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RESUMO

Dissertacdao de Mestrado
Programa de Pés-graduagao em Agronomia: Agricultura e Ambiente
Universidade Federal de Santa Maria

EUCALIPTO E ECTOMICORRIZAS PARA FITORREMEDIACAO DE SOLOS
CONTAMINADOS COM ZINCO

AUTOR: SIDINEI WOLNEI WEIRICH
ORIENTADOR: RODRIGO FERREIRA DA SILVA
Frederico Westphalen, RS 27 de fevereiro de 2013.

O crescimento populacional, desenvolvimento tecnolégico humano, e a intensificacdo das
atividades antrépicas no meio ambiente, tem gerado volumes considerdveis de residuos
industriais, agricolas e urbanos, que ao serem aplicados no solo, podem contamini-lo com
metais pesados, dentre eles o zinco (Zn). Ao estar presente em altos teores no solo este
elemento € fitotéxico para a maioria das culturas agricolas, inutilizando areas de cultivo,
tornando-se um risco a saide humana e ao meio ambiente. Areas contaminadas por Zn
necessitam ser recuperadas. Neste intuito, este trabalho teve o objetivo de avaliar o
crescimento de E. grandis, C. citriodora, E. saligna e E. dunnii, e o efeito da associa¢do com
isolados ectomicorrizicos no crescimento de eucalipto em solo contaminado por Zn. Para tal,
estabeleceu-se um experimento para avaliar o crescimento de mudas de E. grandis, C.
citriodora, E. saligna, e E. dunnii em solo contaminado por Zn. Em sequéncia foi conduzido
outro experimento para avaliar o efeito dos isolados ectomicorrizicos de Pisolithus
microcarpus (UFSC-Pt116), Pisolithus tinctorius (UFSC-132) e o isolado UFSC-121 no
desenvolvimento das mudas de E. grandis, C. citriodora, E. saligna e E. dunnii. E por fim,
avaliou-se o crescimento de mudas de C. citriodora e o efeito da inoculacdo com Pisolithus
microcarpus (UFSC-Pt116) em solo contaminado com Zn. C. citriodora apresentou maior
altura de planta, comprimento da raiz principal, volume radicular, massa seca da aste caulinar,
massa seca das folhas, massa seca das raizes e massa seca total que o E. grandis, E. saligna e
E. dunnii em solo contaminado com 980 mg kg™’ de Zn. C. citriodora foi a espécie com maior
crescimento no solo com 79% de argila contaminado pela adi¢io de 980 mg kg de Zn.
Enquanto o E. dunnii teve desenvolvimento de suas partes vegetativas reduzido
significativamente nesta dose. A inoculacao do isolado Pisolithus microcarpus (UFSC-Pt116)
nas espécies de eucalipto proporcionou o maior percentual de raizes colonizadas no C.
citriodora. O percentual de coloniza¢do ectomicorrizica de Pisolithus microcarpus (UFSC-
Pt116) em C. citriodora foi estimulado pelo acréscimo de até 1.412,21mg kg de Zn no solo.
A adigdo de 1.500 mg kg de Zn no solo com 81% de argila nio afeta o desenvolvimento do
C. citriodora.

Palavras-chaves: Contaminagdo do solo. Simbiose. Tolerancia. Metal pesado.



ABSTRACT
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EUCALYPTUS AND ECTOMYCORRHIZAE FOR PHYTOREMEDIATION OF
SOILS CONTAMINATED WITH ZINC

AUTHOR: SIDINEI WOLNEI WEIRICH
ADVISOR: RODRIGO FERREIRA DA SILVA
Frederico Westphalen, RS, February 27”‘, 2013.

Population growth, human technological development and intensification of human activities
on the environment, has generated considerable volumes of industrial, agricultural and urban
waste, which when applied to the soil can contaminate it with heavy metals, including zinc
(Zn). To the be present in high concentrations in the soil this element is phytotoxic to most
crops, disabling growing areas, becoming a risk to human health and the environment. Zn
contaminated areas need to be recovered. To this end, this study aimed to evaluate the
growing of E. grandis, C. citriodora, E. saligna and E. dunnii, and the effect of isolated
ectomycorrhizal association with the development of eucalyptus on soil contaminated by Zn.
To do this, set up an experiment to evaluate the growth of seedlings of E. grandis, C.
citriodora, E. saligna and E. dunnii in soil contaminated by zinc. In another experiment
sequence was conducted to assess the effect of ectomycorrhizal isolates of Pisolithus
microcarpus (UFSC-Pt116), Pisolithus tinctorius (UFSC-132) and isolated UFSC-121 in
seedling development of E. grandis, C. citriodora, E. saligna and E. dunnii. Finally, we
assessed the development of seedlings of C. citriodora and the effect of inoculation with
Pisolithus microcarpus (UFSC-Pt116) in soil contaminated with Zn. C. citriodora has greater
plant height, main root length, root volume, dry mass of cauline aste, leaf dry weight, root dry
mass and total dry mass than E. grandis, E. saligna and E. dunnii in soil contaminated with
980 mg kg Zn. C. citriodora, was the fastest-growing species in the soil with 79% clay
contaminated by the addition of 980 mg kg'1 Zn. While E. dunnii had development of
vegetative parts significantly reduced at this dose. Inoculation of isolated Pisolithus
microcarpus (UFSC-Pt116) in eucalyptus species yielded the highest percentage of colonized
roots in C. citriodora. The percentage of ectomycorrhizal colonization of Pisolithus
microcarpus (UFSC-Pt116) in C. citriodora was stimulated by the addition to 1,412.21 mg
kg” Zn in solo. The addition of 1,500 mg kg Zn in soil with 81% clay does not affect the
development of C. citriodora.

Keywords: Soil contamination. Symbiosis. Tolerance. Heavy metal.
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1 INTRODUCAO

Solos sdo constantemente contaminados com metais pesados pelo uso antrépico. Os
teores de zinco (Zn) no solo tém se elevado, em funcdo das atividades agricolas, industriais,
extrativismo de minério, ou devido a elevada geracdo de lixo e esgoto pela populacdo. Altas
concentracoes de metais pesados no solo podem inferir toxicidade as culturas agricolas, riscos
a saude humana e ao meio ambiente. Fendmenos como o de lixiviagdo e escoamento
superficial de 4dgua podem ainda contaminar solos adjacentes e dgua superficial e sub-
superficial. Entre as principais fontes de contaminagdo por Zn tem-se a aplicacdo de residuos
organicos ao solo, como por exemplo, dejeto liquido de suinos, a emissdo de particulas pela
atividade industrial a atmosfera, com posterior deposi¢do na superficie dos solos, o descarte
de residuos de mineragdo, industriais, eletroeletronicos e lodos de esgotos. Desse modo, €
necessario o estudo de alternativas para descontaminacio dessas dreas, ou que possibilitem
reintroduzi-las novamente no processo produtivo, evitando o deslocamento do Zn para dreas
adjacentes, e/ou para dgua potavel.

Nesse sentido, a fitorremediacao € uma técnica de biorremediacdo, que compreende o
uso de plantas e os microorganismos a elas associadas para remog¢do ou estabilizacdo de
metais pesados e outros contaminantes dos solos. A fitoextracdo de metais pesados do solo é
realizada principalmente com plantas de ciclo rdapido, ou hiperacumuladoras de metal na parte
aérea, para a remoc¢do da matéria seca das plantas contendo o metal pesado do local. A
fitoestabilizacdo utiliza as plantas para servirem de cobertura vegetal do solo, acrescentando
material organico, possibilitando o desenvolvimento da microbiota do solo, evitando a
mobilizacdo do contaminante do local e precipitando o metal em formas insoliveis no solo e
na planta.

O crescente uso da fitorremediacao se deve principalmente ao baixo custo financeiro e
pela possibilidade de retorno da drea contaminada ao processo produtivo. O uso de plantas
arboreas capazes de se desenvolver em areas com elevadas concentracdes de metais tem sido
considerado na fitorremediacdo devido ao seu crescimento vigoroso e capacidade de se
desenvolver em locais considerados improprios para outras plantas, além de produzirem
volumes considerdveis de biomassa, onde os metais permanecem imobilizados por mais
tempo. Dependendo da espécie as arvores ao se desenvolverem em solo contaminado

acumulam os metais pesados em seu sistema radicular, em sua parte aérea ou apenas nao
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absorvem metal em excesso. O desenvolvimento das drvores possibilitam ainda beneficios
para estabilizacdo do local contaminado, por meio da a¢do do seu sistema radicular em
profundidade, melhorando a estrutura do solo e protegendo a sua superficie, reduzindo o
impacto das gotas de chuva e consequentemente os processos erosivos. Além disso, a queda
de folhas gera serapilheira tornando-se fonte de alimento para a biota do solo, favorecendo a
ciclagem de nutrientes e melhorando os niveis de matéria organica do solo.

Algumas espécies arbdreas associam-se simbioticamente com fungos do solo,
formando ectomicorrizas, que promovem trocas mutualistas entre as hifas dos fungos e as
raizes das plantas. As hifas desse grupo de fungos ndo penetram nas células, porém ocupam a
lamela média entre as células das raizes para realizar a troca de 4gua e minerais absorvidos do
solo por fotoassimilados produzidos pelas plantas. As hifas exploram um volume de solo
superior ao alcancado pelas raizes e excretam enzimas e dcidos que solubilizam nutrientes e
possibilitam sua absor¢do. Além disso, as hifas circundam as raizes secundérias e formam um
manto flngico, que apresenta capacidade protetora. No caso de altas concentragcdes de metais
pesados no solo, as hifas podem imobilizar o metal externamente, ou no interior da prépria
hifa, evitando que concentra¢des toxicas cheguem até as raizes das plantas. A associagc@o
ectomicorrizica pode possibilitar a sobrevivéncia do hospedeiro em solos sob condi¢des
adversas, como por exemplo, solos de baixa fertilidade ou contaminados com metais pesados.
Entretanto, existe certa especificidade entre espécies arbdreas e os isolados fungicos com
diferentes respostas em funcdo do ambiente de cultivo. Assim, € importante a selecdo de
isolados que apresentem associagdo ectomicorrizica favoravel em cada condicdo ambiental
especifica.

O uso de espécies arbdreas que apresentam rdpido crescimento e possibilidade de uso
da madeira, como por exemplo o eucalipto, torna-se uma alternativa atrativa para uso em
solos contaminados. Contudo, é necessdrio identificar quais espécies de eucalipto toleram
altas concentracdes de Zn no solo e que se associem com fungos ectomicorrizicos,
possibilitando o estabelecimento e crescimento em condi¢des adversas. Desse modo, a sele¢dao
de espécies de eucalipto que formem ectomicorrizas e que consigam se desenvolver em solo
com altas concentracdes de Zn torna-se necessdria para uso em solos contaminados.

O uso de espécies que toleram altos teores de metais no solo, de rapido crescimento e
com valor econdmico sd@o uma alternativa para revegetacdo de dreas contaminadas por Zn.
Nesse sentido, elaboraram-se as seguintes hipéteses para esse trabalho: Espécies de eucalipto
respondem distintamente a contamina¢do do solo por Zn; o crescimento do eucalipto é

influenciado pela associagdo micorrizica; a ectomicorriza contribui para o crescimento das
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mudas de eucalipto em solo contaminado com Zn. Este trabalho teve o objetivo de avaliar o
crescimento de Eucalyptus grandis W. Hill ex Maid., Corymbia citriodora (Hook.) K.D. Hill
& L.A.S. Johnson, Eucalyptus saligna Sm. e Eucalyptus dunnii Maiden., e o efeito da
associa¢do com isolados ectomicorrizicos no crescimento de eucalipto em solo contaminado
por Zn.

Para atender as hipdteses e os objetivos propostos pelo estudo, o trabalho foi dividido
em trés experimentos. O primeiro experimento foi conduzido para avaliar a tolerancia das
mudas das espécies de eucalipto (E. grandis, C. citriodora, E. saligna e E. dunnii) ao solo
contaminado com Zn. O segundo experimento foi conduzido para avaliar o efeito de isolados
ectomicorrizicos no crescimento de mudas das espécies de eucalipto (E. grandis, C.
citriodora, E. saligna e E. dunnii). Na sequéncia o terceiro experimento foi conduzido para
avaliar o crescimento C. citriodora micorrizado com o Pisolithus microcarpus em solo

contaminado com Zn.



2 REVISAO DE BIBLIOGRAFICA

2.1 Caracteristicas e importancia do zinco

O zinco (Zn) é o 23° elemento em abundancia na Terra (BROADLEY et al., 2007),
com ndmero atémico 30, sendo um metal de transi¢do com densidade de 7,13 g cm™. O teor
médio de Zn no solo é estimado em 70 mg kg’ (KABATA-PENDIAS, 2010), podendo
chegar a 300 mg kg'1 (NOVALIS et al., 2007), ocorre em trés fragdes principais, soluvel em
agua, associado com as particulas de argila, compostos hiimicos, aluminio e hidréxidos de
ferro, e insolivel formando complexos com minerais. Esta distribui¢do entre as fragdes €
determinada principalmente pela capacidade de complexacdo, precipitacdo e reacOes de
adsor¢do do solo (BROADLEY et al., 2007).

O Zn € considerado um dos metais pesados de maior mobilidade no solo (HOODA,
2010; KABATA-PENDIAS, 2010), e sua disponibilidade na solu¢cdo do solo é maior quando
o solo apresentar pH 4cido (SANTOS et al., 2002; BHATTACHARYA et al., 2006; EPA,
2007; NOVAIS et al., 2007; HOODA, 2010). E facilmente precipitado por reacdo com
carbonatos, ou adsorvido por minerais e compostos organicos, especialmente na presenga de
anions de enxofre (RESENDE, 2005; KABATA-PENDIAS, 2010). A remog¢do completa do
Zn dos solos contaminados € demorada, estima-se 40 anos em clima tropical ha 3.000 anos
em solos de clima temperado (LEYVAL et al., 1997; KABATA-PENDIAS, 2010; BASSO et
al., 2012).

O Zn é um elemento essencial para o crescimento das plantas (CHANG e PAGE,
2000; HOODA, 2010), estando presente nas seis classes de enzimas, com fung¢do estrutural ou
como catalisador e co-catalisador (AULD, 2001; MARET, 2005; BROADLEY et al., 2007).
Fisiologicamente tem efeito direto no metabolismo de carboidratos, proteinas e auxina, sendo
importante para manter a integridade da membrana celular e a reproducdo das plantas
(BROWN et al., 1993). Contudo, € utilizado em quantidades muito pequenas pelas plantas
(EL-GHAMERY et al., 2003), sendo classificado como micronutriente.

A matéria seca das plantas normalmente contém até 150 mg kg™ de Zn (RESENDE,
2005), tornando-se geralmente fitotoxico para a maioria das plantas em teores acima de 400
mg kg'1 na matéria seca (CHANG e PAGE, 2000; ALKORTA et al., 2004; EPA, 2007). A

excecdo na concentragdo fitotoxica € para plantas hiperacumuladoras de Zn, como o Thlaspi
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caerulescens, que apresentou em sua biomassa seca 1,7% de Zn (TAIZ e ZEIGER, 2010). O
Zn ¢é absorvido pelas plantas através de uma via simpldstica, passando pelas células
epidérmicas e corticais da raiz, seguindo pelo xilema, alcancando o citoplasma celular
canalizado através da membrana plasmadtica e pela atividade de transporte no tonoplasto
(LASAT e KOCHIAN, 2000), ou pelo apoplasto até as estrias de Caspary (WHITE, 2001;
WHITE et al., 2002). O padrao de mobilidade do Zn dentro de uma &arvore € de facil
translocacdo para os tecidos aéreos (PULFORD e WATSON, 2003). Assim, este metal em
altas concentragdes diminuiu o crescimento das plantas (CAILLE et al., 2004).

A fitotoxicidade causada pelo Zn pode ser resultante da contaminac¢do do solo. Em
solos 4cidos, o Zn geralmente reduz o comprimento das raizes das plantas e induz a clorose
uniforme das folhas devido a deficiéncia de ferro, que é impedido pelo Zn de ser reduzido e
transportado para o interior das plantas. Além disso, a toxicidade direta aos processos
fisiol6gicos nas folhas também limita o crescimento das plantas (HOODA, 2010). Nesse caso,
induz o aparecimento de pigmentacdo vermelha no peciolo e nas nervuras das folhas
(NOVALIS et al., 2007), tornando as folhas cloréticas e necréticas nas pontas, sendo a clorose
mais evidente em folhas novas, somado ao crescimento retardado da planta inteira e raizes

com danos fisicos (KABATA-PENDIAS, 2010).

2.2 O solo contaminado com Zn

No Brasil foram cadastradas mais de 543 &reas contaminadas com metais pesados
(CETESB, 2011). Além disso, 10% dos municipios brasileiros apontaram ter &4reas
contaminadas com Cu, Pb e Zn (IBGE, 2005). O acréscimo no teor de Zn no solo esta
relacionado as atividades antropogénicas, que apresentam grande potencial poluente
(HOODA, 2010). O Zn se acumula no solo por meio da irrigacdo com dgua contaminada,
aplicacdo de fertilizantes e da eliminacdo de residuos industriais, urbanos, organicos e de
minera¢do (CHANG e PAGE, 2000; CHANEY et al., 2004; DACH e STARMANS, 2005;
STREET et al., 2007; STUCZYNSKI et al., 2007; HOODA, 2010; KABATA-PENDIAS,
2010; LI et al., 2012). Aliando-se ao fato de que as praticas de cultivo podem conduzir ao
aumento nas quantidades de Zn em solos de lavouras (CHANG e PAGE, 2000; MORAES e
HORN, 2010).

Nesse sentido, € previsto aumento na contaminagdo dos solos por metais pesados nos
proximos 30 a 40 anos (McGRATH et al., 2002), representando um estresse ambiental que ird

limitar o uso da terra (ZHELJAZKOVA et al., 2008). Esta estimativa tem relacio com o
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crescimento populacional e a constante urbanizagdo (OECD/FAO, 2012). Em 2010, as areas
urbanas abrigavam 3,5 bilhdes de pessoas, ou seja, 50,5% da populagdo do mundo (UN,
2011). Sendo esperado para 2050 um aumento de 67% da populacdo urbana mundial,
chegando a 6,3 bilhdes de pessoas vivendo nas cidades, e resultando em uma urbanizacao
continua (UN, 2012) que produz residuos ininterruptamente. O volume de rejeitos e residuos
gerados constantemente nas cidades, somam mundialmente 2 bilhdes de toneladas de residuos
de processos industriais por ano (CHALMIN e GAILLOCHET, 2009), e de 1,6 a 2,0 bilhdes
de toneladas de lixo. Desse montante, 70% sao levados para lixdes e aterros sanitarios, sendo
constituido cada vez mais de residuos de equipamentos eletronicos (ISWA, 2012), os quais
contém metais pesados como 0 Zn (GRAMATYKA et al., 2007; LINCOLN et al., 2007) que,
ao vazar dos aterros, podem contaminar o solo adjacente.

As Nacdes Unidas estimam que a populacdo mundial chegue a 9,1 bilhdes em 2050,
mantendo crescente a demanda por alimentos, racdo, combustivel, fibras e produtos
manufaturados, o que contribuiu para adicionar no ambiente metais potencialmente téxicos
(RIBEIRO FILHO et al., 1999). Nas ultimas cinco décadas, o langcamento mundial de Zn no
meio ambiente foi de 1,35 milhdes de toneladas (SINGH et al., 2003). A polui¢ao crescente
torna dreas de cultivo em ndo produtivas e perigosas, tanto para a vida selvagem quanto para a
populacdo humana (GARBISU e ALKORTA, 2001). O Zn estd presente nos esgotos
(LUXRESEARCH, 2009), lodo de esgoto e biossdlidos produzidos pela populacio
(STUCZYNSKI et al., 2007; HABITAT, 2008; KABATA-PENDIAS, 2010). Os biossélidos
geralmente contém Zn com teores entre 500 e 1.500 mg kg'1 (HOODA, 2010). Por exemplo,
nos solos Sul-Africanos sdo descartadas anualmente cerca de 150.000 a 250.000 toneladas de
lodo de esgoto seco, grande parte em terras agricolas (STREET et al., 2007).

Na industria o Zn é amplamente usado como um agente anticorrosivo. O uso mais
comum € na galvanizacdo de ferro e aco (SWEDISH EPA, 2011). Além disso, € um
importante componente de vdrias ligas metdlicas e amplamente utilizado como catalisador na
producdo de diferentes produtos quimicos, tais como: borracha, plasticos, pigmentos,
lubrificantes e pesticidas. Também € utilizado em baterias de equipamentos e automoveis,
tubulagdes e dispositivos domésticos (KABATA-PENDIAS, 2010). Entretanto, os processos
de fabricacdo ou a fundi¢do desses materiais acabam emitindo o metal para a atmosfera, e
posteriormente retorna ao solo pela chuva (HOODA, 2010).

O Zn € adicionado a racdo para animais confinados via suplementos minerais,
especialmente para suinos, geralmente excedendo a capacidade fisiolégica absortiva dos

animais e, assim, consequentemente permanecem altos teores do metal nas fezes
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(JONDREVILLE et al., 2003). A crescente produ¢do de suinos (FIESP/ICONE, 2012) tem
gerado elevada producdo de dejetos, que sdo utilizados como fontes de nutrientes nos cultivos
agricolas. Esse dejeto, ao ser aplicado em grandes volumes no solo, aumenta as concentragdes
de Zn no solo (CHANG e PAGE, 2000; GIROTTO, 2007; HOODA, 2010). Além disso, o Zn
estd presente principalmente no fésforo das férmulas NPK, tornando-se uma forma de
incremento de Zn nos solos cultivados (KABATA-PENDIAS, 2010).

A extracdo de minério de Zn, bem como os residuos das minas de extra¢do, sdo
apontados como locais de contamina¢do ambiental (HOODA, 2010). Relato de Caille et al.
(2004) sobre area de mineracdo ja explorada e atividades de fundicdo em Cornwall no
sudoeste da Inglaterra, apontam que seis solos avaliados apresentaram concentragdo total de
Zn entre 158 a 1.242 mg kg’ de solo na camada de 0 - 20 cm. Na Africa do Sul, a atividade
de mineracdo e deposicdo de residuos processados ou ndo, resultou na lixiviagdo persistente
de metais dissolvidos na dgua e no solo (STREET et al., 2007). Outra drea com elevados
teores de Zn no solo se situa na regido de Vazante — MG, onde os teores de Zn em perfis do
solo adjacente 2 drea de mineracdo do metal sdo de até 129.768 mg kg de Zn, em formas
pouco ldbeis, associado a 6xidos amorfos, carbonatos e 6xidos cristalinos devido ao pH do
solo acima de 6 no residuo de descarte (BORGES Jr. et al., 2008). No Municipio de Lavras do
Sul - RS, em solos préximos aos locais de beneficiamento de ouro, os niveis de intervencao
agricola foram atingidos para As, Cu, Hg, Pb e Zn, sendo que as anomalias de Zn foram
frequentes e favorecidas pelo pH do solo local (GRAZIA e PESTANA, 2008).

A mineracdo de carvdo também gera riscos de contaminacdo do solo, durante os
procedimentos de lavra, beneficiamento, disposi¢do de solos e rejeitos que contenham pirita
(FeS,) gerando drenagem 4cida, quando exposta a dgua e ar, dissolvendo os aluminossilicatos,
e aumentando a solubilidade do Zn presente nos rejeitos (MACHADO et al., 2009). Os
rejeitos de mineracdo de carvao de Candiota — RS, contém elevados teores de Zn e sdo fontes
deste para solu¢do do solo (SOARES et al., 1997).

O Zn no solo estd na forma idnica livre Zn** quando o pH esta abaixo de 7,7. Esta
presente também em complexos organicos na solucdo do solo, adsorvido ou trocdvel na fracao
coloidal do solo, em compostos de argilas, compostos himicos, em hidréxidos de Fe e Al ou
formando minerais secundérios e complexos insoliveis na fase sélida do solo. Na solu¢do do
solo 0 Zn ocorre em forma de fon livre ou complexado, como cation; Zn**, ZnCI*, ZnOH?,
ZnHCO;" e como anion; ZnOzz', Zn(OH);°, ZnCl;, além de Zn-organico (KABATA-
PENDIAS, 2010).
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Quando as concentra¢des de Zn no solo atingem teores prejudiciais, estando acima do
recomendado pelos 6rgdos ambientais, passa a ser necessdria a recuperacdo das areas. Para
solos contaminados com Zn, a Cetesb (2005) tem como valor de referéncia para intervencao o
limite superior de 450 mg kg™ de peso seco em dreas agricolas, 1.000 mg kg™ de peso seco

L, . .. . -1 , . ..
em dreas residenciais e acima de 2.000 mg kg™~ de peso seco para dreas industriais.

2.3 Fitorremediacao de solos contaminados por metais pesados

A fitorremediacdo é um termo relativamente novo, criado em 1991, e tem como base,
o uso de plantas e seus microrganismos associados para remover ou estabilizar metais do solo
por meio dos mecanismos de tolerancia das plantas e dos microrganismos (RASKIN e
ENSLEY, 2000; SCHWITZGUEBEL, 2000; UNEP, 2002). E uma técnica aplicada para
extracdo, concentracdo, degradacdo, volatilizacio de contaminantes em solos ou &dguas
subterraneas, ou para imobilizacdo de compostos toxicos na rizosfera, controle hidriulico de
aguas subterraneas contaminadas, da erosao e infiltracdo por meio da cobertura vegetal (EPA,
2000). Desse modo, essa técnica € promissora por possibilitar a manutencao do solo no local,
ap6s a remoc¢do dos contaminantes, podendo ser utilizada em grandes areas de solos
moderadamente contaminados (KALIgOVA—gPIROCHOVA et al., 2003). E considerada uma
técnica de descontaminagcdo de solos de baixo custo quando comparada aos métodos
tradicionais (DICKINSON, 2000; USEPA, 2000; SINGH et al., 2003; ALKORTA et al.,
2004).

Esta técnica pode ser utilizada para a remog¢do ou estabilizacdo de solo contaminado
com Zn (ITRC, 1997; EPA, 2000; UNEP, 2002; ALKORTA et al., 2004). Dependendo do
tipo de planta utilizada, pode ser direcionada para a absor¢ao dos metais pelas raizes e seu
acumulo nos tecidos vegetais, ou o uso de uma cobertura vegetal para servir de barreira
natural contra a erosdo do solo e a lixiviacdo do metal (UNEP, 2002), evitando a polui¢do
difusa do meio ambiente adjacente (ITRC, 2009). As plantas toleram altas concentragdes de
metais pesados por meio de processos bioquimicos relacionados ao sequestro dos fons
metalicos nos vacuolos, fixados a ligantes, como os 4cidos organicos, proteinas, peptideos e
enzimas que podem funcionar mesmo em altos teores de metais (GARBISU e ALKORTA,
2001).

A maioria das plantas fitorremediadoras conhecidas sdo de clima temperado e
pertencentes a familia Brassicaceae (ACCIOLY e SIQUEIRA, 2000). Recentemente, vem

sendo dada atencdo ao uso de arvores, que apresentam eficiéncia no tratamento de solos
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contaminados em profundidade, devido ao sistema radicular (UNEP, 2002; ITRC, 2009). As
arvores apresentam possibilidade de atender os requisitos para se tornar uma planta
fitorremediadora, tais como: alta produgdo de fitomassa, possivel tolerancia as concentracdes
do metal, rdpida taxa de crescimento e valor econdomico (PUNSHON et al., 1996).
Especialmente as espécies lenhosas de ciclo rdpido. Destinadas a producdo de celulose,
combustivel ou madeira (EPA, 2000). A caracteristica das arvores que as tornam adequadas
para fitorremediacdo € a sua biomassa, acima e abaixo do solo. Além disso, a cobertura
vegetal atua também como barreira natural a migracdo do metal, no favorecimento a
microbiota do solo (UNEP, 2002; GARCIA et al., 2004; WHITING et al., 2004), no
acréscimo da matéria organica, ciclagem de nutrientes e agregacao do solo (PULFORD e
WATSON, 2003).

As raizes geram uma estabilizagdo direta do solo em profundidade (UNEP, 2002;
ITRC, 2009). E removem a dgua subterranea contaminada pela transpira¢do reduzindo a
lixiviagio (GARTEN, 1999; KALISOVA-SPIROCHOVA et al., 2003; PULFORD e
WATSON, 2003) evitando a polui¢do difusa do meio ambiente adjacente (ITRC, 2009). A
madeira pode imobilizar metais por longos periodos se ndo for utilizada para combustdo
(LEPP, 1996) e embora seja o local de menor acimulo de Zn nas drvores, quando comparado
com folhas e casca, seu percentual de fitomassa € significativamente superior as demais

partes, compensando a menor concentragdo (PULFORD e WATSON, 2003).

2.4 Uso do eucalipto como planta fitorremediadora

O eucalipto € uma planta do género das Mirtdceas, nativo da Oceania e cultivado em
diversos paises (HASSE, 2006). Em torno de 90 paises usam esta cultura em plantios
comerciais, destacando-se o Brasil, india, Africa do Sul, China, Itilia, Israel, Argentina, Chile
e paises Arabes (MOURA e GUIMARAES, 2003). No Brasil, ha evidéncias de que as
primeiras arvores foram plantadas no ano de 1825, com a finalidade de ornamentacio e
quebra-vento (PEREIRA et al., 2000). O cultivo comercial iniciou em 1904, para atender a
Companhia Paulista de Estradas de Ferro (ANDRADE, 1961). O Brasil tem a maior area
plantada de eucalipto do mundo, sendo a cultura arbérea exdtica mais utilizada para
reflorestamento (PAVAN et al., 2010), cultivado em 75% das areas de florestas plantadas do
pais, totalizando 4,87 milhdes de hectares (ABRAF, 2012).

E uma planta que produz grande volume de fitomassa (SCHUMACHER e
CALDEIRA, 2001; FREITAS et al.,, 2004; ALVEZ et al., 2007; VITAL, 2007). Nesse
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sentido, existe uma estreita relacdo entre produg¢do de biomassa e conteido de nutrientes
acumulados nas drvores (SANTANA et al., 1999). Desse modo, verificou-se que o E. grandis
em solo de acidez média e baixa fertilidade, acumulou 99,4% do Zn até os seus 5 anos de
idade (BELLOTE et al., 1980).

O eucalipto ja foi utilizado para fitoextracio de césio e estroncio (ENTRY e
EMMINGHAM, 1995; ITRC, 2009). Devido a sua capacidade de transpiracao de 200 a 800
litros 4rvore™! dia’l, foi utilizado no controle hidraulico de caddmio, cobre e s6dio, bem como,
para a fitoestabilizacdo e rizodegradacao de niquel e mercurio (EPA, 2005). Algumas espécies
apresentam capacidade de crescer em solo contaminado com Zn e outros metais pesados,
dentre elas, o E. grandis, C. citriodora e principalmente o E. torelliana e o C. camaldulensis
(SOARES et al., 2002). Magalhaes et al. (2011), ao avaliar o potencial de duas espécies de
eucalipto na fitoestabilizacdo de solo contaminado com Zn, observaram que o E. urophylla,
acumula Zn principalmente no caule, e o E. saligna mantém maior parte do Zn retido nas
raizes.C. citriodora é considerada uma espécie tolerante a metais pesados por Salt et al.
(1998).

Em seus estudos Soares et al. (2001) observaram que C. maculata € mais tolerante a
toxidade do Zn que E. urophylla, onde o nivel critico de toxidade de Zn na parte aérea do C.
maculata foi de 853 mg kg, valor bem acima dos 400 mg kg™ de Zn considerados como
téxicos para a maioria das espécies (KABATA-PENDIAS, 2010). Sabe-se que em E. grandis
0 Zn é o segundo micronutriente mais exportado pela colheita, 258,92 mg de Zn por caule aos
7 anos de idade (BELLOTE et al., 1980). Desse modo, o eucalipto aparenta ser promissor

para fitorremediagdo de solos contaminados por Zn.

2.5 Uso de ectomicorrizas na fitorremediacao

Os fungos ectomicorrizicos pertencem na sua maioria a divisdo Basidiomycota, e os
demais as divisdes Ascomycota, Zigomycota e Deuteromycota. Micorriza refere-se a
associa¢do simbidtica mutualistica entre raizes de plantas e fungos. O termo micorriza foi
proposto pelo botanico Albert Bernard Frank, em 1885, originado do grego, em que mykes
significa fungo e rhiza raiz (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). Um dos grupos de micorrizas
sd0 as ectomicorrizas, nas quais as hifas dos fungos formam uma espessa bainha ao redor da
superficie externa da raiz denominado manto, além de se desenvolver entre as células do
cortex da raiz, formando a rede de Hartig, a qual circunda as células corticais (SOUZA et al.,

2006), aumentando a interface de contato entre os simbiontes. Esta estrutura constitui o sitio
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onde acontecem as trocas de metabolitos entre a planta hospedeira e o fungo (COSTA et al.,
2003).

As raizes micorrizadas exploram maior volume de solo que as nao micorrizadas,
aumentando a drea de superficie para absorcdo de nutrientes. O efeito dos fungos micorrizicos
repercute no aumento da absor¢do de fésforo, na ciclagem de micronutrientes entre o solo e as
raizes (KABATA-PENDIAS, 2010) e no fornecimento para plantas de diferentes formas de N
(STREET et al., 2007). Os fungos micorrizicos produzem ainda substincias que promovem o
crescimento de plantas, induzindo alteracdes morfoldgicas nas raizes e estimulando a
formacdo da micorriza (MADIGAN et al., 2004). Como beneficios indiretos as ectomicorrizas
proporcionam maior tolerancia a diversos estresses bidticos ou abidticos em que as plantas
sao submetidas (BRUNDRETT, 2009) e na auséncia da aplicacdo de fertilizantes as plantas
tornam-se mais dependentes da simbiose com fungos ectomicorrizicos (SOUSA et al., 2012).

Embora se conheca aproximadamente 5.000 espécies de fungos que formam
ectomicorrizas, geralmente essa associacdo ocorre com algum grau de especificidade
(RAVEN et al., 2007). Além disso, a presenca das hifas nas raizes altera a interface solo-
planta, formando uma barreira fisico-quimica, que protege as plantas da presenca de metais
pesados e outros poluentes toxicos (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). Desse modo, ha a
necessidade de selecionar espécies de plantas e fungos ectomicorrizicos que estabelecam a
simbiose e que sejam tolerantes a solo contaminado por metais.

As ectomicorrizas possuem diferentes mecanismos de destoxificacdo de metais
pesados. Um dos mecanismos é a compartimentalizacdo extracelular por agentes quelantes da
parede celular, ou precipitagdo dos metais em compostos organicos como citrato e oxalato. No
interior das celulas, enzimas transportadoras se ligam ao metal e o transportam para
compartimentos intracelulares especializados, onde podem estar agindo sistemas de
desintoxicacdo antioxidante (BELLION et al., 2006), ou quelantes especificos como as
fitoquelatinas e metalotioneinas (COURBOT et al., 2004). As paredes das células das hifas
fingicas tém elevadas capacidades de ligacdo com metal por meio da biossorcdo. Assim, 0s
fungos podem ligar quantidades substanciais de metais (BLAUDEZ et al., 2000).

A simbiose ectomicorrizica favorece a absor¢do, translocacdo e maior captacdo de
nutrientes e dgua (SILVA et al., 2003; MOREIRA e SIQUEIRA, 2006; AGARWAL e SAH,
2009) em funcdo do aumento significativo na drea de absorcdo no solo (STEFFEN et al.,
2010). Em solos com excesso de metais pesados, os fungos ectomicorrizicos em simbiose
com as plantas podem aumentar a absorcao de nutrientes pelas raizes e imobilizar os metais

pesados, pelos mecanismos destoxificantes de suas hifas (GRAZZIOTTI et al., 2003;
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MOREIRA e SIQUEIRA, 2006; CABRAL et al., 2010) reduzindo a translocac¢do destes para
a parte aérea e conferindo maior tolerincia das plantas a estes elementos (STEFFEN et al.,
2010). Externamente as hifas, os metais sao imobilizados e quelados pela ligagao a polimeros
da parede celular e internamente nas células dos fungos os metais sio complexados por
peptideos (GOHRE e PASZKOWSKI, 2006), antioxidados, compartimentalizados, ou ligados
a granulos de polifosfatos (BELLION et al., 2006). Assim, a simbiose ectomicorrizica
possibilita o estabelecimento florestal em solos pobres ou contaminados (SILVA et al., 2003;
ANDREAZZA et al., 2004; MOREIRA e SIQUEIRA, 2006; SMITH e READ, 2008).

As ectomicorrizas podem reduzir a toxicidade de metais em plantas, mas para isto é
necessario que o isolado do fungo sobreviva no substrato téxico, transfira nutrientes para o
hospedeiro e reduza a transferéncia do metal téxico para o hospedeiro (COLPAERT, 2008).
Arvores nio tolerantes a metais pesados podem ser beneficiadas pelas hifas de micorrizas,
pois estas sequestram os fons metdlicos, aumentando a resisténcia da planta ao metal
(PULFORD e WATSON, 2003).

Ao avaliar a rizosfera de Pinus sylvestris, Mleczko (2004) encontrou fungos
ectomicorrizicos em area de residuos de industria de Zn no sul da Polonia. Soares et al. (2002)
relataram que em algumas espécies como Eucalyptus urophylla a colonizagdo ectomicorrizica
aumentou em solo pouco contaminado com metal e reduziu nas contaminagdes mais elevadas.
Adriaensen et al. (2003) afirmaram que simbiontes de raizes sdo um importante componente
da estratégia de sobrevivéncia das arvores que colonizam solos contaminados. Estes aoutores
observaram, ainda, que a combina¢do de Pinus com o isolado de Suillus bovinus é eficiente
para a fitoestabilizacdo de solos contaminados pela mineracdo e fundicdo Zn. Shetty et al.
(1995) observaram efeitos benéficos da simbiose micorrizica com Andropogon gerardii Vitm
em solo contaminado Zn, e que isolados adaptados a altos teores de Zn foram mais eficazes
no aumento da biomassa de plantas em niveis mais elevados de Zn no solo.

A inoculacido de fungos ectomicorrizicos, visando a produ¢do de mudas vigorosas e
resistentes as condi¢des de estresse de campo, é uma das principais aplicagcdes biotecnoldgicas
das ectomicorrizas (COSTA et al., 2003). A inocula¢dao das mudas ainda no viveiro é uma
forma controlada de levar o fungo a campo, contribuindo para o estabelecimento e
desenvolvimento das plantas na drea de plantio (ANDREAZZA et al., 2004; MOREIRA e
SIQUEIRA, 2006). Além disso, antecipa a simbiose entre fungo e planta, gerando mudas de
maior qualidade (PERA e PARLADE, 2005). Nesse caso, é possivel que as ectomicorrizas
contribuam significativamente para a tolerancia de espécies arbdreas, como o eucalipto, a solo

contaminado por Zn.
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3 CAPITULO1
CRESCIMENTO DE MUDAS DE EUCALIPTO EM SOLO
CONTAMINADO COM ZINCO

3.1 Resumo

O zinco (Zn) € encontrado em residuos industriais, agricolas e nos residuos produzidos pela
populacdo que, ao serem descartados incorretamente, podem contaminar o solo. A
fitorremediacao € uma técnica promissora devido as suas vantagens em relagdo aos métodos
fisicos e quimicos utilizados na descontaminacdo de solos. O objetivo deste trabalho foi
avaliar o crescimento de mudas de E. grandis, C. citriodora, E. saligna, E. dunnii em solo
contaminado por Zn. Foi estabelecido um delineamento fatorial inteiramente casualizado
(4x8), com quatro espécies de eucalipto (E. grandis, C. citriodora, E. saligna e E. dunnii) e
oito doses de Zn (0, 140, 280, 420, 560, 700, 840 e 980 mg kg'1 de solo), com doze
repeticoes. Apds cinco meses de conducao das mudas avaliou-se a altura de planta, diametro
do colo, comprimento da raiz principal, volume radicular, nimero de folhas, area foliar total,
massa seca das folhas, massa seca das raizes, massa seca da aste caulinar e a massa seca total.
As doses crescentes de Zn ndo causaram redugdes significativas do comprimento da raiz
principal e do nimero de folhas do C. citriodora, em relagdo a testemunha. Esta espécie
apresentou maior altura de planta, comprimento da raiz principal, volume radicular, massa
seca da aste caulinar, massa seca das folhas, massa seca das raizes e massa seca total em
relagdo ao E. grandis, E. saligna e E. dunnii em solo contaminado com 980 mg kg™ de Zn. A
adicdo de 980 mg kg' de Zn no solo reduz o crescimento do E. dunnii.

Palavras-chave: espécie florestal, fitorremediac@o, metal pesado, tolerancia.

3.2 Introducao

O Zn pode ser encontrado em variados tipos de residuos ou rejeitos (SOARES et al.,
1997; BROWN et al., 2003; RODRIGUEZ et al., 2009) produzidos atualmente em grande
quantidade pela sociedade (SHIGAKI et al., 2006; EPA, 2007; HABITAT, 2008; CHALMIN
e GAILLOCHET, 2009; LUXRESEARCH, 2009). Ha presenca de Zn em residuos de
equipamentos eletronicos (GRAMATYKA et al., 2007; LINCOLN et al., 2007; ISWA, 2012),
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dejetos de suinos (CHANG e PAGE, 2000; DACH e STARMANS, 2005; HOODA, 2010;
BASSO et al., 2012), lodo de esgoto e em biossdlidos (STUCZYNSKI et al., 2007;
KABATA-PENDIAS, 2010), residuos de fundicio (CHANEY et al., 2004), na galvanizacdo
de ferro e aco (SWEDISH-EPA, 2011), em rejeitos de mineracdo de Zn (BROWN et al.,
2003; BORGES IJr. et al., 2008), de chumbo (HOODA, 2010), carvdao (SOARES et al., 1997)
e ouro (GRAZIA e PESTANA, 2008). Além disso, o Zn ¢ utilizado na producdo industrial da
borracha, plasticos, pigmentos, lubrificantes, pesticidas, baterias, tubulagdes, aparelhos
domésticos e fertilizantes fosfatados (HOODA, 2010; KABATA-PENDIAS, 2010). Com a
constante producdo e descarte de residuos contendo Zn, esse elemento atingiu o status de
metal pesado lancado em maior quantidade no ambiente terrestre nas ultimas cinco décadas,
somando 1,35 milhdes de toneladas (SINGH et al., 2003).

O Zn é um metal de transicado com densidade de 7,13 g cm™ (KABATA-PENDIAS,
2010) e o 23° elemento mais abundante na Terra (BROADLEY et al., 2007). Elemento
essencial para o crescimento das plantas (HOODA, 2010), mas necessdrio em quantidades
muito pequenas (EL-GHAMERY et al., 2003). A matéria seca das plantas normalmente
contém até 150 mg kg de Zn (RESENDE, 2005), tornando-se geralmente fitotéxico em
teores acima de 400 mg kg'1 na matéria seca (CHANG e PAGE, 2000; ALKORTA et al.,
2004; EPA, 2007). Desse modo, é imprescindivel que esse metal ndo seja acumulado em
concentracdes excessivas no solo.

Entretanto, a contaminagao do solo com Zn tem sido relatada na literatura (CHANG e
PAGE, 2000; CHANEY et al., 2004; CONCAS et al., 2006; BORGES Jr. et al., 2008;
BUSCHLE et al.,, 2010; KABATA-PENDIAS, 2010; HOODA, 2010; BLACKSMITH
INSTITUTE’S, 2011; UNEP, 2012). Isso tem ocorrido pelo descarte de forma inadequada ou
aplicacdo em excesso de produtos ou residuos contendo esse metal (SILVEIRA et al., 2003;
SANTOS e RODELLA, 2007, BUSCHLE et al.,, 2010; MORAES e HORN, 2010;
SWEDISH-EPA, 2011; LI et al.,, 2012), tornando-se um problema ambiental de dificil
solugdo. Além disso, a facilidade que o Zn tem de estar adsorvido aos coloides do solo
(RESENDE, 2005), dificulta a sua remog¢do por completo do ambiente contaminado
(LEYVAL et al., 1997; KABATA-PENDIAS, 2010; BASSO et al., 2012).

A fitorremediac¢do, por meio de métodos e mecanismos de plantas, pode estabilizar ou
até remover parte do Zn contido em solos contaminados (ITRC, 1997; EPA, 2000;
SCHWITZGUEBEL, 2000; UNEP, 2002; ALKORTA et al., 2004). Esta técnica tem se
difundido, por ser de baixo custo, quando comparada aos métodos fisicos e quimicos

tradicionais de descontaminacdo do solo (SINGH et al., 2003; ALKORTA et al., 2004), uma
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vez que possibilita manter este solo no local apds a remog¢do dos contaminantes, e pode ser
utilizada em grandes dreas moderadamente contaminadas (KALISOVA-SPIROCHOVA et
al., 2003).

Para o uso na fitorremediacdo de solos contaminados, buscam-se plantas que
apresentem grande producdo de fitomassa (EBBS e KOCHIAN, 1998; EPA, 2000; GARCIA
et al., 2004), tolerem as concentragdes do metal (ITRC, 1997; WHITING et al.,, 2004),
tenham rdpida taxa de crescimento (PUNSHON et al., 1996), possuam valor econdmico
(PUNSHON et al., 1996; KOS et al., 2003) e que tenham baixo acimulo de metais nas partes
comestiveis, evitando a contamina¢do da cadeia alimentar (ALKORTA et al., 2004;
BHATTACHARYA et al., 2006). Nesse caso, a madeira € uma forma de imobilizar metais
por longos periodos se ndo for utilizada para combustdao (PULFORD e WATSON, 2003). As
arvores sdo potenciais candidatas a uso na fitorremediacdo de solos contaminados (CETESB,
1999; EPA, 2000; UNEP, 2002; PULFORD ¢ WATSON, 2003; GARCIA et al., 2004; ITRC,
2009). Pois existe uma estreita relacdo entre producdo de biomassa e conteiido de nutrientes
acumulados nas arvores (SANTANA et al., 1999).

Com caracteristicas inerentes ao que se exige para uma planta fitorremediadora, tem-
se o eucalipto, pertencente a familia das Mirtdceas, nativas da Oceania, que € cultivado em
diversos paises (HASSE, 2006), produz grande volume de fitomassa (SCHUMACHER e
CALDEIRA, 2001; ALVEZ et al., 2007; VITAL, 2007) e estd adaptado as condi¢des de
clima do Brasil, sendo utilizado em 75% da area de florestas plantadas até 2011 (ABRAF,
2012). Sao cultivadas diferentes espécies desta cultura, conforme as condi¢des climadticas e
finalidades de uso. Eucalyptus grandis, Eucalyptus saligna e Corymbia citriodora, estao entre
as 10 espécies de eucalipto mais cultivadas devido as altas producdes e ampla utilidade da
madeira (ELDRIDGE, 1993). Eucalyptus dunnii é recomendado para cultivos em climas
temperados (PALUDZYSZYN FILHO e SANTOS, 2005). Essas quatro espécies tem sua
madeira recomendada para usos multiplos (JOHNSON e ARNOLD, 2000; PALUDZYSZYN
FILHO e SANTOS, 2005; VILAS BOAS et al., 2009; SE NSW PRIVATE FORESTRY,
2012), além disso, C. citriodora também pode ser utilizado para producgao de 6leo essencial
(SILVA et al., 2009).

Hé4 relatos do uso de eucalipto, para programas de fitorremediacdo de solos
contaminados com metais pesados (ENTRY e EMMINGHAM, 1995; ITRC, 2009;
MAGALHAES et al., 2011). Devido a sua boa capacidade de transpiracio (200-800 litros
rvore™! dia’l), foi utilizado no controle hidraulico de cddmio, cobre, sédio, niquel e mercirio

(EPA, 2005). Poucos sdo os trabalhos no Brasil que observaram seu desempenho com relacio
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a solos contaminados com metais pesados. Ha relatos de estudos com solugdo nutritiva e altos
teores de Zn (RAMOS et al., 2009), avaliacdo do desenvolvimento de suas mudas em solo
contaminado com cobre (STEFFEN et al., 2011), e cultivo em solo contaminado com Zn e
cadmio tratado com calagem (ACCIOLY et al., 2004). A fitorremediacdo ainda carece de
resultados sobre a resposta de algumas espécies em solo contaminado
(PADMAVATHIAMMA e LI, 2007). Neste intuito, o trabalho objetivou avaliar o
crescimento de mudas de E. grandis, C. citriodora, E. saligna, E. dunnii em solo contaminado

por Zn.

3.3 Material e Métodos

O experimento foi conduzido entre os meses de outubro de 2011 e marco de 2012, na
casa de vegetacdo do viveiro florestal da Universidade Federal de Santa Maria campus de
Frederico Westphalen — RS, geograficamente localizada a 27° 2301 26[ | latitude sul, 53° 25
43[] longitude oeste e a 461,30 m de altitude. As espécies utilizadas foram o Eucalyptus
grandis W. Hill ex Maid., Corymbia citriodora (Hook.) K.D. Hill & L.A.S. Johnson,
Eucalyptus saligna Sm., Eucalyptus dunnii Maiden. O solo utilizado foi classificado como
Latossolo Vermelho (SANTOS et al., 2006), cuja andlise quimica consta na tabela 1, a qual
foi utilizada para determinar a adubagdo de base e de cobertura, conforme as recomendagdes
da SBCS (2004) para a cultura do eucalipto. As fontes de nutrientes aplicadas foram cloreto
de potéssio (K), superfosfato simples (P) e uréia (N). Para estabiliza¢do do pH do solo em 5,5
foi aplicada uma mistura de carbonato de cdlcio (CaCO3) e carbonato de magnésio (MgSOs)

na relacdo molar 3:1. Aguardou-se um periodo de 50 dias até a estabilizacao.

Tabela 1 - Caracteristicas quimicas do solo estudado.

PHsgua Ca+Mg Al H+Al P K Zn MO Argila
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Foi estabelecido um delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC) em
arranjo fatorial (4 x 8) qualitativo em A e quantitativo em D, sendo o fator A quatro espécies
de eucalipto (E. grandis, C. citriodora, E. saligna, E. dunnii), e o fator D oito doses de Zn (0
(teor natural do solo), 140, 280, 420, 560, 700, 840 e¢ 980 mg kg'1 de solo), com doze
repeticoes. A unidade experimental foi composta pelo tubete com capacidade de 120 cm3
contendo uma planta. A fonte de Zn utilizada para contaminar o solo foi o sulfato de Zn
(ZnSQ,) solubilizado em adgua.

As sementes das quatro espécies de eucalipto foram obtidas na FEPAGRO
FLORESTAS - Centro de Pesquisa em Florestas. A semeadura foi realizada diretamente nos
tubetes preenchidos com solo. Foram semeadas quatro sementes por tubete, e apds a
emergéncia procedeu-se o raleio das plantulas, visando a uniformidade das mesmas, que
foram cultivadas por cinco meses sob irrigacao didria. A adubagdo de cobertura foi realizada
aos trés meses a contar da semeadura, com base na analise do solo.

Os parametros avaliados foram: altura de planta; didmetro do colo; comprimento da
raiz principal; volume radicular; nimero de folhas; area foliar total; massa seca radicular;
massa seca da aste caulinar; massa seca das folhas e massa seca total. Durante a coleta do
experimento, realizou-se a contagem do nimero de folhas por planta, que foram separadas
para a obtencdo da drea foliar total a partir de imagens das folhas utilizando camera
fotografica digital de 12 megapixels, e calculada pelo Software para Andlise Foliar - AFSoft®,
desenvolvido pela Embrapa Instrumentacdo Agropecudria (JORGE e SILVA, 2009). Apds
esta avaliacdo as folhas foram postas para secar em estufa. O diametro do colo foi obtido com
paquimetro digital através de medida na regido do colo da planta. Apds, as plantas foram
seccionadas na regido do colo para medicao da altura de planta com régua graduada, obtendo-
se os valores a partir do colo da planta até o meristema apical, sendo entdo postos para secar
em estufa. O comprimento da raiz principal foi medido com régua graduada, sendo as
medidas observadas entre o colo da planta até o dpice da raiz principal. O volume radicular foi
obtido pelo método de deslocamento de dgua em proveta, adaptado da metodologia utilizada
em solos pela Embrapa (1997). Apds a secagem em estufa a 60°C até apresentar massa
constante, foram obtidas as massas secas das folhas, dos caules e das raizes, que foram
pesadas em balanca analitica. Estes valores foram somados, resultando na massa seca total das
plantas.

Os dados foram submetidos a andlise da variancia pelo Teste F (p < 0,05) e a partir da
indicacdo de interacdo significativa entre os fatores, foram realizados os devidos

desdobramentos. Para o fator qualitativo (A), as médias de cada espécie foram comparadas



38

dentro de cada dose pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro, e para o fator
quantitativo (D), as médias foram ajustadas por equacdes de regressao dentro de cada espécie,
obtidas por meio da andlise de regressao polinomial realizada no programa SISVAR
(FERREIRA, 2008), tendo-se como base os niveis de significancia maiores que 95% (p <
0,05).

Para as varidveis que apresentaram ajuste linear nas equacOes de regressdo,
determinou-se a curva de resposta as doses, ajustada pelo modelo matematico log-logistico de
Seefeldt et al. (1995), para encontrar a dose de Zn necessdria para causar 50% de injuria nas
mudas de eucalipto:

y=A+(B-A)/1+Exp{b[log(x)-log(Ds0)]}

Onde: y, € a varidvel resposta da planta expressa em percentagem com relacdo a
testemunha; x (varidvel independente), representa a dose de Zn (mg kg'1 de solo); B, o limite
superior da curva; A, o limite inferior da curva; b, a declividade da curva (inclinacdo da curva
proporcional préximo a Dsg (ponto de inflexdo)); e Dsy, a dose de Zn (mg kg’ de solo)

necessaria para causar 50% de injiria nas mudas de eucalipto em relagdo a testemunha.
3.4 Resultados e Discussao

A andlise da variancia pelo Teste F (p < 0,05) indicou interagao significativa (p < 0,05)
entre as espécies de eucalipto e as crescentes doses de Zn aplicadas no solo, expressa por
meio das varidveis avaliadas (Tabela 2 e 3; Figura 1 e 2). Na comparacdo entre espécies,
verificou-se no solo sem contaminagdo com Zn, que E. grandis apresentou a maior altura, ndo
diferindo estatisticamente da espécie E. saligna (Tabela 2 e 3). Paludzyszyn Filho et al.
(2006) descreveram E. grandis como uma espécie de rapido crescimento, e com insuperavel
incremento volumétrico quando cultivado dentro das suas exigéncias ambientais € em solo
sem contaminantes. Del Quiqui et al. (2001) obtiveram altura e didmetro a altura do peito

(DAP), 23% maiores para E. grandis com relagdo ao C. citriodora.
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Tabela 2 - Altura de planta, didmetro do colo, comprimento da raiz principal, volume
radicular, nimero de folhas e drea foliar de E. grandis, C. citriodora, E. saligna e E. dunnii

cultivados em Latossolo Vermelho submetido a adi¢do de doses crescente de Zn.

1
ESpécie - a Doses de Zn (mgkg' desolo) .

Altura de planta (cm)
E. grandis 23,17 a* 20,28a 19,90a 19,53a 1842a 16,17a 1505a 11,72 ab
C. citriodora 20,25bc 18,70a 16,25b 1592b 16,08b 14,50a 13,83 ab 13,03 a
E. saligna 21,77 ab 20,03a 1892a 19,20a 17,73ab 15,88a 14,75a 10,27b
E. dunnii 19,12¢ 20,75a 20,53a 17,73ab 1593b 11,58b 12,13b 6,70¢
CV** 11,64%
Diametro do colo (mm)
E. grandis 240a 195bc 1,89bc 191b 1,74bc 1,64a 1,46bc 1,25a
C. citriodora 2,23a 1,83¢c 1,67 ¢ 1,74 b 1,70 ¢ 1,58 a 1,35¢ 1,42 a
E. saligna 245a 249a 252a 255a 268a 1,89a 1,80ab 1,28a
E. dunnii 224a 223ab 222ab 235a 2,13b 1,80a 1,86a 1,06a
Cv 14,77%
Comprimento da raiz principal (cm)
E. grandis 13,00a 13,00a 13,00a 13,00a 13,00a 13,00a 13,00a 1241 ab
C. citriodora 13,00a 13,00a 13,00a 13,00a 13,00a 13,00a 13,00a 1291 a
E. saligna 13,00a 13,00a 13,00a 13,00a 13,00a 12,71a 13,00a 11,75b
E. dunnii 13,00a 13,00a 13,00a 13,00a 12,81a 1247a 12,88a 11,58b
Cv 5,14%
Volume radicular (cm3)
E. grandis 1,60a 1,07ab 1,14ab 1,07a 1,70a 1,15a 1,10a 0,64a
C. citriodora 095b 08lab 085b 0,77a 0,63b 0,58bc 0,67b 0,70 a
E. saligna 0,67b 0,76b 093b 0.84a 067b 0,71b 056bc 0,41 ab
E. dunnii 095b 1,14a 145a 074a 040b 029c¢c 0,23c¢c 0,13b
Cv 27,56%
Numero de folhas
E. grandis 23,00a 22,00a 22,00a 19,00ab 19,00a 17,00a 19,00a 16,00b
C. citriodora 18,00b 18,00b 18,00b 16,00b 18,00a 17,00a 16,00a 17,00 ab
E. saligna 22,00a 20,00ab 19,00 ab 20,00a 19,00a 18,00a 19,00a 20,00a
E. dunnii 21,00 ab 18,00b 18,00b 17,00ab 17,00a 16,00a 17,00a 14,00b
Cv 13,74%

Area foliar total (cm?)
E. grandis 92,72a 65,79a 64,82a 5577a 5694a 40,63a 4026a 32,00a
C. citriodora 66,18b 55,20a 50,56 ab 41,80ab 44,53 ab 33,23 a 33,76a 28,37 ab
E. saligna 70,49b 5596a 44,74b 38,92b 3545b 34,13a 30,56a 28,38ab
E. dunnii 63,41b 69,09a 53,13ab 54,01a 41,32b 35,62a 29,84a 14,16b
Cv 20,48 %

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna nio diferem significativamente pelo Teste de Tukey (p < 0,05).
**CV = coeficiente de variagdo.




40

A menor altura de planta foi obtida pelo E. dunnii, sem diferenca significativa para o
C. citriodora (Tabela 2). Esses resultados corroboram com a descricdo realizada por
Paludzyszyn Filho et al. (2006), os quais descreveram que E. dunnii em cultivos comerciais
pode apresentar, inicialmente um crescimento proximo ao de E. grandis e E. saligna, com
tendéncia a declinio de crescimento ao longo do tempo. Resultados evidenciando menor altura
para E. dunnii e C. citriodora em comparacdo com E. grandis e outras espécies, também
foram obtidos por Oro et al. (2012).

Entretanto, na maior dose de Zn aplicada, C. citriodora e E. grandis apresentaram
significativamente maior altura de planta, comprimento da raiz principal, maior volume
radicular e érea foliar total, ndo diferindo do E. saligna. A espécie C. citriodora apresentou
maior ndmero de folhas nao diferindo do E. saligna, enquanto que o E. dunnii foi a espécie
mais afetada nessas varidveis (Tabela 2). Respostas semelhantes foram obtidas por Grazziotti
(1999) e Silveira et al. (2003), onde E. grandis reteve os metais em suas raizes, reduzindo a
translocagdo destes para a parte aérea, minimizando os efeitos danosos nas folhas.

Geralmente, o crescimento de plantas sob elevadas concentracdes de metais pesados é
altamente limitado, podendo estas inclusive sofrer alteragcdes morfolégicas (KABATA-
PENDIAS, 2010). Além disso, 0 Zn em altas concentra¢des no solo pode limitar e retardar o
crescimento das plantas caso estas, ndo apresentem mecanismos de tolerancia a este metal
(CAILLE et al., 2004; HOODA, 2010). Na maior dose ndo foi observado diferenca
significativa no didmetro do colo entre as espécies (Tabela 2).

Observou-se que C. citriodora, na dose mais elevada de Zn, apresentou maior massa
seca radicular e massa seca de folhas, ndo diferindo estatisticamente do E. grandis e E.
saligna. Esta espécie apresentou maior massa seca total e maior massa seca do colo, ndo
diferindo do E. grandis. Por outro lado, o E. dunnii também foi a espécie mais afetada nessas
varidveis (Tabela 3). Este efeito fitotoxico causado principalmente as raizes do E. dunnii,
pode estar relacionado ao Zn afetar o crescimento radicular por meio da perturbacdo dos
processos fisiolégicos, afetando a mitose e causando a morte celular (EL-GHAMERY et al.,
2003) e reduzindo o desenvolvimento radicular (HOODA, 2010). Quanto ao C. citriodora os
resultados obtidos podem estar relacionados a possivel existéncia de mecanismos de
destoxificacdo de metais pesados na parte aérea desta espécie, conforme Grazziotti et al.

(2003).
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Tabela 3 - Massa seca da aste caulinar, massa seca das raizes, massa seca das folhas e massa
seca total de E. grandis, C. citriodora, E. saligna e E. dunnii cultivados em Latossolo

Vermelho submetido a adicao de doses crescente de Zn.

T — Dosesde Zn (mgkg ' desolo)
0 140 280 420 560 700 840 980
Massa seca da aste caulinar (g)
E. grandis 0,27a* 0,17b 0,17ab 0,17a 0,15ab 0,12b 0,10ab 0,06 b
C. citriodora 0,30a 0,24a 0,18ab 0,20a 0,17a 0,18a 0,14a 0,11a
E. saligna 0,22b 0,21ab 0,16b 0,17a 0,16ab 0,10bc 0,11ab 0,06 b
E. dunnii 0,20b 0,22a 021a 0,6a 0,12b 006c 0,07b 0,02b
CV** 21,06%
Massa seca radicular (g)
E. grandis 034a 022ab 023a 0,19a 020a 0,05a 0,06a 0,10a
C. citriodora 0,21b 0,17b  0,18a 0,17a 0,12b  0,10ab 0,10bc 0,13 a
E. saligna 0,24b 025a 020a 0,20a 0,17ab 0,13a 0,15ab 0,08 ab
E. dunnii 0,26b 0,22a 020a 0,07a 0,12b 0,07b 0,09¢c 0,02b
Cv 23,24 %
Massa seca das folhas (g)
E. grandis 053a 039a 035a 036a 036a 033a 026a 0,17ab
C. citriodora 0,32b 045a 036a 051a 043a 032a 035a 0,28a
E. saligna  0,39ab 044a 036a 038a 035a 026a 033a 0,13ab
E. dunnii 047ab 049a 043a 042a 033a 0,08a 022a 0,07b
Cv 22,52 %
Massa seca total (g)
E. grandis I,14a 0,78a 0,75a 0,72a 0,71a 0,6 a 0,52ab 0,33 ab
C. citriodora 0,83b 0,86a 0,72a 0,88a 0,72a 0,6 a 0,59ab 0,52 a
E. saligna 085b 090a 0,72a 0,75a 0,68a 049ab 0,59a 0,27b
E. dunnii 093ab 093a 084a 0,75a 057a 031b 038b 0,11b
Cv 21,14 %

*As médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey (p < 0,05).
**CV = coeficiente de variacdo.

A altura das plantas foi reduzida de forma linear no E. grandis, C. citriodora, E.
saligna, e de forma quadritica negativa no E. dunnii em funcdo da aplicacdo das doses
crescentes de Zn (Figura 1). A maior dose de Zn aplicada reduziu a altura das espécies de
eucalipto, respectivamente, em 49%, 36%, 53% e 65%, com relacdo a testemunha de cada
espécie. E a dose de Zn necessdria para reduzir em 50% (Dsg) a altura do E. grandis, C.
citriodora e do E. saligna, respectivamente foi de 1.124, 2.155 e 1.038 mg kg'1 de Zn
aplicados no solo. O ajuste quadratico da altura média do E. dunnii, teve seu ponto de maxima

na dose 54 mg kg', onde as plantas foram 5% mais altas que a testemunha.
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O acréscimo de altura do E. dunnii partindo do solo sem adicdo de Zn até o ponto
maximo da equacdo quadritica negativa que resulta na dose de 54 mg kg™ de Zn, pode estar
relacionado a uma maior necessidade de Zn por parte desta espécie. Isso também foi
observado por Freddo et al. (1999), que ao comparar quatro espécies de eucalipto constataram
que o E. dunnii continha maior teor de elementos minerais em sua madeira, o que pode estar
relacionado a maior exigéncia nutritiva dessa espécie em comparacdo com E. globulus, E.
grandis e E. saligna. Essa necessidade, somada a essencialidade do Zn, que desempenha
funcdes metabdlicas, atuando principalmente como componente de uma variedade de
enzimas, pode ter desencadeado a resposta positiva das espécies a adicao de Zn no solo até
préximo a dose de 140 mg kg™, A partir dessa dose, os danos fisiolégicos podem ter limitado
o desenvolvimento do E. dunnii, como por exemplo, a reacdo do Zn, em altas concentragdes
com grupos de fosfatos e grupos ativos de ADP ou ATP (KABATA-PENDIAS, 2010).

O diametro do colo foi reduzido linearmente no E. grandis e C. citriodora, e de forma
quadratica negativa no E. saligna e E. dunnii, em funcdo da aplicacdo de doses crescentes de
Zn (Figura 1). A dose de Zn necessdria para reduzir em 50% (Dsg) o diametro do colo do E.
grandis e do C. citriodora, respectivamente é de 1.495 ¢ 1.688 mg kg' de Zn aplicados no
solo. O ajuste quadrético do didametro do colo do E. saligna, teve seu ponto de mdxima na
dose 254 mg kg, apresentando um didmetro de colo 5,3% superior ao da testemunha. E.
dunnii teve seu ponto de maxima na dose 300 mg kg'l, sendo 0,7% superior ao diametro do
colo da testemunha.

A aplicagado de doses crescentes de Zn nao causou efeito significativo no comprimento
da raiz principal do E. grandis, C. citriodora e E. saligna, enquanto o E. dunnii, respondeu de
forma quadratica negativa (Figura 1 e Tabela 4), tendo ponto de médxima em 298 mg kg'l.
Esse resultado sugere que a partir desta dose o Zn passou a causar uma possivel perturbacao
dos processos fisioldgicos, afetando a mitose e causando a morte celular (El-Ghamery et al.,
2003). Tal constatagdo, também foi relatada por Hooda (2010), onde descreve que o excesso
de Zn geralmente reduz o comprimento da raiz.

Nao se obteve ajuste do modelo matematico para o volume radicular do E. grandis,
enquanto que o C. citriodora e o E. dunnii, tiveram volume radicular reduzido linearmente. O
E. saligna respondeu de forma quadrética negativa a aplicacdo de doses crescentes de Zn,
com ponto de médxima em 383 mg kg'l, sendo 26,9% superior ao volume radicular da
testemunha (Tabela 4). A maior dose de Zn aplicada (980 mg kg'l), reduziu o volume
radicular do C. citriodora em 26%, E. saligna em 38% e do E. dunnii em 86%, com relagao a

testemunha de cada espécie. E a dose de Zn necessdria para reduzir em 50% (Dsp) o volume
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radicular do C. citriodora e do E. dunnii, respectivamente é de 1.125 e 551 mg kg de Zn

aplicados no solo.
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Figura 1 - Linhas de tendéncia referentes aos modelos ajustados obtidos na andlise de
regressdo das varidveis, altura das plantas, diametro do colo, comprimento da raiz principal,
volume radicular, nimero de folhas e area foliar total de E. grandis, C. citriodora, E. saligna

e E. dunnii, cultivados em Latossolo Vermelho submetido a doses crescentes de Zn (n = 12).



44

Tabela 4 - Modelos ajustados das equacdes de regressao, Ds, e coeficientes de determinagdao

obtidos para a altura de planta, didmetro do colo, comprimento da raiz principal (CRP),

volume radicular, ndmero de folhas, area foliar total, massa seca das folhas, massa seca da

aste caulinar (MSAC), massa seca das raizes e massa seca total de E. grandis, C. citriodora,

E. saligna, E. dunnii cultivados em Latossolo Vermelho submetido a doses crescentes de Zn.

Espécie Variavel Equacgdo de regressao D5y R?
E. grandis Altura de planta (cm) y =22,97 - 0,010088x 1.124 0,93
Diametro do colo (mm) y=2,26 - 0,000971x 1.495 0,91
CRP (cm) ns - -
MSAC (g) y =0,23 - 0,000169x 507 0,86
Volume radicular (cm3) na - -
Numero de folhas y =23,22 - 0,007001x 2.020 0,86
Area foliar total (cm?) y =82,12 - 0,053071x 643 0,89
Massa seca das folhas (g) y = 0,48 - 0,000276x 876 0,81
Massa seca radicular (g) y =0,29 - 0,000190x 553 0,80
Massa seca total (g) y = 1,00 - 0,000635x 671 0,84
C. citriodora  Altura de planta (cm) y =19,40 - 0,006797x 2.155 0,92
Diametro do colo (mm) y=2,04 -0,000712x 1.688 0,81
CRP (cm) ns - -
MSAC (g) y =0,27 - 0,000161x 751 0,87
Volume radicular (cm3) y =0,89 - 0,000292x 1.125 0,67
Numero de folhas ns - -
Area foliar total (cm?) y =61,75 - 0,035810x 829 0,93
Massa seca das folhas (g) na - -
Massa seca radicular (g) y=0,20-0,000101x 1.018 0,75
Massa seca total (g) y =0,89 - 0,000348x 1.139 0,76
E. saligna Altura de planta (cm) y =22,21- 0,009990x 1.038 0,89
Diametro do colo (mm) y=2,39+0,001525x - 3.10%%2 - 0,91
CRP (cm) ns - -
MSAC (g) y =0,22 - 0,000155x 589 0,91
Volume radicular (cm3) y=0,70 + 0,000766x - 1.10%x2 - 0,85
Numero de folhas y=21,89-0,010x + 9.10%x2 - 0,78
Area foliar total (cm?) y = 61,38 - 0,038866x 589 0,86
Massa seca das folhas (g) na - -
Massa seca radicular (g) y=0,26 - 0,000158x 834 0,91
Massa seca total (g) y =0,92 - 0,000539x 889 0,83
E. dunnii Altura de planta (cm) y =20,04 + 0,00171x - 16.10"x2 - 0,94
Diametro do colo (mm) y=2,16 + 0,001202x - 2.10%x2 - 0,90
CRP (cm) y=12,92 + 0,001193x - 2.10°x2 - 0,72
MSAC (g) y =0,24 - 0,000218x 583 0,90
Volume radicular (cm3) y=1,26 - 0,00120x 551 0,73
Numero de folhas y =20,00 - 0,004932x 2.020 0,79
Area foliar total (cm?) y =70,34 - 0,051557x 719 0,93
Massa seca das folhas (g) y =0,53 - 0,000427x 688 0,89
Massa seca radicular (g) y=0,26 - 0,000238x 534 0,97
Massa seca total (g) y = 1,04 - 0,000884x 629 0,93

ns = ndo significativo pelo teste F (p < 0,05); na = ndo se obteve ajuste. *Dose de Zn em mg kg~ de solo

necessdria para causar 50% de injdria nas plantas.
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O ndmero de folhas foi reduzido de forma linear no E. grandis e no E. dunnii em
funcdo da aplicacdo das doses crescentes de Zn. Ja para o E. saligna obteve-se uma resposta
quadritica positiva, com ponto de minima na dose de 556 mg kg™, tendo o nimero de folhas
reduzido em 13% com relacdo a testemunha. Para o C. citriodora, nao se obteve ajuste
significativo (Tabela 4), demonstrando que as doses de Zn ndo afetaram e emissdo de folhas
desta espécie. Kabata-Pendias (2010), descreve que espécies tolerantes podem reduzir o efeito
de teores excessivos de Zn, por adaptacdo metabdlica e complexante, limitando a presenga do
metal nas células ou por imobilizagdo no interior das células. A dose de 980 mg kg™ de Zn
reduziu a altura do E. grandis em 30%, do E. saligna em 8% e do E. dunnii em 32% com
relacdo ao ndmero de folhas da testemunha de cada espécie. E a dose de Zn necessdria para
reduzir em 50% (Dsp) o nimero de folhas do E. grandis e do E. dunnii, é de 2.020 mg kg'1 de
Zn aplicados no solo.

As areas foliares das quatro espécies apresentaram ajuste linear negativo em relagdo a
adicao de doses crescentes de Zn no solo. Na compara¢do com suas respectivas testemunhas,
as plantas cultivadas no solo com aplicacdo de 980 mg kg™ de Zn, manifestaram redugio em
sua area foliar total em 65% para o E. grandis, 57% para o C. citriodora, 60% para o E.
saligna e 78% para o E. dunnii. E a dose de Zn aplicada no solo, que reduziu em 50% (Ds) as
areas foliares € de, 643 mg kg'1 para o E. grandis, 829 mg kg'1 para o C. citriodora, 589 mg
kg'1 para o E. saligna e 719 mg kg'1 para o E. dunnii. Os danos causados pela toxidez de Zn
podem estar ligados a indugdo a clorose por deficiéncia de ferro, ou por toxicidade direta aos
processos da folha, que também limita o seu crescimento (HOODA, 2010).

As quatro espécies de eucalipto estudadas apresentaram reducdo linear na massa seca
da aste caulinar com a adi¢io das doses de Zn (Figura 2). Na maior dose (980 mg kg™’ de Zn)
essas reducdes, em relagdo as suas testemunhas, foram de 79% para E. grandis, 62% para C.
citriodora, 73% para E. saligna e 90% para E. dunnii. E a dose de Zn aplicada no solo, que
reduziu em 50% (Dsp) a massa seca da aste caulinar das espécies de eucalipto € de, 507 mg
kg'1 para o E. grandis, 751 mg kg™ para o C. citriodora, 589 mg kg'1 para o E. saligna e 583
mg kg para o E. dunnii. Uma reducdo linear da matéria seca de E. urophylla cultivado em
solucdo nutritiva com doses crescentes de Zn também foi observada por Ramos et al. (2009).

A massa seca das folhas, do E. grandis e do E. dunnii, também foi reduzida
linearmente com o aumento das doses de Zn aplicadas, sendo que na maior dose aplicada (980
mg kg' de Zn) no solo, a reducio em relacio a testemunha foi de 70% e 85%
respectivamente. E a dose de Zn necessdria para reduzir em 50% (Dsp) a massa seca das

folhas do E. grandis e do E. dunnii, respectivamente é de 876 ¢ 688 mg kg™ de Zn aplicados
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no solo. Enquanto que para o C. citriodora e o E. saligna ndo foi possivel o ajuste da equagao
para esta varidvel (Tabela 4).

Na varidvel massa seca radicular, as quatro espécies de eucalipto apresentaram
redugdo linear com o aumento das doses de Zn aplicadas no solo. A reducdo da massa seca
radicular das espécies na dose de 980 mg kg de Zn no solo, em relacio as plantas de sua
referida espécie, cultivadas em solo sem adi¢do de Zn, foi de 71% para E. grandis, 39% para
C. citriodora, 68% para E. saligna e 90% para E. dunnii. A dose de Zn aplicada no solo, que
reduziu em 50% (Dso) a massa seca total das espécies de eucalipto foi de, 553 mg kg™ para E.
grandis, 1018 mg kg para C. citriodora, 834 mg kg para E. saligna e 534 mg kg™ para E.

dunnii.
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Figura 2 — Linhas de tendéncia referentes aos modelos ajustados obtidos na andlise de
regressao e os pontos médios das varidveis, massa seca total, massa seca das folhas, massa
seca da aste caulinar e massa seca radicular de E. grandis, C. citriodora, E. saligna e E.

dunnii cultivados em Latossolo Vermelho submetido a adi¢do de doses crescente de Zn. (n =
12).
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Da mesma forma, a varidvel massa seca total, das quatro espécies, foi reduzida de
forma linear conforme o aumento das doses de Zn aplicadas (Figura 2). A reducido da massa
seca total das espécies na dose de 980 mg kg™ de Zn no solo, em relagdo as suas referidas
testemunhas, foi de 72% para E. grandis, 38% para C. citriodora, 68% para E. saligna e 88%
para E. dunnii. E a dose de Zn aplicada no solo, que reduziu em 50% (Ds) a massa seca total
das espécies de eucalipto € de, 671 mg kg'1 para E. grandis, 1.139 mg kg™ para C. citriodora,
889 mg kg™ para E. saligna e 629 mg kg™ para E. dunnii. A reducio na producio de biomassa
também foi relatada por Pavlikovda et al. (2008). Conforme estes autores, a alta concentragao
de Cd e Zn absorvida por espinafre do solo contaminado afetou o funcionamento da rubisco e
a atividade de outras enzimas.

O efeito das crescentes doses de Zn em cada espécie reduziu os valores das varidveis,
altura de planta, diametro do colo, drea foliar total, massa seca da aste caulinar, massa seca
radicular e massa seca total, em relacdo as testemunhas sem adicdo de Zn, sendo E. dunnii a
espécie que apresentou as maiores reducdes em todas as varidveis (Figura 1 e 2). Street et al.
(2007) estudando os efeitos de sensibilidade e tolerancia a metais pesados (Cu, Zn, Cd, Pb e
Hg) sobre a germinacdo e desenvolvimento de plantulas de Bowiea volubilis, Eucomis
autumnalis e Merwilla natalensis, pertencentes a um mesmo grupo de plantas medicinais
cultivadas na Africa do Sul, verificaram que as espécies responderam de forma diferenciada
as concentragdes de metais testados, e na maioria dos casos, o crescimento das plantulas foi
inferior ao da testemunha. Diferentes niveis de absorcdo de Zn entre espécies de eucalipto
foram observados por Assareh et al. (2008). Respostas distintas entre as espécies de eucalipto
E. maculata e E. urophylla a elevacao da dose de Zn, foram relatadas por Soares et al. (2001),
sendo que E. urophylla apresentou menor tolerancia ao metal. Essa reducdo pode estar
associada a acdo nociva que o Zn em altas concentracdes causa no DNA das células de
plantas menos tolerantes ao metal (GICHNER et al., 2006).

As doses crescentes de Zn ndo causaram reducdes significativas nas varidveis,
comprimento da raiz principal e nimero de folhas do C. citriodora, em relacio a sua
testemunha, (Tabela 4 e Figura 1). Além disso, foi a espécie que apresentou a maior massa
seca da aste caulinar na maior dose de Zn aplicada no solo (Tabela 3). Isso pode indicar uma
possivel tolerancia dessa espécie ao menos até as doses de Zn testadas no trabalho. Esse
resultado corrobora com os de Grazziotti (1999), que se refere ao C. citriodora como tolerante
a Zn e Cd, indicando que esta espécie faz uso de algum mecanismo de destoxificacdo dos

metais na sua parte aérea. O C. citriodora apresentou indicios de ser uma espécie promissora
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para uso na fitorremediacdo, entretanto, recomenda-se a realizacdo de estudos em condi¢des

de campo para avaliacdo da produgdo de fitomassa em solo contaminado com Zn.

3.5 Conclusoes

E. dunnii, apresenta maior reducdo do crescimento em relacdo a E. grandis, C.
citriodora e E. saligna com a adi¢ao de doses crescentes de Zn no solo.

C. citriodora apresenta maior tolerancia que E. grandis, E. saligna e E. dunnii em solo
contaminado com 980 mg kg™ de Zn.

As variaveis, altura, diAmetro do colo, area foliar total, massa seca radicular e massa
seca total em mudas de E. grandis, C. citriodora, E. saligna e E. dunnii sdo reduzidas com a

aplicacdo de até 980 mg kg™ de Zn no solo.
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4 CAPITULO II
INFLUENCIA DA ASSOCIACAO ECTOMICORRIZICA NO
CRESCIMENTO DE MUDAS DE E. grandis, C. citriodora, E. saligna e E.

dunnii

4.1 Resumo

A associacdo ectomicorrizica beneficia as plantas ao proporcionar aumento na drea de
absor¢do radicular, por meio das hifas flingicas que absorvem mais nutrientes e dgua e
possibilitam o desenvolvimento do hospedeiro em solos com condi¢des adversas. O eucalipto
associa-se simbioticamente com alguns fungos ectomicorrizicos, porém os fungos
ectomicorrizicos apresentam especificidade fungo-hospedeiro e a colonizacdo € dependente
da ocorréncia de interacdo entre estes. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito dos
isolados ectomicorrizicos UFSC-Pt116, UFSC-121, UFSC-132 no crescimento das mudas de
E. grandis, C. citriodora, E. saligna e E. dunnii. O delineamento foi inteiramente casualizado
no arranjo fatorial (4 x 4), sendo quatro espécies de eucalipto (E. grandis, C. citriodora, E.
saligna e E. dunnii) e quatro in6culos ectomicorrizicos (UFSC-Pt116, UFSC-121 , UFSC-132
e sem inoculagcdo), com doze repeticdes. Apds trés meses de conducdo das mudas, foram
avaliadas: a altura de planta; didmetro do colo; nimero de folhas; percentual de colonizacdo
ectomicorrizica; massa seca das folhas, aérea e radicular. Também foram calculadas as
relacOes: massa seca aérea/massa seca radicular e altura/didmetro do colo e o indice de
qualidade de Dickson. A altura de planta, nimero de folhas e a massa seca aérea apresentaram
médias superiores nas espécies E. dunnii e C. citriodora, por meio da inoculagao com UFSC-
132. A inoculacdo com UFSC-Ptl116 gerou 63,3% de raizes colonizadas em C. citriodora
enquanto que E. dunnii inoculado com UFSC-121 teve 67,7% de suas raizes colonizadas.
Considera-se que o UFSC-132 é promissor na inoculacdo controlada em E. dunnii e C.
citriodora em viveiro.

Palavras-chave: eucalipto, micorrizas, produ¢do de mudas, simbiose.
4.2 Introducao

Os fungos ectomicorrizicos associam-se tipicamente com espécies florestais, como por

exemplo, as Mirtdceas (MACEDO et al., 2003; MOREIRA e SIQUEIRA, 2006) geralmente
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beneficiando as plantas com as quais estdo associados por possibilitar seu estabelecimento em
solos de baixa fertilidade (XU et al., 2001; MELLO et al., 2009; SOUSA et al., 2012). Nessa
situacdo, os fungos ectomicorrizicos, por meio de suas hifas, aumentam a area de absorcdo
radicular total da planta no solo (MEHARGA e CAIRNEY, 2000; AGARWAL e SAH, 2009)
potencializando a absorc¢do de nutrientes e dgua (SILVA et al., 2003; ANDREAZZA et al.,
2004; SMITH e READ, 2008), ciclagem dos nutrientes (CAIRNEY, 2012), também
aumentando a tolerancia das plantas a metais pesados (GRAZZIOTTI et al., 2003; KABATA-
PENDIAS, 2010). No entanto, solos degradados, ou sob longos periodos de cultivo agricola
podem conter pequena quantidade de indculo destes fungos (BAUMA et al., 2002), sendo
necessario que as mudas a serem plantadas ja contenham fungos ectomicorrizicos inoculados
ainda no viveiro (SILVA et al., 2003; BRUNDRETT et al., 2005). Isso possibilita aumento no
crescimento das mudas (PERA e PARLADE, 2005: CHENA et al., 2006), maior
sobrevivéncia e melhor desenvolvimento pds plantio no campo (MOREIRA e SIQUEIRA,
2006).

Raizes micorrizadas geralmente apresentam manto fingico cobrindo a superficie de
seus dpices e uma rede de Hartig, situado no coértex intercelular, circundando as células
epidérmicas e corticais onde substitui a lamela média possibilitando as trocas nutricionais
(BRUNDRETT et al.,, 1996; RAVEN et al., 2007). Uma série de eventos antecede esta
modificagdo da morfologia radicular, e para que ocorra a associacdo o hospedeiro deve
possibilitar a infeccdo pelo propagulo fingico (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006; MARTIN,
2009). 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 et al., 2003; BRUNDRETT et al., 2005). Assim, as ectomicorrizas podem se
associar ou ndo, dependendo da espécie de planta (CARVALHO e CARPANEZZI, 1982;
VOIGT et al., 2000; SILVA et al., 2003; MOREIRA e SIQUEIRA, 2006).

O eucalipto tem capacidade de associar-se simbioticamente com alguns fungos
ectomicorrizicos (COSTA et al., 2002; MELLO et al., 2006). Vdrias espécies de eucalipto
estdo adaptadas as condicdes de clima do Brasil, e t€ém sido utilizadas devido ao grande
volume de fitomassa que produzem (SCHUMACHER e CALDEIRA, 2001; FREITAS et al.,
2004; ALVEZ et al., 2007; VITAL, 2007), ao rdpido crescimento (BUOSI e FELFILI, 2004),
a pequena exigéncia nutricional, alta qualidade da madeira para uso na industria, lenha e
carvio e pela facilidade de produgio de mudas (MOURA e GUIMARAES, 2003). Entretanto,
a possibilidade de associacdo micorrizica é varidvel entre espécies de eucalipto e grupos de

fungos (BRUNDRETT et al., 2005).
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O plantio de eucalipto inoculado com ectomicorrizas tem sido considerado uma
alternativa para restauracio florestal de areas degradadas (SILVA et al., 2003; SOUZA et al.,
2007; CAMPOS e ALVES, 2008; MELLO et al., 2009; MAGALHAES et al., 2011;
STEFFEN et al., 2011). Nesse sentido, a inoculacdo das mudas ainda no viveiro é uma forma
controlada de levar os fungos ectomicorrizicos ao campo, fato, que pode contribuir para o
estabelecimento e desenvolvimento das plantas na drea de plantio (ANDREAZZA et al.,
2004; MOREIRA e SIQUEIRA, 2006), uma vez que antecipa a simbiose entre fungo e planta,
gerando mudas de qualidade (PERA e PARLADE, 2005). Entretanto, mesmo com esses
beneficios inerentes, muitas mudas de viveiros comerciais ainda carecem de associacdes
ectomicorrizicas (STEFFEN et al., 2010).

Contudo, para que a inoculacdo seja benéfica, é importante selecionar isolados
fungicos eficientes na simbiose (GRAZZIOTTI et al., 2003; PEREIRA et al., 2005). A
eficiéncia de fungos ectomicorrizicos, é dependente do efeito causado pelas espécies de
fungos nas espécies hospedeiras (SILVA et al., 2003). Como os efeitos das micorrizas no
crescimento de plantas sdo dependentes das espécies e dos isolados fungicos (CABRAL et al.,
2010), é importante selecionar isolados de fungos ectomicorrizicos que possibilitem aumento
significativo de produtividade (ALVES et al., 2001). Nesse sentido, o objetivo deste trabalho
foi avaliar o efeito dos isolados ectomicorrizicos UFSC-Pt116, UFSC-121, UFSC-132 no

crescimento de mudas de E. grandis, C. citriodora, E. saligna e E. dunnii.

4.3 Material e Métodos

O experimento foi conduzido entre os meses de abril e julho de 2012, na casa de
vegetacdo do viveiro florestal da Universidade Federal de Santa Maria campus de Frederico
Westphalen — RS, geograficamente localizado a 27° 23[] 26[1 latitude sul, 53° 25[1 43[]
longitude oeste e a 461,30 m de altitude. Foi estabelecido um delineamento experimental
inteiramente casualizado em arranjo fatorial (4 x 4), sendo quatro espécies de eucalipto
(Eucalyptus grandis W. Hill ex Maid., Corymbia citriodora (Hook.) K.D. Hill & L.A.S.
Johnson, Eucalyptus saligna Sm. e Eucalyptus dunnii Maiden), e quatro tratamentos de
inoculacdo de isolados ectomicorrizicos [(Pisolithus microcarpus (Cooke & Massee) Cunn
(UFSC-Pt116), Pisolithus tinctorius (Pers.) Coker & Couch (UFSC-132), o isolado UFSC-
121 e a testemunha (sem inoculag@o)], com doze repeti¢des.

Cada unidade experimental foi composta por um tubete plastico de secdo circular, com

capacidade de 120 cm3, com uma planta cultivada em substrato comercial Tecnomax®, que
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segundo andlise quimica continha 0,03 mg dm™ de potéssio, 0,13 mg dm™ de fésforo e 0,46
mg dm™ de nitrogénio disponivel. O substrato foi submetido a dois ciclos de autoclavagem
(121 °C por 60 minutos), num intervalo de 24 horas. Os tubetes foram previamente
desinfetados com solucdo de hipoclorito de s6dio a 1%, durante 12 horas, e enxaguados a
seguir com dgua. As sementes foram desinfetadas em dlcool 70% por 30 segundos e lavadas
em 4gua destilada, antecedendo a semeadura.

As sementes das quatro espécies de eucalipto foram obtidas na FEPAGRO
FLORESTAS - Centro de Pesquisa em Florestas. A semeadura foi realizada diretamente nos
tubetes preenchidos com substrato. Foram semeadas quatro sementes por tubete, e apds a
emergéncia procedeu-se o raleio das plantulas, visando a uniformidade das mesmas, que
foram cultivadas durante 90 dias sob irrigag¢do didria. A adubacdo foi realizada semanalmente,
com solu¢do nutritiva de Hoagland e Arnon (1951) sem fésforo, pois altos teores podem
prejudicar a colonizagdo radicular pelos fungos micorrizicos (SOUZA et al., 2004).

Os isolados foram obtidos do banco de fungos do Laboratério de Biologia do Solo e
Microbiologia Professor Marcos Rubens Fries da Universidade Federal de Santa Maria. Tais
isolados foram mantidos em placa de Petry com 9 cm de didmetro contendo 20 ml de meio
sélido Melin Norkrans Modificado (MARX, 1969), incubadas em BOD a 28°C com auséncia
de luz e multiplicados por repicagens sob condi¢gdes assépticas a cada 30 dias.

Para elaboracao do inoculante fingico, o contetido de uma placa de Petry com o meio
de cultura completamente coberto pelo micélio fungico foi fragmentado em liquidificador
contendo 200 ml de meio liquido Melin Norkrans Modificado, durante 10 segundos. Na
sequéncia, 2 ml desta suspensdo micelial foram inoculados diretamente no substrato por 3
vezes, a cada 10 dias a partir da semeadura (BRUNDRETT et al., 1996). Nos tratamentos,
sem fungos foram aplicados apenas 2 ml de meio liquido Melin Norkrans Modificado no
substrato por 3 vezes, a cada 10 dias a partir da semeadura.

Aos trés meses (90 dias) de cultivo foram avaliadas as seguintes varidveis: percentual
de colonizacdo ectomicorrizica; altura de planta; didmetro de colo; nimero de folhas; massa
seca radicular; massa seca das folhas; massa seca da parte aérea. Além disso, também foram
calculados os indices de qualidade de mudas: massa seca aérea/massa seca radicular,
altura/diametro do colo e indice de qualidade de Dickson. Durante a coleta do experimento,
foi realizada a contagem do nimero de folhas por planta, que foram separadas e colocadas
para secar em estufa para a obtencdo da massa seca das folhas. O diametro do colo foi obtido
com paquimetro digital por meio da medida na regido do colo da planta, apds isso, as plantas

foram seccionadas na regido do colo. Foi medida a altura de planta com régua graduada,
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obtendo-se os valores a partir do colo da planta até o meristema apical, apds esta avaliacao os
caules foram postos para secar em estufa.

As raizes foram separadas do substrato por meio de lavagem com dgua, sendo
retiradas amostras de 0,1 g, com 1 cm de comprimento para a obtencdo do percentual de
colonizacdo ectomicorrizica, por meio da quantificacio do nimero de raizes colonizadas e
nao colonizadas, seguindo o método descrito por Brundrett (2008), realizado apds o processo
de clareamento e coloracdo conforme procedimento descrito por Grace e Stribley (1991). O
restante do sistema radicular foi levado para a secagem em estufa a 60°C até apresentar massa
constante. Apds a secagem, foram obtidas as massas secas das folhas, dos caules e das raizes,
em uma balanca analitica. Os valores das massas secas das folhas foram somados a massa
seca dos caules, resultando na massa seca aérea das plantas.

A partir dos valores obtidos nas vardveis acima, foram calculados trés indices de
qualidade de mudas. A relacdo massa seca aérea/massa seca radicular, que relaciona as partes
transpirantes com a as absortivas de dgua, devendo ser considerado principalmente para o
plantio das mudas, cujo valor recomendado é de 2:1 (BRISSETTE, 1984; CALDEIRA et al.,
2008). A relacdo altura/diametro do colo, também denominada de quociente de robustez,
fornece informagdes sobre espessura da aste caulinar e de quanto estiolada estd a muda
(JOHNSON e CLINE, 1991) e representa o equilibrio de desenvolvimento das mudas no
viveiro. Seus valores devem se situar entre 5,4 e 8,1 em qualquer momento da producgdo das
mudas (CARNEIRO, 1995).

E o indice de qualidade de Dickson, o qual considera os atributos morfolégicos que
expressam a robustez da muda e o equilibrio da biomassa das plantas, entre eles a massa seca
da parte aérea e a massa seca do sistema radicular, atributos estes dependentes do crescimento
das raizes (SILVA et al., 2011). Seu valor minimo deve ser de 0,20, sendo que, quanto maior
for o valor do indice de qualidade de Dickson, melhor serd o padrao de qualidade da muda
(VIDAL et al., 2006). O indice de qualidade de Dickson foi obtido pela equagdo proposta por
Dickson et al. (1960):

IQD = {MST/ [(A/D) + (MSA/MSR)]}

Onde: 1IQD = indice de qualidade de Dickson; MST = Massa seca total (g); A = altura de
plantas (cm); D = diametro do colo (mm); MSA = massa seca aérea (g); MSR = massa seca
radicular (g).

Os dados foram submetidos a andlise da variancia pelo Teste F (p < 0,05) e quando

verificada interagdes significativas entre os fatores, foram realizados os desdobramentos das
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interacdes entre espécies e doses pelo Teste de Tukey (p < 0,05) pelo programa GENES
(CRUZ, 2006).

4.4 Resultados e Discussao

As percentagens de colonizacdo radicular dos diferentes isolados de ectomicorrizas
nas espécies de eucalipto sdo apresentadas na figura 1. Observou-se que a espécie C.
citriodora foi a mais colonizada pelo isolado UFSC-Pt116 e UFSC-132, E. dunnii foi mais
colonizado com o isolado UFSC-121 e UFSC-132, (Figura 1). E. grandis, C. e E. saligna
apresentaram baixa colonizacdo micorrizica para todos os isolados estudados. Fungos ideais
para inoculacdo em grande escala devem colonizar amplamente as raizes e gerar resposta
benéfica na planta (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). Conforme Grazziotti et al. (2003), deve-
se selecionar isolados fungicos eficientes na simbiose que possibilitem uma interacdo entre o

fungo e a planta.
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*As letras mintdsculas comparam as espécies de eucalipto dentro de cada isolado ectomicorrizico. As letras
maidsculas comparam os isolados ectomicorrizicos dentro de cada espécie de eucalipto entre os isolados
testados. Médias seguidas por mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey (p < 0,05). **CV =
coeficiente de variagdo.

Figura 1 - Percentual de colonizacdo ectomicorrizica de E. grandis, C. citriodora, E. saligna
e E. dunnii, inoculados com os isolados de fungos ectomicorrizicos, UFSC-Pt116, UFSC-121,

UFSC-132 e sem inoculagao.
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As quatro espécies de eucalipto foram colonizadas pelos fungos inoculados.
Entretanto, quando comparados os isolados ectomicorrizicos dentro de cada espécie de
eucalipto verifica-se um menor percentual de colonizacdo em E. grandis e E. saligna, sem
diferenca significativa entre isolados para cada espécie de eucalipto, enquanto que para C.
citriodora, foi observado um maior percentual de colonizagdo radicular, especialmente pelos
1solados UFSC-Pt116 e UFSC-132 diferindo estatisticamente do isolado UFSC-121 (Figura
1). E. dunnii foi significativamente colonizado pelo isolado UFSC-121, diferindo do valor
intermedidrio propiciado pelo UFSC-132 que também apresentou-se superior em relagdo ao
UFSC-Pt116. Este comportamento diferenciado na formagdo das micorrizas entre espécies de
fungos também foi relatado por Brundrett et al. (2005), os quais avaliando a inoculagcdo de
mudas de eucalipto em viveiro observaram considerdavel variacdo entre os grupos de fungos.

A inoculacdo do isolado UFSC-Pt116 evidenciou significativamente maior altura no
E. grandis. As mudas de E. dunnii apresentaram a maior altura quando inoculadas com o
isolado UFSC-121, ndo diferindo estatisticamente do E. saligna. E. dunnii quando inoculado
com o UFSC-132, foi significativamente mais alto entre as espécies estudadas (Tabela 1).
Sendo que este isolado proporcionou ao E. dunnii alcangcar o valor de altura minima
recomendado para o plantio a campo (GOMES et al., 2003). Entre as espécies de eucalipto
sem a inoculacdo, as mudas de E. dunnii apresentaram a maior altura, seguidas
respectivamente pelo E. grandis, E. saligna e pelo C. citriodora que produziu as mudas
significativamente mais baixas entre as espécies de eucalipto na auséncia de inoculagao.

Na comparagdo dos isolados ectomicorrizicos dentro de cada espécie de eucalipto
verifica-se que a inoculagdo ndo proporcionou efeito sobre a altura do E. saligna. As mudas
de E. grandis tiveram suas maiores alturas quando inoculadas com UFSC-Pt116 sem
diferenca significativa para com as mudas sem inoculacdo e significativamente superior as
mudas inoculadas com os isolados UFSC-121 e UFSC-132, que apresentaram baixa taxa de
colonizagdo nessa espécie. Em alguns casos a associacdo nao € benéfica, sendo possivel a
diminui¢do da taxa de crescimento devido a formacgdo de ectomicorrizas (CONJEAUD et al.,
1996; SMITH e READ, 2008). As mudas de E. dunnii foram significativamente mais altas
quando inoculadas com UFSC-132, sendo que a menor altura foi desenvolvida pelas mudas
inoculadas com UFSC-Pt116 sem diferir do UFSC-121. Smith e Read (2008), afirmam que
diferentes combinacOes de plantas e fungos tém diferentes eficiéncias de crescimento em
Eucalyptus. O isolado UFSC-132 incrementou significativamente a altura do C. citriodora,

em detrimento aos outros isolados e a testemunha.
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Tabela 1 - Altura de planta, diametro de colo, nimero de folhas, massa seca das folhas, massa
seca radicular, massa seca aérea de mudas de E. grandis, C. citriodora, E. saligna e E. dunnii,
inoculados com isolados de fungos ectomicorrizicos (UFSC-Pt116, UFSC-121 e UFSC-132)

e a testemunha.

Isolado ectomicorrizico

Espécie Testemunha UFSC-Pti16  UFSC-121 UFSC-132
Altura de planta (cm)
E. grandis 15,17 bA* 15,67 aA 11,93 beB 13,00 bB
C. citriodora 11,37 dB 10,93 cB 11,40 cB 13,33 bA
E. saligna 13,20 cA 13,40 bA 13,57 abA 13,77 bA
E. dunnii 17,67 aB 13,20 bC 14,83 aC 20,07 aA
CV** 5,30%
Diametro do colo (mm)

E. grandis 2,02 aA 1,90 aA 1,90 aA 1,98 cA
C. citriodora 2,00 aB 1,61 bC 2,07 aB 2,38 aA
E. saligna 1,72 bB 2,00 aA 1,92 aAB 2,10 bcA
E. dunnii 2,16 aA 2,07 aA 2,10 aA 2,28 abA
Cv 6,80%

Numero de folhas
E. grandis 13 aA 14 aA 14 bA 15 aA
C. citriodora 11 bB 11 bB 13 bA 13 bA
E. saligna 14 aB 15 aAB 16 aA 15 aAB
E. dunnii 13 aB 12 bB 13 bB 15 aA
Cv 6,40%

Massa seca das folhas (g)

E. grandis 0,42 aA 0,38 aA 0,28 aA 0,34 cA
C. citriodora 0,44 aB 0,35 aB 0,32 aB 0,67 aA
E. saligna 0,35 aA 0,27 aA 0,36 aA 0,30 cA
E. dunnii 0,46 aA 0,30 aA 0,40 aA 0,39 bA
Cv 15,30%

Massa seca radicular (g)
E. grandis 0,28 bA 0,29 aA 0,26 bA 0,27 abA
C. citriodora 0,34 aA 0,21 bB 0,20 cB 0,32 aA
E. saligna 0,28 bA 0,28 aA 0,27 abA 0,30 aA
E. dunnii 0,26 bB 0,23 abB 0,32 aA 0,23 bB
Cv 9,20%

Massa seca aérea (g)
E. grandis 0,61 aA 0,60 aA 0,47 bB 0,55 bAB
C. citriodora 0,66 aB 0,50 abC 0,49 bC 1,00 aA
E. saligna 0,57 aA 0,46 bA 0,54 bA 0,57 bA
E. dunnii 0,69 aB 0,50 abC 0,69 aB 0,87 aA
(A% 9,87%

*Médias seguidas por mesmas letras mindsculas na coluna e maiusculas na linha, dentro de cada varidvel, ndo
diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey (p < 0,05). **CV = coeficiente de variagdo.
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O diametro do colo das mudas foi significativamente maior para o E. grandis, C.
citriodora e E. dunnii em relacdo ao E. saligna, no tratamento sem inoculacdo (Tabela 1). A
aplicacdo do isolado UFSC-Pt116 nao gerou diferenca significativa nas mudas de E. grandis,
E. dunnii, E. saligna, porém estas foram superiores ao C. citriodora. O isolado UFSC-121 nao
influenciou significativamente esta varidvel nas mudas inoculadas. E na inoculacdo com o
isolado UFSC-132, o C. citriodora desenvolveu o maior diametro do colo entre as espécies de
eucalipto, ndo diferindo do E. dunnii. O maior didmetro do colo é considerado como benéfico
(REIS et al., 2008), reduzindo as possibilidades de tombamento das mudas apds o plantio.
Sendo considerado um bom indicador do padrao de qualidade de mudas (MOREIRA e
MOREIRA, 1996).

A inoculac¢do com os diferentes isolados de fungos ectomicorrizicos ndo proporcionou
diferenca significativa no diametro do colo das mudas de E. grandis e E. dunnii. O C.
citriodora teve o didmetro do colo significativamente maior quando inoculado com o isolado
UFSC-132, enquanto que o isolado UFSC-Pt116 proporcionou o crescimento significativo do
menor diametro do colo para as mudas desta espécie. O didmetro do colo das mudas de E.
saligna foi acrescido significativamente pelo UFSC-Pt116 e UFSC-132. O incremento do
didmetro do colo pela inoculacdo ectomicorrizica é importante, pois maiores didmetros
possibilitam maior sobrevivéncia das mudas apds o plantio (REIS et al., 2008).

O C. citriodora emitiu o menor nimero de folhas entre as espécies de eucalipto sem
inoculagcdo e quando inoculado com o isolado UFSC-132, enquanto que as demais espécies
ndo diferiram entre si (Tabela 1). E. grandis e E. saligna emitiram mais folhas entre as
espécies de eucalipto quando inoculados com o isolado UFSC-Pt116. No isolado UFSC-121 o
maior numero de folhas entre as espécies de eucalipto foi emitido pelo E. saligna.

O numero de folhas do E. grandis nao foi alterado pela inoculagdo com os fungos
ectomicorrizicos, enquanto que as mudas de E. dunnii emitiram mais folhas quando
inoculadas, com UFSC-132, e as mudas de E. saligna emitiram maior nimero de folhas
quando inoculadas com os isolados ectomicorrizicos testados. C. citriodora apresentou o
maior nimero de folhas quando inoculados com os isolados UFSC-121 e UFSC-132 (Tabela
1). Conforme Smith e Read (2008) o mutualismo pode influenciar diretamente as taxas de
assimilacdo de carbono nas folhas. Isso pode incrementar o nimero de folhas emitidas pela
planta, contudo hd variacdo na resposta da planta conforme o isolado ectomicorrizico
utilizado.

Ao comparar as espécies de eucalipto dentro de cada isolado ectomicorrizicos,

observa-se maior massa seca das folhas no C. citriodora, quando inoculado com o isolado
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UFSC-132. Os demais isolados ectomicorrizicos € o tratamento sem inoculagdo ndo
proporcionaram efeito diferenciado entre as espécies de eucalipto testadas. Na comparagdo
dos isolados ectomicorrizicos dentro de cada espécie, verificou-se que a aplicacdo dos
isolados de fungos ectomicorrizicos ndo induziu efeito na massa seca das folhas do E.
grandis, E. saligna e E. dunnii (Tabela 1). Enquanto que no C. citriodora o isolado UFSC-
132 aumentou significativamente a massa seca das folhas em relacdo a testemunha e aos
demais isolados. Esse resultado corrobora com os obtidos por Chena et al. (2006), em que
mudas de eucalipto inoculadas produziram mais biomassa do que as plantas ndo inoculadas.
Também concorda com Moreira e Siqueira (2006) onde relatam que associacdes positivas
fazem com que mudas inoculadas atinjam beneficios até 160% superiores a mudas ndo
inoculadas. Além disso, o bom desenvolvimento foliar beneficia mutuamente o fungo,
possibilitando maior produgao de fotoassimilados e assim a manutengio das ectomicorrizas.

Na comparagdo das espécies de eucalipto dentro de cada isolado ectomicorrizico, C.
citriodora teve significativamente a maior massa seca radicular quando comparado as outras
espécies de eucalipto no tratamento sem inocula¢do de fungos ectomicorrizicos. A produgao
de massa seca radicular na inoculagdo com o isolado UFSC-Ptl116 foi significativamente
maior no E. grandis e E. saligna, dos quais E. dunnii ndo se diferenciou. A inocula¢do com o
isolado UFSC-121 possibilitou maior matéria seca radicular no E. dunnii sem diferir
estatisticamente do E. saligna (Tabela 1). E. dunnii e E. grandis produziram a menor massa
seca radicular quando comparado as outras espécies de eucalipto inoculados como isolado
UFSC-132.

Ao comparar o efeito dos isolados ectomicorrizicos dentro de cada espécie de
eucalipto, observou-se que a massa seca radicular do E. grandis e E. saligna ndo foram
influenciadas pela inoculagao dos isolados testados (Tabela 1). C. citriodora teve maior massa
seca radicular no tratamento sem inoculacdo e inoculado com o isolado UFSC-132 e menor
massa seca radicular quando inoculado com os isolados UFSC-Pt116 e UFSC-121e o E.
dunnii apresentou massa maior seca radicular com o isolado UFSC-121. A associacdo
ectomicorrizica modifica a arquitetura das raizes (BRUNDRETT, 1996). As hifas geralmente
desempenham o papel dos pelos radiculares (SOUZA et al., 2006), os quais estdo ausentes em
raizes ectomicorrizadas, além disso estas raizes geralmente sdo mais curtas € muito
ramificadas (RAVEN et al., 2007). E mais eficiente para a planta, com relacdo ao gasto de
energia, possibilitar maior desenvolvimento de hifas, do que produzir raizes (MOREIRA e

SIQUEIRA, 2006).
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Nao houve diferenca significativa na massa seca aérea entre espécies de eucalipto no
tratamento sem inoculacdo. Quando inoculados com o isolado UFSC-Pt116 o E. grandis
produziu significativamente a maior massa seca aérea, ndo diferindo do E. dunnii e C.
citriodora. Na inoculagdo com o UFSC-121 a massa seca do E. dunnii, foi significativamente
maior, enquanto que o C. citriodora € o E. dunnii produziram maior massa seca aérea ao
serem 1inoculados com UFSC-132 (Tabela 1).0 comportamento diferenciado causado pelos
isolados em plantas do mesmo género, estd diretamente associado a dependéncia de resposta
fisiolégica por parte do hospedeiro em relagdo ao fungo ectomicorrizico (MARTIN, 2009).
Desse modo, as espécies de eucalipto testadas nesse trabalho apresentam variacdo na
producdo de massa seca aérea conforme o isolado ectomicorrizico utilizado.

Os isolados ndo proporcionaram efeito significativo sobre a massa seca aérea do E.
saligna. A inocula¢ido com o isolado UFSC-132 proporcionou maior massa seca aérea para o
C. citriodora e E. dunnii em relacdo a testemunha. Enquanto que os isolados UFSC-Pt116 e
UFSC-121 reduziram significativamente a massa seca aérea destas espécies, bem como o
isolado UFSC-121 reduziu significativamente a massa seca aérea do E. grandis (Tabela 1).
Conforme Silva et al. (2003) em alguns casos a associa¢do ectomicorrizica pode nao
proporcionar efeito benéfico ao hospedeiro. Esses autores, ndo obtiveram efeito positivo na
parte aérea de mudas de eucalipto ao inocular um isolado de Pisolithus sp.

Os efeitos da inoculagdo com isolados ectomicorrizicos nos indices de qualidade das
mudas das quatro espécies de eucalipto sdo apresentados na tabela 2. Ao comparar as espécies
de eucalipto no tratamento sem inocula¢do, as mudas que apresentaram maior relagdo de
massa seca aérea/massa seca radicular foram as de E. dunnii e E. grandis. Nas mudas
inoculadas com o isolado UFSC-Pt116, a maior relagio foi observada no C. citriodora, sem
diferenca significativa para E. dunnii e E. grandis. Para as mudas inoculadas com o isolado
UFSC-121 a melhor relacdo foi obtida no C. citriodora, entretanto nao diferiu
estatisticamente do E. dunnii e do E. saligna. A inoculacio com o isolado UFSC-132,
proporcionou a maior relacdo de massa seca aérea/massa seca radicular para o E. dunnii e o C.
citriodora, quando comparadas as espécies E. grandis e E. saligna, que ndo diferiram entre
si. E. dunnii e C. citriodora, apresentaram uma razao de 3:1, valor acima do recomendado
para esta relacdo, que € de 2:1 (BRISSETTE, 1984; CALDEIRA et al., 2008), isto revela que
estas mudas desenvolveram mais sua parte aérea em detrimento ao sistema radicular.

E importante considerar que o isolado UFSC-132 possibilitou alta colonizagdo
radicular no C. citriodora e E. dunnii (Figura 1), e como comentado anteriormente, isso pode

reduzir o desenvolvimento radicular, em detrimento das vantagens possibilitadas pela
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presenca de hifas dos fungos ectomicorrizicos (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). A relacdo
entre massa seca aérea e radicular refere-se a capacidade de resisténcia das mudas a
adversidades do clima principalmente no momento do plantio, pois alta relacdo se traduz em
maior superficie de transpira¢do, quando comparada com a superficie de absor¢do de 4dgua
(CALDEIRA et al., 2008). Nos plantios de mudas em condi¢des adversas, principalmente alta
temperatura e escassez de dgua, o efeito das ectomicorrizas também pode ser perdido, pois
sao sensiveis as estas condicdes (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). Seguindo esses conceitos,
as mudas de C. citriodora e E. dunnii inoculadas com UFSC-132, necessitam de aten¢do em

relacdo as condi¢des de plantio.

Tabela 2 - Relacdo massa seca aérea/massa seca radicular, altura/didmetro e indice de
qualidade de Dickson, para mudas de E. grandis, C. citriodora, E. saligna e E. dunnii,
inoculados com os isolados de fungos ectomicorrizicos (UFSC-Pt116, UFSC-121 e UFSC-
132) e a testemunha.

Isolado ectomicorrizico

Especie Testemunha UFSC-Pt116 UFSC-121 UFSC-132
Massa seca aérea/massa seca radicular
E. grandis 2,16 abA* 2,12 abA 1,82 bA 2,01 bA
C. citriodora. 1,94 bB 2,46 aB 2,51 aB 3,11 aA
E. saligna 2,05 bA 1,64 bA 2,07 abA 1,93 bA
E. dunnii 2,64 aB 2,14 abB 2,14 abB 3,67 aA
CV** 12,00%
Altura/didmetro do colo
E. grandis 7,49 aAB 8,27 aA 6,30 abC 6,59 bBC
C. citriodora 5,71 bB 6,81 bA 5,51 bB 5,63 bB
E. saligna 7,70 aA 6,71 bAB 7,08 aAB 6,57 bB
E. dunnii 8,23 aA 6,39 bB 7,05 aB 8,80 aA
Cv 7,00%
Indice de qualidade de Dikcson

E. grandis 0,09 bA 0,08 aA 0,09 aA 0,09 bA
C. citriodora 0,13 aB 0,07 aC 0,08 aC 0,15 aA
E. saligna 0,09 bA 0,09 aA 0,09 aA 0,10 bA
E. dunnii 0,08 bA 0,08 aA 0,10 aA 0,09 bA
CvV 8,26 %

*Médias seguidas por mesma letra, mintdsculas na coluna e maidscula na linha, dentro de cada varidvel, nao
diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey (p < 0,05). **CV = coeficiente de variacdo.

O C. citriodora apresentou a menor relacao altura/diametro do colo nos tratamentos

sem inoculacdo e com o isolado UFSC-121, enquanto que o E. grandis apresentou maior
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relacdo com o isolado UFSC-Pt116 e o E. dunnii com o isolado UFSC-132 (Tabela 2). Os
valores da relacdo de altura/diametro das mudas de E. grandis, C. citriodora e E. saligna,
situaram-se dentro da faixa recomenda para este indice, que é de 5,4 a 8,1 (CARNEIRO,
1995). As mudas de E. dunnii sem inoculacdo e com o isolado UFSC-132 apresentaram
relacdo acima da faixa maxima. Esse resultado demonstra que as mudas de E. dunnii
poderiam estar muito finas, isto €, muito desenvolvidas em altura com relacdo ao
desenvolvimento do didmetro do colo, podendo dificultar o pegamento apds plantio a campo
das mesmas (JOHNSON e CLINE, 1991). Além disso, mudas que apresentam diametro do
colo reduzido e maiores alturas sdo consideradas de qualidade inferior a mudas menores e
com maior didmetro do colo (REIS et al., 2008).

Comparando os isolados ectomicorrizicos dentro de cada espécie, observou-se que
apenas o 1isolado UFSC-Pt116 proporcionou acréscimo significativo na relagdo
altura/diametro do colo nas mudas de C. citriodora em relagdo a testemunha (Tabela 2). O E.
saligna teve a relacdo altura por didmetro do colo reduzida com a aplicacdo dos isolados
ectomicorrizicos. O E. dunnii, apresentou a maior relagdo altura/diametro do colo quando
inoculado com os isolados UFSC-132 sem diferir da testemunha. As mudas de E. dunnii sem
inoculacdo e inoculadas com o isolado UFSC-132 apresentaram valores dessa relacdo acima
do recomendado para mudas de boa qualidade para o plantio, que é de 8,1 (CARNEIRO,
1995).

O C. citriodora nos tratamentos sem inoculagdo e inoculado com o isolado UFSC-132
foi significativamente superior as demais espécies de eucalipto no indice de qualidade de
Dikcson (Tabela 2) e na comparagdo dos isolados enctomicorrizicos para o C. citriodora.
Verificou-se que somente a inoculagio com o isolado UFSC-132 proporcionou
significativamente maior indice de qualidade de Dickson. Nenhuma muda alcancou o valor
0,2 considerado como minimo para o indice de Dickson (VIDAL et al., 2006). Entretanto, a
espécie que mais se aproximou do valor recomendado foi o C. citriodora quando inoculado
com o isolado UFSC-132. Binotto (2007) também obteve indice de qualidade de Dickson
inferior ao recomendado, em mudas de E. grandis aos 120 dias de produgdo. Valores de
indice de qualidade de Dickson (IQD) abaixo de 0,2 também foram obtidos por Silva et al.
(2012) em mudas de E. urophylla x E. grandis aos 90 dias apds o estaqueamento, € por
Gomes et al. (2002), em que as mudas de E. grandis com 120 dias de idade, também ndo
alcancaram o valor minimo de 0,2. Gomes (2001) considera que o valor minimo de 0,2 para o
indice de Dickson somente seria vdlido para mudas de E. grandis, quando estas fossem

produzidas em tubetes de 200 e 280 cm3 e com 120 dias de idade.
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4.5 Conclusoes

As espécies E. grandis, C. citriodora, E. saligna e E. dunnii associam-se com fungos
ectomicorrizicos em condi¢des controladas de viveiro, mas manifestam diferenga no
crescimento das mudas condicionadas pela espécie de fungo inoculada.

O isolado ectomicorrizico UFSC-132 proporciona maior crescimento de E. dunnii e C.
citriodora quando inoculado em condic¢des controladas de viveiro.

Os isolados UFSC-Pt116 e UFSC-132 apresentam o maior percentual de coloniza¢io

radicular no C. citriodora.
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5 CAPITULO 1T
CRESCIMENTO DE MUDAS DE Corymbia citriodora INOCULADO
COM Pisolithus microcarpus EM SOLO CONTAMINADO COM ZINCO

5.1 Resumo

O uso de arvores associadas a microrganismos € uma nova pratica da fitorremediagao de solos
contaminados por metais pesados, considerada de baixo custo e ambientalmente correta.
Sabe-se que as ectomicorrizas possibilitam melhores condi¢des a seus hospedeiros para
sobreviverem em condicdes adversas. Entretanto, ainda ha caréncia de estudos sobre espécies
passiveis de se desenvolver em solos contaminados por Zinco. O trabalho objetivou avaliar o
crescimento do C. citriodora e o efeito da inoculagdo com Pisolithus microcarpus em solo
contaminado com Zn. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em arranjo
fatorial (2 x 6), sendo duas formas de inocula¢do (com e sem inoculagdo) e seis doses de Zn
(0, 300, 600, 900, 1200 e 1500 mg kg'1 de solo), com seis repeti¢cdes. As mudas foram
inoculadas e cultivadas durante 90 dias em viveiro e apds 67 dias do transplante definitivo
para solo contaminado com Zn, foi avaliado o percentual de colonizagdo ectomicorrizica a
altura de planta, diametro do colo, nimero de folhas, indice de clorofila total, volume
radicular, massa seca das folhas, da aste caulinar, radicular e total, relacdio massa seca
aérea/massa seca radicular e a relagdo altura/diametro do colo. A adi¢do de 1500 mg kg'1 de
Zn no solo com 81% de argila, ndo afeta o crescimento de C. citriodora aos 67 dias apOs
transplante. O percentual de colonizacdo ectomicorrizica em C. citriodora é estimulado pelo
acréscimo de até 1.412,21mg kg de Zn no solo. A inoculacdo com Pisolithus microcarpus
favorece a relacdo massa seca aérea/massa seca radicular de C. citriodora.

Palavras-chave: metal pesado, eucalipto, fitorremediagdo, tolerancia.

5.2 Introducao

As atividades de mineracao de Zn, refino do minério e sua industrializacao, aumentam
o teor desse elemento no solo nas proximidades das industrias e nos locais de deposi¢ao de
rejeitos (BROWN et al., 2003; GRAZZIOTTI et al., 2003; CHANEY et al., 2004; BORGES
Jr. et al., 2008; SWEDISH-EPA, 2011). O acimulo deste elemento quimico no solo também
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ocorre em situacoes em que haja descartes ou quando aplica¢des de produtos que contenham
Zn, como por exemplo, residuos de equipamentos eletronicos (GRAMATYKA et al., 2007;
LINCOLN et al., 2007), dejetos de suinos (CHANG e PAGE, 2000; DACH e STARMANS,
2005; HOODA, 2010), lodo de esgoto e biossélidos (STUCZYNSKI et al., 2007; KABATA-
PENDIAS, 2010), lubrificantes, pesticidas, baterias e fertilizantes fosfatados (HOODA, 2010;
KABATA-PENDIAS, 2010), s@o realizados de forma inadequada ou em excesso, podendo
elevar o teor deste elemento no solo acima dos valores considerados seguros pelos 6rgaos
ambientais. Para solo contaminado com Zn, a Cetesb (2005) indica como valor de referéncia
para intervencio quando o solo apresentar teores de Zn acima de 450 mg kg™ de peso seco em
dreas agricolas, 1.000 mg kg de peso seco em dreas residenciais, e acima de 2.000 mg kg'1
de peso seco para areas industriais.

A recuperacdo de dreas utilizando métodos de revegetacdo tem efeito permanente e
baixo custo de manutencdo (GRAZZIOTTI et al., 2003). Nesse sentido, a fitorremediagcao
utiliza plantas e sua microbiota associada que toleram as concentracdes do metal presente
(ITRC, 1997; WHITING et al., 2004) e, recentemente, tem-se dado importancia para o uso de
arvores por produzem maior fitomassa e acumulam maior quantidade de metais (EBBS e
KOCHIAN, 1998; EPA, 2000; GRAZZIOTTI et al., 2003; GARCIA et al., 2004). Para isso, é
importante que as plantas apresentem rdpida taxa de crescimento (PUNSHON et al., 1996) e
valor economico (PUNSHON et al., 1996; KOS et al., 2003). A madeira é uma forma de
imobilizar metais por longos periodos se ndo for utilizada para combustio (PULFORD e
WATSON, 2003).

O eucalipto produz um grande volume de madeira (SCHUMACHER e CALDEIRA,
2001; ALVEZ et al., 2007; VITAL, 2007), e foi utilizado em 75% das areas de florestas
plantadas no Brasil at¢ 2011 (ABRAF, 2012). C. citriodora é uma espécie de eucalipto
origindria da Austrdlia, no estado de Queensland (SMITH et al., 2007), e é utilizado no Brasil
geralmente para produgio de madeira (VILAS BOAS et al., 2009) e éleo essencial (SILVA et
al., 2009). Além disso, o eucalipto tem capacidade de associar-se simbioticamente com alguns
fungos ectomicorrizicos (COSTA et al., 2002; MELLO et al., 2006).

As ectomicorrizas podem favorecer o crescimento das plantas hospedeiras em solos
contaminados por metais pesados (GRAZZIOTTI et al., 2003). As ectomicorrizas tornam as
plantas micorrizadas mais tolerantes aos estresses causados pelas concentracdes de metais
pesados por meio da reducdo da exposi¢do aos metais devido a excre¢do de substincias
quelantes, imobilizacdo extracelular pela mucilagem, alteracdes do pH, modificagdo no

sistema de absor¢do e destoxificac@o intracelular nos tecidos fingicos (KABATA-PENDIAS,
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2010). O uso de mudas inoculadas com fungos ectomicorrizicos ainda no viveiro possibilita o
controle da presenca do fungo nas plantas e efetividade do fungo na associagdo, o que
contribui para o estabelecimento e desenvolvimento de plantas na &area de plantio
(ANDREAZZA et al., 2004; MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). Nesse sentido, € possivel que a
associacdo ectomicorrizica possa contribuir para o desenvolvimento do eucalipto em solo
contaminado por Zn.

A fitorremediacdo ainda carece de resultados cientificos (PADMAVATHIAMMA e
LI, 2007). Nesse caso, tem sido relatado o uso de eucalipto em experimentos e projetos de
fitorremediacdo (ENTRY e EMMINGHAM, 1995; EPA, 2005; ITRC, 2009; MAGALHAES
et al., 2011). Entretanto, sdo poucos os testes de desenvolvimento de suas mudas em solo
contaminado com Zn (ACCIOLY et al., 2004; RAMOS et al., 2009) e pouco se conhece
especificamente sobre o comportamento da espécie C. citriodora e o efeito de ectomicorrizas
em altas concentragdes de Zn no solo. Assim este trabalho objetivou avaliar o crescimento de
mudas de C. citriodora e o efeito da inoculacio com Pisolithus microcarpus em solo

contaminado com Zn.

5.3 Material e Métodos

O experimento foi conduzido entre os dias 25 de agosto e 29 de outubro de 2012, em
casa de vegetacdo, do viveiro florestal, da Universidade Federal de Santa Maria, campus de
Frederico Westphalen — RS, geograficamente localizado a 27° 23[] 26[1 latitude sul, 53° 25[]
43[] longitude oeste e a 461,3 m de altitude. A espécie de eucalipto testada foi a C. citriodora
(Hook.) K.D. Hill & L.A.S. Johnson. As sementes obtidas na FEPAGRO FLORESTAS -
Centro de Pesquisa em Florestas, foram desinfetadas em dlcool 70% por 30 segundos e
lavadas em 4gua destilada, antecedendo a semeadura. As mudas de eucalipto foram
inicialmente produzidas em tubete pldstico de secdo circular, com capacidade de 120 cm3,
contendo substrato comercial Tecnomax®. O substrato foi submetido a dois ciclos de
autoclavagem (121 °C por 60 minutos) em intervalo de 24 horas. Os tubetes foram
previamente desinfetados com solucdo de hipoclorito de sédio a 1%, durante 12 horas, e
enxaguados com dgua destilada.

O isolado ectomicorrizico utilizado foi o UFSC-Ptl116 - Pisolithus microcarpus
(Cooke & Massee) Cunn., obtido do banco de fungos do Laboratério de Microbiologia do
Solo Dr. Marcos Rubens Fries da Universidade Federal de Santa Maria. O isolado foi mantido

em placa de Petry contendo 20 ml de meio sélido Melin Norkrans Modificado (MARX,
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1969), incubado em BOD a 28°C com auséncia de luz e multiplicado, por repicagem sob
condig¢des assépticas a cada 30 dias. O conteiido de uma placa de Petry com meio de cultura
coberto pelo micélio fungico foi fragmentado em liquidificador contendo 200 ml de meio
liquido Melin Norkrans Modificado, durante 10 segundos. Posteriormente, 2 ml dessa
suspensdo micelial foi inoculada diretamente no substrato comercial, por trés vezes, em
intervalos de 10 dias, a partir da semeadura do eucalipto, seguindo a metodologia adaptada de
Brundrett et al. (1996). Nos tratamentos sem fungo foi adicionado apenas 2 ml da solucdo
contendo 200 ml de meio liquido Melin Norkrans Modificado. Nos tratamentos, sem fungos
foram aplicados no substrato, apenas 2 ml de meio liquido Melin Norkrans Modificado por 3
vezes, a cada 10 dias a partir da semeadura.

Foram semeadas quatro sementes por tubete e, apds emergéncia das plantulas,
procedeu-se o raleio visando a uniformidade das mesmas, que foram cultivadas por noventa
dias sob irriga¢do didria. A adubacdo foi realizada semanalmente, com solug@o nutritiva de
Hoagland e Arnon (1951) sem f6sforo, pois elevados teores desse nutriente podem prejudicar
o estabelecimento da micorriza (SOUZA et al., 2004).

Aos trés meses de cultivo selecionaram-se as mudas do substrato comercial que
apresentavam 15 cm de altura, média de 12 folhas e 1,5 mm de didmetro de colo, as quais
foram transplantadas para vasos de pléstico rigido e escuro com capacidade de 1 litro,
contendo solo classificado como Latossolo Vermelho (SANTOS et al., 2006), cuja andlise

quimica é apresentada na tabela 1.

Tabela 1 - Caracteristicas quimicas do solo estudado.

PHsgua Ca+Mg Al H+Al P K Zn MO Argila
|55 R — Cmole L' eeee s mg dm™ —seeees e L/ p—
49 54 6,6 43 6,6 111,0 1,6 2,4 81,0

A adubacdo de base e de cobertura foi conforme as recomendagdes da SBCS (2004)
para a cultura do eucalipto. As fontes de nutrientes aplicadas foram cloreto de potassio (K) e
uréia (N). Para estabilizacdo do pH do solo em 5,5 foi aplicada uma mistura de carbonato de
célcio (CaCOs3) com carbonato de magnésio (MgSO3) na relacdo molar 3:1. Aguardou-se um

periodo de 50 dias para ocorrer a estabilizacdo e o efeito da calagem. A partir dai, o solo foi
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submetido a dois ciclos de autoclavagem (121 °C por 60 minutos) num intervalo de 24 horas,
recebendo as referidas doses de Zn e entdo conduzido para o enchimento dos vasos plasticos.

Foi estabelecido um delineamento experimental inteiramente casualizado, em arranjo
fatorial (2 x 6), sendo os tratamentos do fator A (com e sem inocula¢do ectomicorrizica), € 0s
tratamentos do fator D, seis doses de zinco (0, 300, 600, 900, 1200 e 1500 mg kg'1 de solo),
com seis repeticdes. A unidade experimental foi composta por um vaso pldstico contendo 1 kg
de solo e uma muda da espécie florestal em estudo.

Apés 67 dias de cultivo em casa de vegetacao foram avaliadas a altura de planta,
didmetro do colo, ndmero de folhas, indice de clorofila total, volume de radicular, massa seca
das folhas, da aste caulinar e radicular, percentual de colonizac¢io ectomicorrizica e calculadas
a massa seca total, a relacdo massa seca aérea/massa seca radicular e a relacdo altura/didmetro
do colo. Durante a coleta de dados, foi realizada a contagem do nimero de folhas por planta,
que foram separadas e colocadas para secar em estufa para a obtencdo da massa seca das
folhas. O diametro do colo foi obtido com paquimetro digital por meio da medida na regido
do colo da planta, sendo entdo seccionadas para posterior medicdo da altura com régua
graduada, obtendo-se tais valores a partir do colo da planta até o meristema apical, Apos o
material vegetal foi posto para secar em estufa.

As raizes foram separadas do solo por meio de lavagem com dgua. O volume radicular
foi obtido pelo método de deslocamento de dgua em proveta, adaptado da metodologia
utilizada em solo pela Embrapa (1997). Foram retiradas amostras de 0,1 g, com 1 cm de
comprimento do sistema radicular, para a obtencdo do percentual de colonizacdo
ectomicorrizica, por meio da quantificacio do numero de raizes colonizadas e ndo
colonizadas, seguindo o método descrito por Brundrett (2008), apds o processo de
clareamento e coloragdo conforme procedimento descrito por Grace e Stribley (1991). As
raizes foram levadas para a secagem em estufa a 60°C até apresentar massa constante. Apos a
secagem, foram obtidas as massas secas das folhas, dos caules e das raizes, por meio de
balanca analitica. Os valores das massas secas das folhas foram somados a massa seca dos
caules, resultando na massa seca aérea das plantas.

A partir dos valores obtidos nas varidveis acima, foram calculados a relacio massa
seca aérea/massa seca radicular, que relaciona as partes transpirantes com as absortivas de
agua, cujo valor recomendado ¢ de 2:1 (BRISSETTE, 1984; CALDEIRA et al., 2008). A
relacdo altura/diametro do colo, também denominada de quociente de robustez, fornece

informacdes sobre a espessura da aste caulinar e de quanto estiolada estd a planta (JOHNSON
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e CLINE, 1991) e representa o equilibrio de desenvolvimento das plantas, e seus valores
devem se situar entre 5,4 ¢ 8,1 (CARNEIRO, 1995).

O indice de clorofila total foi medido na quarta folha (folha totalmente desenvolvida) a
partir do meristema, por meio do equipamento portatil clorofiLOG CFL1030 (FALKER,
2009). Para obter informagdes sobre a disponibilidade do Zn aplicado no solo ao longo do
cultivo (antes do plantio das mudas, e apés a colheita das plantas ao fim da condu¢do do
experimento), foi coletada uma amostra de cada tratamento e realizada a quantificacdo do Zn

disponivel no solo (Tabela 2), conforme metodologia de Tedesco et al. (1995).

Tabela 2 - Valores de Zn disponivel no solo antes e apds a coleta do C. citriodora, com, ou

sem inoculagdo ectomicorrizica.

Zn disponivel no solo (mg kg™)

Doseslf e_IZn A o olanti ApOs coleta
(mg k™) ntes do plantio Sem ectomicorriza Com ectomicorriza
0 2,99 4,43 4,54
300 288,45 256,18 258,10
600 449,94 361,91 370,76
900 495,26 439,17 468,11
1.200 568,34 529,59 578,86
1.500 597,40 606,85 621,68

Os dados referentes as varidveis avaliadas foram submetidos a andlise da varidncia
pelo Teste F (p < 0,05). Para as varidveis em que a andlise da varidncia indicou interag¢ao
significativa, no fator inoculagdo (qualitativo A), as médias foram comparadas dentro de cada
dose pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro, e para o fator dose (quantitativo D),
as médias foram ajustadas por equagdes de regressao dentro de cada inoculacdo, por meio da
andlise de regressdao polinomial, tendo-se como base os niveis de significancia maiores que
95% (p < 0,05). Para as varidveis que ndo apresentaram significancia para interacdo no Teste
F (p <£0,05), desmembraram-se os efeitos simples. O procedimento estatistico foi realizado no

programa SISVAR (FERREIRA, 2008).
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5.4 Resultados e Discussao

As varidveis altura de planta, didmetro do colo, nimero de folhas, massa seca das
folhas, massa seca da aste caulinar, massa seca radicular, massa seca total e a relacdo
altura/diametro do colo ndo apresentaram significancia para a interacao fatorial e nem para os
efeitos simples dos tratamentos inoculacdo e doses de Zn (Tabela 3 e 4). A adicdo de até
1.500 mg kg de Zn ndo afetou estas varidveis, o que pode estar relacionado A possivel
tolerancia de C. citriodora ao Zn e Cd presentes no solo, indicando que esta espécie faca uso
de algum mecanismo de destoxificacdo dos metais, conforme relatado por Grazziotti (1999).

O eucalipto associa-se simbioticamente com fungos ectomicorrizicos (COSTA et al.,
2002; MELLO et al., 2006), e estes apresentam mecanismos para destoxificacdo de metais
pesados quando o solo apresenta excesso, protegendo o hospedeiro da toxidez causada pelo
metal (BLAUDEZ et al., 2000; COURBOT et al., 2004; BELLION et al., 2006). Contudo,
como a espécie C. citriodora ndo foi afetada pelas doses de Zn aplicadas ao solo, ndo foi
possivel evidenciar o efeito protetor da ectomicorriza inoculada em relacdo as altas doses se
7Zn, bem como o efeito conhecido das ectomicorrizas, de aumentar as taxas de crescimento de
Eucalyptus spp. quando cultivado em niveis sub-6timos de fertilidade do solo (BOUGHER et
al., 1990). Para Smith e Read (2008), solos férteis limitam a expressdo dos efeitos benéficos
das ectomicorrizas ao seu hospedeiro.

O indice de clorofila total apresentou interagdo significativa (p < 0,05) entre o
tratamento de inoculagdo com as crescentes doses de Zn aplicadas no solo onde foi
transpalntado C. citriodora (Tabela 3). Mas apenas na testemunha (sem adi¢do de Zn ao solo)
foi observada diferenca significativa. Nesta situac@o as plantas inoculadas apresentaram maior
(p <0,05) indice de clorofila total (Figura 1A) em relagdo as plantas sem inocula¢do na dose
zero de Zn (Figura 1B). Plantas com ectomicorrizas absorvem mais nitrogénio que plantas
sem esse tipo de associagdo (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006; SMITH e READ, 2008). O
nitrogénio tem efeito sobre a sintese de clorofila (LIMA et al., 2001), podendo ter favorecido
a obtencdo de maior indice de clorofila total nas plantas inoculadas. Inclusive nas plantas
cultivadas no solo sem Zn, onde a ectomicorriza pode ter possibilitado a absorcdo de
nutrientes de baixa disponibilidade, e assim mantido uma nutricdo adequada da planta
(KABATA-PENDIAS, 2010; SOUSA et al., 2012). Fungos ectomicorrizicos exsudam acidos
organicos no solo, que pela redu¢do do pH solubilizam os minerais complexados no solo,
aumentando a possibilidade de absor¢ao de fésforo, cdlcio, magnésio, etc., para as plantas

(GONZALEZ et al., 2009).
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Tabela 3 - Altura de planta, didmetro do colo, nimero de folhas, indice de clorofila total,

massa seca das folhas, volume radicular, massa seca radicular, massa seca da aste caulinar e

massa seca total de C. citriodora, inoculado com o isolado de fungo ectomicorrizico, UFSC -

Pt116, e sem inoculagao, cultivado em solo contaminado com doses crescentes de Zn.

Tratamentos Doses Zn (mg kg-l)
0 300 600 900 1.200 1.500
Altura de planta (cm)
Inoculado 32,84 ns* 30,68 ns 30,16 ns 29,50 ns 30,00ns 31,50 ns
Sem inoculagdo 31,70 ns 29,00 ns 30,00 ns 29,80 ns 29,50ns 27,98 ns
CV** 11,9%
Diametro do colo (mm)
Inoculado 3,59 ns 3,67 ns 3,91 ns 3,72 ns 3,80 ns 3,70 ns
Sem inoculacdo 4,24 ns 3,46 ns 3,60 ns 3,52 ns 4,00 ns 3,90 ns
CV 24.3%
Numero de folhas
Inoculado 25 ns 27 ns 26 ns 27 ns 25 ns 25 ns
Sem inoculagdo 25 ns 25 ns 25 ns 25 ns 24 ns 25 ns
CV 15%
Indice de clorofila total
Inoculado 38,37aA 40,10 aA 37,27 aA  39,53aA  38,10aA 38,87 aA
Sem inoculacdo 24,23 bB 41,30 aA 41,50 aA 4243 aA 41,83 aA 40,03 aA
CV 6,6 %
Massa seca das folhas (g)
Inoculado 2,02 ns 2,31 ns 2,37 ns 2,30 ns 1,79 ns 2,09 ns
Sem inoculagao 2,06 ns 2,18 ns 2,06 ns 2,00 ns 2,10 ns 2,13 ns
Ccv 26,8%
Volume radicular (cm3)
Inoculado 7,83 aAB 8,00 aAB 10,16 aA 8,17aAB 8,40aAB 6,70 aB
Sem inoculagdao 8,30 aA 6,01 bA 6,50 bA 8,00 aA 8,00 aA 7,50 aA
Ccv 13,7 %
Massa seca radicular (g)
Inoculado 1,27 ns 1,20 ns 1,60 ns 1,40 ns 1,42 ns 1,28 ns
Sem inoculagdo 1,39 ns 1,13 ns 1,14 ns 1,18 ns 1,28 ns 1,13 ns
CcvV 17,9 %
Massa seca caule (g)
Inoculado 0,75 ns 0,81 ns 1,05 ns 0,90 ns 0,67 ns 0,74 ns
Sem inoculagdo 0,90 ns 0,75 ns 0,82 ns 0,78 ns 0,86 ns 0,97 ns
CV 23,2%
Massa seca total (g)
Inoculado 4,03 ns 4,32 ns 5,01 ns 4,60 ns 3,88 ns 4,11 ns
Sem inoculacdo 4,38 ns 4,05 ns 4,04 ns 3,96 ns 4,22 ns 4,20 ns
CV 21,5%

* Médias seguidas pela mesma letra mintiscula na coluna e maitiscula na linha, dentro de cada varidvel analisada,
ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey (p < 0,05); ns = interacdo ndo significativa a 5% de
probabilidade de erro pelo Teste F (p < 0,05). **CV = coeficiente de variacdo.
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O efeito das doses de Zn no indice de clorofila total foi significativo somente para
plantas sem inoculacdo, na qual a resposta foi quadrética negativa, com ponto de méxima na
dose de 920 mg kg' de Zn no solo (Figura 2A). Como o Zn participa na biossintese da
clorofila (MARENCO e LOPES, 2009; TAIZ e ZEIGER, 2009), as altas concentra¢des do Zn
no solo proporcionadas pelas crescentes doses podem ter favorecido maior producdo deste
pigmento. Entretanto, é importante considerar que geralmente plantas que sofrem efeito da
toxidez de Zn apresentam sintomas de clorose foliar (HOODA, 2010) o que ndo foi observado
para C. citriodora até 1500 mg kg de Zn aplicados no solo, correspondendo a 606,85 mg kg’
!"de Zn disponivel no solo (Tabela 2). Entretanto, esse efeito positivo das doses de Zn no
indice de clorofila total ndo pode ser evidenciado nas mudas inoculadas com o fungo
ectomicorrizico, podendo estar relacioando a maior capacidade de absor¢do de nutrientes,
proporcionado pela presencga das hifas fingicas na matriz do solo (MOREIRA e SIQUEIRA,
2006).

Figura 1 - Clorofila total das folhas de C. citriodora inoculado com UFSC - Pt116 (A) e sem

inoculagdo (B), cultivado em solo sem adi¢c@o de Zn.

O volume radicular apresentou interacdo significativa (p < 0,05) entre o tratamento
inoculacdo e as doses de Zn testadas nas mudas de C. citriodora, com diferenca significativa
para inoculag@o apenas nas doses 300 e 600 mg kg'1 de Zn, sendo que nessas doses as mudas
inoculadas apresentaram maior volume radicular em relagdo as sem inoculacdo (Tabela 3). As

raizes com ectomicorrizas geralmente manifestam mais ramificacoes (RAVEN et al., 2007;



84

SMITH e READ, 2008), e sofrem engrossamento (BRUNDRETT, 2008), o que pode ter
ocasionado maior volume nas doses de 300 e 600 mg kg™ de Zn.

O efeito das doses, para o volume radicular das plantas inoculadas com o isolado
UFSC-Pt116 foi significativo com resposta quadrética negativa em relacao ao acréscimo das
doses de Zn aplicadas ao solo (Figura 2B). A andlise de regressdo revelou ponto de méxima
para o volume radicular em 750 mg kg de Zn no solo (Figura 2B). Devido ao estresse
causado pela maior dose de Zn (1.500 mg kg'), é possivel que as plantas possam ter
favorecido o desenvolvimento das hifas do fungo, em detrimento das raizes, devido a situacao
de estresse, sendo assim beneficiadas pela protecdo das hifas que tem capacidade de
imobilizar metais (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006).

O volume radicular das plantas sem inocula¢do apresentou resposta ctibica a aplica¢io
das doses crescentes de Zn no solo (Figura 2B). E 0 menor volume radicular foi atingido com
a dose de 392,37 mg kg'1 de Zn, com ponto de inflecxdo na dose de 833,33 mg kg'1 de Zn, e
atingindo o maior volume radicular na dose 1.274,29 mg kg de Zn. Resposta que pode estar
relacionada ao efeito toxico do Zn nas doses iniciais, € uma posterior resposta da planta as
doses crescentes, ativando provaveis mecanismos de resisténcia ao Zn até a dose de 1.274,29
mg kg'. Esse resultado corrobora com o relato de Grazziotti et al. (2003) que consideraram
esta espécie como tolerante aos metais pesados por eles testados, com reduzida capacidade de
retencdo dos metais nas raizes, € maiores teores na parte aérea, com provavel mecanismo de
destoxifica¢do na parte aérea.

A andlise de regressdo para o percentual de colonizagdo ectomicorrizica revelou ponto
de maxima em 1.412,21 mg kg'1 de Zn, por meio de resposta quadrética negativa em relacao
ao aumento de Zn aplicado ao solo (Figura 2C). Observa-se que a adi¢dao e Zn no solo,
estimulou a micorrizagdo de C. citriodora até 1.412,21 mg kg™'. Esse resultado corrobora com
o relato de Moreira e Siqueira (2006), onde afirmam que Pisolithus sp. apresentam elevada
tolerncia a Zn. A producdo de massa micelial em meio contaminado e a taxa de colonizacio
da planta hospedeira € importante para a protecdo das raizes (GRAZZIOTTI et al., 2003).
Eucalipto submetido a propor¢des menores de solo contaminado com um total de 17.937 mg
dm™ de Zn, somado a outros metais pesados, aumentaram a coloniza¢do ectomicorrizica a
ponto que proporcdes maiores de solo contaminado reduziram a colonizacdo (SOARES et al.,

2002).
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*Significativo a 1% de probabilidade de erro pelo Teste de F. ns = Pontos ligados por linha continua nao
apresentaram diferenca significativa para andlise de regressdo a 5% de probabilidade de erro. na = sem ajuste de
regressdo. CV = Coeficiente de variacdo.

Figura 2 — Equacao de regressao e pontos médios referentes ao indice de clorofila total de C.
citriodora com e sem inoculagdo com UFSC - Pt116 (A). Equacdo de regressdo do volume
radicular e pontos médios de C. citriodora com e sem inoculagdio com UFSC - Pt116 (B).
Percentual de colonizac¢do ectomicorrica de C. citriodora inoculado com UFSC - Ptl116, em

funcdo das doses de Zn adicionadas no solo (C).
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Nao houve interacdo significativa para a relacdo massa seca aérea/massa seca radicular
e relacdo altura/diametro do colo (Tabela 4). Desmembraram-se os efeitos simples, e apenas o
fator (A) inoculacdo apresentou significancia para o Teste F (p < 0,05), na qual observa-se nas
mudas inoculadas a menor relagdo massa seca aérea/massa seca radicular quando comparadas
as mudas ndo inoculadas com o isolado UFSC-Pt116 (Tabela 4). Isso demonstra que a
inoculacdo de C. citriodora com o isolado UFSC - Pt116 possibilitou o desenvolvimento de
maior massa seca radicular em relacio parte aérea das plantas e se manteve proximo do valor
recomendado, que é de 2:1 (BRISSETTE, 1984, CALDEIRA et al., 2008). Esse resultado
corrobora com Souza et al. (2004) que obtiveram aumento de 38% da matéria seca do sistema
radicular em E. dunnii inoculado com o isolado UFSC-Pt116, quando comparado as plantas
ndo inoculadas, e pode ser atribuido ao aumento do nimero total de raizes secunddrias e pela
modificacdo estrutural das raizes, quando colonizadas por fungos ectomicorrizicos (SMITH e
READ, 2008). Desse modo, a presenca do isolado ectomicorrizico proporcionou distribui¢ao
adequada entre as partes transpirantes e absortivas de dgua em relacdo as mudas de C.

citriodora sem inoculacao.

Tabela 4 - Relacdo massa seca aérea/massa seca radicular e a relacdo altura/diametro do colo
de C. citriodora, inoculado com o isolado de fungo ectomicorrizico, UFSC - Pt116, e sem

inoculagdo, cultivado em solo contaminado com doses crescentes de Zn.

Tratamentos Doses Zn (mg kg) Média
0 300 600 900 1.200 1.500 geral
---------------- Relacdo massa seca aérea/massa seca radicular ===--===-==----
Inoculado 2,15ns 2,55ns 2,18ns 2,28ns 1,09ns 225ns 2,08 b*
Sem inoculagdio 2,16 ns 2,61ns 248ns 2,32ns 235ns 2,76 ns 2,44 a
CV** 22,8% 21,20%
----------------------- Relacdo altura/diametro do colo ===-========n=umnuuauu---
Inoculado 925ns 853ns 7,74ns 7,94 ns 8,2 ns 8,53 ns -
Sem inoculacdo 7,57ns  8,39ns 836ns 847ns 7,39 ns 7,16 ns -
CvV 13,03% -

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey (p < 0,05). ns = interacéo
ndo significativa pelo Teste F (p < 0,05). **CV = coeficiente de variacdo.

A relagdo altura/diametro do colo ndo apresentou significancia para a interagdo e os

fatores desmembrados (Tabela 4). Os valores da relacdo altura/diametro do colo se
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mantiveram préoximos ou acima do valor mdximo (8,1), da faixa considerada como ideal por
Carneiro (1995). Os maiores valores foram obtidos em plantas inoculadas, demostrando um
maior crescimento em altura em relagdo ao didametro do colo (JOHNSON e CLINE, 1991) e
representando um menor equilibrio de desenvolvimento nestas plantas (CARNEIRO, 1995),
possivelmente devido a maior capacidade de absorver os nutrientes do solo devido a acdo das

hifas dos fungos (KABATA-PENDIAS, 2010).
5.5 Conclusoes

A adicdo de doses de até 1500 mg kg'1 (606,85 mg kg de Zn disponivel no solo) de
Zn em solo com 81% de argila ndo afeta o crescimento em mudas transplantadas de C.

citriodora num periodo de 67 dias.

z

O percentual de colonizagdo ectomicorrizica em C. citriodora é estimulado pelo
e z -1
acréscimo de até 1.412,21 mg kg~ de Zn no solo.
A inoculacdo com o fungo Pisolithus microcarpus favorece a relacdo massa seca

aérea/massa seca radicular em mudas transplantadas de C. citriodora num periodo de 67 dias.
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6 DISCUSSAO

A contaminac¢ao do solo por metais pesados estd atrelada a produ¢ao de manufaturados
e a utilizacdo de materiais na forma de adubos, contendo concentra¢des variadas sobre o solo.
A acdo humana sobre o planeta langou no meio ambiente 1,35 milhdes de toneladas de Zn nas
ultimas cinco décadas (SINGH et al., 2003). Na busca de sanar os danos causados pela
contaminacdo do solo, sdo utilizadas algumas técnicas, dentre estas, a fitorremediacdo, que é
considerada de baixo custo quando comparada aos métodos fisicos e quimicos tradicionais
(ALKORTA et al., 2004), e tem como vantagens principais a aplicagdo em grandes dreas
moderadamente contaminadas e a manutencdo do solo no local apds a remocdo dos
contaminantes (KALISOVA-SPIROCHOVA et al., 2003). Entretanto, esta técnica ¢é
relativamente nova e ainda carece de resultados sobre a resposta de algumas espécies em solo
contaminado (PADMAVATHIAMMA e LI, 2007). Na busca destas respostas, avaliou-se o
crescimento de E. grandis, C. citriodora, E. saligna e E. dunnii em solo contaminado por Zn,
e o efeito da associacdo com isolados ectomicorrizicos no desenvolvimento de eucalipto em
solo contaminado por Zn.

A partir dos resultados dos trabalhos desenvolvidos, observaram-se distintas respostas
das espécies de eucalipto avaliadas com relacdo as doses crescentes de Zn no solo. Os
resultados revelaram que as varidveis altura, comprimento da raiz principal, volume radicular,
ndmero de folhas, area foliar total, massa seca radicular, massa seca da aste caulinar, massa
seca das folhas e massa seca total do E. dunnii foram afetadas pela adi¢do de 980 mg kg™ de
Zn no solo.

O numero de folhas em mudas de C. citriodora e o comprimento da raiz principal em
E. grandis, C. citriodora e E. saligna ndo foram afetados pela adicdo de 980 mg kg™ de Zn no
solo. Observou-se também que C. citriodora apresentou a maior altura de planta,
comprimento da raiz principal, volume radicular, massa seca da aste caulinar, massa seca das
folhas, massa seca das raizes e massa seca total que E. grandis, E. saligna e E. dunnii em solo
contaminado com 980 mg kg de Zn. Magalhdes et al. (2011) observaram que a retencdo de
Zn na planta varia conforme a espécie de eucalipto. Enquanto Soares et al. (2001) observaram
que a tolerancia a toxidade do Zn também varia entre as espécies de eucalipto.

Os resultados obtidos neste trabalho vao ao encontro dos relatados em trabalhos com

eucalipto e doses de Zn, revelando ainda uma possivel tolerancia de C. citriodora a solo
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contaminado por Zn e que espécies de mesmo género, respondem de forma diferenciada a
contaminacdo do solo por Zn. Desse modo, no caso da utilizacdo de eucalipto em solo
contaminado por metais, hd a necessidade de selecao em nivel de espécie de planta.

O uso de ectomicorrizas em plantas fitorremediadoras aumenta a possibilidade de
crescimento das plantas, pois induz a tolerincia a diversos estresses bidticos ou abidticos as
quais as plantas sdo submetidas (BRUNDRETT, 2009). A forma mais eficaz de associar um
fungo eficiente a planta € via inoculagdo das mudas ainda no viveiro (ANDREAZZA et al.,
2004; MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). Contudo as ectomicorrizas apresentam especificidade
fungo-hospedeiro (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006), tornando necessdrio o estudo da
capacidade e dos efeitos da associacdo. Desse modo, durante este trabalho, avaliou-se o efeito
dos isolados ectomicorrizicos UFSC-Pt116, UFSC-121, UFSC-132 no desenvolvimento das
mudas de E. grandis, C. citriodora, E. saligna e E. dunnii. Os resultados revelaram efeitos
diferenciados entre isolado e espécies de eucalipto. Embora E. grandis, C. citriodora, E.
saligna e E. dunnii associam-se com fungos, foi observada diferenca no crescimento com os
isolados de fungos inoculados.

As mudas de E. grandis e E. saligna inoculadas com UFSC-Pt116, UFSC-121 e
UFSC-132 desenvolveram-se praticamente da mesma forma que as mudas ndo inoculadas. C.
citriodora e o E. dunnii manifestaram crescimento em suas varidveis ao serem inoculadas
com o isolado UFSC-132, apresentando-se promissor para producdo de mudas inoculadas em
viveiro. O isolado UFSC-Pt116 gerou uma taxa de colonizagao radicular diferenciada entre as
espécies de eucalipto estudadas, sendo o maior o percentual de colonizagdo radicular obtido
no C. citriodora.

Devido ao desenvolvimento do C. citriodora em relacdo as demais espécies testadas
em solo contaminado por Zn e de sua capacidade em formar ectomicorriza, desenvolveu-se
um terceiro estudo, no intuito de avaliar o desenvolvimento de mudas de C. citriodora € o
efeito da inoculagdo com Pisolithus microcarpus (UFSC-Pt116) em solo contaminado com
Zn. Os resultados revelaram que a adicdo de 1.500 mg kg™ de Zn no solo com 81% de argila
nao afetou o desenvolvimento das mudas de C. citriodora, Assemelhando-se ao exposto por
Salt et al. (1998), os quais relataram que o C. citriodora é uma espécie tolerante a metais
pesados. Além disso, outras espécies de Corymbia sp. também mostraram-se tolerantes ao Zn,
pois, conforme Soares et al. (2001), C. maculata é mais tolerante a toxicidade do Zn que o E.
urophylla, na qual, o nivel critico na parte aérea de C. maculata foi de 853 mg kg de Zn,
valor este superior aos 400 mg kg de Zn considerados como téxicos para a maioria das

espécies por Kabata-Pendias (2010). O percentual de colonizacdo ectomicorrizica foi
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estimulado até 1.412,21 mg kg’ de Zn no solo. Este resultado é fundamentado pelas
informacdes de Soares et al. (2002), que relatam que em algumas espécies, como Eucalyptus
urophylla, a colonizagc@o ectomicorrizica aumentou em solo pouco contaminado com metal,
mas reduziu nas contaminagdes mais elevadas. Embora nido se tenha detectado efeito da
micorriza¢do nas plantas de C. citriodora no parametro crescimento da planta, observou-se
melhor relacdo massa seca aérea/massa seca radicular apds 67 dias do transplante das mudas
para solo contaminado por Zn.

Com base nos resultados obtidos, a espécie C. citriodora merece atencdo com relacao
a sua possivel capacidade de tolerar elevados teores de Zn no solo. Por apresentar também
capacidade de formar ectomicorrizas, recomenda-se estudos relacionados ao efeito de
inoculagdo de outros isolados de fungos micorrizicos para esta espécie, bem como uma

avaliacdo acerca de sua resposta a outros metais pesados contaminantes de solo.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

As espécies E. grandis, C. citriodora e E. saligna sobrevivem a adicdo de até 980 mg
kg' de Zn em um solo com 79% de argila. E. dunnii também sobrevive a este teor de Zn
aplicado, mas diferente das outras espécies avaliadas apresenta reducdo significativa no
desenvolvimento de suas partes vegetativas. Enquanto que o C. citriodora é a espécie que
apresenta a maior altura de planta, comprimento da raiz principal, volume radicular, massa
seca da aste caulinar, massa seca das folhas, massa seca das raizes e massa seca total nesta
dose.

No teste de capacidade de associagdo micorrizica via inoculagcdo das mudas de E.
grandis, C. citriodora, E. saligna e E. dunnii em viveiro, estes apresentam-se favoriveis a
associacdo com os isolados de fungos ectomicorrizicos Pisolithus microcarpus (UFSC-
Pt116), Pisolithus tinctorius (UFSC-132) e o isolado UFSC-121. Entretanto, ha resposta
diferenciada das varidveis analisadas de cada espécie em relacio a cada isolado
ectomicorrizico, demonstrando haver a existéncia de especificidade de resposta de cada
espécie de eucalipto com relacdo a cada isolado fungico, conforme indicado na literatura. O
isolado ectomicorrizico de Pisolithus tinctorius (UFSC-132) coloniza amplamente o sistema
radicular das mudas de E. dunnii e C. citriodora em condi¢des de viveiro. Sendo que o C.
citriodora apresenta maior percentual de colonizacdo ectomicorrizica quando inoculado com
o isolado de Pisolithus microcarpus (UFSC-Pt116).

O desenvolvimento do C. citriodora ndo é afetado com a adicdo de 1.500 mg kg™ de
Zn no solo com 81% de argila, que corresponde a 606,85 mg kg™' de Zn disponivel no solo. O
isolado micorrizico de Pisolithus microcarpus (UFSC-Pt116) aumenta o percentual de
colonizagdo das raizes de C. citriodora até 1.412,21 mg kg'1 Zn aplicados no solo, porém nao
gera efeito diferenciado nas plantas com ele inoculadas.

Os resultados indicam uma possivel capacidade de tolerdncia do eucalipto C.
citriodora a altas concentragdes de Zn no solo. Podendo ser recomendado para estudos a
campo em solo contaminado com Zn. Além disso, esta espécie apresenta afinidade em formar
ectomicorrizas, possibilitando que sejam testados novos isolados em trabalhos futuros,
almejando um desenvolvimento mais rapido durante a producdo das mudas em viveiros e a

sobrevivéncia das plantas quando cultivadas em condicdes de estresse.
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