e sob lupa, busca-se detectar alteracbes morfologicas,
possivelmente provocadas por fungos ectomicorrizicos; b) aplicou-se a técnica de clarificacdo
e coloracdo das raizes com Azul de Trypan 0,05%, para visualizacdo das ectomicorrizas em
microscopio e em lupa (BRUNDRETT et al., 1996). A colonizacdo ectomicorrizica foi
estimada em 5 repeticGes por planta pelo método da placa quadriculada (GIOVANNETTI &
MOSSE, 1980).

3.4.9 Andlise estatistica

A andlise estatistica teve como modelo matematico: Yij= m + ai + dj + (ad)ij + eij, em
que: Yij € uma observacéo referente ao tratamento "nivel i do fator A (micorrizas) com o nivel
j do fator D (doses de Cu)"; m é a média geral do experimento; a; € o efeito do nivel i do fator
A; dj é o efeito do nivel j do fator D; (ad);; é o efeito da interacdo do nivel i do fator A com o
nivel j do fator D; ejj € o efeito aleatorio do erro experimental.

Os resultados foram submetidos a andalise de variancia e quando apresentaram
interacdo significativa foram submetidos a anélise de regressdo do fator de variacdo
quantitativo (doses) dentro de cada nivel do fator qualitativo (indculos micorrizicos). Para 0s
parametros sem interacdo, foram desdobrados os efeitos simples, sendo as médias do fator
qualitativo (Fator A) comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro e as
médias do fator quantitativo (Fator D) submetidos a andlise de regressao polinomial pelo
programa SISVAR (FERREIRA, 2011).
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3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.5.1 Concentracao de cobre no solo

As doses de cobre aplicadas no solo proporcionaram aumento nas concentragdes
pseudo-totais de cobre de forma linear (Figura 1), atingindo valores acima do limite
estabelecido pela legislagdo para investigacio em &reas agricolas, que é de 200 mg kg™
(CONAMA, 2009). Tais valores superam também o valor de referéncia de qualidade definido
pela FEPAM (2014), que é de 203 mg kg* para solos oriundos de rochas vulcanicas do
Planalto do Estado do Rio Grande do Sul.

Figura 1 - Teores pseudo-totais de cobre em funcdo das doses do metal (0, 80, 160, 240, 320,
400 mg kg!) adicionadas ao solo.

® y=1,0665x + 202,40 R?=0,97
700 4 eoeee Valor de investigacéo area agricola
625,33
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Fonte: Autor (2019).

3.5.2 Crescimento das plantas

As plantas de erva-mate evidenciaram interagdo significativa (p < 0,05) entre as
espécies de isolados ectomicorrizicos e as doses de cobre aplicadas no solo para o0s
parametros: altura de planta (AP), didmetro de colo (DC), massa seca da parte aérea (MSPA)
e radicular (MSR), massa seca total (MST), area foliar (AF) e area superficial especifica
(ASE) das raizes (Figura 2).
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Figura 2 — Altura (A), diametro de colo - DC (B), massa seca da parte aérea — MSPA (C),
massa seca radicular - MSR (D), érea foliar (AF) e area superficial especifica de raizes (ASE)
de mudas de llex paraguariensis sem e com inoculacdo de fungos ectomicorrizicos em solo

contaminado com cobre.

(A) o Test y= -0,006207x+16,82476 R?=0,85
L] PT116 y= 0,007629x+19,660952 R?=0,97
N _. o PT132 y=-0,000045x>+0,014590x+18,6007 R?=0,92
o _A_ . SU118 y=-0,000032x>+0,013278x+21,1935 R?=0,81

B
KT
o
2
<
/‘( T DMS=0,80
2
0 80 160 240 320 400
(c) o Test y=-0,000320X+0,70998 R*=0,93
] PT116 y= 0,000446x+0,79515 R?=0,99
() PT132 y=-0,000003x2+0,001035x+0,6920 R?=0,92
S A SU118 y= -0,000004x2+0,001600x+0,8400 R?=0,77
<P
S
[ o
©
o
2
x
%)
=
Tpms=0,08
0,00 . ; : ; ‘
0 80 160 240 320 400
(E) o Test y=-0,060931x+54,68495 R?=0,99
L] PT116 y=0,069528x+90,78609 R?=0,76
L] PT132 y=-0,000425x>+0,143828x+77,8631 R?=0,83
160 A SU118 y=-0,000736x2+0,28413x+102,2648 R?=0,80
150
140
130
120
o 110
f’, 100
= 90
o 80
°©
L 70
3 e0
<C 50
40
30
20
15 T DMS=9,81
oA : ; : ; ‘
) 80 160 240 320 400

Doses de Cu (mg kg™')

(B) [e] Test y=-0,001699x+2,85352 R?=0,96
L] PT116 y=-0,000008x*+0,003384x+2,70771 R*=0,93
o _0 - PT132 y=-0,000006x+0,002765x+2,57921 R?=0,59
556 N _A N SU118 y=-0,000009x*+0,005018x+2,55907 R*=0,88

B
E
£
[0
£
«©
a
— I bwms=0,15
st
0,00 + T T T d
0 80 160 240 320 400
(D) o Test y= -0,000063x2+0,24324 R2=0,97
L] PT116 y= -0,000098x+0,29689 R?=0,98
. PT132 y= -0,000001x2+0,000329x+0,24342 R2=0,86
035 - A SU118 y= -0,000001x2+0,000385x+0,26655 R2=0,85
A
—~ 030+ et AT T 5
's | e a - Pl
5 . T B e -A
= Py — e —~. 8 "=
= =g i
x 025y el ~.
@ ~
= [ ]
I bms=0,01
0,20
0,00 + T T T T 1
o 80 160 240 320 400
(F) o Test y=-4,086963x+4774,8718 R?=0,90
n PT116 y= 0,052281x*-23,120706x+7472,243 R*=0,84
. PT132 y=-11,929610x+7363,5064 R?=0,94
A SU118 y=-0,055808x2+19,51487x+5804,965 R?=0,80

ASE (mm?)

0+ T T T T 1
o 80 160 240 320 400

Doses de Cu (mg kg™")

*DMS: diferenga minima significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05). Fonte: Autor (2019).



36

As doses de Cu aplicadas no solo induziram reducdo na altura das mudas sem
inoculagdo, enquanto os tratamentos inoculados foram significativamente superiores, sendo
que o isolado UFSC-PT116 promoveu aumento na altura, obtendo valor estimado 58,4%
maior que a testemunha na dose de 400 mg kg (Figura 2A). Tais resultados corroboram com
Dellai et al. (2018) com eucalipto saligna (Eucalyptus saligna Sm.), nos quais as mudas
produzidas em solo contaminado com cobre apresentaram maior altura quando inoculadas
com o isolado UFSC-PT116. Ao se associarem com o sistema radicular das plantas, os fungos
ectomicorrizicos aumentam a absorcdo de agua e nutrientes do solo, enquanto que, 0 manto
fangico localizado na superficie das raizes atua como uma barreira fisica e quimica a metais
pesados (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006; SMITH & READ, 2008). E possivel que tenham
ocorrido alteracdes fisioldgicas, resultando na reducdo da altura das plantas sem inoculacéo
com o aumento gradativo das doses de cobre adicionadas no solo, em contrapartida, 0s
resultados demonstram que a inoculacdo com os isolados testados possibilita menor toxidez
do Cu sobre a altura da erva-mate.

O diametro de colo (DC) foi reduzido com as doses de cobre nas plantas sem
inoculacdo, atingindo reducéo de 31,3% na maior dose, enquanto os isolados ectomicorrizicos
apresentaram resposta quadratica (Figura 2B). O isolado UFSC-SU118 mostrou maior
crescimento (3,25 mm) do DC na dose estimada 278,77 mg kg™, sendo 6,0% maior que o
isolado UFSC-PT116 com 3,06 mm na dose 211,50 mg kg. Dellai et al. (2014) relata que o
diametro do colo foi reduzido significativamente quando inoculado com o fungo UFSC-
PT116, o que difere dos resultados encontrados no presente trabalho para erva-mate. O cobre
em concentracGes superiores as necessarias para o crescimento 6timo de cada planta, pode
inibir o crescimento e interferir com processos celulares importantes como a fotossintese
(TAIZ et al., 2017). Para transplante das mudas para o campo, recomenda-se um DC minimo
de 2,0 mm (WENDLING & DUTRA, 2010), onde os trés isolados, assim como sem
inoculacéo, apresentam valores de didmetro do colo adequados nas doses de Cu estudadas.

A massa seca da parte aérea das mudas de erva-mate sem inoculacdo foi
reduzidalinearmente com o aumento das doses de cobre, enquanto que o isolado UFSC-
PT116 promoveu aumentolinear, com crescimento de 22,6% entre a dose zero e a dose de 400
mg kg e, quando comparado a testemunha sem inoculagdo, apresentou massa seca da parte
aérea superior em 67,2%, na dose 400 mg de Cu kg de solo (Figura 2C). Estes resultados
corroboram com Silva et al. (2010), que encontraram redu¢cdo na MSPA em mudas de
canafistula (Peltophorum dubium (Spreng.) Taub.) com até 450 mg kg de cobre adicionado

ao solo. Segundo Steffen et al. (2012), a aplicagdo do fungo ectomicorrizico UFSC-PT116
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(Pisolithus microcarpus) e 6leo essencial de eucalipto promove maior desenvolvimento da
parte aérea de sibipiruna (Caesalpinia peltophoroides Benth.).

Contudo, plantas submetidas a doses elevadas de cobre podem apresentar
desfolhamento precoce além de reducdo no crescimento da parte aérea (GRASSI FILHO,
2005). Além da reducdo da massa seca, comumente sdo observados sintomas de clorose na
parte aérea das plantas (YRUELA, 2013), devido a substituicdo do fon Mg?* na molécula de
clorofila por Cu?*, resultando na quebra da fotossintese (KUPPER et al., 1996). Referidos
resultados indicam que a inoculacdo do isolado UFSC-PT116 promove resposta positiva no
crescimento (Figura 2C) das mudas de erva-mate em solo contaminado por cobre.

A massa seca radicular (MSR) foi reduzida em 14,2% e 16,0%, respectivamente, nas
plantas sem inoculacdo e inoculadas com o isolado UFSC-PT116, com as doses de cobre
aplicadas no solo, enguanto os isolados UFSC-SU118 e UFSC-PT132 tiveram resposta
quadratica, com ponto de maxima nas doses de 192,5 e 164,5 mg kg?, respectivamente
(Figura 2D), mas que na dose 400 mg kg apresentaram, respectivamente, MSR muito
préxima e inferior ao tratamento sem adicdo de Cu. Esse resultado corrobora com os de
Weirich et al. (2018) que também obteveram maior massa seca radicular no eucalipto
citriodora (Corymbia citriodora (Hook.) K.D. Hill & L.A.S. Johnson) sem inoculagdo e
menor quando inoculada com o isolado UFSC-PT116. Altas quantidades de cobre no solo
causam toxidade as plantas, inibicdo no crescimento de raizes e reducdo da fotossintese
(YRUELA, 2009).

Apesar de haver reducdo da MSR no isolado UFSC-PT116 (Figura 2D), a formacéo da
associagdo micorrizica tem como resultado final o aumento da area de absorcédo radicular da
planta por causa da presenca das hifas do fungo (SMITH & READ, 2008), modificando a
arquitetura das raizes (BRUNDRETT, 2008), que se tornam mais curtas e muito ramificadas
(RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2007). Para a planta € mais eficiente em relacdo ao gasto de
energia, possibilitar o desenvolvimento de hifas do que produzir raizes (MOREIRA &
SIQUEIRA, 2006), onde as hifas fungicas geralmente desempenham a funcdo dos pelos
radiculares (SOUZA et al., 2006), induzindo segundo Bertolazi et al. (2010) o crescimento de
plantas em solos degradados e com baixa disponibilidade de nutrientes. Assim, mesmo com
reducdo da massa seca radicular, nas plantas micorrizadas ha um ganho em relacdo a
testemunha, em todas as doses.

O isolado UFSC-PT116 promoveu aumento na area foliar (AF) das mudas de erva-
mate de 30,6%,na dose 400 mg kg de solo obteve maior AF que os demais tratamentos, ja as

mudas sem inoculagdo evidenciaram reducdo de 44,5% conforme aumento nas doses de



38

cobre (Figura 2E). A érea foliar do pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) apresentou reducao
linear com aumento das doses de cobre e, quando submetido a dose 100 mg kg, foi 69%
menor em relacdo a testemunha (CHAVES et al., 2010). A éarea foliar é responsavel pela
producdo de fotoassimilados necessarios para a demanda metabolica e formacdo de novas
estruturas vegetais (SILVA et al., 2018). Verifica-se o efeito depreciativo do cobre no
aparelho assimilatério das plantas, sendo mais intenso nas plantas sem inoculagdo, contudo,
houve aumento da area foliar com o isolado UFSC-PT116 (Figura 2E) elevando a massa seca
da parte aérea (Figura 2C) da erva-mate, indicando haver grande correlacao entre esses dados.

A érea superficial especifica de raizes (ASE) foi reduzida com as doses de cobre nas
plantas sem inoculacdo e com o isolado UFSC-PT132, ja o isolado UFSC-PT116 apresentou
efeito quadratico, porém na dose 400 mg kg manifestou a maior ASE dos 4 tratamentos
(Figura 2F). A analise de regresséo revelou reducdo para a ASE das mudas de pata-de-vaca
(Bauhinia forficata Link) e carne-de-vaca (Pterogyne nitens Tul), e aumento quadréatico para a
timbativa (Enterolobium contortisiliquum Vell.) até a dose de 81 mg kg™ de cobre no solo
(SILVA et al., 2016). O maior desenvolvimento do sistema radicular em solo contaminado é
desejavel, pois ira possibilitar maior absorcdo de agua e nutrientes (CAIRES et al., 2011).
Estes resultados evidenciam que o isolado UFSC-PT116 proporcionou maior resisténcia as
mudas de erva-mate que os demais isolados e o tratamento testemunha, quando submetidas a

contaminac&o por doses crescentes de cobre.

3.5.3 Concentracdo e acumulo de cobre nas plantas

O teor de cobre na parte aérea (CuPA) e no sistema radicular (CuR), a quantidade de
cobre acumulado na parte aérea (CUAPA) e no sistema radicular (CUAR) (Figura 3)erva-mate
apresentaram interagdo significativa (p < 0,05) entre 0s isolados ectomicorrizicos e as doses
de cobre aplicadas no solo.

O teor de cobre na parte aérea aumentou com aumento de 419,6% no tratamento sem
inoculagéo entre a dose inicial e final testada, enquanto os isolados UFSC-PT116 e UFSC-
SU118 apresentaram ponto de maxima nas doses 198,9 mg kg' e 162,3 mg kg?,
respectivamente (Figura 3A), sendo importante salientar que, na maior dose estudada (400 mg
kg?), os isolados UFSC-PT116 e UFSC-SU118 tiveram reducdes na concentragdo do metal
na ordem de 83,4% e 86,8%, respectivamente, em relacdo as plantas sem inoculagdo. De
Marco et al. (2017) relataram que o E. grandis apresentou aumento no teor de CuPA até a
dose estimada 196,1 mg kg?. O excesso de cobre nas plantas pode levar a distrbios
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fisiologicos, bioguimicos e morfo-anatdmicos, causando inibicdo de seu desenvolvimento
(SANCHEZ-PARDO et al., 2014; GAUTAM et al., 2016). Desse modo, houve um aumento

expressivo de cobre na parte aérea quando a erva-mate foi cultivada em doses altas deste

metal no solo, atingindo valores acima dos limites maximos de tolerancia de contaminantes
inorganicos, de 10 mg kg! de cobre previstos pela ANVISA (1998). Os resultados
encontrados indicam que na presenca das micorrizas ha reducdo no teor de cobre na parte

aérea das plantas de erva-mate.

Figura 3 — Teor de cobre na parte aérea - CuPA (A) e radicular - CuR (B), cobre acumulado
na parte aérea - CUAPA (C) e radicular - CUAR (D) de mudas de llex paraguariensis sem e
com inoculacéo de fungos ectomicorrizicos em solo contaminado com cobre.
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*DMS: diferenga minima significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05). Fonte: Autor (2019).

O tratamento sem inoculacdo apresentou aumento de 847,57% no teor de cobre nas

raizes (CuR) da erva-mate entre a dose zero e 400 mg kg?, sendo significativamente maior
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que os demais tratamentos, enquanto o isolado UFSC-PT132 obteve aumento de 201%,
apresentando o maior valor entre os isolados na maior dose de Cu. Os isolados UFSC-PT116
e UFSC-SU118 apresentaram resposta quadratica, com ponto de maxima nas doses estimadas
em 179,6 e 296,13 mg kg?, respectivamente (Figura 3B). Contudo, percebe-se que em
determinadas doses, na presenca dos fungos ectomicorrizicos, o teor de cobre no tecido das
raizes e parte aérea das plantas foi menor, assim como constatado por Fogarty & Tobin (1996)
e Gadd (1993) que tém evidenciado uma estreita relacdo entre a producdo de pigmentos
extracelulares por fungos e a bioadsor¢do de metais. Desta forma, conforme constatado por
Bertolazzi et al. (2010), os isolados ectomicorrizicos, podem reter o cobre em seu micélio e
serem capazes de adsorver o metal, evitando que seja absorvido pelas raizes da erva-mate.

Os resultados evidenciaram efeito linear do aumento da dose de Cu no acumulo de
cobre na parte aérea (CUAPA) nas plantas da erva-mate sem inoculacdo, que atingiu valor de
38,2 pg plantal na maior dose, o que representa 309,2% de aumento. Ja os isolados
ectomicorrizicos proporcionaram significativamente menor acimulo de cobre em relagdo ao
tratamento sem inoculacdo, com resposta quadratica maxima para os isolados UFSC-PT116 e
UFSC-SU118 ocorrendo em 214,85 e 154,58 mg kg™ e aciimulos correspondentes a 17,49 e
14,96 pg planta?, respectivamente (Figura 3C). Em estudo com mudas de eucalipto
(Eucalyptus grandis), De Marco et al. (2017) encontraram 0 maximo acumulo de cobre na
parte aérea de 39,0 pg planta? na dose de 57,1 mg kg™ de cobre aplicado no solo. Valores
como os encontrados no presente estudo sdo fontes para potenciais estudos quanto aos
possiveis beneficios ou problemas associados ao consumo dos subprodutos gerados a partir de
plantas de erva-mate oriundas de areas com solos contaminados por cobre. Verifica-se que, na
presenca dos fungos ectomicorrizicos, 0 acimulo de cobre no tecido aéreo das plantas foi
significativamente menor que nas plantas sem inoculacéo.

As plantas erva-mate sem inoculagdo tiveram aumento quadratico de cobre acumulado
na raiz na ordem de 283,54 pg planta! entre a menor e a maior dose testada. Verificou-se
também efeito quadratico no acumulo de cobre sobre os isolados UFSC-PT116 e UFSC-
SU118, com maiores concentragdes de 140,15 e 110,26 pg planta™, respectivamente (Figura
3D). Na maior dose testada (400 mg kg?) os isolados UFSC-PT116 e UFSC-SU118
apresentaram acumulo de cobre no sistema radicular de 68,7% e 71,8% menor,
respectivamente, que a testemunha. Silva et al. (2010) verificaram que o isolado de fungo
ectomicorrizico UFSC-PT116 (Pisolithus microcarpus) reduziu significativamente a absorcao
de cobre pelas mudas de canafistula na dose de 450 mg kg™ de cobre. O acimulo desse metal

nas raizes € uma das principais estratégias de tolerancia para evitar sua translocacao para 0s



41

tecidos fotossintéticos (CAMBROLLE et al., 2013). Desse modo, evidencia-se que 0s
isolados UFSC-PT116, UFSC-PT132e UFSC-SU118 podem reduzir a absorcdo de metais
pelas raizes da erva-mate em doses elevadas de cobre.

Os indices de translocacao e de tolerancia (Figura 4), o fator de bioconcentracdo e
coeficiente de bioacumulagéo de cobre (Figura 5) apresentaram interacdo significativa (p <

0,05) entre isolados ectomicorrizicos e as doses de cobre aplicadas no solo.

Figura 4 — Indice de translocacio — ITRA (A) e Indice de tolerancia — ITOL (B) de mudas de
Ilex paraguariensis sem e com inoculacdo de fungos ectomicorrizicos em solo contaminado
com cobre.

(A) o Test y=-0,021270x+19,70476 R?=0,74 (B) o Test y=0,000191x-0,151275X+41,3388 R2=0,96
. PT132 y=0,000235x>-0,143825x+33,0934 R?=0,95 = PT116 y=0,047256x+87,695500 R*=0,64
—_———— & 1 =i 2.0.1 4 2=
P SU118y=-0056416x+27 08088 R==088 A SU118 y=0,000167x2-0,123294x+31,55669 R?=0,98
""""" — — —  PT1132y=11,03
35— —— PT116 y=10,94 110 q

105 A

100

95

90 4

85

ITRA (%)
ITOL (%)

804 7 " ok
75

Toms=2,98 70 /(
04 . . . . ‘ [

T T 1
0 80 160 240 320 400 80 160 240 320 400

I DMS=8,38

Doses de Cu (mg kg™") Doses de Cu (mg kg™)

*DMS: diferenga minima significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05). Fonte: Autor (2019).

As equacdes de regressdo mostraram efeitos distintos entre os tratamentos, com
reducdo no indice de translocacdo (ITRA) de 8,5% na dose maxima de Cu na testemunha e
reducdo quadratica até as doses estimadas de 369 e 306 mg kg™ de solo para UFSC-SU118 e
UFSC-PT132, respectivamente (Figura 4A). Ocorreu reducdo no indice de translocacdo em
mudas de timbalva e pata-de-vaca, com ponto minimo em 223 e 207 mg kg* de solo
conforme o aumento das doses de cobre (SILVA et al., 2015). O cobre esta fortemente ligado
as paredes celulares das raizes, ndo sendo prontamente mével na planta, resultando em baixa
translocacdo do metal para a parte aérea (KABATA-PENDIAS, 2011).

De acordo com Pulford e Watson (2003), regular a absor¢do de metais no sistema
radicular e a baixa translocagdo para a parte aérea sdo considerados mecanismos que 0
sistema radicular pode utilizar para contribuir para aumentar a tolerancia da planta a metais

pesados. Quanto mais baixo ou proximo a zero o indice de translocacdo, maior a
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probabilidade de sobrevivéncia e crescimento da planta em ambiente contaminado e menor
translocacdo para a parte aérea (BRANZINI et al., 2012), fator importante quando se trata de
plantas cuja finalidade de alimentacdo humana sdo folhas e ramos, como € o caso da erva-
mate.

O indice de tolerancia (ITOL) foi reduzido nas mudas sem inoculagdo em 14,20% na
dose mais alta de cobre, ja a inoculagdo com o isolado UFSC-PT116 evidenciou resposta
positiva, com aumento de 91,4% para 106,59% entre a dose 80 e 400 mg kg™ de cobre no
solo, respectivamente (Figura 4B). Doses de cobre também causaram reducdo no indice de
tolerancia das plantas de Senna multijuga (DE MARCO et al., 2017), corroborando com 0s
resultados encontrados no presente trabalho para as plantas sem inoculagdo. As micorrizas
exercem um papel chave para reduzir o efeito toxico do cobre a planta, na membrana
plasmatica desempenha funcdo de homeostase dos contaminantes, controlando ou evitando a
entrada do metal na célula (ALI et al., 2013). Desse modo, os resultados deste trabalho
indicam que a inoculagdo com o isolado UFSC-PT116 apresenta-se como um mecanismo de
tolerancia ao cobre, permitindo maior crescimento das mudas de erva-mate em solo
contaminado.

O fator de bioconcentragdo foi superior no tratamento sem inoculagdo, apresentando
aumento de 0,72 para 2,23 nos valores estimados entre as doses testadas. J& os isolados
UFSC-PT116 e UFSC-SU118 apresentaram ponto de maxima de 1,39 e 0,86 nas doses
estimadas de 119,91 e 216,22 mg kg, respectivamente(Figura 5A). Na dose de 400 mg kg™
verificou-se que a bioconcentracdo de Cu nas plantas sem inoculacdo foi 395,5 e 298,2%
superior aos isolados UFSC-SU118 e UFSC-PT116, respectivamente, fato que se deve a
menor massa seca obtida pelas plantas sem inoculacdo, submetidas a crescentes doses de
cobre no solo (Figura 2C e 2D).

Plantas que apresentam fator de bioconcentracdo maior que 1,0 podem ser
recomendadas para fitoextracdo de contaminantes do solo (MCGRATH & ZHAO, 2003).
Esse resultado é de extrema importancia para o isolado UFSC-PT116, pois além de
proporcionar as plantas um potencial de fitoextracdo até a dose 320 mg kg (Figura 5A),
possui menor indice de translocacdo (Figura 4A) e menor acimulo de cobre na parte aérea

(Figura 3C), retendo o metal absorvido no sistema radicular.
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Figura 5 — Fator de bioconcentracdo (A) e Coeficiente de bioacumulacao (B) de mudas de llex
paraguariensis sem e com inoculacdo de fungos ectomicorrizicos em solo contaminado com
cobre.
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DMS: diferenga minima significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05). Fonte: Autor (2019).

O coeficiente de bioacumulacdo apresentou valores abaixo de 1,0 para todos o0s
tratamentos nas crescentes dose de cobre no solo (Figura 5B). Resultados semelhantes foram
verificados por Negrini (2017) em solo contaminado com cobre, com as espécies E. grandis,
E. saligna, E. dunnii e C. citriodora e Silva et al. (2017) para o E. grandis, em solo
contaminado com zinco, no qual apresentaram valores abaixo do valor classificatorio (1,0).
Com a presenca de fungos ectomicorrizicos, a erva-mate apresenta baixa eficiéncia em
translocar cobre para a parte aérea, a0 mesmo tempo em que o fator de bioacumulacdo de
cobre ¢ reduzido drasticamente em todas as doses do metal adicionadas ao solo (Figura 5B),
isso demonstra a capacidade dos fungos ectomicorrizicos em permitir o desenvolvimento da

erva-mate em situacdes de altas doses de contaminante no solo.

3.5.4 Parametros da fluorescéncia da clorofila

O parémetro fisiologico de fluorescéncia da clorofila referente a taxa de transporte de
elétrons (ETR1s00) apresentou reducdo quadratica, com ponto minimona dose 179,6 mg kg
para o isolado UFSC-PT116, tendo aumento em doses posteriores, diferindo dos demais
tratamentos em todas as doses de cobre. O isolado UFSC-SU118 apresentou ponto de maxima
em 161,95 mg kg de cobre (Figura 6A). De acordo com Lichtentaler et al. (2005), quando a
quantidade de clorofila associada ao PSII reduz, consequentemente, a fragdo de energia
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absorvida na etapa fotoquimica reduzira, tendo influéncia negativa também na cadeia de
transporte de elétrons, sendo desfavoravel para a planta. As oscilagdes constatadas na taxa de
transporte entre as diferentes doses de cobre no solo se devem a algum estresse bidtico ou
abiotico que a planta veio a sofrer (BOWN et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2002). Podendo
assim inferir que as plantas foram beneficiadas principalmente com o isolado UFSC-PT116, e
que a presenca dos fungos reduz o estresse provocado pelo cobre, pois houve menor
concentracdo de Cu nos tecidos da parte aérea quando as mudas foram inoculadas com
micorrizas.

A eficiéncia méxima do PSII (Fv/Fm) evidenciou interacdo significativa entre as doses
de cobre e inoculagfes (Figura 6B), mostrando tendéncia de aumento para o isolado UFSC-
SU118 somente a partir da dose 249,5 mg kg™. O isolado UFSC-PT116 apresentou eficiéncia
méaxima de 0,78 até 122,5 mg kg™, ja o tratamento testemunha apresentou reducéo de 32,4%
entre a dose zero e 400 mg kg. Silva et al. (2014) verificaram melhora no parametro Fv/Fm
em plantas de abacaxizeiro quando inoculadas com fungos micorrizicos, tendo como
consequéncia a diminuicdo na perda de energia pelas plantas em forma de calor. A reducéo
nos valores de Fv/Fm sdo indicativos de fotoinibicdo, representando perdas na eficiéncia do
aproveitamento da luz pelas plantas (THACH et al., 2007).

A fluorescéncia é também conhecida como uma das partes da energia que as plantas
absorvem e que é perdida, ou seja, ndo utilizada para a producdo de energia (BAKER &
ROSENQVIST, 2004). A eficiéncia maxima do PSIl (Fv/Fm) é o parametro fisiol6gico que
melhor define o estado fotossintético em que a planta se encontra, onde valores inferiores a
0,83 podem representar indicativos de estresse e caso se agrave, de um futuro dano no aparato
fotossintético das plantas (ROUSSEAU et al., 2013). A inoculacdo dos fungos
ectomicorrizicos nas plantas de erva-mate melhorou o parametro Fv/Fm (Figura 6B) em doses
elevadas de cobre (acima de 240 mg kg), possibilitando reducgdo na perda de energia pelas

plantas na forma de calor, promovendo melhora na taxa fotossintética.
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Figura 6 — Taxa de transporte de elétrons (ETRu1s00) (A), Eficiéncia fotoquimica maxima do
PSII (Fv/Fm) (B) e desdobramentos dos efeitos simples significativos dos fatores de variacao
para o rendimento quantico efetivo do PSII (YI1I) (C e D) de mudas de llex paraguariensis
sem e com inoculacdo de fungos ectomicorrizicos em solo contaminado com cobre.
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*DMS: diferen¢a minima significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05). Fonte: Autor (2019). *Médias seguidas da
mesma letra, mindscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de tukey (p < 0,05).

N&o houve interacdo significativa entre o fator inoculacdo e doses de cobre para o
rendimento quantico efetivo do PSII (Y1I). Ao analisar o efeito simples inoculacéo, evidencia-
se que os resultados nos tratamentos com inoculagdo foram superiores aos da testemunha, ndo
diferindo entre os isolados (Figura 6C). O rendimento quantico efetivo do PSII (YII) é
indicador da fracdo de energia absorvida pela clorofila associada ao PSII que foi utilizada na
etapa fotoquimica, informando a quantidade de elétrons transportados e funcionando como
indicativo de como esté a fluidez do processo fotossintético (LICHTENTALER et al., 2005).
Este resultado evidencia maior rendimento quantico efetivo do PSII (Y1I) com a presenga dos

isolados ectomicorrizicos, revelando maior aproveitamento de energia luminosa pelas plantas
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em comparagdo ao sem inoculagdo, culminando em maior proporgdo de energia absorvida
pelas mesmas.

Desdobrando o efeito simples de doses para o rendimento quantico efetivo do PSII
(Y1) evidencia-se efeito quadratico com ponto de maxima na dose estimada de cobre de
149,5 mg kg de solo (Figura 6D). As espécies E. dunnii e E. grandis, submetidas a solo
contaminado por cobre podem ter sofrido danos no fotossistema 11, refletindo em reducéo do
rendimento quantico efetivo do PSII (YII), prejudicando também o menor crescimento e
desenvolvimento de planta (NEGRINI, 2017). Podemos relacionar com o crescimento de
planta, onde com os isolados ectomicorrizicos também foram maiores, demonstrando maior

eficiéncia do aparato fotossintético.

3.5.5 Parametros da clorofila

Os teores de clorofila total (Chl a + Chl b) nas folhas apresentaram reducéo linear para
testemunha com decréscimo de 38,7%. Para tanto, as inoculagBes promoveram reducdo
quadrética nos teores de clorofila com a adi¢do das doses de cobre nos isolados UFSC-PT116
e UFSC-SU118,, onde atingiram teores de 1,80 e 2,05 mg g MF, respectivamente, na maior
dose testada (Figura 7A). Marques et al. (2018), trabalhando com mudas de Hymenaea
courbaril e Peltophorum dubium verificaram tendéncia de reducdo nos teores de clorofila
total nas plantas para a maior concentracio de cobre no solo (400 mg kg ™), quando
comparadas as plantas do tratamento controle. Varios autores relataram o efeito do excesso de
cobre na clorofila, resultando na degradacao deste pigmento (NAIR et al., 2014; ADREES et
al. 2015), estando de acordo com os resultados encontrados no presente trabalho no
tratamento sem inoculagdo.

A toxicidade do cobre diminui a biossintese, além de reduzir o conteudo de clorofila,
devido a danos nas membranas tilacoides (ADREES et al., 2015). No entanto, nas plantas
inoculadas com os fungos UFSC-PT116 e UFSC-SU118 n&do foram observados sintomas
visiveis de clorose nas folhas pela reducdo de clorofila e o crescimento das plantas ndo foi
afetado negativamente. E possivel que esse resultado esteja relacionado aos mecanismos que
as plantas micorrizadas usaram para evitar a translocacdo de cobre para a parte aérea,
acumulando o cobre no sistema radicular. Ao estudar diversas plantas da familia Fabaceae,
Kaschuk et al. (2010) concluiu através de meta-analises, que a associagdo micorrizica
aumentou a atividade fotossintética das plantas, resultando também, em aumento no teor de

clorofila das mesmas.


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-67622018000200201&lang=pt#B35
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-67622018000200201&lang=pt#B2
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-67622018000200201&lang=pt#B2
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-67622018000200201&lang=pt#B2
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Figura 7 — Teor de clorofila total (Chl total) (A) e carotenoides totais (B) de mudas de llex
paraguariensis sem e com inoculacdo de fungos ectomicorrizicos em solo contaminado com
cobre.
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*DMS: diferenca minima significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05). Fonte: Autor (2019).

Os teores de carotenoides totais (Figura 7B) apresentaram reducdo linear no
tratamento testemunha sem inoculagdo, na ordem de 0,16 mg g* MF. As plantas inoculadas
com os fungos UFSC-PT116 e UFSC-SU118 reduziram até as doses 180 e 206,33 mg kg,
porém apds promoveram aumento nos teores de carotenoides, cerca de 0,41 e 0,43 mg g MF,
respectivamente, resultando em valores 39,8 e 41,8% superiores que a testemunha na dose
400 mg kg™ de cobre no solo. Tristdo et al. (2006) observaram concentragdes mais elevadas
de carotenoides em mudas de cafeeiro (Coffea sp.) inoculadas com micorrizas, representando
valores 49% superiores as plantas ndo micorrizadas.

Assim como as clorofilas, os carotenoides sdo pigmentos que tem como fun¢édo captar
luz e auxiliar no processo fotossintético (KRISHNA et al., 2005), podendo agir como agentes
antioxidantes, servindo de protecdo as plantas a estresses oxidativos (FALK & MUNNE-
BOSCH, 2010). Ainda, conforme Taiz et al. (2017), atuam como uma valvula de seguranga, a
qual libera o excesso de energia absorvido pelas folhas antes que gerem danos ao aparato
fotossintético. Com isso, se pode inferir que a presenca dos fungos ectomicorrizicos aumenta
os teores de carotenoides (Figura 7B), amenizando possiveis riscos de estresses nas plantas, o
gue pode ter contribuido no melhor desenvolvimento das plantas micorrizadas nas doses de

cobre testadas.
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3.5.6 Percentual de colonizacgdo ectomicorrizica

Os resultados demonstraram interacdo significativa (p < 0,05) entre os isolados
ectomicorrizicos e as doses de cobre para o percentual de colonizacdo ectomicorrizica (Figura
8). Observa-se que os isolados ectomicorrizicos colonizaram as raizes de erva-mate com
diferentes graus de intensidade, variando com a dose de cobre aplicada no solo. Destacando o
isolado UFSC-PT116, com mais de 17, 19 e 18% de colonizacdo nas doses 240, 320 e 400 mg
kg?, respectivamente. Ja o isolado UFSC-SU118 apresentou seu maior percentual de
colonizagdo (14%) na dose 240 mg kg, reduzindo nas doses mais elevadas, enquanto o
isolado UFSC-PT132 apresentou colonizagdo micorrizica nas doses 0 e 80 mg kg * igual aos
demais indculos, enquanto na dose 160 mg kg * ndo diferiu do isolado UFSC-SU118 em
todas as doses de cobre estudadas (Figura 10). Em estudo com o isolado UFSC-PT116, Souza
et al. (2012) obtiveram valores proximos de 20% de colonizacdo na espécie Eucalyptus
grandis, 0 mesmo autor salienta a necessidade de haver selecdo de isolados fungicos que

tenham eficiéncia em estabelecer a ectomicorriza com determinadas espécies de plantas.

Figura 8 — Percentual de colonizacdo micorrizica dentro de cada dose testada para llex
paraguariensis sem e com inoculagdo de fungos ectomicorrizicos em solo contaminado com
cobre.
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Fonte: Autor (2019).
*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si na mesma dose pelo teste de Tukey (P<0,05) de
probabilidade de erro.

Segundo Moreira & Siqueira (2006), fungos ideais para inoculagédo em grande escala
precisam colonizar amplamente o sistema radicular e promover resposta benéfica na planta.
Grazziotti et al. (2003) preconizam a selecdo de isolados fungicos que tenham eficiéncia na
simbiose que possibilitem uma interacdo entre o fungo e a planta. O isolado UFSC-PT116
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apresentou as maiores taxas de colonizacgdo radicular, revelando uma maior afinidade em se
associar com a erva-mate, promovendo maior resisténcia das plantas quando submetidas ao

solo contaminado por cobre.

3.6 CONCLUSOES

A inoculacdo de mudas de llex paraguariensis com ectomicorrizas UFSC-PT116,
UFSC-PT132 e UFSC-SU118 ameniza o efeito de fitotoxicidade provocado pelo excesso de
cobre no solo.

O isolado ectomicorrizico UFSC-PT116 promove, entre os trés testados, o maior
crescimento e tolerancia de mudas de llex paraguariensis cultivadas em solo contaminado
com cobre.

A inoculacdo de ectomicorrizas em llex paraguariensis promove menor acimulo de

cobre nas plantas em solos contaminados por este metal pesado.
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4 CAPITULO II - COMPOSTO DE AGUA RESIDUARIA DE SUINOCULTURA NO
CRESCIMENTO E ACUMULO DE COBRE EM llex paraguariensis A. St.-Hil.

4.1 RESUMO

A elevada concentracdo de cobre no solo é toxica ao desenvolvimento dos vegetais. A sua
biodisponibilidade no solo pode ser reduzida com o uso de compostos organicos devido ao
aumento da adsorcéo e reacdes de complexagédo. Objetivou-se neste trabalho avaliar o efeito
do composto de agua residuaria de suinocultura (CARS) no crescimento e acumulo de cobre
em plantas de llex paraguariensis em solo contaminado com cobre. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado em arranjo fatorial (2 x 6), sem e com
contaminagéo (teor natural do solo e 400 mg kg™ e seis proporgbes (v:v) de amenizante
(CARS) adicionadas ao solo: 0 (zero), 10, 20, 30, 40 e 50%), com 7 repeticdes. Avaliou-se a
altura da parte aérea, didmetro do colo, nimero de folhas, massa seca da parte aérea e sistema
radicular, massa seca total, indice de qualidade de Dickson, area foliar, volume radicular, area
superficial especifica de raizes, teores e acimulo de cobre na parte aérea e radicular e indice
de translocacdo. O CARS adicionado ao solo promove aumento do cobre pseudo-total e da
fracdo de cobre adsorvida a matéria organica. A propor¢do média de 30% de CARS no solo
proporciona efeito amenizante da toxidez do cobre no solo, favorecendo o crescimento e
reduzindo o acumulo de cobre nas plantas de Ilex paraguariensis.

Palavras-chave: Erva-mate. Composto organico. Metal pesado.
4.2 ABSTRACT

The high concentration of copper in the soil is toxic to the development of plants. It’s
bioavailability in soil can be reduced with the use of organic compounds due to increased
adsorption and complexation reactions. The objective of this work was to evaluate the effect
of swine wastewater on the growth and accumulation of copper in llex paraguariensis plants
in soil contaminated with copper. The experimental design was completely randomized in
factorial arrangement (2 x 6), without and with contamination (natural soil content and 400
mg kg-1 and six additive proportions (v: v) added to soil: 0 (zero), 10, 20, 30, 40 and 50%)
with 7 replicates. Leaf dry mass, root dry mass and root system, total dry mass, Dickson
quality index, leaf area, root volume, root specific surface area, leaf area, copper
accumulation in shoot and root and translocation index. The CARS added to the soil increases
the pseudo-total copper and the fraction copper adsorbed to the organic matter. The CARS
average proportion of 30% of CARS in the soil provides a softening effect of the copper
toxicity in the soil, favoring growth and reducing accumulation in llex paraguariensis plants.

Key-words: Mate-herb. Organic compost. Heavy metal.



57

4.3 INTRODUCAO

O cobre ¢ um dos elementos essenciais ao desenvolvimento e crescimento dos
vegetais, apesar de também ser classificado como um metal pesado (YRUELA, 2013). A
continua utilizacdo desse elemento pelo homem resulta no aumento da contaminacao do meio
ambiente, tornando-se uma problemaética que exige intensa pesquisa (ANDREAZZA et al.,
2013). O uso desenfreado de agroquimicos na agricultura, extracdo de minérios e distribuicéo
de lamas de esgoto sdo as atividades que originam as principais fontes de cobre nos solos
(ANDRADE et al., 2010). Desse modo, quando esse elemento quimico estiver em
concentracOes elevadas no solo, causard diversas alteracfes morfoldgicas e fisiologicas nos
vegetais (FERREIRA et al.,, 2016). De acordo com a Fundacdo Estadual de Protecédo
Ambiental (FEPAM), portaria N° 85/2014, o valor de referéncia de qualidade (VQR) em areas
agricolas para cobre total em solos originados de rochas vulcénicas do planalto do estado do
Rio Grande do Sul é de 203 mg kg (FEPAM, 2014).

A espécie llex paraguariensis St. Hil. é uma planta da familia Aquifoliaceae,
conhecida popularmente como erva-mate (LORENZI, 2008), produzida e comercializada
principalmente no Brasil, Uruguai, Paraguai e Argentina (BRACESCO, 2011). A erva-mate
apresenta grande importancia econdmica no Brasil, especialmente na Regido Sul (FAOSTAT,
2013). A utilizagdo da erva-mate para o consumo humano pode ser associada com fins
alimenticios, terapéuticos e cosméticos (SAIDELLES et al., 2010). Entretanto, apesar da sua
importancia e grande utilizacdo com fins alimentares, principalmente na forma de chimarrao,
ainda é escasso 0 conhecimento sobre o desenvolvimento da erva-mate em locais
contaminados por cobre, erva-matetornando-se importante o estudo do acimulo deste metal
na planta.

A utilizacdo de compostos organicos reduz a biodisponibilidade dos metais no solo
através de reacOes de adsorcdo e de complexacdo (PARK et al., 2011). Em decorréncia da
presenca de substancias ricas em grupos funcionais com cargas negativas em sua constituicéo,
tais como acidos carboxilicos, hidroxilas fendlicas e alcodlicas (MORREIRA et al., 2012), a
matéria organica pode promover significativa reducdo da disponibilidade de metais no solo,
favorecendo o estabelecimento e desenvolvimento de plantas em locais com altos niveis de
contaminacdo (GABOS et al., 2011;VASCONCELLOS et al., 2012), pois a matéria organica
é considerada o principal ligante para metais pesados (JORGE et al., 2010).

Embora na literatura sejam escassos trabalhos relacionados a estabilizacdo de metais

com compostos organicos, estudos realizados por De Marco et al. (2017) demonstram que a
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utilizagdo material organico turfa em solo contaminado com cobre favorece o crescimento de
mudas de pau-cigarra (Senna multijuga (L. C. Rich.) H. S. Irwin & Barneby), além de
promover maior acumulo do metal nas raizes.

O composto de agua residuaria de suinocultura (CARS) se mostra como uma
alternativa de agente amenizante pelas suas caracteristicas organicas, sendo fonte de matéria
organica e de nutrientes. O trabalho de Negrini (2017) tem demonstrado o efeito benéfico do
uso do CARS como amenizante da toxidez do cobre no solo em plantas de Eucalyptus
grandis e Eucalyptus saligna. A producdo deste composto consiste na mistura de aguas
residuarias de suinocultura com material celulésico (serragem ou maravalha) em leiras de
compostagem, que condiciona a absorcdo e evaporacdo da fragcdo liquida, com posterior
decomposicdo da fracdo sélida e eliminacdo de microrganismos patogénicos, sendo utilizado
como adubo organico apds a sua estabilizacdo (PRA et al., 2005). Deve ser observado que o
dejeto liquido de suinos por si s6 aumenta a concentra¢do de Cu no solo, porém, o composto
tem um efeito potencial de amenizacéo diferenciado.

Considerando o potencial de utilizacio do CARS como amenizante, o objetivo do
trabalho foi avaliar o efeito do composto de agua residuaria de suinocultura (CARS) no
crescimento e acimulo de cobre em plantas de llex paraguariensis em solo contaminado com

cobre.

4.4 MATERIAL E METODOS

4.4.1 Local

O experimento foi conduzido em ambiente protegido, na casa de vegetacdo
pertencente ao Departamento de Engenharia Florestal da Universidade Federal de Santa Maria
(UFSM), Campus de Frederico Westphalen, entre 0os meses de agosto e dezembro de 2018. O

clima é classificado como Cfa de acordo com Kdppen & Geiger.

4.4.2 Delineamento

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado em arranjo fatorial 2 x 6,
com duas doses de cobre [sem (teor natural do solo) e com adicdo de 400 mg kg™ ] e seis
proporcdes de CARS [0 (zero), 10, 20, 30, 40 e 50%)] adicionadas ao solo (v v'1), sendo estas

proporcdes do volume final, com sete repeticdes. A adicdo de 400 mg de Cu kg™ corresponde
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a duas vezes o limite maximo estabelecido para o elemento em solos derivados do basalto que
é de 203 mg kg, conforme a portaria N° 85/2014 (FEPAM, 2014).

4.4.3 Solo e Composto de agua residudria de suinocultura

O solo utilizado no experimento foi caracterizado como um Latossolo Vermelho,
derivado de rochas basalticas, com valores na camada de 5 — 20 cm de 5,3 de pH em agua
(1:1); 19,0 g kg de matéria organica e 620,0 g kg de argila. Os teores de nutrientes
disponiveis estdo especificados na tabela 1, determinados conforme metodologia de Silva et
al. (2009).

O composto organico utilizado foi o composto de agua residuaria de suinocultura
(CARS), compostado com maravalha em um sistema de compostagem com aerador coloidal
durante seis meses, advindo de uma unidade de criagdo de suinos no municipio de Rodeio
Bonito, regido do Alto Uruguai — RS. A caracterizagdo indicou 7,0 de pH; 317,8 g kg de
carbono organico; 9,7 mS cm de condutividade elétrica e 16,5 de relacdo carbono/nitrogénio.
Os teores disponiveis e totais de nutrientes estdo especificados na tabela 1, quantificados pelas
metodologias descritas por Silva et al. (2009) e por Miyazawa et al. (2009), respectivamente.

Tabela 1 — Teores de nutrientes disponiveis e totais no solo e no composto de agua residuéria
de suinocultura (CARS) utilizado no cultivo de mudas de llex paraguariensis.

Ca Mg N P K Cu
-- Teores disponiveis (mg kg™?)
Solo 1.020 384 nd* 7 126 13
CARS 4,961 3.646 604 3.830 8.232 42
Teores totais (mg kg?)
Solo Nd nd nd nd nd 168,5**
CARS 15.624 5.236 19.350 8.133 8.763 352

*nd: ndo determinado. **Teor pseudo-total no solo, determinado conforme a metodologia 3050b, descrita em
USEPA (1996). Fonte: Autor (2019).

4.4.4 Sementes e Unidade Experimental

As sementes da espécie de erva-mate utilizadas no experimento foram fornecidas pela
Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa Catarina (EPAGRI), unidade
de Chapeco, SC. As sementes foram desinfestadas com hipoclorito de sodio 5% por 20
minutos e lavadas em agua destilada por 5 minutos, semeadas em sementeira contendo

substrato, marca Carolina Soil®, que foi esterilizado em autoclave a temperatura de 121°C, em
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3 ciclos de 30 minutos, sendo irrigadas diariamente com &gua destilada, de forma a manter o
substrato levemente Umido. Quando as mudas apresentaram um par de folhas definitivas
foram transplantadas para vasos plasticos com capacidade volumétrica de 1.000 cm®. Cada

vaso plastico com uma muda foi considerado uma unidade experimental (UE).

4.4.5 Instalacéo e conducdo do experimento

A dose 400 mg kg™ de cobre foi aplicada 30 dias antes do transplante das mudas na
forma de solucdo de sulfato de cobre (CuSO4.5H20), sendo diluidas em 50 ml de &gua
destilada para possibilitar homogeneizacdo em sacos plasticos. No momento do transplante
das mudas foram coletadas amostras de solo para a determinacdo dos teores de cobre pseudo-
totais, conforme metodologia 3050b, descrita em USEPA (1996) e dos teores de cobre ligado
a matéria organica, conforme descrito por Mann e Ritchie (1993).

O experimento foi conduzido durante 120 dias apds o transplante das mudas e neste
periodo foi adicionado agua, com uso de um becker graduado, mantendo-se a umidade do
solo a 80% da capacidade de campo. Para atender as exigéncias do delineamento, a cada dez
dias foi realizado rodizio das UEs.

4.4.6 Avaliacdo morfologica

Ao final do experimento foi quantificada a altura da parte aérea (H), com régua
graduada, medida do colo das mudas até o apice caulinar; o diametro do colo (DC), medida
com paquimetro digital marca Black Jack Tools®; o nimero de folhas (NF); a massa seca da
parte aérea (MSPA) e sistema radicular (MSR), ambos separados na regido do colo da muda e
secos em estufa a 60+1°C, até atingir massa constante, posteriormente pesadas em balanca
analitica e determinada a massa seca total (MST) pela soma das MSPA e MSR. Foi calculado
o indice de qualidade de Dickson (1QD), de acordo com a Equacdo 1 (DICKSON, 1960).

IQD = HLI\ISPA (D
DC T MSR

Antes de secéa-las, as raizes foram separadas do solo por meio de lavagem em agua

corrente usando peneiras com malha de 0,5 mm de didmetro. Posteriormente, ocorreu a

digitalizacéo das raizes com o uso de escaner (HP D110) e a determinacdo da area superficial
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especifica (ASE), o comprimento radicular (CR) e o volume radicular (VR) pelo
processamento das imagens no programa Safira 2.0 (JORGE & SILVA, 2010). A é&rea foliar
(AF) foi medida e analisada pelo software ImageJ® (versdo 2.0; US National Institutes of

Health, Bethesda, Maryland, EUA), utilizado para medir todas as imagens off-line.

4.4.7 Metal no solo e planta

Ao final do experimento foram coletadas amostras de solo de cada tratamento e
utilizando-se 0,59 de solo foram determinados os teores pseudo-totais, conforme a
metodologia 3050b, descrita em USEPA (1996), e os teores de cobre ligado a matéria
organica pela metodologia adaptada de Mann & Ritchie (1993), com posterior determinacéo
em espectrofotometria de absorgdo atdmica, conforme descrito por Miyazawa et al. (2009).
Foram determinados

As massas secas da parte aérea e raizes foram moidas em moinho tipo Wiley com
peneira de malha de 10 mesh para a determinacdo das concentracGes de cobre no tecido
vegetal, por meio de extracdo nitrico-perclorica (3:1) e quantificagdo por espectrofotometria
de absorgéo atdmica, conforme Miyazawa et al. (2009).

Com base nos dados de massa seca e da concentracdo de cobre foi calculada a
quantidade acumulada de cobre (ug planta?) na parte aérea (CUAPA), no sistema radicular
(CuAR) e no total das mudas (CuAT). Com as quantidades acumuladas na propor¢éo zero de
amenizante (do) e nas propor¢des de 10 & 50 % de amenizante (dn), foi calculado o indice de
translocacéo (Itra), com base na Equacéo 2, que corresponde a porcentagem total absorvida de
cobre pelas raizes que foi transportado para a parte aérea (ABICHEQUER & BOHNEN,
1998).

It CuAPAdn 100 )
= — %
= CUATdn (2)

4.4.8 Analise estatistica

Os dados foram submetidos & anélise da variancia com base no modelo modelo
matematico: Yij=m + ai + dj + (ad)ij + eij, onde: Yij € uma observacdo referente ao tratamento
"nivel i do fator A com o nivel j do fator D"; m é a média geral do experimento; a; € o efeito
do nivel i do fator A; d;j € o efeito do nivel j do fator D; (ad);j € o efeito da interacdo do nivel i

do fator A com o nivel j do fator D; ej; é o efeito aleatdrio do erro experimental.
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Os resultados foram submetidos a analise de variancia e, quando evidenciaram
interagdo significativa (p < 0,05) foram submetidos a anélise de regresséo do fator de variacéo
quantitativo (proporcbes de CARS) dentro de cada nivel do fator qualitativo (sem e com
cobre). Para os parametros que nao apresentaram interacdo significativa (p < 0,05), analisou-
se os efeitos simples de cada fator de variacdo, sendo o fator qualitativo pelo teste de Tukey
(p < 0,05) e o quantitativo pela analise de regressdo polinomial pelo programa SISVAR
(FERREIRA, 2011).

4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.5.1 Teor de cobre no solo

O aumento da proporcdo de CARS adicionado ao solo elevou os teores pseudo-totais
de cobre, indicando que a presenca do metal no amenizante contribuiu para elevar os teores
no solo (Figura 1A). A contribuicdo do CARS no aumento do teor de cobre pseudo-total no
solo foi de forma linear, com valores de 19,7 e 30,3 mg kg™ para cada unidade de proporgéo
do amenizante adicionado no solo, em condigdes naturais e com contaminagdo do elemento,

respectivamente.

Figura 1 - Teores iniciais de cobre pseudo-total no solo (A) e adsorvido a matéria organica
(B) em funcdo das propor¢des de composto de agua residuéria de suinocultura (CARS)
aplicadas em solo sem e com adigdo de 400 mg kg™ de cobre. O tracejado indica o valor de
investigacao para areas agricolas: 203 mg kg de Cu (FEPAM, 2014).
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Fonte: Autor (2019).

Observa-se que o teor de cobre no solo sem a contaminacdo do elemento (condigOes

naturais) ficou acima do limite maximo de investigacdo (203 mg kg?) para solos originados
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de rochas vulcanicas da regido do Planalto do Estado do Rio Grande do Sul, Brasil (FEPAM,
2014), a partir da proporcao estimada de 17 % de CARS. Com a contaminagéo do solo com a
adicdo de 400 mg kg, foi encontrado variacdo no teor pseudo-total de cobre de 585,4 a 737,1
mg kg™ para as proporcdes de zero e 50% do amenizante adicionado no solo, respectivamente,
indicando valores entre 2,88 e 3,63 vezes superior ao limite méximo estabelecido pela portaria
da FEPAM (2014).

A adicdo de CARS ao solo proporcionou aumento linear nos teores de cobre ligado a
matéria organica, na ordem de 6,9 e 55,48 mg kg para cada unidade de propor¢io do
amenizante adicionado no solo, em condi¢fes naturais e com contaminagdo do elemento,
respectivamente (Figura 1B). Pela afinidade que os metais possuem pelos sitios de sor¢éo da
matéria organica, a adicdo de compostos organicos pode reduzir a disponibilidade de metais
pesados no solo (TIECHER et al., 2013) e por aumentar a complexacdo ou quelacdo a matéria
organica (KABATA-PENDIAS, 2011).

Conforme Santos & Rodella (2007), os complexos formados entre metais e a fragdo
organica do solo podem ser sollveis ou ndo, dependendo da natureza dos ligantes organicos.
Os acidos fulvicos presentes na matéria organica formam complexos em geral soluveis,
enquanto os complexos formados com é&cidos humicos sdo insoliveis (CANELLAS et al.,
2001). Com isso, a adi¢do de matéria orgénica através do CARS no solo possibilita efeito

amenizante da toxidez do cobre as plantas.

4.5.2 Parametros morfol6gicos das plantas

As plantas de erva-mate evidenciaram interacdo significativa (p < 0,05) entre os
tratamentos cobre e as proporcdes de CARS aplicadas no solo para os parametros de altura de
plantas, didmetro de colo, nimero de folhas, massa seca da parte aérea, radicular e total, area
foliar, volume radicular, area superficial especifica de raiz e indice de qualidade de Dickson.

As proporgdes de CARS aplicadas no solo induziram resposta quadréatica na altura das
plantas, diametro de colo e massa seca da parte aerea e radicular, indicando um ponto maxima
resposta nos tratamentos sem e com contaminagéo de cobre (Figura 2).

A reducdo de crescimento das plantas a partir do ponto de maxima pode estar
relacionada aos efeitos negativos da condutividade elétrica do CARS (9,7 mS cm™), que é
atributo intrinseco que pode afetar o crescimento das mudas e & dependente da espécie
vegetal, como relatado por Kratz et al. (2013). Em um estudo com mudas de Toona, Da Ros

et al. (2017) encontraram redugé@o no seu crescimento com uso de CARS associado a maior
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condutividade elétrica (5,2 mS cm™) em comparagdo ao substrato comercial (0,7 mS cm™).

Estes resultados ressaltam da importancia de delimitar uma proporgéo adequada de CARS

para atuar positivamente como amenizante em solos contaminados com cobre.

Figura 2 — Altura (A), diametro de colo - DC (B), nimero de folhas (C), massa seca da parte
aérea — MSPA (D), massa seca radicular - MSR (E) e massa seca total - MST (F) de mudas de
Ilex paraguariensis cultivadas em solo sem e com adigéo de 400 mg kg™ de cobre e diferentes
propor¢des de composto de agua residuéria de suinocultura (CARS).
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A resposta a aplicacdo de CARS na altura de plantas foi até a proporgdo estimada de
16% do composto no tratamento sem cobre e de 26% no solo contaminado, atingindo alturas
de 19,2 e 16,0 cm, respectivamente (Figura 2A). Utilizando material organico turfa em solo
contaminado com cobre, De Marco et al. (2017) obtiveram maior altura em mudas de pau-
cigarra (Senna multijuga), quando comparado ao solo sem o composto organico CARS. Os
resultados de altura de plantas evidenciam que a adi¢cdo do CARS pode ter reduzido o efeito
toxico do cobre nas plantas de erva-mate, pois 0 elemento quando presente em elevado teor
disponivel no solo interfere na cadeia de transporte de elétrons do fotossistema | das plantas,
reduzindo a producédo de fotoassimilados e o crescimento apical de forma significativa (TAIZ
etal., 2017).

O didmetro de colo aumentou até as proporcGes estimadas de 20,1 e 39,6% do
composto nos tratamentos sem e com 400 mg kg* de Cu, com valores de 2,84 e 2,74 cm,
respectivamente (Figura 2B). Estes dados indicam que é necessaria uma propor¢do maior de
amenizante no solo para reduzir os efeitos deletérios do cobre em solos contaminados. Em
condicdes de baixa adicdo de amenizante, o didmetro do colo foi menor em solo
contaminando, corroborando com Silva et al. (2014), em estudo com mudas do barbatiméo
(Stryphnodendron polyphyllum (Mart.)), em que encontraram reducdo no didmetro do colo em
fungéo de teores elevados de cobre no solo. De acordo com Almeida et al. (2007), o cobre
pode causar distdrbios no crescimento e desenvolvimento das plantas, afetando negativamente
0 crescimento da parte aérea. Para transplante das mudas no campo, recomenda-se um
didametro de colo minimo de 2,0 mm (WENDLING & DUTRA, 2017), que foi obtido no
tratamento sem adicdo de cobre ou com o0 uso de amenizando em solo contaminado com o
elemento.

O numero de folhas das plantas de erva-mate apresentou aumento quadratico, sendo
que a proporcdo 37,3% de CARS promoveu crescimento de 84% no solo contaminado com
cobre (Figura 2C). Estes resultados mostram que a erva-mate foi beneficiada com a presenca
do composto CARS, evidenciando reducdo do efeito toxico do cobre no solo. A redugdo do
crescimento da parte aérea pode ser consequéncia da deficiéncia nutricional causada pelas
lesBes nas raizes pelos elevados teores de cobre no solo (KOPITTKE & MENZIES, 2006).

A massa seca da parte aérea das plantas aumentou de forma quadratica, sendo que 0
tratamento sem adigé@o de cobre evidenciou ponto de méxima na proporcéo 26,8% de CARS,
enquanto com 400 mg kg™ de cobre o ponto de méaxima foi na proporgéo 33,8% do composto
(Figura 2D). A utilizagcdo de turfa proporcionou maior massa seca da parte aérea no

Eucalyptus grandis a partir de 60 mg kg™ de cobre no solo, evidenciando que a adi¢do da
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turfa pode ter reduzido o efeito toxico do metal (DE MARCO et al., 2017). A substituicdo do
fon Mg?* na molécula de clorofila por Cu?*, resulta na quebra da fotossintese (KUPPER et al.,
1996), provocando além da reducdo da massa seca, comumente sintomas de clorose na parte
aérea das plantas (YRUELA, 2013). Na auséncia do composto organico, foi observado neste
trabalho que as plantas de erva-mate apresentaram sintomas de clorose, além dos menores
valores de massa seca aérea em relacéo ao tratamento com uso do CARS como amenizante.

A massa seca radicular aumentou de forma quadratica com ponto de méaxima na
proporcdo de 33,7 e 31,1% de CARS nos tratamentos sem e com cobre, respectivamente
(Figura 2E). Em um estudo com mudas de E. grandis e E. saligna em solo contaminado com
400 mg kg de cobre, Negrini (2017) encontrou maior massa seca radicular com a proporgéo
de 49,5 e 47,0 % de CARS para as duas espécies florestais, respectivamente. Conforme
descrito por Dellai et al. (2014), doses de cobre de até 240 mg kg reduzem a massa seca
radicular das mudas de bracatinga (Mimosa scabrella Benth.). Isso ocorre porque alto teor de
cobre no solo inibe o crescimento radicular das plantas, sendo um dos sintomas mais
evidentes de sua toxicidade (KUKKOLA et al., 2000). Com isso, 0 uso de compostos
organicos promove maior acumulo de massa seca e crescimento da raiz porque aumenta a
adsorc¢édo do cobre no solo.

A massa seca total das plantas de erva-mate apresentou efeito quadratico com as
proporcdes do composto, com ponto de maxima em 28,7 e 32,5% nos tratamentos sem e com
cobre, respectivamente (Figura 2F). As mudas de pata-de-vaca (Bauhinia forficata Link) e
carne-de-vaca (Pterogyne nitens Tul) mostraram reducdo linear na massa seca da parte aérea e
radicular com doses de cobre até 300 mg kg (SILVA et al., 2016). O excesso de cobre no
solo provoca disturbios na estrutura das proteinas e inibicdo do alongamento celular, induzida
pelo aumento na permeabilidade da membrana plasmatica e lignificacdo da parede celular,
culminando em danos ao sistema radicular e a parte aérea, resultando na reducdo do
desenvolvimento das plantas (YRUELA, 2013). Diante disso, 0 uso de compostos organicos
causa reducdo do teor de cobre disponivel na solucdo do solo e assim, promove maior
desenvolvimento e acimulo de matéria seca das plantas.

O indice de qualidade de dickson (IQD) apresentou resposta quadratica com o uso do
amenizante CARS na proporcéo de 31,4% nas plantas submetidas ao solo sem contaminagéo
e 37,2% nas plantas com contaminacdo de cobre (Figura 3A). De acordo com Silva et al.
(2014) as plantulas de Senna multijuga ndo apresentaram alteracdo no 1QD até atingirem a
dose de 450 mg kg! de cobre no solo. No célculo do IQD sdo considerados variaveis

morfologicas, dentre elas a massa seca aérea e massa seca radicular, que demostram vigor da
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planta (ROSSI et al.; 2008), onde IQD acima de 0,20 indica maior padrdo de qualidade de
mudas (DICKSON, 1960). Neste trabalho evidencia-se que, mesmo com o aumento no 1QD,

as plantas ndo apresentaram indice adequado para este parametro.

Figura 3 — indice de qualidade de dickson (A), area foliar (B), volume radicular (C), area
superficial especifica das raizes (D) de mudas de Ilex paraguariensis cultivadas em solo sem
e com adicdo de 400 mg kg de cobre e diferentes proporcdes de composto de agua residuéria
de suinocultura (CARS).
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*DMS: diferenga minima significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05). Fonte: Autor (2019).

O CARS promoveu resposta quadratica na area foliar das plantas de erva-mate, com
incremento de 36,1% na proporc¢édo 27,3% de composto no tratamento sem cobre e incremento
de 75,1% na proporcéo 44,7% do amenizante no tratamento com contaminagéo de 400 mg kg
! cobre (Figura 3B). O trabalho realizado com pinh&o-manso (Jatropha curcas L.) revelou que
quando submetido a 100 mg kg* de cobre, ha redugdo da area foliar de 69% em comparacéo

com a testemunha sem o contaminante (CHAVES et al., 2010). A &rea foliar € responsavel
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pela producdo de fotoassimilados necessarios para a demanda metabolica e formacdo de
novas estruturas vegetais (SILVA et al., 2018). Constata-se o efeito depreciativo do cobre no
aparelho assimilatério da erva-mate, sendo menos intenso nas plantas com o amenizante
organico CARS.

O volume radicular das plantas de erva-mate apresentou efeito quadratico com o
aumento das propor¢des de CARS no solo sem contaminagdo, com volume radicular de
596,20 mm3 na proporcéo 31,9 % de amenizante, enquanto no solo com 400 mg kg™ de cobre,
ocorreu aumento cubico com o CARS evidenciando maior resultado na proporcao 43,3% do
amenizante (Figura 3C). O maior desenvolvimento do sistema radicular em solo contaminado
é desejavel (CAIRES et al., 2011), pois possibilita maior absorcdo de agua e nutrientes.
Contudo, o excesso de cobre no sistema radicular pode promover a reducdo do crescimento
nas raizes que apresentam ramificacdes anormais, espessamento, tonalidade de cor escura e
reducdo do alongamento (AMBROSINI et al., 2015). Assim, o0 uso do CARS proporciona
maior volume radicular das plantas de erva-mate.

A area superficial especifica das raizes apresentou aumento quadratico com ponto de
méaxima (5.639,9 mm2) na propor¢do de 31,9% de amenizante no tratamento sem adicdo de
cobre e ponto méaximo (4.116 mm?) na proporcao de 28,7% do composto no solo com 400 mg
kg™ de cobre com (Figura 3D). Mudas de pata-de-vaca (Bauhinia forficata Link) e carne-de-
vaca (Pterogyne nitens Tul) obtiveram reducdo linear para a area superficial especifica,
enquanto que, houve aumento quadratico para a timbalva (Enterolobium contortisiliquum
Vell.) até a dose de 81 mg kg™ de cobre no solo (SILVA et al., 2016). A toxicidade de cobre
no sistema radicular manifesta-se pela reducdo da formacdo de raizes e, com isso, afeta a
capacidade de absorcdo de agua e nutrientes essencial ao desenvolvimento da planta (TAIZ,
2017). A utilizacdo do amenizante proporciona maior area superficial especifica e

consequente exploracdo de maior volume de solo buscando agua e nutrientes.

4.5.3 Concentracgéo e acumulo de cobre nas plantas

A concentracdo e a quantidade de cobre na parte aérea e no sistema radicular das
plantas, e o indice de translocacdo de cobre na erva-mate apresentaram interacéo significativa
(p <0,05) entre os tratamentos adi¢éo de cobre e propor¢des de CARS no solo (Figura 4).

As concentracOes de cobre na parte area das plantas de erva-mate foram superiores no

tratamento sem a adicdo de CARS ao solo (Figura 4A). A reducdo na concentragdo de cobre
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com o incremento nas proporcoes de CARS foi de 78% até a proporgdo 34% de composto no
solo com 400 mg kg de cobre. No tratamento sem adig&o de cobre, ndo foi possivel ajuste de
equacao de regressao. Resultados semelhantes foram obtidos por De Marco et al. (2017), com
mudas Eucalyptus grandis, onde os maiores teores de cobre na parte aérea das plantas foram
no tratamento sem turfa como amenizante em solo contaminado com cobre. Conforme
destacado por Sanchez-Pardo et al. (2014) e Gautam et al. (2016), o excesso de cobre nas
plantas pode causar inibicdo de seu desenvolvimento por levar a distarbios morfolégicos,
fisioldgicos e bioquimicos. Assim, a presenca do amenizante CARS no solo reduz
significativamente o teor de cobre na parte aérea das plantas de llex paraguariensis.

Os teores de cobre no sistema radicular evidenciaram resposta distintas, com
incremento linear de 82,5% no tratamento sem adicdo de cobre e reducdo quadratica de
46,4% na proporcédo de 27,9% de CARS com 400 mg kg? de cobre no solo (Figura 4B).
Trabalhando com mudas de Senna multijuga em solo contaminado com cobre, De Marco et
al. (2017) revela que os maiores teores de cobre no sistema radicular foram verificados no
tratamento sem a utilizacdo de turfa. No sistema radicular, a toxidez do cobre se expressa,
principalmente, na auséncia de formacéo de novas raizes, e como consequéncia ha reducédo da
capacidade de absorcdo de agua e nutrientes pela planta (TAIZ, 2017). O amenizante CARS
em menores propor¢des promoveu a reducdo dos teores de cobre nas raizes de erva-mate.

O cobre acumulado na parte area evidenciou reducdo quadratica de 58,1% no teor de
cobre na proporgdo 34,2% de CARS no tratamento com 400 mg kg™ de cobre (Figura 4C).
Contudo, outras espécies arboreas nativas submetidas a solo contaminado com a mesma dose
do contaminante apresentaram quantidades deste metal na parte aérea na ordem de 350 a 1930
ug planta! para jatoba (Hymenaea courbaril L.) e 500 a 1.270 pg planta’! para canafistula
(Peltophorum dubium (Spreng.) Taub.) (MARQUES et al., 2018). O acumulo de cobre na
parte aérea tem como consequéncia a substituicdo dos fons Mg?* e Fe?* na molécula de
clorofila por Cu?* (YRUELA, 2013), diminuindo a biossintese e o contetido de clorofila, em
decorréncia a danos nas membranas dos tilacoides (ADREES et al., 2015). A utilizacdo do
amenizante CARS no solo reduziu significativamente o acimulo de cobre na parte aérea da

erva-mate em solo contaminado com esse metal.
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Figura 4 — Teor de cobre na parte aérea - CuPA (A) e radicular - CuR (B), cobre acumulado
na parte aérea - CUAPA (C) e radicular - CuUAR (D), cobre acumulado total - CuAT (E) e
indice de translocacdo - ITRA (F) de mudas de llex paraguariensis cultivadas em solo sem e
com adicdo de 400 mg kg de cobre e diferentes proporces de composto de agua residudria
de suinocultura (CARS).

(A) — — —  Com Cu y=0,182483x2-12,422710x+271,8285 R?=0,86 (B) Sem Cu y=1,773486x+107,42285 R*=0,97
Sem Cu y= 40,757 — — —  Com Cu y=0,805979x>-45,05747x+1355,244 R*=0,91
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*DMS: diferenga minima significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05). Fonte: Autor (2019).

Os resultados para o cobre acumulado no sistema radicular evidenciaram aumento

linear de 453,5% no tratamento sem adicdo de cobre e reducdo quadratica de 10,4% na
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proporcdo estimada de 19,6% CARS com 400 mg kg de cobre no solo (Figura 4D).
Gonzélez et al. (2014) verificaram maior producdo de matéria seca e também maior absorcéo
de cobre pelas plantas de primula noturna (Oenothera picensi Phil) quando utilizaram como
fonte de matéria organica um composto organico para amenizar o efeito toxico do cobre. O
excesso de cobre no sistema radicular pode provocar a redugdo do crescimento nas raizes que
apresentam ramificag0es anormais, espessamento, tonalidade de cor escura e reducdo do
alongamento (AMBROSINI et al., 2015). O uso do amenizante CARS promoveu reduc¢édo dos
teores acumulados de cobre na raiz das plantas em solo contaminado.

A quantidade de cobre acumulado total apresentou aumento linear de 157,6 g planta™
na maior dose de CARS no tratamento sem adi¢&o de cobre, sendo significativamente menor
que o tratamento com adicdo de Cu na dose 400 mg kg, que evidenciou redugdo quadratica
de 161,2 pg planta® na dose estimada de 28% CARS de cobre no solo (Figura 4E).
Resultados com mudas de outras espécies arbdreas nativas submetidas a solo contaminado
com 400 mg kg! de cobre manifestaram aumento no acimulo deste metal no jatoba
(Hymenaea courbaril L.), canafistula (Peltophorum dubium (Spreng.) Taub.) e 6leo balsamo
(Myroxylon peruiferum LF) (MARQUES et al., 2018). Tais resultados encontrados neste
trabalho evidenciam que a utilizacdo de até 28% de CARS como amenizante da contaminagdo
com cobre no solo reduz o acimulo desse elemento quimico, contudo, proporciona maiores
valores no acumulo total em relacdo ao solo sem contaminacdo de cobre, por possibilitar
maior producdo de massa seca.

O indice de translocacdo de cobre nas plantas de erva-mate foi reduzido linearmente
em 21,9% na maior proporcdo do CARS no tratamento sem adicdo de cobre e reducdo
quadratica de 23,5% na proporc¢do estimada de 49% CARS quando aplicado 400 mg kg de
cobre (Figura 4F). Esses resultados divergem dos obtidos por Silva et al. (2017), em trabalho
com turfa como amenizante da toxidez do cobre em Eucalyptus grandis, que verificaram
maiores valores do indice de translocacdo nos tratamentos em que havia o uso de amenizante.
Quando o indice de translocacgéo for baixo ou préximo a zero, maior serd a possibilidade de
sobrevivéncia e crescimento da planta em ambiente contaminado (BRANZINI et al., 2012). O
uso do amenizante CARS favorece a reducdo do indice de translocagdo de cobre em mudas de

Ilex paraguariensis.
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4.6 CONCLUSOES

O composto de agua residuaria de suinocultura (CARS) adicionado ao solo promove
aumento do cobre pseudo-total e da fragdo de cobre adsorvida a matéria organica.

A proporgdo média de 30% de composto de agua residuaria de suinocultura (CARS)
no solo proporciona efeito amenizante da toxidez do cobre no solo, favorecendo o

crescimento e reduzindo o acumulo de cobre nas plantas de llex paraguariensis.
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5 CAPITULO IIl - FUNGOS ECTOMICORRIZICOS E COMPOSTO DE AGUA
RESIDUARIA DE SUINOCULTURA NO CRESCIMENTO E ACUMULO DE COBRE
EM llex paraguariensis A. St.-Hil.

5.1 RESUMO

O cobre é essencial ao crescimento dos vegetais, pois faz parte da constituicdo de enzimas e
proteinas, porém, pode se tornar toxico quando presente no solo em elevadas concentracgdes,
surgindo a necessidade do uso de alternativas que promovam a reducdo dos seus efeitos
negativos sobre as plantas. Objetivou-se no trabalho determinar a influéncia do uso de fungos
ectomicorrizicos associados ao composto de agua residuaria de suinocultura (CARS) no
crescimento e acumulo de cobre em llex paraguariensis cultivada em solo contaminado com
cobre. O delineamento foi inteiramente casualizado em arranjo fatorial (2 x 3), sendo sem e
com adicdo de 30% de composto de agua residuéria de suinocultura (CARS) (v:v) e 3 (trés)
fontes de indculos ectomicorrizicos (sem indculo, com inoculacdo de UFSC-PT116 -
Pisolithus microcarpus e com UFSC-SU118 - Suillus cothurnatus), totalizando 6 (seis)
tratamentos com oito repeticdes, em solo previamente contaminado com 400 mg kg de
cobre. Avaliou-se a altura da parte aérea, diametro do colo, massa seca da parte aérea e
radicular, indice de qualidade de Dickson, area foliar, area superficial especifica de raizes,
teores e acumulo de cobre na parte aérea e radicular, indices de: translocacao de cobre e de
crescimento relativo e associacdo micorrizica. O uso de fungos ectomicorrizicos e de CARS
amenizam o efeito negativo do cobre no crescimento das mudas de llex paraguariensis. O
teor e acumulo de cobre no tecido vegetal das plantas de llex paraguariensis sdo reduzidas
quando h& associacdo com o fungo UFSC-PT116 independentemente da adicdo de CARS no
solo.

Palavras-chave: Erva-mate. Ectomicorrizas. Composto organico. Metal pesado.

5.2 ABSTRACT

Cooper is essential to the growth of plants, it as part f the constitution of enzymes and
proteins, however, it can become toxic when presente in the soil high concentrations, resulting
in the need to use alternatives that promote the reduction of its negative effects on plants. The
objective of this work was to determine the influence of the use of ectomycorrhizal fingi
associted to the swine wastewater composto n the growth and accumulation of cooper in llex
paraguariensis grown on soil contaminated with copper. The design was completely
randomized in factorial arrangement (2 x 3), being without and with 30 % addition os swine
wastwater (CARS) (v: v) and 3 (three) sources of ectomycorrizal inoculum (without
inoculum, with inoculation of UFSC-PT116 — Pisolithus microcarpus and UFSC-SU118 —
Suillus cothurnatus) totaling 6 (Six) treatments with eight replicates, in soil previously
contaminated with 400 mg kg of copper. It was evaluated the height of the aerial part,
diameter of the colon, dry mass of the aerial part and radicular, Dickson quality index, leaf
area, specific surface area of roots, contentes and accumulation of cooper in the aerial part and
radicular, indices of: cooper translocation and relative growth and mycorrhizal association.
The use of ectomycorrizal fungi and CARS mitigate the negative effect of copper on the
growth of llex paraguariensis seedlings. Copper content and accumulation inplant tissue of
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llex paraguariensis plants are reduced when associated with the fungus UFSC-PT116
regardless of the addition of CARS in the soil.

Key-words: Mate herb. Ectomycorrhizae. Organic Compost. Heavy metal.
5.3 INTRODUCAO

O cobre é classificado como um metal pesado (YRUELA, 2009) essencial ao
crescimento dos vegetais, pois faz parte da constituicdo de enzimas e proteinas, entretanto,
pode se tornar toxico as plantas quando em elevadas concentra¢es no solo (RODRIGUES et
al., 2016).Altos niveis de metais pesados no solo se deve a intensa e continua utilizacédo
desses elementos pela atividade antropica (ANDREAZZA et al., 2013), sendo as principais
fontes de contaminacéo as atividades de extracdo de minérios, distribuicdo de lamas de esgoto
e uso de agroquimicos na agricultura (ANDRADE et al., 2010). Desse modo, quando o cobre
esta em concentrages acima de 200 mg kg™ pode provocar efeitos toxicos, induzindo riscos a
salide publica e ao meio ambiente (CONAMA, 2009).

Nas plantas, o cobre atua como ativador de enzimas que participam nas reagdes de
oxirredugdo e nos processos fisioldgicos, como fotossintese, respiracdo e translocacdo de
acucares (MARSCHNER, 2012). Contudo, plantas cultivadas em solos com altos teores de
cobre podem acumular esse metal em seus tecidos e desenvolver sintomas de toxicidade
(KABATA-PENDIAS, 2011), redugdo da fotossintese, clorose, necrose, hanismo, inibigdo do
crescimento das raizes e folhas e distdrbios na estrutura das proteinas (YRUELA, 2009).
Algumas espécies de plantas apresentam mecanismos adaptativos que as tornam tolerantes a
toxicidade ocasionada por altas concentracdes de metais (LEQUEUX et al., 2010). Esta
tolerdncia esta relacionada diretamente a resposta fisioldgica e bioquimica de cada espécie
vegetal (SOUZA et al., 2011).

A espécie llex paraguariensis St. Hil. é uma planta da familia Aquifoliaceae,
conhecida como erva-mate (LORENZI, 2000). E uma arvore perenifélia encontrada também
no Paraguai, sul da Bolivia, Argentina e Uruguai (BRACESCO, 2011). A producdo do cha
mate e da erva-mate para chimarrdo representa quase a totalidade da erva-mate colhida,
havendo também outras aplicagdes, como coadjuvantes na inddstria alimenticia e de
cosméticos, por meio da clorofila, 6leos essenciais, extrato de cafeina, teobromina, extrato de
flavonoides e saponinas (MACCARI JUNIOR, 2005). Estudos mostraram mais de 250
compostos extraidos da erva-mate verde e tostada (KAWAKAMI E KOVAYASHI, 1991).

Contudo, é escasso o conhecimento sobre o crescimento da erva-mate em areas contaminadas
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com cobre, sendo necessario o desenvolvimento de trabalhos que relatem a acumulagdo do
metal na parte aérea desta espécie.

Fungos micorrizicos formam associacdes simbiodticas mutualisticas com plantas
vasculares aumentando a area explorada pelas raizes por meio de suas hifas no solo
(BRUNDRETT, 2008) sendo benéficos ao crescimento da planta hospedeira, especialmente
em situacdes em que fatores climaticos e edéficos sdo limitantes (SMITH & READ, 2008).
Isso ocorre pela presenca de mecanismos que possibilitam alterar a biodisponibilidade desses
elementos no ambiente micorrizosférico, controlando a absorcdo das raizes (FERREIRA et
al., 2016). Essas associa¢des tem a habilidade em reter os metais no micélio fungico, evitando
a translocacdo para a parte aérea da planta, aumentando sua tolerancia (COLPAERT & VAN
ASSCHE, 1993; AGGANGAN et al., 1998).

Quando a contaminacao do solo estd em niveis elevados, é recomendado a utilizacdo
de técnicas que possam reduzir ou estabilizar o efeito do contaminante (PARK et al., 2011),
com o objetivo de reduzir sua disponibilidade a um nivel toleravel as plantas (COUTINHO &
BARBOSA, 2007; GABOS et al., 2011). Entre os amenizantes da toxidez por metais
estudados se tem a utilizacdo de compostos organicos (PARK et al., 2011). Compostos
organicos sdo ricos em matéria organica, que pode promover a reducdo significativa da
disponibilidade de ions metalicos no ambiente, em decorréncia da presenca de substancias
contendo inimeros grupos funcionais com cargas negativas, tais como acidos carboxilicos e
hidroxilas fendlicas e alcodlicas, que sdo justamente os sitios que podem adsorver 0s metais
em solucdo (MORREIRA et al., 2012). Nesse sentido, a utilizacdo de CARS no solo pode
propiciar reducdo do efeito téxico do metal, promovendo o crescimento de plantas em solo
que possui contaminagdo com cobre.

Na literatura sdo escassos o0s trabalhos relacionados a estabilizacdo de metais com a
utilizacdo de micorrizas aliados ao uso de compostos organicos. Estudos realizados por De
marco et al. (2017) demonstraram aumento ns parametros morfolédgicos, no cobre acumulado
e na tolerancia das mudas de Senna multijuga com a aplicacdo de 200 ml I de turfa em solo
contaminado com cobre, Dellai et al. (2014) evidenciaram o efeito benéfico no crescimento
vegetal com o uso de Pisolithus microcarpus no crescimento de mudas de bracatinga
(Mimosa scabrella Benth.) e Negrini et al. (2017) demonstra que adicdo de composto de dgua
residuéria de suinocultura com os inéculos de fungos micorrizicos arbusculares Gigaspora
margarita e Aucalospora colombiana aumentam os parametros morfoldgicos e qualidades de

mudas de Eucalyptus grandis cultivadas em solo contaminado com cobre.
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Com isso, a utilizacdo de fungos ectomicorrizicos e a adicdo de composto de agua
residuaria de suinocultura (CARS), através de suas especificidades podem proporcionar as
plantas maior crescimento e desenvolvimento em areas contaminadas com metais pesados.
Porém, ainda ndo se sabe sobre o efeito da utilizacdo conjunta de ectomicorriza e CARS no
crescimento e acumulo de cobre em erva-mate cultivada em solo contaminado com esse
elemento quimico. Nesse sentido, neste trabalho objetivou-se determinar a influéncia do uso
de fungo ectomicorrizico associado ao composto de agua residuaria de suinocultura no
crescimento e acimulo de cobre em llex paraguariensis cultivada em solo contaminado com

cobre.

5.4 MATERIAL E METODOS

5.4.1 Local

O experimento foi conduzido em ambiente protegido, na casa de vegetacdo
pertencente ao Departamento de Engenharia Florestal da Universidade Federal de Santa Maria
(UFSM), Campus de Frederico Westphalen, entre os meses de janeiro e abril de 2019. O

clima é classificado como Cfa de acordo com Kdppen & Geiger.

5.4.2 Delineamento

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em arranjo fatorial 2 x 3,
sendo sem e com adi¢cdo de 30% de composto de agua residuaria de suinocultura (CARS)
(v:v) e 3 (trés) fontes de indculos ectomicorrizicos (sem inéculo e com UFSC-PT116 -
Pisolithus microcarpus e com UFSC-SU118 - Suillus cothurnatus), totalizando 6 (seis)
tratamentos com oito repeti¢cdes. Todos os tratamentos foram previamente contaminados com

400 mg de cobre kg* de solo.

5.4.3 Solo e Composto de agua residuaria de suinocultura

O solo utilizado no experimento foi caracterizado como um Latossolo Vermelho,
derivado de rochas basalticas, com valores na camada de 5 — 20 cm, de pHagua (:1) = 5,3; 19,0

g kg* de matéria organica e 620,0 g kg de argila. Os teores de nutrientes disponiveis estio
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especificados na tabela 1, determinados conforme metodologia de Silva et al. (2009).

Tabela 1 — Teores de nutrientes disponiveis e totais no solo e no composto de dgua residuaria
de suinocultura (CARS) utilizado no cultivo de mudas de llex paraguariensis.

Ca Mg N P K Cu
Teores disponiveis (mg kg™)
Solo 1.020 384 nd* 7 126 13
CARS 4,961 3.646 604 3.830 8.232 42
-- Teores totais (mg kg?) e
Solo Nd nd Nd Nd nd 168,5**
CARS 15.624 5.236 19.350 8.133 8.763 352

*nd: ndo determinado. **Teor pseudo-total no solo, determinado conforme a metodologia 3050b, descrita em
USEPA (1996). Fonte: Autor (2019).

O composto de agua residuaria de suinocultura (CARS) foi compostado com
maravalha em um sistema de compostagem com aerador coloidal durante seis meses, advindo
de uma unidade de cria¢do de suinos no municipio de Rodeio Bonito, regido do Alto Uruguai
— RS. A caracterizagdo indicou pH sgua :1) = 7,0; 317,8 g kg de carbono organico; 9,7 mS
cm™ de condutividade elétrica e 16,5 de relagdo carbono/nitrogénio. Os teores disponiveis e
totais de nutrientes estdo especificados na tabela 1, quantificados pelas metodologias descritas
por Silva et al. (2009) e por Miyazawa et al. (2009), respectivamente.

5.5.4 Fungos micorrizicos

Os fungos ectomicorrizicos (UFSC-UFSC-PT116 - Pisolithus microcarpus e UFSC-
SU118 - Suillus cothurnatus) inoculados nas mudas foram obtidos na Universidade Federal de
Santa Catarina - UFSC. Os fungos ectomicorrizicos foram multiplicados 30 dias antes da
implantacdo do experimento em meio MNM s6lido (Melin-Norkrans Modificado) (MARX,
1969), em placas Petri, incubados em estufa BOD a25°C

5.5.5 Sementes e Unidade Experimental

As sementes da erva-mate utilizadas no experimento foram fornecidas pela Empresa
de Pesquisa Agropecudria e Extensdo Rural de Santa Catarina (EPAGRI), unidade de
Chapeco, SC. As sementes foram desinfestadas com hipoclorito de sodio 5%, por 20 minutos
e lavadas em agua corrente por 5 minutos, semeadas em sementeira com substrato marca
Carolina Soil esterilizado em autoclave com temperatura de 121°C em 3 ciclos de 30 minutos,

sendo irrigadas com agua destilada diariamente. Quando as mudas apresentaram um par de
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folhas definitivas foram transplantadas para vasos plasticos com capacidade volumétrica de
1.000 cm?3. Cada vaso contendo uma muda foi considerado uma unidade experimental (UE).

5.5.6 Instalacdo e conducéo do experimento

A dose de 400 mg kg™ de cobre foi aplicada 30 dias antes do transplante das mudas na
forma de solugdo de sulfato de cobre (CuS0O4.5H20), sendo diluidas em 50 mL de agua
destilada para possibilitar homogeneiza¢do. O inoculante dos fungos ectomicorrizicos foi
constituido de micélio fungico de 10 placas de Petri, totalizando 32 coldnias, correspondendo
a meia colénia fangica por UE, o qual foi triturado em liquidificador com 640 ml de agua
destilada por 10 segundos. Para inoculacao foi aplicado 20 ml dessa solucdo, por meio de uma
seringa graduada, diretamente no solo de cada UE em contato com as raizes no momento da
transplantedas mudas. A testemunha sem inoculacdo também recebeu 20 ml de solugédo
contendo somente o meio de cultura MNM.

O experimento foi conduzido durante 120 dias apds o transplante das mudas e neste
periodo foi adicionado agua, com uso de um becker graduado, mantendo-se a umidade do
solo a 80% da capacidade de campo, calculada conforme Bernardo et al. (2008). Para atender

as exigéncias do delineamento, a cada dez dias foi realizado rodizio das UEs.

5.5.7 Avaliacdo morfoldgica

Ao final do experimento quantificou-se a altura da parte aérea (H), com régua
graduada, do colo das mudas até o apice caulinar; o didmetro do colo (DC), com paquimetro
digital marca Black Jack Tools®;; a massa seca do sistema radicular (MSR) e da parte aérea
(MSPA), sendo ambos separados na regido do colo da muda e secos em estufa a 60+1 ° C até
massa constante, pesadas em balanca analitica e calculada a massa seca total (MST) pela
soma das MSR e MSPA. Com base nestes parametros foi calculado a relacédo altura/didametro
e o indice de qualidade de Dickson (IQD) de acordo com a Equagéo 1 (DICKSON, 1960).

QD = 7—spaA D

D

(@)
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Antes de serem submetidas a secagem, as raizes foram separadas do solo por meio de
lavagem em 4&gua corrente usando peneiras com malha de 0,5 mm de didmetro. Apoés a
lavagem ocorreu a digitalizacdo das raizes com o uso de escaner (HP D110) e a determinacéo
da area superficial especifica (ASE), o comprimento radicular (CR) e o volume de raiz (VR)
por meio do processamento das imagens no programa para analises de fibras e raizes, Safira
2.0 (JORGE & SILVA, 2010). A area foliar (AF) foi medida e analisada pelo software
Imagel® (versio 2.0; US National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, EUA)
(SCHNEIDER et al., 2012), utilizado para medir todas as imagens off-line.

5.5.8 Metal na planta

A massa seca da parte aérea e raizes foram moidas em moinho tipo Wiley com peneira
de malha de 10 mesh para a determinagdo das concentracfes de cobre no tecido vegetal, por
meio de extracdo nitrico-perclérica (3:1) e quantificacdo por espectrofotometria de absorcao
atdbmica, conforme Miyazawa et al. (2009).

Com base nos dados de massa seca e da concentracdo pseudo-total de cobre no solo
(mg kg?) foi calculada a quantidade acumulada de cobre (ug plantal) na parte aérea
(CuAPA), no sistema radicular (CuAR) e no total das mudas (CuAT). Foi calculado o indice
de translocacdo (Itra), com base na Equacéo 2, que corresponde a porcentagem total absorvida
de cobre que foi transportado para a parte aérea (ABICHEQUER & BOHNEN, 1998).

CuAPAdn

Itra = — ——
"= CuATdo

100 (2)

5.5.9 Associacdo micorrizica

A avaliagédo da colonizagdo micorrizica foi realizada por meio de dois procedimentos:
a) deteccdo de alteracbes morfologicas, provocadas por fungos ectomicorrizico como a
presenca de manto fungico cobrindo as raizes; b) técnica de clarificacdo e coloracao das raizes
com Azul de Trypan 0,05%, para visualizagdo em microscopio e em lupa das ectomicorrizas
(BRUNDRETT, 2008). A colonizagéo ectomicorrizica foi estimada fazendo-se a média de 5
repeticdes por planta pelo método da placa quadriculada (GIOVANNETTI & MOSSE, 1980),

totalizando 35 repeticOes por tratamento.
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5.5.10 Indice de eficiéncia relativa da massa seca total

O indice de eficiéncia relativa da massa seca totalfoi calculado por meio da equacao:
[(MST de planta no tratamento y — MST no tratamento controle) / MST de planta no
tratamento y]*100.

5.5.11 Anélise estatistica

Os resultados foram submetidos a andlise de variancia e quando significativos, as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05) de probabilidade de erro pelo
programa SISVAR (FERREIRA, 2011).

5.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.5.1 Parametros morfoldgicos das plantas

A altura de planta foi 27% maior que o controle com a inoculac¢do do isolado UFSC-
PT116associado ao uso de CARS (Tabela 2). Mudas de eucalipto saligna (Eucalyptus saligna
Sm) inoculadas com o fungo UFSC-PT116 apresentaram maior altura em relacdo as néo
inoculadas na dose 450 mg kg™ de cobre (DELLAI et al., 2018). Em seu trabalho, De Marco
et al. (2017) obtiveram maior altura em mudas de pau-cigarra (Senna multijuga (L. C. Rich.)
H. S. Irwin & Barneby), utilizando 200 mL de turfa L "1 quandocomparado ao solo sem o
composto organico. Verifica-se que o0 uso de ectomicorrizas associadas ao CARS promove
aumento nocrescimento em altura das mudas de llex paraguariensis.

Os resultados de altura de plantas evidenciam que a adicdo do CARS associado a
inoculacdo das ectomicorrizas reduz o efeito toxico do cobre nas plantas de erva-mate. O
elemento cobre quando presente em elevado teor disponivel no solo interfere na cadeia de
transporte de elétrons do fotossistema | das plantas, reduzindo a producéo de fotoassimilados
e 0 crescimento apical de forma significativa (TAIZ et al., 2017).

O diametro de colo das plantas de erva-mate foi 16% maior com o isolado UFSC-
PT116 em relagdo ao controle em solo contaminado sem CARS, contudo com a adigéo de
CARS néo houve diferenca significativa entre isolados ectomicorrizicos e o controle (Tabela

2). Resultados semelhantes foram descritos por Steffen et al. (2011), em que mudas de
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eucalipto grandis (Eucalyptus grandis Hill (ex Maiden)) produzidas em solo contaminado
com cobre, quando inoculadas com o isolado UFSC-Pt116, apresentaram maior diametro de

colo das plantas.

Tabela 2 — Altura, diametro de colo (DC), massa seca da parte aérea (MSPA) e radicular
(MSR), massa seca total (MST), area foliar (AF), area superficial especifica de raizes (ASE) e
indice de qualidade de Dickson (IQD) de llex paraguariensis, sem e com inoculacdo dos
fungos UFSC-PT116 e UFSC-SU118, sem e com adi¢do de composto de agua residuaria da
suinocultura em solo contaminado com cobre.

CARS CARS

Inoculacao Sem Com Sem Com

-------------- Altura (cm)----------- -=mmmmmmmm=---DC (MM)-----=- oo
Controle 19,80 bB* 22,92 bA 3,46 bA 3,52 aA
PT116 25,80 aB 29,16 aA 4,02 aA 3,52 aB
SU118 22,60 abA 23,01 bA 3,52 bA 3,58 aA
CV (%) 9,77 8,37

-------- MSPA (g planta’)--------- ----------MSR (g planta)--------
Controle 1,80 bA 2,29 aA 0,52 bA 0,63 aA
PT116 2,67 aA 1,68 bB 1,14 aA 0,74 aB
SU118 2,30 abA 1,70 abB 0,62 bA 0,56 aA
CV (%) 18,37 30,36

--------- MST (g planta!)---------- -----——-Area Foliar (cm?)--------
Controle 2,33 bB 2,93 aA 185,5 bB 2441 aA
PT116 3,82 aA 2,42 abB 332,2aA 260,2 aB
SU118 2,92 bA 2,26 bB 241,0 bA 209,1 aA
CV (%) 14,63 16,03

------------- ASE (mm?)------------ e @] DI e
Controle 5145 aB 6783 aA 0,36 bA 0,40 aA
PT116 4559 aA 4745 bA 0,54 aA 0,27 bB
SU118 5908 aA 5545 abA 0,41 bA 0,31 abA
CV (%) 17,17 19,07

Fonte: Autor (2019).
*Médias seguidas de mesma letra, minuscula na coluna e maiuscula na linha, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (P<0,05) de probabilidade de erro.

As plantas inoculadas apresentaram maior massa seca da parte aérea em solo sem
CARS, ndo havendo efeito das inoculagdes em solo com adicdo de CARS (Tabela 2).
Resultados revelaram maior massa seca da parte aérea em mudas de canafistula (Peltophorum
dubium (Spreng.) Taub.) inoculadas com UFSC-PT116 na dose 450 mg kg de cobre

adicionado ao solo (SILVA et al., 2010). Os fungos ectomicorrizicos permitem que maior
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quantidade de &gua e nutrientes sejam retirados do solo, havendo aporte para o fungo como
para a planta (SMITH & READ, 2008), assim como possuem a capacidade de reter o cobre
em seu micélio, evitando que sejam absorvidos pela planta (BERTOLAZZI et al., 2010). Os
resultados indicam que a inoculacdo do isolado UFSC-PT116 promove resposta positiva no
crescimento das mudas de erva-mate em solo contaminado por alta dose de cobre, porém é
limitado pela adigdo de CARS no solo.

A massa seca radicular das plantas em solo sem o uso do CARS com o isolado UFSC-
PT116 foi 119,2% superior que o tratamento controle e 54% superior ao isolado UFSC-PT116
em solo combinado com CARS, porém sem diferenca significativa entre os tratamentos no
solo com adigdo de CARS (Tabela 2). Esse resultado corrobora com os de Souza et al. (2012)
gue também obtiveram maior massa seca radicular no E. grandis quando inoculada com o
isolado PT116. Ainda que haja reducdo no sistema radicular provocado pela formagdo da
ectomicorriza, modificando a arquitetura das raizes (BRUNDRETT, 2008), que se tornam mais
curtas e muito ramificadas (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2007), o resultado final dessa
associagdo é o aumento da area de absorgdo radicular da planta por causa da presenca das hifas do
fungo (SMITH & READ, 2008). Assim, ha reducdo da massa seca radicular nas plantas
micorrizadas com CARS, porém sem fungo e CARS h& um ganho com o isolado UFSC-
PT116 em relagdo ao tratamento controle.

A adicdo do CARS no solo aumentou significativamente a massa seca total das plantas
no controle sem inoculacdo, porém a inoculacdo com o isolado UFSC-PT116 possibilitou
63,9% maior MST que o controle sem CARS, engquanto com a presenca de CARS, o controle
e 0 isolado UFSC-PT116 foram maiores que o isolado UFSC-SU118, porém ndo diferiram
entre si (Tabela 2). Resultados de pesquisa indicaram que solos de vitivinicultura
contaminados com cobre (400 mg kg de cobre), e rejeitos de mineragdo de cobre (575 mg
kg de cobre) reduziram significativamente o crescimento das plantas (ANDREAZZA et al.,
2010). Isso ocorre, pois, 0 excesso de cobre no solo provoca disturbios na estrutura das
proteinas e inibicdo do alongamento celular, induzida pelo aumento na permeabilidade da
membrana plasmatica e lignificagcdo da parede celular, culminando em danos ao sistema
radicular e parte aérea, reduzindo o desenvolvimento da planta (YRUELA, 2013).

No entanto, as ectomicorrizas possuem habilidade de acumular metais em seus tecidos
fangicos (BELLION et al., 2006), reduzindo seu efeito toxico a planta (AGGANGAN et al.,
1998), aliado & maior absorcdo de nutrientes pela planta em razdo do menor diametro das
hifas, que propiciam a exploracdo de pequenos poros inacessiveis as raizes (SILVA et al.,

2007), promovendo ganhos na massa seca total das plantas (Tabela 2). A inoculacdo do
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isolado UFSC-PT116 proporciona efeito positivo no crescimento das plantas, o uso do
composto organico CARS promove maior desenvolvimento e acimulo de matéria seca das
plantas sem a inoculagéo de ectomicorrizas.

A érea foliar ndo diferiu significativamente entre os tratamentos com a adi¢do de
CARS no solo, porém sem a presenca do composto organico o isolado UFSC-PT116
apresentou 79 e 37,8% maior que o controle sem inoculagdo e ao isolado UFSC-SU118,
respectivamente (Tabela 2). Em estudo com o pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) verificou-
se reducdo linear da area foliar com aumento das doses de cobre e, quando submetido a dose
de 100 mg kg, foi 69% menor em relacio a testemunha (CHAVES et al., 2010). A area foliar
é responsavel pela produgdo de fotoassimilados necessérios para a demanda metabdlica e
formacdo de novas estruturas vegetais (SILVA et al., 2018).

A inoculacdo com os isolados ectomicorrizicos possibilitaram maior area superficial
das raizes no solo contaminado sem adi¢cdo de CARS, porém a adicdo de CARS reduziu
significativamente o efeito da micorrizagdo (Tabela 2). Em trabalho com mudas da espécie
canafistula inoculadas com o fungo UFSC-PT116, verificou-se reducdo na area superficial
especifica conforme adigdo de cobre no solo, com 12.533 mm2 na dose 450 mg kg (SILVA
et al., 2010). Existem estimativas de que a superficie da area explorada por ectomicorrizas é
mil vezes superior aquela de raizes sem a presenca dos fungos ectomicorrizicos (HARLEY,
1969). Assim, mesmo reduzindo a area superficial especifica, € esperado maior capacidade de
absorcéo de nutrientes e agua pelas plantas micorrizadas, cultivadas em solo com excesso de
cobre (SILVA, et al., 2010).

O indice de qualidade de dickson das plantas e erva-mate revelou que o uso do isolado
UFSC-PT116 sem a adigdo de CARS proporcionou 50 e 31,7% de incremento comparado
com o controle sem inoculacdo e o isolado UFSC-SU118, respectivamente, enquanto, com a
adicdo de CARS o tratamento controle apresentou maiores resultados, sendo 48% maior que 0
isolado UFSC-PT116 (Tabela 2). N&o foi observada diferenca significativa no indice de
qualidade de mudas E. saligna inoculadas com o fungo UFSC-PT116 em solo contaminado
com 450 mg kg? de cobre em relagdo ao tratamento em que ndo houve adicdo de cobre no
solo (DELLAI et al., 2018).

Para calcular o IQD séo consideradas variaveis morfoldgicas, dentre elas a massa seca
aérea e massa seca radicular, que demostram vigor da planta (ROSSI et al.; 2008), onde o
indice acima de 0,20 indica maior padrdo de qualidade de mudas (DICKSON, 1960). Neste
trabalho, evidencia-se que todos os tratamentos testados possibilitaram 1QD adequado,

entretanto, a adicdo do CARS no solo contaminado reduz o efeito da presenca das
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ectomicorrizas. Contudo, destaca-se que na auséncia de CARS a qualidade das plantas de
erva-mate é maior quando inoculado com o isolado UFSC-PT116.

5.5.2 Concentracdo e acumulo de cobre nas plantas

A concentracdo e a quantidade de cobre na parte aérea e no sistema radicular das
plantas de llex paraguariensis foram significativamente reduzidas com a inoculagdo das
ectomicorrizas, em relacdo as plantas nos tratamentos controle, sendo beneficiadas pela
adicdo do CARS no solo (Tabela 3).

Os teores de cobre na parte aérea foram reduzidos significativamente com as
inoculacdes e com adicdo de CARS, sendo que o isolado UFSC-PT116 induziu reducédo de
58,3 e 59,2 % em relacdo ao controle sem inoculacdo, nos tratamentos sem e com adicdo
CARS no solo, respectivamente (Tabela 3). Resultados obtidos por De Marco et al. (2017),
com mudas E. grandis cultivadas em solo com cobre como contaminante, indicam que 0s
maiores teores de cobre na parte aérea das plantas foram no tratamento sem turfa como
amenizante. O cobre, quando em excesso, reduz a taxa fotossintética por interferir na cadeia
de transporte de elétrons do fotossistema I, diminuindo a producdo de fotoassimilados,
ocasionando redugao no crescimento da planta (KABATA-PENDIAS, 2011).

Aléem disso, a ANVISA (1998) estabelece o limite maximo de tolerancia de
contaminante de 10 mg de cobre kg™ de massa seca na parte aérea da planta. Desse modo, 0s
resultados encontrados indicam que na presenca do isolado UFSC-PT116 e CARS ha reducéo
no teor de cobre na parte aérea das plantas de erva-mate em solos contaminados com 400 mg
kg de cobre, atingindo valor abaixo dos limites maximos de tolerancia estabelecidos na
legislacdo brasileira.

As concentracBes de cobre no sistema radicular foram significativamente menores
com a inoculacédo do isolado UFSC-PT116, independente da adicdo de CARS no solo (Tabela
3). Silva et al. (2010) destacaram que com o isolado UFSC-PT116 as mudas de P. dubium
apresentaram teor de cobre de 307 mg kg submetidas a 450 mg kg de cobre no solo.
Fogarty & Tobin (1996) e Gadd (1993) evidenciaram estreita relagéo entre a producdo de
pigmentos extracelulares por fungos e a bioadsorcdo de metais. Alguns fungos
ectomicorrizicos podem promover a acumulagdo de metais em seu micélio (BERTOLAZZI et
al., 2010), corpos de frutificagio (TURNAU, 1991), em outros tecidos flngicos, e
compartimentos internos (GADD, 1993; BLAUDEZ et al., 2000; GRAZZIOTTI et al., 2001,
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BELLION et al., 2006). Desta forma, é possivel que a presenca dos isolados ectomicorrizicos
possam ter retido o cobre em seu miceélio, ou a produgdo de moléculas orgénicas capazes de

adsorver elementos metalicos, evitando a absorcao pelas raizes da erva-mate.

Tabela 3 — Cobre na parte aérea (CuPA) e no sistema radicular (CuR), cobre acumulado na
parte aérea (CuAPA) e radicular (CuAR), cobre acumulado total (CuAT) e indice de
translocacdo (ITRA) de mudas de llex paraguariensis, sem e com inoculacdo dos fungos
UFSC — PT116 e UFSC — SU118, sem e com adicdo de composto de &gua residuéria de
suinocultura em solo contaminado com cobre.

CARS CARS
Inoculacao Sem Com Sem Com
--------- CuPA (mg kg1)--------- ------------CUR (mg kg*1)----------
Controle 27,75 aA* 17,63 aB 775,91 aA 620,51 aB
PT116 11,55 cA 7,19 cB 402,39 cA 308,86 cB
SU118 16,55 bA 11,06 bB 497,43 bA 398,62 bB
CV (%) 12,75 9,0
------- CuAPA (ug plantat)------- --------CUAR (ug planta?!)--------
Controle 68,77 aA 37,10 aB 505,80 aA 366,09 aB
PT116 29,34 bA 13,28 bB 263,69 bA 206,68 bA
SU118 38,13 bA 19,73 abB 319,32 bA 251,52 abA
CV (%) 34,35 24,05
-------- CuAT (ug planta?)-------- === | TRA (%)-------------
Controle 574,58 aA 403,20 aB 12,13 aA 9,05 aA
PT116 293,04 bA 219,96 bA 10,64 aA 6,04 bB
SU118 357,45 bA 271,26 bA 11,23 aA 7,56 aA
CV (%) 22,59 32,36

Fonte: Autor (2019).
*Médias seguidas de mesma letra, minuscula na coluna e maiuscula na linha, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (P<0,05) de probabilidade de erro.

O cobre acumulado na parte area evidenciou diferenca significativa, apresentando
reducdo nos valores quando utilizado o CARS no solo e com associa¢do ao isolado UFSC-
PT116, esta reducéo foi na ordem de 64,2 % comparado ao tratamento controle (Tabela 3). As
especies arbdreas nativas H. courbaril e P. dubium submetidas a solo contaminado com 400
mg kg? de cobre apresentaram quantidades de 1.930 e 1.270 ug planta’®, respectivamente,
deste metal na parte aérea, ocorrendo reducédo no teor de clorofilaa (MARQUES et al., 2018).
O cobre quando presente em pequenas quantidades atua como catalisador de reacOes
quimicas, metabolismo de carboidratos e sintese de clorofila (TAIZ et al.,2017). Entretanto,

guando em excesso, seu acimulo na parte aérea acaba diminuindo a biossintese e o conteido
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de clorofila, em decorréncia a danos nas membranas dos tilacoides (ADREES et al., 2015).
Verifica-se que a utilizacdo do amenizante CARS e a presenca dos fungos ectomicorrizicos no
solo reduziu significativamente o acumulo de cobre na parte aérea da erva-mate submetida a
solo contaminado com esse metal.

Os resultados evidenciaram reducdo no cobre acumulado no sistema radicular com a
utilizacgdo do CARS sem inoculagdo e com a inoculacdo do isolado UFSC-PT116
independente da adicdo de CARS (Tabela 3). O acumulo do cobre nas raizes é uma das
principais estratégias para evitar sua translocacdo para o0s tecidos fotossintéticos
(CAMBROLLE et al., 2013), porém, 0 excesso de cobre no sistema radicular pode provocar a
reducdo do crescimento nas raizes que apresentam ramificagdes anormais e reducdo do
alongamento (AMBROSINI et al., 2015), evidenciando a importancia de mecanismos que
impecam a absor¢do do cobre pelas plantas, como € o caso da capacidade das ectomicorrizas
em quelar ions de metais no interior de suas células ou exsudatos (TURNAU, 1991) e reacdes
de adsorcdo e complexacdo do CARS (PARK et al., 2011). Desse modo, evidencia-se que 0s
isolados UFSC-PT116 e UFSC-SU118, podem reduzir os teores acumulados de cobre pelas
raizes da erva-mate.

A adicdo do CARS reduz o cobre acumulado total nas plantas em relagdo ao
tratamento controle, porém a inoculagdo com os isolados ectomicorrizicos UFSC-PT116 e
UFSC-SU118 também reduz independente da adicdo de CARS (Tabela 3). Em seu trabalho
com Eucalyptus grandis, submetido a solo com 400 mg kg de cobre, Negrini (2017)
verificou que a utilizacdo do fungo micorrizico arbuscular Acaulospora colombiana
promoveu reducdo de 58,1% no cobre acumulado total das mudas em relagdo ao tratamento
sem inoculacdo. O mesmo autor relata que o uso do composto de agua residuaria de
suinocultura reduziu 9,8% o acUmulo total de cobre nas plantas comparado ao tratamento
controle, porém ndo havendo interacéo significativa entre os fatores inoculacdo e CARS.

O fungo ectomicorrizico UFSC Pt116 além de reter metais no seu micelio, pode
também estar atuando na producdo de pigmentos extracelulares capazes de adsorver o cobre
evitando a absorcéo pelo sistema radicular das mudas (SILVA et al., 2010). Tais resultados
evidenciam que a utilizagdo das ectomicorrizas e/ou CARS como amenizante da
contaminacdo com cobre no solo reduz o acimulo desse elemento quimico, proporcionando
menores valores no acimulo total em relagéo as plantas controle.

O indice de translocacdo de cobre nas plantas de erva-mate evidenciou diferenca
significativa entre as inoculacGes e a adi¢cdo de CARS no solo, induziu reducgéo de 43,2 % nas

plantas com o isolado UFSC-PT116 associadocom o CARS quando comparado a0 mesmo


http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&tl=pt-BR&u=http://www.scielo.br/scielo.php%3Fscript%3Dsci_arttext%26pid%3DS0100-67622018000200201%26lng%3Den%26nrm%3Diso%26tlng%3Den&xid=25657,15700023,15700124,15700149,15700168,15700186,15700190,15700201,15700208&usg=ALkJrhgrgWB48KoJTfU17ix_AMp66fkthg#B7
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isolado sem a presenca do composto organico no solo (Tabela 3). Tais resultados corroboram
com 0s obtidos por Negrini (2017), em trabalho com CARS como amenizante da toxidez do
cobre em E. grandis, que verificaram menores valores do indice de translocacdo nos
tratamentos com o uso de amenizante. Conforme destacado por Branzini et al. (2012), quando
0 indice de translocacdo for baixo ou préximo a zero, maior serd a possibilidade de
sobrevivéncia e crescimento da planta em ambiente contaminado. Os resultados indicam a
capacidade dos fungos ectomicorrizicos, em conjunto com o0 amenizante CARS em promover
a retencdo de cobre no sistema radicular, favorecendo a reducéo do indice de translocacdo de

cobre em mudas de llex paraguariensis.

5.5.3 Colonizacéo micorrizica

Os resultados demonstraram interacdo significativa (p < 0,05) entre os isolados
ectomicorrizicos e a adicdo de CARS no solo para o percentual de colonizagdo micorrizica
(Figura 1). Observa-se que os isolados ectomicorrizicos colonizaram as raizes de erva-mate
com diferentes graus de intensidade, variando conforme o tratamento utilizado. Destaca-se 0
isolado UFSC-PT116, com 16 % de colonizagdo quando submetido ao solo contaminado com
400 mg kg de cobre, porém, ao adicionar o composto CARS juntamente ao fungo o
percentual de colonizagdo reduziu para 12 % (Figura 1).

Foi observado por Dellai et al. (2018) que o isolado UFSC-PT116 formou associagao
ectomicorrizica com o E. saligna, porém, a dose 450 mg kg™ de cobre reduziu para 8,60 % a
porcentagem de colonizagdo radicular. Com mudas de P. dubium, a colonizacdo micorrizica
com o fungo UFSC-PT116 foi de 6,6 e 4,2% em solo com 300 e 450 mg kg™ de cobre no
solo, respectivamente (SILVA et al., 2010).

Os metais pesados podem expressar efeito prejudicial sob os fungos ectomicorrizicos,
reduzindo a colonizacdo micorrizica (GRAZZIOTTI, 1999). Quando em excesso no solo, 0s
metais pesados podem influenciar negativamente os fungos ectomicorrizicos (DIXON &
BUSCHENA, 1988), podendo causar a inibi¢cdo da colonizacdo em plantas (BELL et al.,
1988; GRAZZIOTTI, 1999). Conforme Silva et al. (2010) e Dellai et al. (2018) observa-se
gue os fungos ectomicorrizicos podem responder de forma diferenciada de acordo com a
espeécie e 0 nivela contaminacgéo do solo. Apesar de que o fungo UFSC-PT116 tenha reduzido
a absorcéo de cobre pela planta, a associacdo pode ter sido influenciada pela toxidez deste
metal (SILVA et al, 2010).
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Figura 1 — Porcentagem de colonizacdo micorrizica de mudas de llex paraguariensis
cultivadas em solo contaminado com 400 mg kg™ cobre. Tratamento controle, com inoculagéo
de UFSC-PT116, com inoculacdo de UFSC-SU118, com adicdo de composto de agua
residudria de suinocultura, composto + UFSC-PT116 e composto + UFSC-SU118.
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Fonte: Autor (2019).
*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05) de probabilidade de erro.

Constata-se que o teor de fosforo no composto CARS eleva os teores naturais do solo,

podendo agir como fator limitante para o estabelecimento da colonizacdo micorrizica.
Em trabalhos com micorrizas e espécies arbdreas é necessario avaliar a influéncia do fosforo
no solo, pois a associa¢do fungo-hospedeiro variam com os diferentes teores de fosforo e
espécies envolvidas (SAMARAO et al., 2011), bem como, essa interacdo pode ter aumento ou
diminuicdo de acordo com a disponibilidade de P no solo (YANG et al., 2014).

Na associacdo fungo-planta, o fungo depende da planta hospedeira para alimentacéo e
reproducéo e, em troca fornece fosfato e nutrientes minerais essenciais do solo para a planta
hospedeira (SCHIAVO et al., 2018). O micélio extra-radical das micorrizas absorvem o P do
solo, promovem o transporte até as células do cortex na forma de polifosfatos, e apds a
solubilizacdo os mesmos séo translocados para a planta hospedeira (MELLONI et al., 2000).

Os altos teores de P na planta, de maneira geral, inibem a colonizagéo das raizes pelos
fungos micorrizicos, enquanto baixos teores favorecem a colonizacéo radicular (SCHIAVO et
al., 2018). Essa resposta é atribuida ao fato de que altas concentra¢cdes de P promovem menor
permeabilidade da membrana e exsudagdo radicular, diminuindo a nutricdo do fungo e
aumento da sacarose transportada via floema até as raizes inibindo o crescimento fungico
(KIRIACHEK et al., 2009). Alguns trabalhos mostram que elevados teores de P no solo néo

tem interferéncia na coloniza¢do micorrizica, como Silva et al. (2017) em mudas de cedro-
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australiano (Toona ciliata M. Roem var. australis) e Almeida (2007) com mudas de cana-de-
acucar (Sacharum spp.), porém, esta resposta ao fésforo varia de acordo com a espécie

vegetal e o fungo.

5.5.4 Indice de crescimento relativo da massa seca total

O indice de crescimento relativo da massa seca total revelou aumento no crescimento
das mudas de erva-mate com a adicdo de CARS no solo e com a inoculacdo de
ectomicorrizas, promovendo aumento de 20,5 % com adicdo do composto CARS, 38,9 %
com a inoculacdo do isolado UFSC-PT116 e 3,9 % com a inoculacdo do isolado UFSC-
SU118 (Figura 2). Quando associado o CARS ao isolado UFSC-PT116, o aumento foi de
20,8 %, j& a utilizagdo conjunta do CARS com o isolado UFSC-SU118 promoveu decréscimo

de 3,1 % na altura das plantas, comparadas ao tratamento controle (Figura 2).

Figura 2 — Indice de crescimento relativo (ICR) da massa seca total de mudas de llex
paraguariensis cultivadas em solo contaminado com 400 mg kg™ cobre. Tratamento com
adicdo de composto de agua residuaria de suinocultura, com inoculacdo de UFSC-PT116,
com inoculacdo de UFSC-SU118, composto + UFSC-PT116 e composto + UFSC-SU118.
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Fonte: Autor (2019).

Desta forma, de acordo com a espécie de isolado ectomicorrizico utilizado e quando
associado ao uso do CARS, ocorreu reducdo na quantidade de cobre que ficou retido nos
tecidos da planta, O fungo micorrizico pode reter os metais em seu miceélio, retardando a

translocacdo destes para a parte aérea da planta, contribuindo assim, para o aumento da sua
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tolerancia (BERTOLAZZI, et al., 2010). Assim, nas mudas de erva-mate que receberam a
inoculacdo com o isolado UFSC-PT116 permitiu-se o crescimento das plantas no solo
contaminado com cobre, indicando que esta simbiose entre erva-mate e ectomicorrizas pode
Ser um mecanismo que proporciona aumento na tolerancia a toxicidade do metal em relacao

as plantas ndo micorrizadas e sem a adi¢cdo de CARS no solo.
5.6 CONCLUSOES

O uso de fungos ectomicorrizicos e de CARS amenizam o efeito negativo do cobre no
crescimento das mudas de llex paraguariensis.

O teor e acumulo de cobre no tecido vegetal das plantas de llex paraguariensis sao
reduzidas quando ha associagdo com o fungo UFSC-PT116 independentemente da adi¢do de
CARS no solo.
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6 DISCUSSAO GERAL

Os fungos ectomicorrizicos se destacam por interagir com as espécies vegetais
formando uma associacdo simbiotica mutualistica (PEROTTO & BONFANTE, 1997),
contudo, apresentam especificidade quanto ao hospedeiro (SOUSA et al., 2012). A inoculagéo
com os isolados ectomicorrizicos UFSC-PT116 e UFSC-SU118 reduz o efeito de toxidade
provocado pelo excesso de cobre no solo em llex paraguariensis, onde o isolado UFSC-
PT116 promove maior crescimento e tolerancia de mudas de erva-mate cultivadas em solo
contaminado com cobre. A inoculagdo de ectomicorrizas em llex paraguariensis promove
menor acumulo de cobre nas plantas. Esta associacdo simbidtica proporciona aumento da area
de contato da planta com o solo, permitindo maior absorcdo de nutrientes e agua do solo
(SMITH & READ, 2008), além da capacidade de retencdo de metais pesados pelo micélio das
ECM e a possibilidade de funcionar como uma barreira fisica para que estes contaminantes
nédo sejam absorvidos pela planta hospedeira (BERTOLAZZI et al., 2010).

O composto de agua residudria de suinocultura adicionado ao solo promove aumento
do cobre pseudo-total e da fracdo de cobre adsorvida a matéria organica, devido ao CARS ter
0 cobre em sua constituicdo e a grande proporcao de matéria organica presente no composto.
A utilizacdo do CARS proporciona efeito amenizante da toxidez do cobre no solo, induz
positivamente o crescimento e reduz o acimulo de cobre das plantas de llex paraguariensis
submetidas a solo contaminado por cobre. A disponibilidade de ions metalicos no ambiente
pode ser reduzida significativamente pela matéria organica, devido principalmente a presenca
de substancias ricas em grupos funcionais com cargas negativas, tais como acidos
carboxilicos e hidroxilas fendlicas e alcodlicas, que sdo os locais que podem adsorver 0s
metais em solucdo (MORREIRA et al., 2012).

Conforme os resultados dos trabalhos 1 e 2, realizou-se o trabalho 3, onde a partir
disso foram determinadas as escolhas dos fungos e proporcdo de CARS a serem utilizadas,
promovendo a inoculagdo com os fungos ectomicorrizicos UFSC-PT116 e UFSC-SU118
juntamente com a adi¢do de 30% de CARS em mudas de llex paraguariensis cultivadas em
solo contaminado com cobre. Foi constatado que sem a presenca dos fungos ectomicorrizicos
e de CARS o cobre interfere negativamente e com intensidade maior no crescimento das
mudas de llex paraguariensis. Contudo, o teor e acimulo de cobre no tecido vegetal das
plantas de llex paraguariensis séo reduzidas quando ha associa¢do com o fungo UFSC-PT116

independentemente da adicdo de composto de agua residuaria de suinocultura no solo.
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A afinidade que os metais possuem pelos sitios de sor¢do da matéria orgénica propicia
que a adicdo de compostos organicos reduza a disponibilidade de metais pesados no solo
(TIECHER et al., 2013) e por aumentar a complexacdo ou quelacdo a matéria organica
(KABATA-PENDIAS, 2011). Assim como, diversas espécies de fungos podem, ainda,
apresentar elevada tolerancia a metais pesados (MEDVE & SAYRE, 1994) sendo atribuido a
habilidade dessas associagdes em acumular altas concentragcdes de metais em seus corpos de
frutificacdo (TURNAU, 1991), ou em outros tecidos fungicos, na parede celular e em
compartimentos internos (BLAUDEZ et al., 2000; GRAZZIOTTI et al., 2001; BELLION et
al., 2006).

Orienta-se 0 desenvolvimento de estudos que possam investigar outras espécies de
ectomicorrizas, pois podem evidenciar outros isolados fangicos eficientes e potenciais para
utilizacdo como indculo, além da utilizacdo de proporcdes maiores de CARS como

amenizante.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O trabalho apresentou evidéncias em favor da hipétese, evidenciou-se que o cobre tem
efeito negativo no crescimento das mudas de llex paraguariensis sem a presenca de fungos
ectomicorrizicos. A inoculagdo com UFSC-PT116, UFSC-PT132 e UFSC-SU118 ameniza o
efeito de toxidade provocado pelo excesso de cobre no solo em llex paraguariensis. O isolado
UFSC-PT116 promove maior crescimento e tolerancia de mudas de llex paraguariensis
cultivadas em solo contaminado com cobre e a inoculacdo de ectomicorrizas em llex
paraguariensis promove menor acumulo de cobre nas plantas.

O composto de agua residuaria de suinocultura adicionado ao solo promove aumento
do cobre pseudo-total no solo e da fracdo de cobre adsorvida a matéria organica, devido ao
CARS ter o cobre em sua constituicdo e a grande propor¢do de matéria organica presente no
composto. A proporcao média 30% composto de agua residuaria de suinocultura proporciona
efeito amenizante da toxidez do cobre no solo, favorece o crescimento e reduz o acimulo de
cobre das plantas de llex paraguariensis. O composto de agua residuaria de suinocultura
possui condi¢cdes de proporcionar o crescimento de plantas em solo com altas concentracdes
de cobre, promovendo efeito amenizante da toxidez do metal.

Os resultados indicam que o cobre interfere negativamente e com intensidade maior no
crescimento das mudas de llex paraguariensis quando ndo ha a presenca de fungos
ectomicorrizicos € de CARS no solo. O cobre no tecido vegetal das plantas de llex
paraguariensis sdo reduzidas quando ha associacdo com o fungo ectomicorrizico UFSC-
PT116 independentemente da adi¢do de CARS no solo.

Os estudos relacionados ao crescimento da erva-mate em areas contaminadas com
metais pesados, em especial o cobre, ainda sdo escassos, aliado ao conhecimento incipiente
sobre a formacdo de ectomicorrizas e seus beneficios para esta espécie florestal nativa. Torna-
se importante a elaboracdo de novos trabalhos, com a finalidade de encontrar mais espécies de
ectomicorrizas com potencial de indculo, bem como o uso do composto de agua residuaria de
suinocultura como amenizante que proporcionem maior crescimento e tolerancia de espécies

nativas ao cobre.
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