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RESUMO

AMENIZANTE ORGANICO E MICORRIZAS ARBUSCULARES EM MUDAS DE
EUCALIPTO CULTIVADAS EM SOLO CONTAMINADO COM COBRE

AUTOR: Alex Negrini
ORIENTADOR: Rodrigo Ferreira da Silva

As atividades antropicas tém elevado os teores de cobre no solo, tornando esse elemento
quimico toxico as plantas. O uso de plantas associadas ou ndo com microrganismos, além de
compostos organicos, com finalidade de minimizar os efeitos dos metais se tornam
interessante nessa situacao, a fim de possibilitar a revegetacdo destes solos contaminados com
cobre. Nesse sentido, este trabalho teve como objetivo determinar o crescimento, tolerancia e
acumulo de cobre em espécies de eucalipto e a influéncia do uso de composto de &gua
residudria de suinocultura e fungos micorrizicos arbusculares no crescimento e acumulo de
cobre em mudas de eucalipto cultivado em solo contaminado com cobre. Para atender este
objetivo desenvolveu-se trés experimentos, no qual o primeiro visou determinou o
crescimento, tolerancia e acimulo de cobre em mudas de Eucalyptus grandis, Eucalyptus
saligna, Eucalyptus dunniii e Corymbia citriodora; O segundo determinou o efeito
amenizante de agua residuéria de suinocultura & contaminacdo do solo com cobre e sua
influéncia no crescimento de Eucalyptus grandis e Eucalyptus saligna. Enquanto no terceiro
determinou-se a influéncia do uso conjugado de fungos micorrizicos arbusculares e composto
de agua residudria de suinocultura no crescimento e acimulo de cobre em Eucalyptus grandis.
Os resultados evidenciaram que as mudas de Eucalyptus grandis, Eucalyptus saligna,
Eucalyptus dunniii e Corymbia citriodora tiveram seus parametros morfoldgicos reduzidos
com as doses de cobre, a maior parte do cobre acumulado na raiz, e maior toleréncia das
espécies Eucalyptus grandis e Eucalyptus dunniii. O composto de agua residuaria de
suinocultura proporciona maior crescimento, acumulo de cobre e qualidade de mudas nas
espécies de Eucalyptus grandis e Eucalyptus saligna. A adi¢cdo de composto de agua
residudria de suinocultura com in6culo de fungos micorrizicos arbusculares Gigaspora
margarita aumenta os parametros morfoldgicos, qualidade de mudas e acimulo de cobre em
mudas de Eucalyptus grandis cultivadas em solo contaminado com cobre.

Palavras-chave: Metal Pesado. Contaminacdo do Solo. Arbdreas Exoticas. Fungos
Micorrizicos Arbusculares.



ABSTRACT

ORGANIC SWEETENER AND ARBUSCULAR MYCORRHIZAE IN EUCALYPTUS
SEEDLINGS GROWN ON SOIL CONTAMINATED WITH COPPER

AUTHOR: Alex Negrini
ADVISOR: Rodrigo Ferreira da Silva

Anthropogenic activities have elevated copper levels in the soil making this chemical element
toxic to plants. The use of plants associated or not with microorganisms, in addition to
organic compounds with the purpose of minimizing the effects of the metals become
interesting in this situation, to allow the revegetation of these soils contaminated with copper.
To meet the objectives were conducted three experiments, In which the first one aimed to
determine the growth, tolerance and accumulation of copper in Eucalyptus grandis,
Eucalyptus saligna, Eucalyptus dunniii and Corymbia citriodora; The second one determined
the mitigating effect of swine wastewater on soil contamination with copper and its influence
on the growth of Eucalyptus grandis and Eucalyptus saligna; While the third, was determined
the influence of the conjugated use of arbuscular mycorrhizal fungi and swine wastewater
compost on the growth and accumulation of copper in Eucalyptus grandis. The results
showed that the seedlings of Eucalyptus grandis, Eucalyptus saligna, Eucalyptus dunniii and
Corymbia citriodora had their morphological parameters reduced with the doses of copper,
most of the copper accumulated in the root, and greater tolerance of Eucalyptus grandis and
Eucalyptus dunniii species. The swine wastewater compost provides higher growth, copper
accumulation and seedling quality in the species of Eucalyptus grandis and Eucalyptus
saligna. The addition of swine wastewater compost with the arbuscular mycorrhizal fungi
inoculum Gigaspora margarita increases the morphological parameters, seedling quality and
copper accumulation in Eucalyptus grandis seedlings grown in soil contaminated with copper.

Keywords: Heavy metal. Ground Contamination. Exotic Trees. Arbuscular Mycorrhizal
Funagi.
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1 INTRODUCAO GERAL

A contaminacéo do solo com cobre (Cu) é um problema que esta em constante avanco
no Brasil e no mundo e tem se tornado uma preocupacdo para com 0 meio ambiente, e tem
origem nas atividades industriais, de mineragédo, de urbanizacdo e aplicagédo de defensivos
agricolas. Apesar de ser um micronutriente as plantas, o Cu quando presente em altas
concentracbes pode causar toxidez aos vegetais, além de problemas de salde publica e
contaminacdo do meio ambiente. Nesse contexto, € fundamental pesquisas que contribuam
para a reducdo da disponibilidade de cobre no solo, reduzindo seu efeito contaminante.

O uso de plantas com finalidade de remediacdo de &reas contaminadas € uma
alternativa economicamente viavel para tratar “in loco” esse problema. Essas plantas
necessitam de boa adaptacdo, grande capacidade de producdo de biomassa e crescimento e
desenvolvimento a curto prazo. Por isso se tem a necessidade de estudos com a finalidade de
identificar essas espécies que demonstrem caracteristicas desejaveis para a fitorremediagéo de
solos contaminados. Nesse sentido, o eucalipto € uma espécie que desperta interesse, pois
além ter boa adaptacdo também apresenta crescimento rapido e elevada producdo de
biomassa.

De outra forma, algumas vezes as concentracbes de metais pesados no solo nédo
permitem o crescimento e desenvolvimento de plantas nessas areas. Nestes casos, tém-se a
necessidade do uso de substancias que amenizem o efeito dos contaminantes as plantas. O uso
de composto de agua residuaria de suinocultura (CARS) pode ser uma alternativa na reducéo
da disponibilidade de metais no solo, complexando esses elementos na matéria organica, e
assim proporcionando melhores condigdes para o desenvolvimento dos vegetais.

O uso de fungos micorrizicos arbusculares (FMA) em associacdo simbidtica com
plantas, juntamente com amenizantes ou ndo, pode contribuir para a absor¢do de &gua e
nutrientes, aumentar a extracdo de metais pesados do solo, além de proporcionar uma barreira
de protecdo as raizes. Para isso, fazem-se necessarias pesquisas que identifiquem espécies de
FMAs que apresentem essas caracteristicas simbidticas com as espécies florestais de
interesse.

Portanto, o uso de espécies florestais em solos com altas concentracdes de metais
pesados, de composto organico como amenizante e de fungos micorrizicos arbusculares pode
ser uma alternativa para remediar areas impactadas com contaminantes. Nesse sentido as
hipoteses que permeiam esse estudo sdo: (i) as espécies de eucalipto diferem em

caracteristicas para fitorremediacdo, crescimento, tolerancia e acimulo de cobre no solo; (ii) o
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CARS apresenta potencial amenizante dos efeitos do cobre em mudas de eucalipto; e (iii) 0s
fungos micorrizicos arbusculares em conjunto com o uso de CARS contribui para o
desenvolvimento e acimulo de Cu em mudas de eucalipto. Desse modo, este trabalho teve
como objetivo determinar o crescimento, tolerancia e acimulo de Cu em espécies de eucalipto
e a influéncia do uso de CARS e FMA no crescimento e acumulo de Cu em mudas de
eucalipto cultivadas em solo contaminado com este metal pesado.

Para atender as hipOteses e ao objetivo deste trabalho foram realizados trés
experimentos. O primeiro trabalho foi determinar o crescimento, a tolerancia e o acimulo de
Cu em mudas de Eucalyptus grandis, Eucaliptus saligna, Eucalyptus dunnii e Corimbia
citriodora. O segundo foi determinar o efeito amenizante do CARS a contaminacéo do solo
com Cu e sua influéncia no crescimento de Eucalyptus grandis e Eucalyptus saligna. Ja o
terceiro trabalho buscou determinar a influéncia do uso conjugado de FMA e CARS no

crescimento e acumulo de Cu em Eucalyptus grandis cultivado em solo contaminado.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1  COBRE NO SOLO E ESPECIES ARBOREAS

O cobre € um micronutriente, porém em altas concentra¢des é um metal pesado tdxico
que causa danos aos seres vivos (ANDREAZZA et al., 2010). Embora o Cu seja considerado
um elemento essencial, quando presente no solo em concentracfes elevadas causa diversas
alteracbes morfoldgicas e fisiologicas nos vegetais (FERREIRA et al., 2016). Areas ditas
como contaminadas sdo locais que podem configurar riscos a salde publica e a0 meio
ambiente (CONAMA, 2009). Esses altos niveis de metais pesados no solo se deve a intensa e
continua utilizacdo desses elementos pelo homem, resultando no aumento da contaminacgédo do
meio ambiente, tornando-se uma problematica que exige intensa pesquisa (ANDREAZZA et
al., 2013). As principais fontes de cobre nos solos se originam das atividades de extra¢do de
minérios, distribuicdo de lamas de esgoto e uso desenfreado de agroquimicos na agricultura
(ANDRADE et al., 2010). Além da contaminacdo antropogénica, também pode ocorrer de
forma natural, através do intemperismo de rochas oriundas do material de origem que contém
metais pesados em sua constituicdo (HUGEN et al., 2013).

De acordo com a resolugéo n° 420, de 28 de dezembro de 2009 do Conselho Nacional
do Meio Ambiente (CONAMA), o valor orientador como limite maximo para o cobre total
em éareas agricolas é de 200 mg kg' sem que ocorra intervencdo (CONAMA, 2009).
Entretanto, conforme a Fundacao Estadual de Protecdo Ambiental (FEPAM) em sua portaria
N° 85/2014, o valor de referéncia de qualidade (VQR) para cobre total em solos originados de
rochas vulcénicas do planalto do estado do Rio Grande do Sul, classificado de acordo com as
provincias geomorfolégicas/geoldgicas, é de 203 mg kg (FEPAM, 2014). No estado do Rio
Grande do Sul, de acordo com relatos de Andreazza et al. (2013), ndo se sabe exatamente o
nimero de areas contaminadas com cobre, mas algumas estdo situadas em éareas de
vitivinicultura na serra do nordeste e em areas de mineracdo na serra do sudeste.

O cobre, apesar de ser classificado como um metal pesado esta entre 0s elementos
essenciais ao desenvolvimento e crescimento dos vegetais (YRUELA, 2013). S&o definidos
como metais pesados os elementos com densidade relativa maior que 5 g cm= e se encontram
em rochas e em locais de aplicacdo de rejeitos e alguns produtos utilizados na agricultura
(CARNEIRO et al., 2001). De outra forma, quando o cobre presente no solo em altas
concentragOes pode prejudicar o crescimento e desenvolvimento das plantas, por causa dos

distdrbios provocados na estrutura das proteinas e inibicdo do alongamento celular causado



15

pelo aumento na permeabilidade da membrana plasmatica e lignificacdo da parede celular
(YRUELA, 2009). Além disso , o cobre em excesso pode interferir em processo celulares,
como fotossintese, sintese de pigmentos e outros mecanismos importantes, 0s quais provocam
reducdo do crescimento das planta (SANCHEZ-PARDO et al., 2014).

A disponibilidade do cobre no solo esta relacionada a forca de interagdo com os
diferentes componentes que integram o solo. A sor¢do maxima envolvendo o cobre relaciona-
se ao acumulo do elemento na interface solo-solucdo, e se diferencia entre os constituintes,
diminuindo conforme a seguinte ordem: 6xidos de Mn > matéria organica > é6xidos de Fe >
argilominerais (BRADL, 2004).

2.1.1 Fitorremediacéo

A fitorremediacdo é uma técnica que utiliza plantas para reduzir as concentragdes ou
os efeitos toxicos dos contaminantes nas areas afetadas, € uma tecnologia relativamente
recente, de baixo custo e com boa aceitacdo publica (ALI et al., 2013). Esta técnica de
remediacao pode estar associada ou ndo a agentes amenizantes (De MARCO et al., 2017). De
acordo com Marques et al. (2011), a fitorremediacdo pode ser considerada uma técnica para
recuperar areas contaminadas. Além disso, o clima tropical e a biodiversidade que o Brasil
apresenta se tornam interessantes para o desenvolvimento de pesquisas em fitorremediagé&o.
Uma planta para ser considerada apta para a remediacdo deve ter a capacidade de se
desenvolver em locais com presenca de contaminantes sem ser influenciada em seu
crescimento e, além disso, ser capaz de extrair e acumular metais (PAJEVIC et al., 2009).

Para que se consiga atingir bons resultados no processo de fitorremediacdo, é
importante que as espécies que serdo utilizadas tenham bom crescimento e desenvolvimento.
De acordo com Vasconcellos et al. (2012), a técnica que utiliza plantas para remediar areas
contaminadas ainda necessita de estudos sobre as plantas que sdo aptas para a
fitorremediac@o. Souza e Fiorentin (2013) relatam que o Eucalyptus grandis é uma espécie
que tem desenvolvimento rapido e elevada producdo de biomassa, caracteristicas que séo
interessantes quando se busca plantas para ser utilizadas em &reas com contaminacdo, além de
apresentar grande capacidade de adaptacdo a diferentes condigdes geoecoldgicas,
principalmente em areas tropicais (FREITAS et al., 2012). Uma caracteristica importante para
espécies fitorremediadoras € o acimulo do contaminante no sistema radicular, apresentada
pela espécie Eucalyptus saligna que teve maior acumulo total de zinco, ficando a maior parte

do zinco retida nas raizes, e a espécie Eucalyptus urophylla, com maior acimulo de zinco na
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parte aérea (MAGALHAES et al., 2011). Desta forma, o eucalipto com suas caracteristicas de
boa adaptacdo, crescimento rapido e elevada producdo de biomassa apresenta-se como uma

alternativa para ser usado na fitorremediacao de solos contaminados.

2.2  AMENIZANTES ORGANICOS

A matéria organica pode promover a reducdo significativa da disponibilidade de ions
metalicos no ambiente, em decorréncia da presenca de substancias ricas em grupos funcionais
com cargas negativas, tais como acidos carboxilicos e hidroxilas fenolicas e alcodlicas, que
sdo justamente os sitios que podem adsorver os metais em solu¢cdo (MORREIRA et al., 2012),
diminuindo a absorcdo pelos vegetais e a lixiviacdo (PARK et al.,, 2011), e com isso
possibilita o estabelecimento dos vegetais onde essa contaminacgédo esteja em niveis elevados
(SANTOS et al., 2010).

Portanto, presenca de altos teores de matéria organica no solo pode reduzir a
disponibilidade de contaminantes no solo, favorecendo a planta e o processo de
fitorremediacdo (VASCONCELLOS et al., 2012). Entre os materiais mais utilizados como
amenizantes de solos contaminados por metais pesados, se destacam os corretivos de acidez,
como o calcario, fosfatos, 6xidos de Fe e Mn e materiais organicos das mais variadas formas
(SANTOS et al., 2007).

Dessa maneira, a matéria organica, provida das mais diversas fontes, é uma 6tima
ferramenta para reduzir os efeitos dos contaminantes em areas contaminados por metais
pesados (SCHWAB et al., 2007). Como fonte de matéria organica, a turfa atuou como
amenizantes de toxicidade dos elementos Zn, Cu, Mn, Pb e B em solo contaminado,
reduzindo os efeitos toxicos e beneficiando o desenvolvimento de mostarda (SANTOS et al.,
2007).

A utilizacdo de compostos organicos provenientes de residuos produzidos nas
atividades animais € uma alternativa no uso em atividades agricolas e quando destinados da
forma correta ndo causam problemas de contaminacdo do ambiente (SANTOS et al., 2010), e
diminui os niveis trocaveis de Cu, Zn, Mn e Pb (WALKER et al., 2004). Desta forma, a
utilizagdo de composto organico de agua residuéria de suinocultura (CARS) pode promover
efeito amenizante de cobre em &reas contaminadas, além de favorecer o crescimento das
plantas.

O CARS é produzido em galpdes cobertos com piso de concreto e particGes

longitudinais por onde ocorre a passagem da maquina de compostagem, que faz o
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revolvimento do material, composto por serragem e &gua residudria de suinocultura. Apés o
processo de fermentacdo e maturacdo, 0 composto esta pronto para ser utilizado como adubo
organico (SERPA et al., 2012). Esse composto, pelas suas caracteristicas organicas, pode
proporcionar efeito amenizante e favorecer o crescimento de plantas em solo contaminado

com cobre.

2.3 FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) séo fungos de solos que necessitam de um
hospedeiro vivo para estabelecer a associacao simbidtica, porque necessitam estar nas raizes
das plantas, utilizando-se do carbono provido por elas para completar o seu ciclo de vida,
sendo assim chamados por produzirem hifas caracteristicas, denominadas arbusculos, no
interior das células das raizes (DOUDS; MILLNER, 1999). As hifas formam estruturas de
penetracdo nas raizes do tipo apressorio, onde através de uma degradacdo parcial da parede
celular das células radiculares ocorre a penetracdo das hifas e posterior colonizacdo das
células do cortex, onde sdo formados os arbdsculos, que sdo consideradas as estruturas
responsaveis por suprir o fungo com o carbono e os fotoassimilados da planta, e onde a planta
obtém os nutrientes e a agua retirados do solo pelo fungo (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Os
FMAs formam relagbes mutualistas especializadas, caracterizadas por um biotrofismo
balanceado e de natureza evolutiva, apresentando evidéncias de um comportamento nédo
especifico, relativo a suas formas de colonizacdo (SMITH; READ, 2008).

As plantas apresentam diversos mecanismos para enfrentar locais com altos teores de
metais pesados e podem se associar a micorrizas que exercem um papel chave para diminuir o
efeito toxico a planta, e na membrana plasmatica, desempenhando funcdo na homeostase dos
contaminantes, controlando ou evitando a entrada na célula (ALI et al., 2013). Sob diversas
condigdes de estresse, a maioria das plantas superiores é colonizada por FMAS, que podem ter
varios efeitos benéficos no crescimento da planta (FOLLI-PEREIRA et al., 2012). A
inoculacdo de FMA favoreceu a reducdo nos teores de elementos-trago na parte aérea das
plantas, ocasionou incrementos significativos no acumulo de As, Cu, Zn e Cr para todas as
leguminosas avaliadas (STOFFEL et al.,, 2016). Os FMA desempenham também acéo
importante para o crescimento de espécies arbdreas em areas de mineracao de carvao, as quais
apresentam ambientes pobres, degradados e muitas vezes contaminados (STOFFEL et al.,
2016).
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O eucalipto possui a capacidade de formar associagdo com fungos micorrizicos
arbusculares (CAMPOS et al., 2011) e podem proporcionar as plantas maior tolerancia em
solos com metais pesados, tendo sido recomendados para utilizacdo em processos de
revegetacdo (LINS et al., 2007). A especie de FMA Acaulospora longula contribuiu para o
desenvolvimento de mudas de Leucaena leucocephala em &rea impactada por mineracdo de
cobre (LINS et al., 2007). O uso de fungos micorrizicos arbusculares favoreceu o crescimento
de mudas de Mimosa caesalpiniaefolia em substrato da mineracdo de manganés (GARCIA et
al., 2016).

A inoculacdo com fungos micorrizicos arbusculares pode reduzir a disponibilidade de
Cu as videiras e, com isso, reduzir o efeito citotoxico em plantas jovens (ROSA et al., 2016).
Como estratégia para o fungo sobreviver em locais com altos teores de metais, pode ser a
retencdo do contaminante no micélio fangico ou esporos, reduzindo a sua absorcdo
(CORNEJO et al., 2013). Cada espécie de fungo apresenta sua particularidade, sendo ou ndo
eficiente em 4&reas com contaminacdo com metais pesados. Portanto, os beneficios
proporcionados pela associacdo simbiotica variam entre as espécies de fungos micorrizicos
arbusculares (ROSA et al., 2016). Desta forma, a inoculacdo de fungos micorrizicos
arbusculares em plantas cultivadas em &reas contaminadas com cobre pode ser uma

alternativa para promover o crescimento e acimulos de metais na planta.
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3 ARTIGO 1 - CRESCIMENTO, TOLERANCIA E ACUMULO DE COBRE EM
MUDAS DE EUCALIPTO

3.1 RESUMO

O cobre, além de ser um micronutriente, quando presente em altas concentragfes no solo,
pode ser prejudicial ao desenvolvimento das plantas. No entanto, algumas espécies séo
capazes de tolerar e acumular esse metal em seus tecidos. O trabalho objetivou avaliar o
crescimento, a tolerdncia e o acumulo de cobre em mudas de Eucalyptus grandis, Eucalyptus
saligna, Eucalyptus dunniii e Corymbia citriodora. Foi utilizado um delineamento
experimental inteiramente casualizado em esquema fatorial (4 x 6), sendo quatro espécies de
eucalipto e seis doses de cobre (zero, 80, 160, 240, 320, 400 mg kg') com 8 repeticdes,
conduzidas por 120 dias em casa de vegetacdo. Avaliou-se a altura, o didmetro do caule, a
massa seca da raiz e da parte aérea, a area superficial especifica de raizes, o indice de
qualidade de Dickson, a concentracdo e o acumulo de cobre no sistema radicular e parte
aérea, os indices de tolerancia e translocacéo, os fatores de bioacumulacgéo e bioconcentracéo,
e parametros fotoquimicos (fluorescéncia inicial, fluorescéncia maxima, rendimento quéantico
méaximo PSII (Fv/Fm), rendimento efetivo do PSII (Y1), dissipacdo fotoquimica (Qp) e taxa
de transporte de elétrons (ETR)). Os resultados demonstraram que o cobre reduziu os
parametros morfoldgicos das mudas de Eucalyptus grandis, Eucalyptus saligna, Eucalyptus
dunniii e Corymbia citriodora. Uma pequena parte do cobre foi translocada para a parte
aérea, sendo que a maior parte se acumulou no sistema radicular. As espécies Corymbia
citriodora e Eucalyptus saligna apresentaram maior indice de tolerancia ao cobre.

Palavras-chave: Solo Contaminado. Fitorremediacdo. Espécies Exdticas. Metal Pesado.
3.2 ABSTRACT

Copper besides being a micronutrient, when present in high concentrations in the soil, can be
harmful to the development of the plants. However, some species are able to tolerate and
accumulate this metal in their tissues. The objective of this study was to evaluate the growth,
tolerance and accumulation of copper in Eucalyptus grandis, Eucalyptus saligna, Eucalyptus
dunniii and Corymbia citriodora seedlings. Was used a completely randomized design in a
factorial arrangement (4 x 6), four species of eucalyptus and six doses of copper (0, 80, 160,
240, 320, 400 mg kg*), With eight replicates, conducted for 120 days in a greenhouse. We
evaluated the seedling height, stem diameter, root and shoot dry weight, the levels and the
cumulative amount of copper in roots and shoots, the quality scores Dickson, tolerance and
translocation, the factors of bioaccumulation and bioconcentration, and photochemical
parameters (initial fluorescence, maximum fluorescence, maximum PSII (Fv / Fm) quantum
yield, effective PSII yield (YII), and photoelectrochemical dissipation (Qp) and electron
transport rate (ETR). The results showed that copper reduced the morphological parameters of
Eucalyptus grandis, Eucalyptus saligna, Eucalyptus dunniii and Corymbia citriodora. A
small part of the copper was translocated to the aerial part, most of which accumulated in the
root system. The species Corymbia citriodora and Eucalyptus saligna had a higher tolerance
index for copper.

Key-word: Soil contaminated. Phytoremediation. Exotic species. Heavy metal.
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3.3 INTRODUCAO

Os metais pesados sdo encontrados em diferentes locais, como solos e sedimentos,
agua, amostras bioldgicas e até mesmo no ar, todos com potencial para se tornarem toxicos
(DGHAIM et al., 2015). O cobre (Cu), quando em altas concentra¢des, € um dos principais
metais pesados com potencial poluidor nos solos e dguas (ANDREAZZA et al., 2010), sendo
essencial para o crescimento e desenvolvimento normal dos vegetais. Esse metal quando
presente no solo em altas concentracdes, pode afetar o crescimento e desenvolvimento das
plantas (SANTOS et al., 2010), devido ao cobre provocar disturbios na estrutura das proteinas
e impedir o alongamento celular, uma vez que aumenta a permeabilidade da membrana
plasmatica e lignificacdo da parede celular (YRUELA, 2009).

A principal causa de altas concentracbes de Cu no solo € antropica, devido a
intensificacdo das atividades industriais, agricolas e de urbanizacao causando polui¢do do solo
e gerando impactos ambientais (ANDREAZZA et al., 2010). A mineragdo, juntamente com a
aplicacdo de fungicidas cupricos em vinhedos, contribui em sobremaneira para a
contaminacdo do solo com Cu (CHAIGNON; HINSINGER, 2003). Devido ao crescente
aumento dessas &reas contaminadas, faz-se necessario o uso de tecnologias que propiciem a
reducdo dos efeitos toxicos desse metal pesado.

A fitorremediacdo é um processo que faz uso de plantas para retirar metais pesados do
ambiente atraveés da absorcdo, acumulacdo e/ou transformacdo do contaminante em sua
biomassa, sendo considerada uma ferramenta que pode ser utilizada para a recuperacao de
areas impactadas por metais pesados (ANDREAZZA et al., 2013). Além disso, Pilon-Smits
(2005) cita como estratégias de fitorremediacdo: a fitoextracdo, fitoestabilizacao, rizofiltracéo,
fitotransformacao e fitoestimulacdo. Nesse sentido, o uso de espécies arboreas é considerado
uma técnica relevante para a recuperacdo de areas contaminadas com metais, pois estas
produzem grande quantidade de biomassa além de ter longo ciclo de crescimento
(DOMINGUEZ et al., 2009).

Estudos mostram que doses crescentes de Cu no solo reduzem o crescimento e a
qualidade de mudas de pata-de-vaca (Bauhinia forficata) e carne-de-vaca (Pterogyne nitens),
diferentemente do que ocorre com mudas de timbadva (Enterolobium contortisiliquum), que
toleram maiores doses do nutriente no solo (SILVA et al., 2016). De Marco et al. (2017)
observaram que mudas da espécie Eucalyptus grandis apresentam alta capacidade de
acumular Cu no sistema radicular, o que possibilitaria seu uso para a fitoestabilizacdo em

areas com solo contaminado com o metal. Nesse sentido, o eucalipto pode ser uma alternativa



21

para a fitorremediacdo de &reas contaminadas, pois € uma planta com boa adaptacdo as
condi¢Bes climéaticas no Brasil, apresenta crescimento e desenvolvimento relativamente
rapido e grande producéo de biomassa (MAGALHAES et al., 2011).

Considera-se como hipotese deste trabalho que as espécies Eucalyptus grandis,
Eucalyptus saligna, Eucalyptus dunniii e Corymbia citriodora sdo diferentes quanto a suas
caracteristicas para a fitorremediacdo do cobre, como adequado crescimento, tolerancia e
acumulo do metal em sua fitomassa.

Neste contexto, este trabalho teve como objetivo avaliar o crescimento, a tolerancia e

0 acumulo de cobre em mudas de eucalipto cultivadas em solo contaminado com cobre.
34  MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetagéo, pertencente ao Departamento de
Ciéncias Agrondmicas e Ambientais da Universidade Federal de Santa Maria, Campus de
Frederico Westphalen, entre os meses de outubro de 2015 e janeiro de 2016. O solo utilizado
no experimento foi caracterizado como um Latossolo Vermelho, coletado em area agricola na
camada de 0 - 20 cm, cujos atributos quimicos e argila estdo especificados na Tabela 1,
conforme metodologia descrita por Mann e Ritchie (1993) para o cobre trocavel (extrator KCI

0,005 mol L'l) e por Tedesco et al. (1995) para os demais atributos.

Tabela 1 — Andlise quimica do solo utilizado para a producdo de mudas de Eucalyptus
grandis, Eucalyptus saligna, Eucalyptus dunniii e Corymbia citriodora

pHagua  Ca+Mg Al H+AL P K Cu M.O.  Argila
1 emole kgt -oeees e mg kg™t - --== % -
5,6 2,23 0,0 3,3 6,5 126,5 12,73 1,1 62,00

Fonte: Autor (2017).

As sementes das especies de eucalipto utilizadas no experimento foram fornecidas
pelo Centro de Pesquisas Florestais da Fundacdo Estadual de Pesquisa Agropecuaria
(FEPAGRO), unidade de Santa Maria/RS. A semeadura foi realizada em sementeiras e
guando as mudas apresentaram um par de folhas definitivas foram transplantadas para sacos
plasticos de polietileno com capacidade volumétrica de 1.000 cm?. Cada saco plastico com

seu contetdo de solo e uma muda foi considerado uma unidade experimental (UE).
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O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em arranjo fatorial (4 x 6),
sendo quatro espécies florestais (Eucalyptus grandis W. Hill ex Maiden, Corymbia citriodora
(Hook.) K.D. Hill & L.A.S. Johnson, Eucalyptus saligna Smith e Eucalyptus dunniii Maiden)
e seis doses de cobre adicionadas ao solo [0 (teor natural do solo), 80, 160, 240, 320 e 400 mg
kg], com oito repeticdes.

As doses de cobre foram aplicadas 30 dias antes do transplante das mudas na forma de
solucéo de sulfato de cobre (CuSO4.5H20), sendo diluidas em 50 mL de agua destilada para
possibilitar homogeneizacdo. No momento do transplante das mudas, foram coletadas
amostras de solo para a determinacdo dos teores de cobre pseudo-totais, conforme
metodologia 3050b descrita em USEPA (1996).

3.4.1 Conducéo do experimento

O experimento foi conduzido por 120 dias apds o transplante das mudas e no decorrer
deste periodo foram realizadas irrigagbes diarias, mantendo-se a umidade a 70-80% da
capacidade de campo. As fertilizacdes foram realizadas no transplante das mudas, aplicando o
equivalente a 150 g de nitrogénio (N) na forma de ureia, 700 g de P20Os e 100 g de KO por m3
de solo, e em cobertura utilizando 100 g de N na forma de ureia e 30 g de K20 diluidos em 10
L de 4gua e aplicados 50 mL por UE. A fertilizacdo apds o transplante das mudas foi
realizada em trés épocas: aos 30 dias, com aplicacdo de N e K; aos 60 dias, somente N; e aos
90 dias com N e K, seguindo as recomendac6es de Goncalves e Benedetti (2005). De forma a

atender as exigéncias do delineamento, semanalmente foi realizado rodizio das UE.

3.4.2 Avaliacdo morfoldgica

Ao final do experimento foi quantificado a altura da parte aérea (H), com régua
graduada, do colo das mudas até o apice caulinar; o didmetro do colo (DC), com paquimetro
digital; a massa seca do sistema radicular (MSR) e da parte aérea (MSPA), ambos separados
na regido do colo da muda e secos em estufa a 601 °C até massa constante, pesadas em
balanga analitica e calculada a massa seca total (MST) pela soma das MSR e MSPA. Com
base nestes parametros foi calculado o indice de qualidade de Dickson (1IQD) (Dickson,
1960), de acordo com a equacdo: 1QD = (MST)/[(H/DC)+(MSPA/MSR)]. A area superficial
especifica (ASE) das raizes foi quantificada conforme a metodologia de Tennant (1975).
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3.4.3 Metal na planta

Apo0s a afericdo da massa seca de raizes e parte aérea, as mesmas foram moidas em
moinho tipo Wiley com peneira de malha de 10 mesh para a determinacéo dos teores de cobre
no tecido vegetal, através de digestdo nitrico-perclérica (3:1) e determinacdo em
espectrofotometria de absor¢édo atdmica, conforme descrito por Miyazawa et al. (2009).

Com base na MST, nos teores de cobre (mg kg?) do sistema radicular (CuR) e da
parte aérea (CuPA), nas quantidades acumuladas de cobre (ug planta) no sistema radicular
(CuAR), na parte aérea (CUAPA) e no total das mudas (CuAT), na dose zero de cobre (do) e
nas doses de 80 a 400 mg kg (dn), foi calculado o indice de tolerancia (Itol), conforme a
equacdo: Itol = (MSTa/MSTq0)*100, que mede a capacidade das mudas crescerem em
ambientes com elevada concentracdo de cobre (WILKINS, 1978) e o indice de translocacdo
(Itra), com base na equacdo: Itra = (CuAPAd/CuATdn)*100, que corresponde a porcentagem
total absorvida de cobre que foi transportado para a parte aérea (ABICHEQUER; BOHNEN,
1998). O fator de bioconcentracdo foi determinado pela razdo entre a concentracdo de metal
nas raizes (mg kg?') e a concentracdo pseudo-total no solo (mg kg?') e o fator de
bioacumulacédo foi determinado pela razdo entre a concentracdo de metal na parte aérea (mg
kg?) e a concentracdo pseudo-total no solo (mg kg™), conforme Yoon et al. (2006).

3.4.4 Parametros da fluorescéncia da clorofila

Os parametros de fluorescéncia da clorofila foram medidos na quarta folha totalmente
expandida ap6s 120 dias de emergéncia das plantulas, usando um fluorémetro modulado
modelo JuniorPam (Walz, Alemanha), no periodo ante-manha, das 04h00 - 06h00 (escuro). A
fluorescéncia inicial (Fo) e a fluorescéncia maxima (Fm) foram medidas antes e depois,
respectivamente, das folhas receberem um pulso de luz saturante de 10.000 pmol m=2 s, A
fluorescéncia variavel (Fy) foi calculada com base no incremento da fluorescéncia inicial até a
méaxima (Fm — Fo) e a eficiéncia fotoquimica maxima do PSII (F./Fm) foi calculada como a
razdo da fluorescéncia varidavel sobre a maxima (LICHTENTHALER, 1987). A taxa de
transporte de elétrons (ETR1s00) foi medida através de curvas de luz (taxa de transporte de
elétrons contra radiacdo fotossinteticamente ativa [PAR]). Curvas de luz foram medidas
submetendo cada amostra a nove niveis de radiacdo (0, 125, 190, 285, 420, 625, 820, 1150 e

1500 elétrons pmol m2 s1), durante 10 segundos.
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3.45 Andlise estatistica

Os resultados foram submetidos a analise de variancia e quando apresentaram
interacdo foram submetidos a andlise de regressdo do fator de variacdo quantitativo (doses)
dentro de cada nivel do fator qualitativo (espécies florestais). Para os parametros sem
interacdo, foram desdobrados os efeitos simples, sendo as médias do fator qualitativo (Fator
A) comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro e as medias do fator
quantitativo (Fator D) submetidos a analise de regressdo polinomial pelo programa SISVAR
(FERREIRA, 2011).

35 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.5.1 Concentragéo de cobre no solo

As doses de cobre aplicadas no solo aumentaram as concentracfes pseudo-totais de
Cu de forma linear, atingindo valores acima dos limites estabelecidos para investigacdo em
areas agricolas, que é de 200 mg kg* (CONAMA, 2009), superando também os VRQ
definidos pela FEPAM (2014) que é de 203 mg kg para solos oriundos de rochas vulcanicas
do Planalto (Figura 1). Ainda, nos tratamentos que receberam as maiores doses de Cu (240,
320 e 400 mg kg') os teores no solo foram superiores ao dobro do limite de investigacdo em

areas agricolas (Figura 1).

Figura 1 — Teores pseudo-totais de cobre em funcéo das doses do metal (0, 80, 160, 240, 320,
400 mg kgt) adicionadas ao solo
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3.5.2 Efeito do cobre sobre o crescimento de plantas de eucalipto

Verificando a interferéncia desses teores de Cu sobre as plantas de eucalipto, a analise
de varidncia evidenciou interagdo significativa (p < 0,05) entre as espécies de eucalipto
estudadas e as doses de Cu aplicadas no solo para os parametros altura de planta, diametro de
colo, massa seca da parte aérea e radicular, area superficial especifica de raizes e indice de
qualidade de Dickson (Figura 2).

As doses de Cu aplicadas no solo apresentaram efeito distinto entre as espécies para a
altura das mudas, pois para esse fator foram ajustados modelos de regressdo quadratica para
C. citriodora, E. grandis e E dunnii e de regressdo linear para E. saligna (Figura 2A).
Somente em E. grandis houve incremento na altura das plantas com as doses de cobre entre 0
e 160 mg kg "%, com valor maximo estimado em 151,7 mg kg %, demonstrando menor toxidez
e maior efeito nutricional que o micronutriente apresenta sobre esta espécie florestal. A
toxicidade do Cu pode se apresentar de forma diferente entre as espécies de plantas, com as
mesmas demonstrando alteracdes morfologicas diferenciadas (GUO et al., 2010). Cada
espécie apresenta diferencas em relacdo a absorcdo de metais pesados (TAIZ et al., 2017),
reportando a especificidade de cada planta em relacdo aos efeitos dos elementos
contaminantes, estando evidenciados tais efeitos nas espécies em estudo, com maior reducéo
na altura das mudas com o aumento das doses de cobre em C. citriodora, E. dunnii e E.
grandis em comparacdo com E. saligna.

O diametro de colo das mudas reduziu com o aumento das doses de Cu em todas as
espécies, mas com menor intensidade em E. grandis (Figura 2B). Solos que apresentam altos
teores de Cu provocam reducdo da taxa fotossintética das plantas pois afetam a cadeia de
transporte de elétrons, ocasionando a reducdo da producdo de fotoassimilados pelos vegetais,
e resultando na reducdo do crescimento das plantas (KABATA-PENDIAS, 2011). Esse efeito
demonstrado pela diferenca entre as espécies pode ser atribuido as plantas desenvolverem
mecanismos diferenciados de toleréncia a toxicidade do metal (LEQUEUX et al., 2010).

Os resultados de massa seca da parte aérea (MSPA) demonstraram efeito quadratico
negativo para as espécies C. citriodora e E. dunnii e comportamento quadratico positivo em
E. grandis e E. saligna, com ponto de maxima eficiéncia (maior acumulo de massa seca) nas
doses estimadas de 62,5 e 166,6 mg kg, respectivamente (Figura 2C). A resposta positiva
para E. grandis e E. saligna pode ser devida ao cobre ser um micronutriente, o qual participa
em diversos processos fisioldgicos dos vegetais e o limite de tolerancia é dependente de cada
espécie vegetal (TAIZ et al., 2013).
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Figura 2 — Altura (A), diametro de colo - DC (B), massa seca da parte aérea — MSPA (C),
massa seca radicular - MSR (D), area superficial especifica - ASE (E) e indice de
qualidade de Dickson — 1QD (F) de mudas de C. citriodora, E. dunnii, E. grandis
e E. saligna em solo contaminado com cobre
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No estudo com doses de cobre em mudas de pata-de-vaca (Bauhinia forficate) e carne-
de-vaca (Pterogyne nitens), Silva et al. (2016) verificaram que a redugdo da massa seca da
parte aérea com o aumento dos niveis do contaminante foi significativa nas duas espécies
florestais nativas, com reducdo de 72 e 74% na dose maxima utilizada de 300 mg kg?,
respectivamente.

A massa seca radicular (MSR) apresentou reducdo em todas as espécies estudadas
com o0 acréscimo das doses de cobre aplicadas no solo. Porém, em E. saligna a reducédo foi
somente a partir da dose de 80 mg kg (Figura 2D), indicando que esta espécie se mostrou
mais tolerante a adicdo do contaminante no solo. As menores produgdes de massa seca
radicular com o aumento das doses de cobre obtidas neste trabalho corroboram com os
resultados de Silva et al. (2011), no qual o sistema radicular foi o primeiro a ser afetado pelo
cobre em mudas de acoita-cavalo (Luehea divaricate) e aroeira-vermelha (Schinus
terebinthifolius). Contudo, o efeito positivo na massa seca radicular apresentado nas doses
iniciais no E. saligna pode estar relacionado a tolerdncia da espécie ao metal, por meio de
mecanismos que proporcionam adaptacdes bioquimicas permitindo a planta tolerar certas
concentracdes desse contaminante (TAIZ et al., 2017).

As espécies E. dunnii e E. grandis apresentaram reducéo linear na ASE radicular com
0 aumento das doses de Cu. J& C. citriodora demonstrou reducdo quadratica com ponto de
minima na dose estimada 344,0 mg kg, enquanto E. saligna apresentou ponto de maxima na
dose 142,5 mg kg (Figura 2E). A reducéo do crescimento radicular é um dos sintomas mais
evidentes do efeito toxico do cobre (KUKKOLA et al., 2000), pois 0 Cu em excesso reduz o
crescimento longitudinal da raiz devido as barreiras quimicas do contaminante,
proporcionando maior emissdo de raizes secundarias (TAIZ et al., 2017). E possivel que nas
mudas de E. grandis tenha ocorrido maior producdo de raizes secundéarias, o que se torna
interessante por aumentar a area de absorcao de &gua e nutrientes do solo.

Ao indice de qualidade de Dickson foi ajustado 0 modelo de regressao quadratica para
as mudas de C. citriodora, com reducdo evidente do indice de qualidade das mudas ja nas
primeiras doses de cobre aplicadas no solo, enquanto nas mudas de E. dunnii e E. grandis
houve reducéo linear de 41,7% e 58,1% no 1QD na dose méxima do metal (Figura 2F). Para o
célculo do IQD séo considerados atributos morfoldgicos que demonstram vigor da muda,
dentre eles a massa seca aérea e a massa seca da raiz (ROSSI et al., 2008). Conforme Hunt
(1990), as mudas com melhor padrédo sdo as que apresentam valor acima de 0,20 no indice de
qualidade de Dickson. Como o IQD leva em consideracdo para o calculo pardmetros

morfologicos, nota-se que E. saligna se destacou entre as espéecies de eucalipto, sem reducédo
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da qualidade das mudas com as doses de cobre aplicadas no solo e com valor de IQD acima

de 0,20, valor minimo recomendado pela literatura.

3.56.3 Concentracgao e acumulo de cobre nas plantas de eucalipto

Os teores e as quantidades acumuladas de cobre na parte aérea e nas raizes das mudas
aumentaram com intensidade diferente nas espécies de eucalipto em funcdo das doses
crescentes do metal aplicadas no solo, apresentando interacdo significativa entre os dois
fatores estudados (Figura 3). Na parte aérea, os teores de Cu foram aumentados com as doses,
com maior intensidade nas espécies E. grandis e E. saligna com valores de 21,1 e 15,5 mg kg
1 respectivamente (Figura 3A). Nas raizes, apesar do ajuste quadratico das equacOes de
regressdo para as mudas do C. citriodora e E. saligna, o aumento dos teores no tecido
radicular foi praticamente proporcional as doses do metal aplicadas no solo (Figura 3B). Esses
resultados corroboram com os encontrados por De Marco et al. (2017), no qual a espécie E.
grandis apresentou elevada capacidade de acumular cobre nas raizes. Desta forma, € possivel
que espécies do mesmo género podem apresentar respostas diferentes frente a solos
contaminados com cobre.

Quanto ao cobre acumulado na parte aérea, C. citriodora e E. saligna evidenciaram
acumulo linear crescente de 65,0 e 31,1% na dose méaxima do metal adicionada, enquanto E.
dunnii e E. grandis apresentaram maximo acumulo na dose estimada de 191,2 e 131,2 mg kg
1 respectivamente (Figura 3C). No sistema radicular todas as espécies apresentaram aumento
no Cu acumulado na raiz com o acréscimo nas doses (Figura 3D).

O fato do cobre estar fortemente ligado a parede celular das raizes ocasiona uma
translocacdo lenta para a parte aérea (KABATA-PENDIAS, 2011), podendo a sua mobilidade
aumentar com o aumento do contaminante no solo (CHAVES et al., 2010). Com isso, podem
ser consideradas espécies com melhor capacidade de crescimento frente a areas com
contaminacéo por cobre pelo fato de possuirem menor capacidade de translocar o metal para a
parte aérea. Plantas com capacidade de acumular maior quantidade de metais no sistema
radicular, em relagdo a parte aérea, sdo consideradas espécies com tolerancia a absorcao dos
metais (GARBISU; ALKORTA, 2001). O Cu acumulado na raiz foi superior em relacdo a
parte aérea em todas as espécies, demonstrando uma caracteristica importante de plantas
tolerantes, pois tem maior capacidade de acumular metais pesados no sistema radicular e
menor para translocar para a parte aérea. Considerando isto, verifica-se que as espécies tém

como mecanismo de tolerancia ao contaminante o acimulo no sistema radicular, destacando-
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se E. saligna e E. citriodora com maior acumulo.

Figura 3 — EquacOes de regressdo para o teor de cobre na parte aérea CuPA (A) e radicular
CuR (B), cobre acumulado na parte aérea CuAPA (C) e radicular CUAR (D) de
mudas de C. citriodora, E. dunnii, E. grandis e E. saligna cultivadas em solo
contaminado com cobre

© C.citriodora y=00186x+522 R*=092 .. C. citriodora y = 0,006x°+0,245x+8,86 R® = 0,98
_A_ E dumii y= -O,OOOOS)(2 +0,038x + 5,86 R? = 0,77 _ & FEdunnii y=2250x-4542 R’ =092
_A_ E.grandis y=0,016x+ 11,52 R?=0,79 A E. grandis y =-0,0014x°+2,583x+0,61 R’ = 0,73
—® _ E.saligna y=0,000065 - 0,0108x +9,29 R*=0,93 ® £ saligna y = 0,0019x°+1,583x+9,08 R’ = 0,97
2 1200 -
22 .
s IDMS =424 o
20 I DMS =0,71 1000 4 A B
18
16
2 14 5
£ E
< =
% 10 u:
(8] s 8
6 .
4
2
0+
O . C. citriodora y = 0,06x+36,815 R2=0,88 ..8....C. citriodora y=0,014x°+1,178x+59,76 R® = 0,98
_ 4 FE Dunniiy =-0,0004x°+0,153x+41,57 R? = 0,51 _ 4 E dunniiy =4,365x+3,64 R*=090
& E grandis y = -0,0008x°+0,21x+78,35 R?=0,89 — 2 _E grandis y = 58983x+240.33 R = 0;7
® E salignay =0,039x+49,83 R? =062 ® F salignay=0,0107x"+6,76x-71,45 =088
5000
4500 A I DMS = 208,4 o
"© <
€ |
[ C
S a
2 2
g
E 3
O .
N
30 I DMS = 4,1
0 : | ‘ . - * y y '
0 100 200 200 400 0 80 160 240 320 400

. -1
Dose de Cu (mg kg 1 de solo) Doses de Cu (mg kg™ ' de solo)

*DMS: diferenga minima significativa do teste de Tukey (p < 0,05). Fonte: Autor (2017).

O indice de translocacdo e de tolerancia de cobre apresentaram interagéo significativa
(p < 0,05) entre as espécies de eucalipto e as doses do metal aplicadas no solo (Figura 4). As
equacdes de regressdo mostraram reducgédo do indice de translocacdo de cobre com modelos de
ordem quadratica em C. citriodora, E. dunnii e E. grandis, apresentando reducdo mais

acentuada com as doses do metal aplicado no solo em comparagdo com E. saligna, que
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apresentou reducdo constante em todas as doses do metal (Figura 4A). No caso de E. saligna
0 indice de translocagdo foi mais baixo nas menores doses do metal aplicadas no solo,
indicando que esta espécie apresenta estruturas que reduzem o efeito do contaminante no
sistema radicular, a fim de evitar concentracdes que podem ser toxicas na parte aérea, pois
quanto mais baixo ou proximo a zero o indice de translocagdo, maior a probabilidade de
sobrevivéncia e crescimento da espécie em ambiente contaminado (BRANZINI et al., 2012),

fator importante quando se busca plantas para fins de fitoestabilizacdo do metal.

Figura 4 - Equacdes de regressdo para indice tolerancia Itol (A) e indice de translocacéo Itra
(B) de mudas de C. citriodora, E. dunnii, E. grandis e E. saligna cultivadas em
solo contaminado com cobre
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DMS: Diferenga minima significativa do teste de Tukey (p < 0,05). Fonte: autor (2017).

O indice de tolerancia foi reduzido linearmente com as doses de cobre aplicadas no
solo nas mudas de C. citriodora e E. dunnii, com valores de 28 e 41% na dose maxima do
metal aplicado no solo, respectivamente, e induziram resposta quadratica com ponto de
maxima na dose estimada de 86,3 e 231 mg kg! para o E. grandis e E. saligna,
respectivamente (Figura 4B). A capacidade de plantas serem tolerantes a metais pesados se
deve a presenca de mecanismos que a permitem sobreviver em solos em que outras plantas
apresentariam toxidez acima da tolerada (MACNAIR et al., 2000). Naturalmente algumas
espécies vegetais desenvolveram tolerancia ou resisténcia a metais pesados por apresentarem
um complexo mecanismo de homeostase que possibilita 0 desenvolvimento desses vegetais,

controlando a absorcédo, acumulo e translocacdo de metais no vegetal (SANTOS et al., 2006).
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Na escala de classificacdo conforme o indice de tolerancia, uma espécie é considerada
tolerante quando o Itol é superior a 60%, moderado entre 60 e 35% e sensivel quando inferior
a 35% (LUX et al. 2004). Conforme os dados obtidos as espécies C. citriodora e E. saligna
foram consideradas tolerantes até a dose maxima estudada e as espécies E. dunnii e E.
grandis até a dose de 240 mg kg™.

O fator de bioconcentragdo foi superior ou proximo a uma unidade a partir da dose de
240 mg kg de cobre adicionada ao solo para E. grandis, E. saligna, E. dunnii e C. citriodora
(Figura 5A). Plantas que apresentam o fator de bioconcentracdo maior que uma unidade pode
ser recomendada para fitoextragdo de contaminantes do solo (MCGRATH; ZHAO 2003).
Neste caso, E. grandis, E. saligna, E. dunnii e C. citriodora podem ser utilizadas para

fitoextracdo de cobre do solo em areas com teores acima de 240 mg kg

Figura 5 — Fator de bioconcentragdo (A) e coeficiente de bioacumulagédo (B) das mudas de C.
citriodora, E. dunnii, E. grandis e E. saligna cultivadas em solo com doses
crescentes de cobre
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O coeficiente de bioacumulagdo foi menor que uma unidade para todas as espécies e
doses adicionadas (Figura 5B). Resultados semelhantes foram encontrados por Silva et al.
(2017) em solo contaminado por Zn, no qual E. grandis apresentou valores abaixo do valor
classificatorio (1,0), apresentando baixa eficiéncia em translocar metal para a parte aérea.

Desse modo, os resultados indicam que E. grandis, E. saligna, E. dunnii e C. citriodora tém
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baixa capacidade para translocar cobre para a parte aérea.

Para os parametros fluorescéncia inicial (Fo) e fluorescéncia maxima (Fm) a espécie E.
saligna demonstrou valores menores que E. grandis, E. dunnii e C. citriodora (Tabela 2).
Chamamos de fluorescéncia uma das partes da energia que as plantas absorvem e que é
perdida, ou seja, ndo utilizada para a producdo de energia (BAKER; ROSENQVIST, 2004).
Na maioria das vezes o valor de Fo € modificado por estresses ambientais que alteram
estruturas dos pigmentos fotossintéticos do PSII (CAMPOSTRINI, 2001). Com isso,

podemos dizer que o E. saligna foi mais eficiente em aproveitar energia para o PSI|I.

Tabela 2 — Fluorescéncia inicial (Fo), fluorescéncia maxima (Fm), eficiéncia quantica méaxima
PSII (Fv/Fm), eficiéncia efetiva do PSII (Y1), taxa de transporte de elétrons (ETR)
e dissipacdo fotoquimica (qP) das mudas de C. citriodora, E. dunnii, E. grandis e
E. saligna cultivadas em solo com doses crescentes de cobre

---------------------------------------- ESPECies------nmnmnmmmmmm o
Parametro E. saligna E.grandis  C. citriodora E. dunnii
Fo 107,83 b* 118,17 ab 121,17 ab 142,94 a
Fm 494,33 b 469,67 ab 515,22 ab 547,89 a
Fu/Fm 0,753 ab 0,743 ab 0,771 a 0,733 b
Yl 0,422 a 0,366 b 0,367 b 0,370 b
ETR 50,74 a 43,92 b 43,93 b 44,22 b
qP 0,703 a 0,625 b 0,578 b 0,626 b

* Médias seguidas de mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de
erro. Fonte: Autor (2017).

Para o rendimento quéantico do fotossistema Il (F./Fm), E. saligna e C. citriodora
foram as espécies que obtiveram os melhores valores para este pardmetro. Neste caso
podemos relacionar com o crescimento de planta onde estas espécies também foram
superiores, demonstrando melhor eficiéncia do aparato fotossintético. Quando o aparelho
fotossintético da planta se apresenta sem danos, os valores de Fv/Fm devem ficar entre 0,75 e
0,85, porém quando ocorre reducdo demonstra a presenca de dano fotoinibitorio nos centros
de reacdo do PSIl (BOLHAR-NORDENKAMPF et al., 1989). A relacdo Fv/Fm, pode ser um
indicativo de danos no sistema fotossintético causados por algum estresse, uma vez que a
reducdo demonstra a inibi¢do da atividade fotoquimica (PEREIRA et al., 2000). Com isso, as
espécies E. dunnii e E. grandis podem ter sofrido danos no PSII, refletindo também o menor
crescimento e desenvolvimento de planta.

Os parametros eficiéncia efetiva do PSII (YII), taxa de transporte de elétrons (ETR) e

a dissipacédo fotoguimica (qP) foram aproximadamente 13% superiores na especie E. saligna
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em relagdo as demais espécies. A reducdo da dissipacdo fotoquimica pode ser provocada por
uma inativacdo da transferéncia de elétrons nos lados doadores e receptores do PSlI
(YORDANOV et al., 1997). A reducdo desses parametros reflete no efeito do cobre no
funcionamento do fotossistema Il. Com isso, E. saligna foi a espécie que apresentou menor

efeito prejudicial dos teores de cobre no solo sobre o PSII.

3.6 CONCLUSOES

As doses de cobre utilizadas reduziram os parametros morfolégicos das mudas de
Eucalyptus grandis, Eucalyptus saligna, Eucalyptus dunniii e Corymbia citriodora.

O cobre absorvido pelas mudas de Eucalyptus grandis, Eucalyptus saligna,
Eucalyptus dunniii e Corymbia citriodora acumulou-se em maior quantidade no sistema
radicular.

As espécies Corymbia citriodora e Eucalyptus saligna foram as que apresentaram o
maior indice de tolerancia as doses de cobre aplicadas ao solo, sendo recomendadas para

cultivo em areas contaminadas com cobre.
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4 ARTIGO 2 - USO DE COMPOSTO DE AGUA RESIDUARIA DE
SUINOCULTURA COMO AMENIZANTE EM SOLO CONTAMINADO COM
COBRE NO CULTIVO DE ESPECIES DE EUCALIPTO

41 RESUMO

O aumento dos teores de cobre no solo nem sempre possibilita 0 crescimento de espécies
florestais, necessitando-se do uso de compostos organicos como amenizante da contaminacgéo
para reduzir os efeitos toxicos do metal. O trabalho objetivou determinar o efeito amenizante
do composto de &gua residuaria de suinocultura (CARS) a contaminagdo do solo com cobre e
sua influéncia no crescimento de Eucalyptus grandis e Eucalyptus saligna. Foi utilizado um
delineamento experimental inteiramente casualizado em arranjo fatorial (2 x 6), sendo duas
espécies florestais (Eucalyptus grandis e Eucalyptus saligna) e seis propor¢des (v:v) de
composto de CARS (0 (zero), 10, 20, 30, 40 e 50% ) em solo contaminado com 400 mg de Cu
kg de solo, com oito repeticdes, conduzido por 120 dias em casa de vegetacdo. Avaliou-se a
altura, o didmetro do caule, a massa seca da raiz e da parte aérea, a area superficial especifica
radicular, o indice de qualidade de Dickson, a concentracdo e o acimulo de cobre no sistema
radicular e na parte aérea, o indice de translocacdo, o cobre disponivel e o cobre na matéria
organica. O CARS proporcionou maior crescimento e qualidade de mudas de Eucalyptus
grandis e maior acimulo total do metal em Eucalyptus saligna, também proporcionou
reducdo da disponibilidade de cobre no solo e aumentou a fracdo de cobre adsorvida na
matéria organica. O composto de &gua residudria de suinocultura pode ser utilizado para fins
de amenizar os efeitos toxicos do cobre as plantas de Eucalyptus grandis e Eucalyptus
saligna.

Palavras-chave: Metais pesados. Composto organico. Metais pesados. Espécies exdticas.

4.2  ABSTRACT

The increase of copper levels in the soil does not always allow the growth of forest species,
requiring the use of organic compounds as a source of contamination to reduce the toxic
effects of the metal. The objective of this study was to determine the ameliorating effect of
swine wastewater compost to soil contamination with copper and its influence on the growth
of Eucalyptus grandis and Eucalyptus saligna. Was using a completely randomized design in
a factorial arrangement (2 x 6), two forest species (Eucalyptus grandis, Eucalyptus saligna)
and Six proportions (v:v) of swine wastewater compost (0 (zero), 10, 20, 30, 40, 50%), in soil
contaminated with 400 mg of Cu kg of soil, with eight replications, conducted for 120 days
in a greenhouse. We avaluated the height, stem diameter root and shoot dry weight, the levels
and the cumulative amount of copper in roots and shoots, the specific root surface area, the
quality scores Dickson, the concentration he levels and the cumulative amount of copper in
roots and shoots, translocation scores, available copper and copper in organic matter. The
swine wastewater compost provides higher growth and quality of Eucalyptus grandis
seedlings, and higher total metal accumulation in Eucalyptus saligna. It also reduces the
availability of copper in the soil and increases the fraction of copper adsorbed to organic
matter. The swine wastewater compost can be used to ameliorate the toxic effects of copper
on Eucapiltus grandis and Eucalyptus saligna.

Key-word: Heavy Metals, Organic Compound. Heavy Metals. Exotic Species.
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43 INTRODUCAO

As atividades desenvolvidas pelo homem tém gerado residuos contendo elementos
com potencial poluidor e que induzem impacto negativo a0 meio ambiente. Areas
contaminadas com metais pesados refletem um problema ambiental bem conhecido,
particularmente em regides de areas agricolas abandonadas e de extragdo de minérios
(SACRISTAN et al.,, 2016). A expansdo e desenvolvimento das atividades agricolas tem
resultado em problemas ambientais em decorréncia da geracdo de residuos contendo
elementos toxicos (JORIS et al., 2012). Nesse sentido, o cobre é um elemento inorgénico que
quando presente no solo em altas concentracGes em que as plantas ndo se desenvolvam, é
considerado um dos principais metais pesados poluentes do solo (ANDREAZZA et al., 2010).

O uso de espécies fitorremediadoras se torna uma alternativa para a recuperacdo das
areas contaminadas. A utilizacdo de plantas para fins de fitorremediacdo de solo contaminado
com metais pesados € uma técnica capaz de empregar sistemas vegetais fotossintetizantes a
fim de reduzir o nivel de metais que nele se encontram (CHAVES; SOUZA, 2015). Espécies
como timbauva (Enterolobium contortisiliquum) e canafistula (Peltophorum dubium)
demonstraram tendéncia de armazenar cobre nas raizes, além de baixa translocacdo deste para
a parte aérea, porém em relagdo a capacidade de tolerancia a contaminagdo de cobre no solo a
timbatva (Enterolobium contortisiliquum) e o angico (Parapiptadenia rigida) demonstram
maior capacidade que a canafistula (Peltophorum dubium) (SILVA et al., 2011).

Em estudos realizados por De Marco et al. (2017) foi verificado que a espécie
Eucalyptus grandis apresentou maior acimulo de zinco na raiz, uma caracteristica importante
para plantas fitorremediadoras. Desta mesma forma, Souza e Fiorentin (2013) descrevem o
Eucalyptus grandis como uma espécie de grande producao de biomassa e crescimento rapido,
tornando-se uma interessante alternativa para uso em areas com solo contaminado com metais
pesados. A espécie Eucalyptus urophylla estudada em solo com altos teores de zinco
apresentou maior acumulo do metal na parte aérea, principalmente no caule, diferente da
espécie Eucalyptus saligna, que apresentou maior acumulo total do metal, onde a maior parte
ficou retida no sistema radicular (MAGALHAES et al., 2011). Dentre as espécies que sdo
utilizadas para fins de fitorremediacéo, as do género Eucalyptus sdo uma alternativa viavel no
processo de fitorremediagdo de solos contaminados com metais pesados (ALEXANDRE et
al., 2012).

Porém, areas com altas concentracfes de metais no solo podem limitar o

desenvolvimento e estabelecimento de plantas, tornando-se necessario 0 uso de amenizantes
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associados a esses vegetais. O aumento da matéria organica € uma alternativa frente a areas
com excesso de metais pesados no solo, pois pode formar complexos insolGveis com metais
pesados, reduzindo a sua disponibilidade as plantas, possibilitando assim o estabelecimento
de culturas mesmo em areas onde a contaminacdo seja muito prejudicial aos vegetais
(SANTOS et al., 2011). A utilizagdo de turfa como material organico amenizante em solo
contaminado por cobre favorece o crescimento de mudas de Eucalyptus grandis, além de
proporcionar maior acumulo do metal nas raizes, demonstrando assim potencial para
fitoestabilizacéo de solo contaminado com cobre (DE MARCO et al., 2017).

Uma alternativa como fonte de matéria organica e agente amenizante é o composto de
agua residuéria de suinocultura (CARS), que é um método alternativo de tratamento dos
dejetos liquidos, que consiste na fase priméaria do processo, a mistura com uma cama de
serragem ou maravalha que proporciona a absorcdo e evaporacao dos liquidos, e na fase
secundaria ocorre a fermentacdo dos dejetos permitindo a maturacdo do material e a
eliminagdo de microrganismos patogénicos, para em sua fase final ser utilizado como adubo
organico (PRA et al., 2005). Neste contexto, o trabalho objetivou determinar o efeito
amenizante do CARS a contaminacdo do solo com cobre e sua influéncia no crescimento de

Eucalyptus grandis e Eucalyptus saligna.
4.4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, pertencente ao Departamento de
Ciéncias Agrondmicas e Ambientais da Universidade Federal de Santa Maria, Campus de
Frederico Westphalen, entre os meses de setembro de 2016 e janeiro de 2017. O solo utilizado
no experimento foi um Latossolo Vermelho coletado em area agricola na camada de 0 - 20

cm, cujo atributos quimicos estdo especificados na Tabela 1, conforme metodologia descrita
por Mann e Ritchie (1993) para o cobre trocavel (extrator KCI 0,005 mol L'l) e por Tedesco

et al. (1995) para os demais elementos.
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em arranjo fatorial (2 x 6),

sendo duas espécies florestais (Eucalyptus grandis e Eucalyptus saligna) e seis proporc¢des
(v:v) de amenizante, sendo os volumes contaminados com 400 mg de Cu kg'l de solo (0

(zero), 10, 20, 30, 40 e 50%), com oito repeti¢des.
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Tabela 1 — Teores disponiveis e totais de nutrientes no solo e no composto de dgua residuaria
de suinocultura (CARS) utilizado para o desenvolvimento das mudas de Eucalyptus
grandis e Eucalyptus saligna

Ca Mg N P K Cu
------------------------------------ Teores disponiveis (Mg dm3)----------mn-mmmmmmemmeev
Solo 1020 384 - 6,5 126,5 12,73
CARS 2540 1309 70 1683,7 1584 41,7
----------------------- ---Teores totais (g dm=3)-----------mmmmmmmmmmmmmeaee
CARS 95,8 4,2 14,2 8,8 39,6 -

*Composto de agua residuaria de suinocultura. Fonte: Autor (2017).

As sementes das espécies de eucalipto foram fornecidas pelo Centro de Pesquisas
Florestais da Fundacdo Estadual de Pesquisa Agropecuaria (FEPAGRO), unidade de Santa
Maria, RS. A semeadura foi realizada em sementeiras e quando as mudas apresentaram um
par de folhas definitivas, foram transplantadas para sacos plasticos de polietileno com
capacidade volumétrica de 1.000 cm3, considerando cada saco plastico, seu contetido de
substrato e uma muda, como uma unidade experimental (UE).

A dose de cobre foi aplicada 30 dias antes do transplante das mudas na forma de
solucéo de sulfato de cobre (CuSO4.5H20), sendo diluida em 50 ml de agua destilada para
possibilitar homogeneizacdo no solo por agitacdo em saco plastico. No momento do
transplante das mudas foi coletada uma amostra do solo em cada tratamento para a
determinacdo dos teores de cobre pseudo-totais, conforme metodologia 3050b descrita em
USEPA (1996). Também foi coletada uma amostra de cada tratamento no momento do
transplante e ao final do experimento para a determinacédo dos teores sollveis de cobre no solo
e cobre ligado a matéria orgéanica, conforme descrito por Mann e Ritchie (1993).

O amenizante organico utilizado foi 0 composto de agua residuaria de suinocultura
(CARS), o qual foi obtido de uma unidade de producéo de suinos localizada no municipio de
Rodeio Bonito, na regido do Médio Alto Uruguai no estado do Rio Grande do Sul. A unidade
de producéo de suinos contempla um sistema de ciclo completo que abrange desde a producéo
de leitbes, fase de crescimento e terminagé&o, totalizando 9.800 cabegas.

O sistema de tratamento das &guas residuarias desta unidade de producgéo de suinos foi
realizado através da compostagem mecanizada, semelhante a descrita por Serpa et al. (2012),
que consiste em galpbes cobertos, contendo piso de concreto e particdes longitudinais

formando oito linhas (leiras de compostagem), por onde ocorre a passagem da maquina de
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compostagem, que espalha o dejeto e faz o revolvimento do material. As leiras de
compostagem sdo formadas por adi¢do de serragem (1,2 m de altura) que recebem &guas
residudrias por tubulacGes suspensas a cada oito dias em sistema alternado de duas leiras. O
revolvimento das leiras é realizado por um sistema de hastes helicoidais, em intervalos de dois
dias, incluindo o dia de recebimento da &gua residuéria. Quando ocorre aumento da saturacao
da serragem pela &gua residudria é adicionado mais serragem para evitar sitios de
anaerobiose.

As amostras do CARS foram coletadas em julho de 2015, em uma leira que estava no
estagio final de estabilizacdo (em torno de seis meses). Foram coletados, aleatoriamente,
cinco pontos, sendo que em cada ponto o material foi revolvido e homogeneizado. As
amostras foram colocadas em sacos plasticos para o transporte e posteriormente secas ao ar, a
sombra, sobre o uma lona plastica, por 30 dias.

Antes da implantacdo do experimento foram caracterizados os atributos quimicos do
CARS. Os teores totais de nitrogénio (N), fosforo (P) e potassio (K) foram extraidos por meio
de digestdo com H2SO4 concentrado, usando 0,2 g de amostras secas a 65 °C. Os teores
disponiveis de P e K foram extraidos pela solucdo Mehlich-1 (H2SO4 0,0125 mol L + HCI
0,05 mol L) e os teores de N, na forma de amdnio (N-NH4*) e de nitrato (N-NO3), foram
extraidos pela solugdo KCI 1 mol L%, usando amostras “in natura” para evitar possiveis
perdas, principalmente de N, durante o processo de manuseio e secagem das amostras. A
quantificacdo do N foi por meio de destilacdo (semi-micro Kjeldahl) e titulacdo com acido
sulfurico, o P por espectrofotometria e 0 K por fotometria de chamas, conforme descritos em
Silva (2009).

O experimento foi conduzido por 120 dias ap6s o transplante das mudas. No decorrer
deste periodo foram realizadas irrigacGes diarias, baseadas na pesagem das unidades
experimentais, mantendo-se a umidade a 70 - 80% da capacidade de campo. As fertilizagdes
foram realizadas no transplante das mudas, aplicando o equivalente a 150 g de N, 700 g de
P.Os e 100 g de K>O por m3 de solo, e em cobertura utilizando 100 g de N e 30 g de K>O
diluidos em 10 L de &gua e aplicados 50 mL por UE. A fertilizagdo ap0s o transplante das
mudas foi realizada em trés épocas: aos 30 dias, com aplicacdo de N e K; aos 60 dias,
somente N; e aos 90 dias com N e K, seguindo as recomendacdes de Gongalves e Benedetti
(2005). De forma a atender as exigéncias do delineamento, semanalmente foi realizado
rodizio das UE.

Ao final do experimento foram quantificadas a altura da parte aérea (H), medida com

régua graduada de 50 cm do colo das mudas até o apice caulinar; o didmetro do colo (DC),
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medido com paquimetro digital, com precisdo de 0,01 mm; a massa seca do sistema radicular
(MSR) e da parte aérea (MSPA), ambos separados na regido do colo da muda e secos em
estufa a 60+1°C até massa constante, pesadas em balanca analitica com precisdo de 0,001 g e
calculado a massa seca total (MST) pela soma das MSR e MSPA. Com base nestes
parametros foi calculado o indice de qualidade de Dickson (IQD) (Dickson, 1960), de acordo
com a equacao 1QD = (MST)/[(H/DC)+(MSPA/MSR)]. A érea superficial especifica (ASE)
das raizes foi quantificada conforme a metodologia de Tennant (1975).

Ap0s a pesagem, a massa seca da raiz e da parte aérea foram moidas em moinho tipo
Wiley com peneira de malha de 10 mesh para a determinac¢do dos teores de cobre no tecido
vegetal através de digestdo nitrico-perclorica (3:1) e determinacdo em espectrofotometria de
absorcdo atbmica, conforme descrito por Miyazawa et al. (2009).

O indice de translocacdo (ITRA), foi calculado com base na equacdo Itra =

(CuAPAu/CuATan)*100, que corresponde a porcentagem total absorvida de cobre que foi
transportado para a parte aérea (ABICHEQUER; BOHNEN, 1998).
Os resultados foram submetidos a analise de variancia e quando apresentaram significancia
com interacdo significativa foram submetidos a analise de regressdao do fator de variacao
quantitativo (doses) dentro de cada nivel do fator qualitativo (espécies florestais). Para 0s
parametros sem interacdo significativa, foram desdobrados os efeitos simples, sendo as
médias do fator qualitativo (espécies florestais) comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro e as médias do fator quantitativo (propor¢des) submetidos a analise de
regressdo polinomial pelo programa SISVAR (FERREIRA, 2011).

45 RESULTADOS E DISCUSSAO

O aumento das proporgOes de amenizante proveniente de CARS elevou os teores de
cobre pseudo-totais no solo (Figura 1). Os valores foram acima dos limites maximos de
investigacdo permitidos pela resolugdo n° 420, que é de 200 mg kg (CONAMA, 2009) e de
203 mg kg* para solos originados de rochas vulcanicas da regido do Planalto do estado do Rio
Grande do Sul, Brasil (FEPAM, 2014), sendo que com a adi¢do de 10% de CARS atingiu
valor superior a 1000 mg kg*. Desse modo, os valores de cobre presente no solo superam o
limite de investigacdo para areas agricolas, pelo fato do amenizante CARS ter o cobre em sua

constituicao.
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Figura 1 — Teores pseudo-totais de cobre no solo em funcéo das proporcdes de composto de
agua residuaria de suinocultura (CARS) aplicadas como amenizante no solo
contaminado com 400 mg de Cu kg de solo
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Fonte: Autor (2017).

A analise de variancia evidenciou interacdo significativa (p < 0,05) entre as espécies
estudadas e as proporcdes de composto aplicadas no solo para os parametros altura de planta,
didametro de colo, massa seca da parte aérea e radicular, area superficial especifica da raiz e
indice de qualidade de Dickson (Figura 2). A altura de planta e o didametro de colo foram
beneficiados com o aumento das propor¢des do amenizante (Figura 2A e 2B). Os dados
demonstraram efeito quadratico positivo para a altura de planta, apresentando como ponto de
méaxima, ou seja, estimativa da maior altura das plantas, quando usados 40 e 42% do
composto para E. grandis e E. saligna, atingindo a altura de 73 e 70 cm de altura,
respectivamente.

O diametro de colo aumentou com o incremento das propor¢6es do composto, no qual
os dados apresentaram efeito quadratico positivo, apresentando ponto de maxima eficiéncia
nas proporcdes estimadas de 33 e 38% para E. grandis e E. saligna, respectivamente.
Resultados com uso de material organico na forma de turfa indicam maior altura e didmetro
de colo em mudas de E. grandis em solo contaminado com cobre (DE MARCO et al., 2017).

A massa seca da parte aérea de E. grandis foi estatisticamente superior, com ponto de
maxima eficiéncia na proporgéo de 44,5% de amenizante com valor de 8,11 g (Figura 2C). A
espécie E. saligna apresentou ponto de maxima na proporcao estimada de 46% chegando a
7,26 g, enquanto a massa seca radicular apresentou ponto de maxima eficiéncia na propor¢éo

de 49,5% de amenizante para E. grandis e 47% para E. saligna (Figura 2C; 2D). Na auséncia
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do amenizante se observa que ambas as espécies apresentaram os menores valores em relacéo
aos tratamentos com o uso do CARS como amenizante. Solo com excesso de cobre causa
danos ao sistema radicular e a parte aérea, provocando distarbios na estrutura das proteinas e
inibicdo do alongamento celular induzida pelo aumento na permeabilidade da membrana
plasmética e lignificacdo da parede celular, resultando na reducdo do desenvolvimento das
plantas (YRUELA, 2013). Com isso, se torna evidente que o uso de compostos organicos
proporciona maior acumulo de matéria seca e desenvolvimento de planta porque reduz o Cu
disponivel na solucéo do solo.

A érea superficial especifica da raiz apresentou aumento com ajuste de equagdes de
ordem quadratica com ponto de maxima para ambas as espécies na propor¢do estimada de
39% de amenizante para E. grandis e 37% para e E. saligna (Figura 2E). A toxidez de cobre
no sistema radicular se manifesta pela reducdo de formacdo de raizes e com isso afeta a
capacidade de absor¢do de agua e nutrientes essenciais ao desenvolvimento da planta (TAIZ;
ZEIGER, 2013). Portanto, a utilizacdo de amenizante proporciona maior area superficial
especifica da raiz e consequente maior exploracdo do volume de solo em busca de agua e
nutrientes.

O 1QD foi aumentado com o uso de amenizante, com resposta quadratica e ponto de
maxima eficiéncia na proporcdo estimada de 36,2% para E.grandis e 38,3% para E. saligna
(Figura 2F), sendo que com 20% de CARS obteve-se indices acima de 100%. Com o uso de
CARS como amenizante fica evidenciado que ambas as espécies apresentaram indice
considerado adequado para este parametro, pois estando acima de 0,20 indica melhor padrdo
de qualidade de mudas (HUNT, 1990). Com isso, 0 uso de amenizante proporciona melhor
qualidade de mudas.

Os teores de cobre na parte aérea e radicular das mudas de eucalipto foram superiores
para o tratamento sem adi¢do de CARS, apresentando reducdo quadratica com o aumento das
proporcdes do amenizante (Figura 3A; 3B). Na parte aérea E. grandis apresentou reducédo de
62% no teor de Cu na proporcdo estimada de CARS de 36%, e E. saligna apresentou reducéo
de 50% na proporgdo de CARS de 44,6%. Na raiz E. grandis apresentou reducdo de 100% no
teor na proporcao estimada de 32%, e E. saligna reduziu 85% o teor na proporgao estimada de
35,5% de CARS. Esses resultados corroboram com os obtidos por De Marco et al. (2017),
trabalhando com mudas de E. grandis em solo contaminado com cobre, no qual os maiores
teores de cobre na parte aérea e radicular ocorreram no tratamento sem o uso da turfa como
amenizante. Geralmente plantas em exposic¢éo a altas concentragdes de Cu tendem a acumular

elevadas quantidades desse contaminante no sistema radicular pelo fato de estar em contato
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com o cobre presente no solo (KOPITTKE et al., 2009). Portanto, o uso de amenizante

contribui para a reducao dos teores de cobre na parte aérea e raiz.

Figura 2 — Altura (A), didametro de colo - DC (B), massa seca parte aérea — MSPA (C) e
radicular - MSR (D), area superficial especifica - ASE (E) e indice de qualidade
de Dickson — 1QD (F) de mudas de E. grandis e E. saligna cultivadas em solo
contaminado por cobre e tratado com diferentes propor¢des de composto de &gua
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O méaximo de cobre acumulado na parte aérea das mudas de eucalipto foi atingido nas
proporcdes estimadas de amenizante de 34 e 38% para E. grandis e E. saligna, com acimulos
de 93,6 e 117,73 pg planta, respectivamente (Figura 3C), enquanto para o sistema radicular
E. saligna apresentou aumento linear com acUimulo de 72% na proporcdo de 50% de
amenizante com acimulo de 761,4 pug planta! e E. grandis apresentou ponto de maximo
acimulo (648,5 ug plantal) na proporcdo estimada de 27% (Figura 3D). Para o cobre
acumulado total houve diferenca entre as espécies, sendo que E. grandis atingiu maximo
acimulo (764,53 pg plantat) na proporcdo estimada de CARS de 28% e E. saligna teve
aumento linear com acimulo de 65% de Cu (823,64 pg plantal) na propor¢do maxima de
amenizante utilizada (Figura 3E). Resultados semelhantes foram encontrados por Gonzélez et
al. (2014), trabalhando com plantas de primula noturna (Oenothera picensi) e composto
organico como amenizante do efeito toxico do cobre, no qual observaram maior producdo de
matéria seca e maior absorcao desses metais por essas plantas.

O indice de translocacdo de cobre nas mudas de eucalipto foi aumentado com o uso de
amenizante na espécie E. grandis, apresentando aumento até 14% na proporcdo maxima
estimada de CARS de 30% e E. saligna aumentou linearmente até atingir 24% de ITRA na
proporcdo maxima de CARS utilizada (Figura 3F). O incremento na massa seca da parte aérea
pode ter favorecido a maior translocacdo do metal para a parte aérea da planta. Esses
resultados va@o ao encontro dos resultados obtidos por Silva et al. (2017), que trabalhando com
turfa como agente amenizante de contaminacdo por cobre e E. grandis como espécie
fitorremediadora, constataram maiores valores de ITRA nos tratamentos com uso de
amenizante. Com isso, 0 uso de amenizante contribui para o aumento do indice de
translocagdo em mudas de E. grandis e E. saligna.

O teor de cobre disponivel no solo reduziu linearmente com o aumento da proporcao
de amenizante (Figura 4A). Ao final do experimento essa reducdo foi ainda maior, pelo fato
do metal se ligar fortemente a matéria orgéanica. A adicdo de amenizante pode diminuir a
disponibilidade de metais pesados por aumentar as formas complexadas ou quelatadas a
matéria organica com consequente reducdo das formas trocaveis (KABATA-PENDIAS,
2011), e pela afinidade que o metal possui pelos sitios de sor¢do da matéria orgénica
(TIECHER et al., 2013). Desta forma, a adicdo de amenizante reduz significativamente a
disponibilidade de cobre no solo.
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Figura 3 — Teores de cobre na parte aérea CuPA (A) e raiz CuR (B), cobre acumulado na

parte aérea CUAPA (C) e radicular CUAR (D), cobre acumulado total CUAT (E) e
indice de translocacdo ITRA (F) em mudas de E. grandis e E. saligna cultivadas
em solo contaminado com cobre em diferentes proporcdes de composto de dgua
residuaria de suinocultura (CARS)
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Figura 4 — Equacdes de regressdo para Teor de cobre disponivel no solo - CuDisp (A) e teor
de cobre retido na matéria organica - CuMO (B) no cultivo de mudas de E.
grandis e E. saligna cultivadas em solo contaminado com cobre em diferentes
propor¢Oes de composto de agua residuaria de suinocultura (CARS)
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*DMS: diferenga minima significativa do teste de Tukey (p < 0,05). Fonte: Autor (2017).

O teor de cobre na matéria organica aumentou linearmente com a adi¢cdo de composto
no solo (Figura 4B). A utilizacdo de compostos organicos reduz a biodisponibilidade de
metais através da adsorcdo e reacbes de complexacdo, reduzindo a sua disponibilidade para
absorcdo pelas plantas e perdas por lixiviagdo (PARK et al., 2011). Portanto a adicdo de
matéria organica em solo contaminado possibilita a reducdo da disponibilidade de metais para

as plantas, proporcionando maior crescimento e desenvolvimento.

46  CONCLUSOES

O composto de agua residuaria de suinocultura usado apresenta potencial amenizante
proporcionando maior crescimento, acimulo de cobre e de mudas das espécies Eucalyptus
grandis e Eucalyptus saligna.

A adicdo de composto de agua residuéria de suinocultura ao solo proporciona reducao
da disponibilidade de cobre no solo e aumenta a fracdo de cobre adsorvida a matéria organica.

O composto de agua residuaria de suinocultura pode ser utilizado para fins de

amenizar os efeitos toxicos do cobre as plantas de Eucalyptus grandis e Eucalyptus saligna.
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5 ARTIGO 3 - COMPOSTO DE AGUA RESIDUARIA DE ,SUINOCULTURA E
MICORRIZAS ARBUSUCULARES NO CRESCIMENTO E ACUMULO DE COBRE
EM Eucalyptus grandis

51 RESUMO

O uso de amenizante organico e fungos micorrizicos arbusculares associados a plantas pode
ser uma alternativa para revegetacdo de solos contaminados com cobre. Desse modo, 0
objetivo desse trabalho foi determinar a influéncia do uso conjugado de fungos micorrizicos
arbusculares e composto de agua residuaria de suinocultura (CARS) no crescimento e
acumulo de cobre em Eucalyptus grandis cultivado em solo contaminado com cobre. O
trabalho foi conduzido em casa de vegetacdo por 120 dias, utilizando delineamento
experimental inteiramente casualizado em arranjo fatorial (2 x 3), sendo sem e com adicéo de
40% CARS (v:v) e trés tratamentos de inoculacdo de fungos micorrizicos arbusculares (sem
fungo, com Gigaspora margarita (GM), ou com Aucalospora colombiana (AC)), totalizando
6 tratamentos com oito repetices, em solo ou solo+CARS previamente contaminado com
400 mg kg de cobre. Avaliou-se a altura das mudas, diametro do colo, massa seca radicular e
aérea, os teores e a quantidade acumulada de cobre no sistema radicular e na parte aérea, o
indice de qualidade de Dickson e de translocacdo, a eficiéncia relativa dos tratamentos na
altura de planta e o percentual de coloniza¢do micorrizica. Os resultados demonstraram que a
adicdo de CARS com inbculo de fungos micorrizicos arbusculares Gigaspora margarita
aumenta os parametros morfoldgicos e a qualidade de mudas de Eucalyptus grandis
cultivadas em solo contaminado com cobre. O acumulo de cobre em mudas de Eucalyptus
grandis € maior com a inoculacdo do fungo Gigaspora margarita e reduzido com a adi¢do de
CARS.

Palavras-chave: Composto organico. Amenizante. Metais pesados. Fungos micorrizicos.
52 ABSTRACT

The use of organic softeners and arbuscular mycorrhizal fungi associated with plants may be
an alternative for revegetation of soil contaminated with copper. Thus, the aim of this
study was to determine the influence of the conjugated use of arbuscular mycorrhizal fungi
and swine wastewater in the growth and accumulation of copper in Eucalyptus grandis
cultivated in soil contaminated with copper. The work was conducted in a greenhouse for 120
days, using a completely randomized design in a factorial arrangement (2 x 3), without and
with added of 40% Swine wastewater compost (v:v) and three inoculation treatments of
arbuscular mycorrhizal fungi (without fungi, with Gigaspora margarita, or with Aucalospora
colombiana, totaling six treatments with eight replicates, in a substrate previously
contaminated with 400 mg kg of copper. We evaluated the seedling height, stem diameter,
root and shoot dry weight, the levels and the cumulative cumulative amount of copper in roots
and shoots, the quality scores Dickson and translocation, the relative efficiency of treatments
at plant height and the percentage of mycorrhizal colonization. The results showed that the
addition of swine wastewater compost with inoculum of arbuscular mycorrhizal fungi
Gigaspora margarita increases the morphological parameters and qualities seedlings of
Eucalyptus grandis cultivated in soil contaminated with copper. The accumulation of copper
in Eucalyptus grandis seedlings is higher with the inoculation of the fungus Gigaspora
margarita and reduced with the addition of CARS.

Key words: Organic compost. Softening. Heavy metals. Mycorrhizal fungi.
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53 INTRODUCAO

A contaminacdo do solo por metais pesados, como o cobre, esta se intensificando por
meio das atividades antropicas, as quais sdo oriundas da inddstria, da urbanizacdo e da
agricultura, causando impactos ao meio ambiente (ANDREAZZA et al., 2010). No Brasil,
especificamente no Estado do Rio Grande do Sul, encontram-se &reas com altos teores de
cobre, principalmente nas cultivadas com videiras devido a aplicacdo de fungicidas contendo
cobre em sua composicdo (MIOTTO et al., 2014). Apesar do cobre ser um elemento traco, a
toxicidade desse metal se tornou um problema em areas agricolas e no meio ambiente em
decorréncia das atividades antropicas (CORNEJO et al., 2013).

O uso de espécies arbdreas pode ser uma alternativa para remediacdo de cobre em
areas com altos teores deste metal. Para isso se busca espécies que tenham crescimento rapido
e elevada producdo de biomassa. Nesse contexto, Souza e Fiorentin (2013) ressaltam que a
espécie Eucalyptus grandis com caracteristicas interessantes no que se refere ao seu
crescimento rapido e elevada producdo de biomassa, 0 que a torna uma planta atrativa para
utilizacdo em areas contaminadas com metais pesados. Além disso, Eucalyptus grandis pode
ser usado para fitoestabilizacdo de solo contaminado com cobre por causa da elevada
capacidade de acimulo deste metal em suas raizes (DE MARCO et al., 2017).

A utilizacdo de compostos organicos como amenizantes pode auxiliar no
estabelecimento de plantas em solo com altos teores de metais. O composto de dgua residuaria
de suinocultura (CARS) é uma forma alternativa de matéria organica, ainda pouco estudada
como amenizante de metais pesados no solo. Esse composto é produzido a partir da mistura
dos dejetos liquidos de suinos com cama de serragem ou maravalha, que ap6s a fermentacao
dos dejetos, com consequente maturacdo do material e eliminacdo de microrganismos
patogénicos, pode ser utilizado como adubo organico (PRA et al., 2005).

A pesquisa tem evidenciado que o uso de dejeto liquido de suinos e palha na producéo
de composto resulta em um fertilizante com alto valor nutricional (SEDIYAMA et al., 2000),
bem como o uso de composto organico na forma de turfa possibilita efeito amenizante no solo
e beneficia o crescimento e desenvolvimento de mudas de Eucalyptus grandis em solo
contaminado com cobre (DE MARCO et al., 2017). Desse modo, é possivel que o CARS
proporcione plantas de melhor qualidade, pela sua constituicdo nutricional e efeito amenizante
pela sua caracteristica de fonte de matéria organica.

Os microrganismos do solo, como os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) podem

ser uma alternativa para auxiliar o crescimento de plantas em areas com excesso de metais
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pesados, reduzindo o estresse ocasionado por estes elementos. Os FMAs podem ser utilizados
em areas em processo de revegetacdo por proporcionar as plantas maior tolerdncia a metais
pesados (LINS et al., 2007). Além de favorecer o crescimento de plantas, os fungos
micorrizicos arbusculares melhoram a absorcdo de nutrientes essenciais e reduzem estresses
bidticos e abidticos causados aos vegetais (ROSSETO et al., 2012). Isso ocorre pela presenca
de mecanismos que possibilitam alterar a biodisponibilidade desses elementos no ambiente
micorrizosférico, controlando a absorcéo das raizes, e também mecanismos que protegem as
plantas desses contaminantes (FERREIRA et al., 2016), como a propria colonizacao do cortex
da raiz, desenvolvendo um micélio que envolve as raizes das plantas (CORNEJO et al., 2013).
O efeito indesejado de alguns substratos na producdo de mudas em fungdo de altos
niveis de metais pesados interfere no crescimento de plantas, sendo o uso de inoculos de
fungos micorrizicos arbusculares uma alternativa para um melhor aproveitamento desses
substratos pelos vegetais (FONSECA et al., 2010). Nesse sentido, as micorrizas promoveram
a reducdo nos teores de metais na parte aérea de Brachiaria decumbens amenizando a
toxicidade dos metais pesados, favorecendo o crescimento e maior extracdo de metais pesados
do solo e acumulando no sistema radicular (SILVA et al., 2006). A fitoestabilizacdo com uso
de Canavalia ensiformis em um solo contaminado com cobre aumentou com a adi¢cdo de
vermicomposto e inoculo do fungo Rhizophagus clarus, sendo que este fungo tem potencial
para ser utilizado na fitoestabilizacdo de solos arenosos contaminados com cobre (SANTANA
et al.,, 2015). Apesar dos estudos com fungos micorrizicos ainda ndo elucidarem os
mecanismos fisioldgicos e bioquimicos que beneficiam as plantas micorrizadas na tolerancia a
estresses abidticos, é possivel também que uma das razdes seja a melhoria do estado
nutricional das plantas pelo aumento da absorcao de nutrientes (KAFKAS; ORTAS, 2009).
Com isso, a adicdo de composto de agua residuaria de suinocultura e de fungos
micorrizicos arbusculares através de suas especificidades pode proporcionar as plantas melhor
crescimento e desenvolvimento em areas contaminadas com metais pesados. Nesse contexto,
o trabalho objetivou determinar a influéncia do uso conjugado de fungos micorrizicos
arbusculares e composto de agua residuaria de suinocultura no crescimento e acumulo de

cobre em Eucalyptus grandis cultivado em solo contaminado com cobre.
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5.4  MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, pertencente ao Departamento de
Ciéncias Agrondmicas e Ambientais da Universidade Federal de Santa Maria Campus de
Frederico Westphalen entre os meses de janeiro e maio de 2017. O solo utilizado no
experimento foi um Latossolo Vermelho coletado em &rea agricola na profundidade de 0 - 20

cm, cujos atributos quimicos estdo especificados na Tabela 1, conforme metodologia descrita
por Mann e Ritchie (1993) para o cobre trocavel (extrator KCI 0,005 mol L'l) e Tedesco et al.

(1995) para os demais elementos.

Tabela 1 — Teores disponiveis e totais de nutrientes no solo e no composto de agua residuéria
de suinocultura (CARS) utilizado para o desenvolvimento das mudas de
Eucalyptus grandis

Ca Mg N P K Cu
------------------------------------ Teores disponiveis (Mg dm=3)-------=--==mmmnmmmemmeev
Solo 1020 384 - 6,5 126,5 12,73
CARS 2540 1309 70 1683,7 1584 41,7
----------------------- ---Teores totais (g dm3)--------mmmmmemmmmmmmmmeeeen
CARS 95,8 4,2 14,2 8,8 39,6 -

Fonte: Autor (2017).

As sementes da espécie de eucalipto foram fornecidas pelo Centro de Pesquisas
Florestais da Fundacdo Estadual de Pesquisa Agropecuaria (FEPAGRO), unidade de Santa
Maria, RS. As sementes foram desinfestadas com hipoclorito de sédio 5%, por 20 minutos e
lavadas em &gua corrente por 5 minutos, semeadas em sementeira com substrato esterilizado
em autoclave com temperatura de 121°C em 3 ciclos de 30 minutos, e quando as mudas
apresentaram um par de folhas definitivas foram transplantadas para sacos plasticos de
polietileno com capacidade volumétrica de 1.000 cm?, considerado cada saco plastico, com
1.000 cm? de substrato e uma muda, como uma unidade experimental (UE).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em arranjo fatorial (2 x 3),
sendo sem e com adi¢do 40% de composto de agua residuéria de suinocultura (CARS) (v:v) e
trés tratamentos de inoculagcdo (sem fungo, com Gigaspora margarita — GM, com
Aucalospora colombiana — AC), totalizando 6 tratamentos com oito repeti¢cdes, em substrato

(solo ou solo+CARS) previamente contaminado com 400 mg kg de cobre.
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A dose de 400 mg kg de cobre foi aplicada 30 dias antes do transplante das mudas na
forma de solucdo de sulfato de cobre (CuSO4.5H20), sendo diluida em 50 mL de &gua
destilada para possibilitar homogeneizacdo no solo por agitacdo em saco plastico. A
inoculacdo dos fungos micorrizicos arbusculares ocorreu por meio dos Seus esporos que
foram separados previamente em tubos tipo Eppendorfs em nimero de 30, os quais foram
adicionados na raiz no momento do transplante das mudas em cada EU.

O experimento foi conduzido por 120 dias apds o transplante das mudas. No decorrer
deste periodo foram realizadas irrigacdes diarias, mantendo-se a umidade 70 - 80% da
capacidade de campo. De forma a atender as exigéncias do delineamento, semanalmente foi
realizado rodizio das UE.

Ao final do experimento quantificou-se a altura da parte aérea (H), medida com régua
graduada do colo das mudas até o apice caulinar; o didametro do colo (DC), medido com
paquimetro digital; a massa seca do sistema radicular (MSR) e da parte aérea (MSPA), sendo
ambos separados na regido do colo da muda, secos em estufa a 60+1°C até massa constante e
pesadas em balanca analitica com precisdao de 0,001 g; calculou-se a massa seca total (MST)
pela soma das MSR e MSPA. Com base nas variaveis morfoldgicas, foi determinada a
qualidade das mudas por meio do indice de qualidade de Dickson (IQD), utilizando a formula
proposta por Dickson et al. (1960): IQD = MST/[H/DC]+[MSPA/MSR].

ApoOs a pesagem, a massa seca da raiz e da parte aérea foram moidas em moinho tipo
Wiley com peneira de malha 10 mesh para a determinacdo dos teores de cobre no tecido da
parte aérea (CuPA) e radicular (CuR), através de digestdo nitrico-perclérica (3:1) e
determinacdo em espectrofotometria de absorcao atdmica, conforme descrito por Miyazawa et
al. (2009). Com base nos teores de cobre obtidos na parte aérea e radicular e a massa seca de
ambas as partes se calculou o acumulo de cobre na parte aérea (CuUAPA), radicular (CUAR) e
o0 acumulado total (CuAT). O indice de translocacdo (Itra) foi calculado com base na equacéo:
Itra = (CuAPAG/CuAT4n)*100, que corresponde a porcentagem total absorvida de cobre que
foi transportado para a parte aérea (ABICHEQUER; BOHNEN, 1998).

O indice de eficiéncia relativa da altura foi calculada por meio da equacéo: utilizando-
se a equacdo: [(altura de planta no tratamento y — altura de planta no tratamento controle) /
altura de planta no tratamento y]*100.

Para a determinacdo da porcentagem da colonizacdo micorrizica, as raizes foram
submetidas ao processo de clarificacdo, coloragdo e preparacdo de laminas conforme método
proposto por Koske e Gemma (1989). A porcentagem de colonizagdo micorrizica (%CM) foi

calculada por meio da equacgdo: %CM = (n° segmentos colonizados/n® de segmentos totais) x
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100. Os dados foram tabulados e submetidos a andlise de varidncia e as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro pelo programa
SISVAR (FERREIRA, 2011).

55 RESULTADOS E DISCUSSAO

As raizes das plantas nos tratamentos que ndo receberam inoculo de fungos
micorrizicos arbusculares (FMAS) nao apresentaram coloniza¢do micorrizica (Figura 1). Esse
resultado reforca os de Schiavo et al. (2010), que ao trabalharem com indculo do fungo
Glomus clarum observaram que as plantas ndo inoculadas se apresentaram isentas de
colonizacdo, demonstrando a eficiéncia do processo de esterilizacdo do solo utilizado neste
trabalho.

J& a adicdo do CARS favoreceu maior percentual de colonizacdo micorrizica para
ambos os fungos utilizados (Figura 1). A adicdo de matéria organica no solo melhora a
estrutura do solo, favorece maior retencdo de umidade, disponibilidade de nutrientes,
atividade microbiana, além de reduzir a disponibilidade de metais pesados devido a sua
influéncia na mobilidade de elementos-traco (SANTOS et al., 2008).

Figura 1 — Porcentagem de colonizacdo micorrizica de mudas de Eucaliptus grandis
submetidas aos tratamentos sem composto e com composto associados a auséncia
(SF) ou presenca de fungos Acaulospora colombiana (Com AC) ou Gigaspora
margarita (Com GM), cultivadas em substrato contaminado com 400 mg kg™ de
cobre
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Colonizagdo micorrizica (%)
B R
OFRPNWARIIONOOORN
@D
o]
*
*
o
w
o
>
»
0O
Q
T @

o

o = ¢
WP

o o

Sem composto Com composto

Tratamentos

*As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade. Fonte: Autor (2017).



57

Nesse sentido, foi evidenciado que a adicdo de matéria orgénica por meio de
vermicomposto reduziu as concentraces de cobre no solo e resultou em maior colonizagédo
micorrizica, aumento na absorcdo de nutrientes e crescimento de planta (SANTANA et al.,
2015). Isso pode estar relacionado ao efeito amenizante do composto, o qual reduz a
disponibilidade do metal no solo, além das melhorias na fertilidade do solo, favorecendo o
desenvolvimento dos FMAS.

Os parametros morfologicos foram influenciados pelos tratamentos utilizados, sendo a
altura e o didmetro de colo do Eucalyptus grandis maiores nos tratamentos com uso de CARS
associado a inoculagdo, principalmente do fungo Gigaspora margarita (Tabela 2). Esses
resultados véo ao encontro com os obtidos por Fonseca et al. (2010) que, trabalhando com
producdo de mudas de Acacia mangium e Mimosa artemisiana, observaram maior altura de
planta com in6culo de FMA juntamente com composto organico originado de lixo urbano.
Portanto, o uso de composto organico associado ao fungo Gigaspora margarita e
Acaulospora colombiana favorece o crescimento de mudas de Eucalyptus grandis.

As massas secas da parte aérea, radicular e total foram maiores nos tratamentos com
adicdo de CARS e inoculacdo do fungo Gigaspora margarita seguido do fungo Acaulospora
colombiana (Tabela 2). O uso de fertilizantes de origem organica possibilita melhoria no
processo de fitorremediacdo, diminuindo a disponibilidade dos metais devido a presenca de
grupos funcionais de ligacdo de metais pesados, favorecendo o crescimento de planta,
reduzindo a disponibilidade de cobre no solo, aumentando a fitoestabilizacdo (GALENDE et
al., 2014). Desta forma, é possivel que o uso de CARS tenha possibilitado reducdo da
disponibilidade do cobre no solo, favorecendo a acdo dos FMA e seus beneficios para as
mudas de Eucalyptus grandis, como maior crescimento de planta e maior produgdo de massa
seca.

Os resultados evidenciaram que o uso de fungos sem adi¢do de amenizantes nao
proporcionou incremento no 1QD, enquanto que com a adicdo do CARS e inoculagdo do
fungo Gigaspora margarita se obteve valor de 0,44 para este indice (Tabela 2). Conforme
Hunt (1990), valores do 1QD acima de 0,2 indicam mudas de boa qualidade. Resultados
obtidos por (DE MARCO et al.,, 2017), utilizando outro composto a base de turfa como
amenizante de cobre no solo, indica que esta fonte de matéria organica favorece o crescimento
de mudas de Eucalyptus grandis. Além disso, a inoculacdo de fungos também contribuiu para
este indice, indo de encontro com os resultados obtidos por Lima e Sousa (2014), no qual
mudas de eucalipto foram favorecidas pela simbiose com fungos micorrizicos, aumentando a

absorcdo de nutrientes (N, P, K) e o seu crescimento. Neste caso, é possivel inferir que o
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CARS, favoreceu o crescimento dos parametros morfologicos das mudas, além de,
juntamente com o fungo Gigaspora margarita, reduzir o efeito toxico do excesso de cobre

sobre as plantas.

Tabela 2 — Altura, didmetro de colo (DC), massa seca da parte aérea (MSPA) e radicular
(MSR), massa seca total (MST) e indice de qualidade de Dickson (IQD) de mudas
de Eucalyptus grandis, sem e com inoculagdo do fungo Gigaspora margarita
(Com GM) e Acaulospora colombiana (Com AC) sem e com adi¢do de composto
organico em solo contaminado com cobre

Fungo Composto Organico** Composto Organico
Sem Com Sem Com

------------ Altura (cm)------------ e DO (11]11) T
Sem 28,03 abA* 33,63 bA 2,30 abB 3,10 bA
ComGM 34,53 aB 52,68 aA 2,95 aB 5,09 aA
ComAC 19,87 bB 49,65 aA 1,80 bB 3,53 bA
CV (%) 22,95 20,93

------------- MSPA (g)------------- -----=-----------MSR (@)-----------------
Sem 1,13 aA 1,18 cA 0,38 aA 0,45 cA
ComGM 1,07aB 5,14 aA 0,33aB 1,19 aA
ComAC 0,49aB 3,59 bA 0,15 bB 0,81 bA
CV (%) 10,44 17,48

-------------- MST (g)-------------- et (O] B RS R
Sem 1,57 aA 1,59 cA 0,10 aA 0,12 cA
ComGM 1,40aB 6,33 aA 0,09 aB 0,44 aA
ComAC 0,65bB 4,40 bA 0,04 bB 0,24 bA
CV (%) 12,44 52,34

*Dados com letra minascula comparam valores na coluna e com letra maiuscula comparam valores na linha.
Valores com mesma letra na linha ou na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey
(P<0,05). **Composto organico de &gua residudria de suinocultura; Solo contaminado com 400 mg kg* de
cobre. Fonte: Autor (2017).

Os resultados nédo evidenciaram interagcdo significativa entre os fatores de variagdo
indculo e composto para o CuPA, CuR, CuAPA, CuAR, CUAT e ltra. Os teores de cobre na
parte aérea e radicular das mudas de Eucalyptus grandis foram significativamente menores
com a inoculagédo do fungo Gigaspora margarita em relacdo aos demais tratamentos de
inoculacédo (Tabela 3). De acordo com Silva et al. (2006), plantas micorrizadas de Brachiaria
decumbens apresentaram reducdo dos teores de metais pesados, favorecendo o seu
crescimento. Porém estes mesmo autores relatam que alguns fungos micorrizicos foram
menos eficientes em reduzir os teores de metais pesados. Esse resultado evidencia a eficiéncia

do fungo Gigaspora margarita em reduzir o teor de cobre nas mudas de Eucalyptus grandis.
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O acumulo de cobre na parte aérea foi maior para o tratamento com o fungo
Gigaspora margarita (Tabela 3). Isso pode ser resultado da maior absorgdo de nutrientes
promovido pelo fungo Gigaspora margarita, visto que as micorrizas contribuem para a
absorcdo de nutrientes (SANTANA et al., 2015). Além disso, plantas em associacdo
micorrizica produzem maior quantidade de biomassa, promovendo maior absor¢éo e acimulo
de metais pesados (SILVA et al., 2006). O fungo Gigaspora margarita contribui para o
aumento de massa seca da parte aérea em Eucalyptus grandis, como ja apresentado na Tabela
2, repercutindo no maior acimulo de cobre na parte aérea da planta.

O cobre acumulado na raiz e acumulado total foi significativamente maior nos
tratamentos sem fungo e com Gigaspora margarita (Tabela 3). Resultados de pesquisa
indicam que a inoculacdo de FMA proporciona aumento da absorcdo de cobre, com maior
retencdo nas raizes das plantas em associacdo com os fungos G. gigantea, A. morrowiae,
Aucalospora colombiana e R. clarus, reduzindo a sua toxicidade na parte aérea das plantas de
videira (AMBROSINI et al., 2015).

As plantas de Eucalyptus grandis translocaram mais cobre para a parte aérea com a
inoculacdo do fungo Gigaspora margarita em relacdo ao tratamento sem inoculacao (Tabela
3). Em gramineas, a inoculacdo de fungos micorrizicos arbusculares favoreceu o crescimento
das plantas, porém reduziu a translocacdo de Cd e Pb para a parte aérea (CARNEIRO et al.,
2001). Logo, a inoculacdo da espécie Gigaspora margarita possibilita maior translocacéo de
cobre para a parte aérea de mudas de Eucalyptus grandis em relagdo as mudas sem

inoculacéo.

Tabela 3 — Efeitos simples dos tratamentos de inoculacdo sem fungo, com Gigaspora
margarita (Com GM) e com Acaulospora colombiana (Com AC) para o teor de
cobre na parte aérea (CuPA) e radicular (CuR), cobre acumulado na parte aérea
(CuAPA) e radicular (CuAR), acumulado total (CuAT) e para o indice de
translocacédo (Itra) de cobre em mudas de Eucalyptus grandis cultivadas em solo
contaminado

Fungo CuPA CuR CuAPA CuAR CuAT Itra
--------- mg kgt---------  -=--m-eeeee--ug plantat---c--eeeeeees o -2-0f---
Sem 15,21 a* 379,35 a 17,58 b 158,43a  176,01a 10,26Db
Com GM 7,53b 131,38 b 32,09 a 131,01a  163,09a 21,24a
Com AC 14,8 a 268,05 a 10,99 ¢ 62,68 b 73,68b 15,63 ab
CV (%) 19,85 31,50 19,88 33,61 28,85 29,05

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Teste de Tukey (P<0,05). Solo
contaminado com 400 mg kg™ de cobre. Fonte: Autor (2017).
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Os resultados evidenciaram interagdo entre os efeitos simples para os tratamentos sem
e com uso de CARS para 0 CuPA, CuR, CuAPA, CuAR, CuAT e ITRA (Tabela 4). Os teores
de Cu na parte aérea e radicular foram reduzidos com a adicdo de CARS. Da mesma forma,
as quantidades de Cu acumuladas na parte aérea, na raiz e total foram significativamente
maiores sem a adi¢do de amenizante. Esses resultados podem estar relacionados ao aumento
de matéria organica proporcionado pela adicdo de CARS, pelo fato da matéria organica
formar complexos estaveis com os metais, reduzindo a disponibilidade dos mesmos para as
plantas e demonstrando efeito amenizante da toxicidade de Cu (KUMPIENE et al., 2008).

Além disso, o indice de translocacdo foi reduzido com a dicdo de CARS como
amenizante. Isso se deve pelo fato da matéria organica proveniente do CARS proporcionar a
reducdo da disponibilidade do Cu as plantas. O uso de compostos organicos reduz a
biodisponibilidade de metais através da adsorcéo e reacdes de complexacdo, reduzindo a sua
disponibilidade para absorcdo pelas plantas e perdas por lixiviagdo (PARK et al., 2011).
Portanto, fica evidente o efeito amenizante proporcionado pelo CARS em reduzir a

disponibilidade do Cu na solucéo do solo.

Tabela 4 — Efeitos simples dos tratamentos sem e com composto de agua residuaria de
suinocultura para o teor de cobre na parte aérea (CuPA) e radicular (CuR), cobre
acumulado na parte aérea (CUAPA) e radicular (CuAR), acumulado total (CuAT)
e para o indice de translocacgdo (Itra) de cobre em mudas de Eucalyptus grandis
cultivadas em substrato contaminado

Composto

A CuPA CuR CuAPA CuAR CuAT Itra
organico
------------- mg kg t---------  -----eeeee---pg plantat-----o-moeeee- -o--0f----
Sem 17,20 a 428,29a 19,43a 162,75a 182,18a 10,66 a
Com 13,23 b 330,41b 1561b 148,68b 164,29b 9,50 b
CV (%) 19,85 31,50 19,88 33,61 28,85 29,05

* As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si na coluna. Teste de Tukey
(P<0,05). Solo contaminado com 400 mg kg™ de cobre. Fonte: Autor (2017).

O indice de eficiéncia relativa (ER) dos tratamentos para a altura do Eucalyptus
grandis evidenciou efeito positivo com a utilizagdo conjugada dos tratamentos CARS e
inculo de FMA, enquanto a espécie Aucalospora colombiana proporcionou um indice de
eficiéncia negativo, quanto utilizado de forma isolada sem o composto organico (Figura 2).
Algumas vezes, espécies de fungos micorrizicos arbusculares ndo proporcionam beneficios

para a planta, ou seja, ndo séo eficientes nas trocas, e consequentemente ndo beneficiam a
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planta nutricionalmente e nem em seu crescimento (SENA et al., 2004). No caso de solos
contaminados, os FMA séo influenciados de acordo com o grau de poluigdo dos metais
pesados (KLAUBERG-FILHO et al., 2002).

Os resultados deste trabalho indicam que o uso de inéculo de fungo Gigaspora
margarita foi eficiente na simbiose com Eucalyptus grandis, promovendo mudas de melhor
qualidade e maior acimulo de metal. De outra forma, se observou que o fungo Acaulospora
colombiana ndo foi eficiente em promover mudas de qualidade. O composto de agua
residuéria foi eficiente em aumentar os parametros morfoldgicos das mudas de Eucalyptus
grandis quando utilizado em conjunto com os fungos Gigaspora margarita e Acaulospora

colombiana, podendo ser usado em locais com contaminagéo com cobre.

Figura 2 — Eficiéncia relativa (ER) dos fatores de variacdo in6culo e composto para a altura de
mudas de Eucalyptus grandis cultivadas em solo contaminado com 400 mg kg
cobre. Tratamento com adicdo de composto de &gua residuaria de suinocultura,
com inéculo de Gigaspora margarita e Acaulospora colombiana e com composto
+ Gigaspora margarita (C + GM) e composto + Acaulospora colombiana (C +
AC)

100 4

ER da altura (%)
8

Tratamentos

Fonte: Autor (2017).

56 CONCLUSOES

A adicdo de composto de agua residuaria de suinocultura com indéculo de fungos

micorrizicos arbusculares Gigaspora margarita e Aucalospora colombiana aumentam 0s
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pardmetros morfologicos e qualidades de mudas de Eucalyptus grandis cultivadas em solo
contaminado com cobre.

O acumulo de cobre na parte aérea e a translocacdo deste para a parte aérea em mudas
de Eucalyptus grandis € maior com a inoculacdo do fungo Gigaspora margarita.

A adigdo de composto de &gua residuéria de suinocultura promove menor acumulo de

cobre em mudas de Eucalyptus grandis.
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6 DISCUSSAO GERAL

A ocorréncia de areas contaminadas com metais pesados, principalmente pela acdo
antropica, vem aumentando muito com a expansao das atividades industriais, de urbanizacéo,
mineracdo e agropecudrias (ANDREAZZA et al., 2013), e descarte de residuos organicos e
inorganicos, tanto de forma proposital quanto acidental (COUTINHO et al., 2015). Esse
crescimento dificilmente pode ser freado, e em decorréncia disso, estudos precisam ser
realizados para enfrentar os impactos gerados por essas atividades. Diante disso, 0 uso de
plantas como técnica de remediacdo dessas areas é uma alternativa, especialmente quando se
utiliza espécies arboreas de crescimento rapido (KAVAMURA; ESPOSITO, 2010).

Os resultados obtidos nestes trabalhos revelaram que as doses de cobre utilizadas
reduziram os parametros morfolégicos das mudas de Eucalyptus grandis, Eucalyptus saligna,
Eucalyptus dunniii e Corymbia citriodora, sendo a maior parte do cobre acumulada no
sistema radicular. As espécies Eucalyptus saligna e Corymbia citrodora apresentaram maior
tolerancia a contaminagdo de cobre no solo. Com isso, foi possivel realizar a selecdo de
espécies que sejam tolerantes em crescer e se desenvolver em areas contaminadas com cobre.

Com base no artigo 1 foi possivel identificar espécies com maior ou menor tolerancia
a contaminagdo do solo com cobre. No artigo 2 foi possivel testar o Eucalyptus grandis como
espécie como menor tolerancia e o Eucalyptus saligna com maior tolerancia ao cobre. Desta
forma, observou-se que a adicdo de composto organico proveniente de agua residudria de
suinocultura proporciona maior crescimento e acumulo de cobre nas mudas de Eucalyptus
grandis e Eucalyptus saligna cultivadas em solo contaminado. A presenca de altos teores de
matéria organica no solo pode reduzir a disponibilidade de contaminantes no solo,
favorecendo a planta e o processo de fitorremediacdo (VASCONCELLOS et al., 2012). O uso
de matéria organica na forma de turfa favoreceu o crescimento de mudas de Eucalyptus
grandis, além das mudas apresentarem elevada capacidade de acumular cobre na raiz (DE
MARCO et al., 2017). Deste modo, o composto de agua residuaria de suinocultura se
apresenta como uma alternativa em ser utilizado em locais com altos teores de cobre, pelos
beneficios que proporciona nas mudas de Eucalyptus grandis e Eucalyptus saligna cultivadas
em solo contaminado com esse elemento potencialmente toxico.

De acordo com o artigo 2, trabalhou-se com a adicdo de 40% de CARS juntamente
com a inoculagdo de fungos micorrizicos arbusculares em mudas de Eucalyptus grandis
cultivadas em solo contaminado com cobre. Verificou-se que 0 uso conjugado de composto

de &gua residuaria de suinocultura e fungos micorrizicos arbusculares da espécie Gigaspora
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margarita em solo contaminado com cobre proporcionou aumento nos parametros
morfol6gicos, bem como maior acimulo de cobre das mudas de Eucalyptus grandis. Além
disso, destaca-se que as espécies de fungos micorrizicos arbusculares induzem respostas
diferenciadas no crescimento e acimulo de cobre em mudas de Eucalyptus grandis cultivadas
em solo contaminado com cobre, necessitando-se do desenvolvimento de trabalhos que visem
a selecdo de especie de fungos micorrizicos arbusculares que sejam compativeis com
determinadas especies de eucalipto, para sua utilizagdo em solo contaminado com cobre.
Desta forma, os beneficios proporcionados pela associacdo simbidtica variam entre as
espécies de fungos micorrizicos arbusculares (ROSA et al., 2016).

Recomenda-se o desenvolvimento de mais pesquisas com selecdo de espécies arboreas
e fungos micorrizicos arbusculares para que possam ser utilizadas para remediacdo de areas
contaminadas com cobre e outros metais pesados, bem como o uso de composto organico de

agua residudria da suinocultura como amenizante de solos contaminados.
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7 CONCLUSAO GERAL

As doses de cobre aplicadas no solo promoveram a reducdo dos parametros
morfologicos das mudas de Eucalyptus grandis, Eucalyptus saligna, Eucalyptus dunnii e
Corymbia citriodora. O cobre absorvido pelas mudas dessas quatro espécies de eucalipto
acumulou-se no sistema radicular, o que se torna um ponto interessante em espécies
fitoestabilizadoras. As espécies Corymbia citriodora e Eucalyptus saligna apresentaram
maior indice de tolerancia aos niveis de cobre no solo.

O uso de composto de agua residuéria de suinocultura proporciona maior crescimento,
acumulo de cobre e qualidade de mudas nas espécies de Eucalyptus grandis e Eucalyptus
saligna, além de proporcionar reducdo da disponibilidade de cobre no solo e aumentar a
fracdo de cobre adsorvida a matéria organica, podendo ser utilizado para fins de amenizar os
efeitos toxicos do cobre as plantas de Eucalyptus grandis e Eucalyptus saligna.

E por fim, a adicdo de composto de &gua residuaria de suinocultura com inéculo de
fungos micorrizicos arbusculares Gigaspora margarita melhora os parametros morfoldgicos e
qualidades de mudas de Eucalyptus grandis cultivadas em solo contaminado com cobre,
proporcionando também maior acimulo de cobre em seus tecidos. A adi¢do de composto de
agua residuéria de suinocultura promove menor acumulo de cobre em mudas de Eucalyptus

grandis.
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