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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pds-graduacdo em Agronomia: Agricultura e Ambiente

Universidade Federal de Santa Maria

Pisolithus microcarpus e 6leo essencial em trés espécies nativas em solo

contaminado com cobre

AUTOR: ALEX DELLAI
ORIENTADOR: RODRIGO FERREIRA DA SILVA
Frederico Westphalen, RS, Fevereiro de 2014

Areas de mineragdo e as que recebem constantemente adicdo de residuos industriais est&o
sujeitas ao aumento dos teores de cobre no solo. O cobre quando em quantidades elevadas no
solo pode interferir negativamente na producdo vegetal. O objetivo desse trabalho foi
possibilitar a formacdo de ectomicorriza e avaliar a sua influéncia no desenvolvimento de
arboreas nativas em solo contaminado com cobre. Nesse sentido, foi estabelecido um
experimento para avaliar o0 comportamento de mudas de angico, bracatinga e grapia em solo
contaminado por cobre. Na sequéncia foi conduzido outro experimento IN VITRO avaliando a
influéncia de 6leo essencial de eucalipto no estabelecimento de associacdo ectomicorrizica em
mudas de bracatinga e grépia. E avaliou-se a influéncia do 6leo essencial de eucalipto e da
inoculacdo de Pisolithus microcarpus no crescimento de mudas de bracatinga em solo
contaminado com cobre. Os resultados indicam que a grapia foi menos influenciada pelas
doses crescentes de cobre aplicadas ao solo e o angico foi a espécie que teve menor
translocacéo de cobre para a parte aérea. A bracatinga apresentou manto fungico ao redor das
raizes sem a adicéo de 6leo essencial, no entanto, na presenca do 6leo, aumentou o percentual
de pelos colonizados. A grapia necessitou de estimulo do dleo essencial de eucalipto para
formar associa¢do ectomicorrizica. N&o foi observado efeito da inoculagdo de Pisolithus
microcarpus no crescimento das mudas de bracatinga em solo contaminado com cobre, no
entanto, observou-se maior altura na dose de 180 mg kg™ com a aplicacdo de 40 uL L-1 de
6leo essencial de eucalipto. Doses de cobre a partir de 180 mg kg™ inibem a formacéo de
ectomicorriza nas mudas de bracatinga.

Palavras chaves: ectomicorriza, bracatinga, grapia.



ABSTRACT

Master Dissertation
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Pisolithus microcarpus and essential oil in there native species in soil

contaminated wich copper

AUTHOR: ALEX DELLAI
ADVISOR: RODRIGO FERREIRA DA SILVA
Frederico Westphalen, RS, February, 2014

Mining areas and constantly receiving addition of industrial waste are subject to increased
levels of copper in the soil. Copper when in high amounts in the soil can adversely affect
vegetation preventing the cultivation of contaminated areas. The aim of this study was to
allow the formation of ectomycorrhiza and assess their influence on the development of native
tree in soil contaminated with copper. Accordingly, an experiment was established to evaluate
the behavior of mimosa, grapia and bracatinga seedlings in copper contaminated soil.
Following, another experiment was conducted to evaluate in vitro the influence of eucalyptus
essential oil in the establishment of ectomycorrhizal association in bracatinga and grapia
seedlings. We evaluated also the influence of eucalyptus essential oil and Pisolithus
microcarpus inoculation on growth of bracatinga seedlings in soil contaminated with copper.
The results indicate that grapia was less affected by increasing doses of copper applied to the
soil and angico that showed lower translocation to leaf area. The bracatinga ectomycorrhizal
association formed without the addition of essential oil, however, the presence of oil increased
the percentage of ectomycorrhizal colonization, grapia required stimulus eucalyptus essential
oil to form ectomycorrhizal association. No effect of inoculating Pisolithus microcarpus was
observed in seedling growth bracatinga in soil contaminated with copper, however, we
observed a higher altitude at a dose of 180 mg kg ~* with the application of 40 | L™* essential
oil eucalyptus . Copper doses from 180 mg kg ~* inhibit the formation of ectomycorrhiza on
seedlings bracatinga .

Keywords: ectomycorrhiza, bracatinga, grépia.
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1 INTRODUCAO GERAL

A contaminacdo do solo por metais pesados vem aumentando no Brasil por ocasido
das atividades antrdpicas. Dentre as principais atividades que causam acimulos de cobre no
solo se destaca a mineragdo e o descarte de residuos industriais. O cobre é um elemento
essencial ao desenvolvimento das plantas por atuar na fotossintese. Entretanto, quando
presente em elevadas concentracdes no solo pode se tornar toxico e causar reducdo na
producdo de plantas, ser lixiviado e contaminar aguas superficiais e subsuperficiais, além de
poder circular na cadeia alimentar. Diante disso, torna-se necessario estudar alternativas que
alterem a disponibilidade de cobre no solo, reduzindo a contaminacgéo do solo.

O uso de plantas em areas contaminadas acelera o processo de recuperacdo do solo,
pois através do sistema radicular ocorre a liberagdo de substancias quelatizantes de metais
pesados. Algumas plantas apresentam capacidade de associagdo simbidtica com
microrganismos do solo, como os fungos ectomicorrizicos. Esses fungos ao se associarem ao
sistema radicular das plantas contribuem para 0 aumento da absorcdo de agua e nutrientes.
Nas raizes com associacdo ectomicorrizica ocorre a formacdo de manto fangico, situado ao
redor das raizes, o qual atua como uma barreira fisica e quimica a presenca de metais pesados
e poluentes presentes no solo, em troca de fotoassimilados produzidos pelas plantas.

No entanto, a formacdo da ectomicorriza depende da especificidade do fungo e da
planta, havendo, portanto diferenca na capacidade de estabelecimento desta associagdo. O
inicio da associacdo € induzida por sinais bioquimicos emitidos pelo sistema radicular,
desencadeando a fase pré-simbidtica. Nesse sentido, tem sido proposto o uso de 6leo essencial
de eucalipto como estimulante da fase pré-simbiotica em espécies que apresentam dificuldade
na formacéo de ectomicorriza.

A maioria dos estudos relacionados a formacdo de ectomicorriza refere-se a especies
exoticas do género Eucalyptus e Pinus. Aliado a isso pouca énfase tem se dado a formacao
deste tipo de associacdo em espécies nativas do Rio Grande do Sul, as quais apresentam
poucos relatos cientificos de associagdo e possuem potencial para serem indicadas para uso na
de ambientes contaminados por metais pesados.

Contudo, é possivel que algumas espécies arbdreas nativas possuam a capacidade de
formagéo de ectomicorriza, e que essa associagdo promova maior crescimento das plantas. E
ainda, que o o6leo essencial de eucalipto possa atuar como precursor da formacdo de

ectomicorriza, resultando em melhorias no crescimento de arbdreas nativas em solo
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contaminado por cobre. Nesse sentido, 0 objetivo desse trabalho foi estudar espécies arboreas
nativas tolerantes ao cobre, avaliar a formagéo de ectomicorriza e relacionar a sua influéncia
no desenvolvimento de arboreas nativas em solo contaminado com cobre.

Para atender as hipdteses e 0s objetivos propostos neste trabalho foram realizados trés
experimentos com espécies nativas arboreas do Rio Grande do Sul. O primeiro experimento
envolveu a andlise do comportamento de mudas de Angico (Parapiptadenia rigida),
bracatinga (Mimosa scabrella Benth )e grapia (Apuleia leiocarpa) submetida a doses de cobre
aplicadas ao solo. O segundo trabalho avaliou o uso de 6leo essencial de eucalipto como
estimulante da formagdo de ectomicorriza em bracatinga e grapia IN VITRO. E o terceiro
experimento avaliou a contribuicdo do 6leo essencial de eucalipto e Pisolithus microcarpus

no crescimento de bracatinga em solo contaminado com cobre.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Caracteristica e importancia do cobre

O cobre é considerado um metal pesado por possuir densidade superior a 6 g cm™,
mais especificamente 8,96 g cm™ (KING, 1996). O teor de cobre nos solos depende da rocha
matriz e também da intensidade dos processos de formacéo (fisico, quimico e bioldgico) sobre
a rocha (KING, 1996). As principais formas de cobre no solo séo ions livres ou complexados
na solucdo do solo, ions trocaveis no material organico, ions retidos aos complexos de troca,
fons adsorvidos em &xidos precipitados, incorporados a microrganismos e retidos nas
estruturas de minerais primarios e secundarios (MARTINS, 2005). No Brasil os teores criticos
para o cobre em solos agricolas é de 200 mg kg™ (CETESB, 2005).

De acordo com Yruela, (2013) o cobre € um micronutriente essencial para as plantas,
sendo um pré-requisito para seu crescimento e desenvolvimento. Esse metal é absorvido pelas
plantas na forma de cation ou quelato, em pequenas quantidades, sendo um elemento
relativamente mével em plantas bem nutridas, podendo ser translocado de folhas velhas para
jovens e seus teores no tecido vegetal esta em torno de 220 mg kg™ de matéria seca (FLOSS,
2011).

Nas plantas o cobre atua como ativador de enzimas que participam de reacdes de
oxirreducdo, participando de muitos processos fisioldgicos, como fotossintese, respiracéo,
translocacdo de agucares, fixacdo biologica do nitrogénio, reducdo do nitrato, metabolismo de
proteinas, formacao de parede celular, sintese de DNA e RNA, aumentando a resisténcia das
plantas a moléstias (FLOSS, 2011; MARSCHNER, 2011). O cobre € também um componente
estrutural essencial de enzimas e proteinas envolvida em reagdes de transferéncia de elétrons,
como por exemplo, na enzima mitocondrial citocromo-oxidase e na proteina plastocianina dos
cloroplastos das plantas (HOODA, 2010). A deficiéncia de cobre afeta folhas jovens,
causando clorose e a reducdo da atividade fotossintética (YRUELA, 2013), além de reduzir a
lignificacdo dos vasos do xilema, reduzindo o transporte de &gua e solutos (DECHEN e
NACHTIGALL, 2006).

Porém em excesso no solo, o cobre causa sintomas de toxicidade e reducdo da
fotossintese (YRUELA, 2009). Assim € necessario que a homeostase do cobre seja

coordenada e regulada precisamente (YRUELA, 2013). Conforme Yruela (2009), altas
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quantidades de cobre no solo podem causar toxicidade extrema as plantas, apresentando
sintomas de clorose, necrose, nanismo, inibicdo do crescimento das raizes e folhas e
distarbios na estrutura das proteinas. Dessa forma, a deficiéncia ou o excesso de cobre
interferem em importantes processos fisioldgicos da planta e ainda reduzem a absorcdo de
fosforo (DECHEN e NACHTIGALL, 2006).

No entanto, as plantas apresentam mecanismos celulares de tolerancia ao cobre como
a reducdo da absorc¢do através da acdo de micorrizas ou exsudatos extracelulares, imobilizacdo
do excesso de cobre nas raizes e exclusdo da parte aérea, estimulacdo do bombeamento do
efluxo do metal na membrana plasméatica, quelacdo do metal por fitoquelatinas,
metalotioneinas e A&cidos orgéanicos e compartimentalizacdo no vacuolo (HALL, 2002;
KRAMER e CLEMENS, 2006). Dessa forma, os mecanismos de tolerancia podem contribuir

para a producdo de plantas em areas que apresentam contaminacao por cobre.

2.2 Areas contaminadas com cobre

Estimativas indicam que somente no Estado de S&o Paulo possua 543 areas
contaminadas com metais pesados (CETESB, 2011). As areas de contaminacdo por cobre
também estdo em expansdo, sendo a mineracdo e o beneficiamento de seus produtos, a
queima de combustiveis fdsseis, aplicacdo de lodos de esgotos, aguas residuais e de residuos
industriais as principais fontes de contaminacdo por cobre no solo (ANDREAZZA, 2009).
Diante disso, 0 uso continuado de uma ou mais fontes de cobre para fins agricolas podem
causar 0 acumulo do elemento no solo (MARTINS, 2005) e também o acumulo desse
elemento na cadeia alimentar (BALASSA et al., 2010).

Na producdo suinicola, os residuos gerados por essa atividade sdo utilizados como
fertilizante em é&reas cultivadas com culturas anuais e pastagem (BASSO et al., 2012).
Entretanto, os dejetos de suinos possuem na sua constituicdo concentragdes de metais pesados
como Cu e Zn (MATTIAS et al., 2010). Dessa forma, o uso de dejetos liquidos de suinos, nas
mesmas areas, por varios anos, pode potencializar a toxidez as plantas e aos organismos do

solo pelo acimulo de metais pesados (GIROTO, 2010).
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2.3 Ectomicorrizas no desenvolvimento de plantas em solo contaminado

O termo micorriza foi proposto por Albert Bernard Frank, palavra grega que significa
mykes (fungo) e rhiza (raiz) (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). Os beneficios da simbiose
micorrizica no estabelecimento e crescimento das esséncias florestais a campo representa
ainda uma alternativa de baixo impacto ambiental (OLIVEIRA e GIACHINI, 1999; SOUZA
et al., 2006).

Alguns microrganismos do solo auxiliam no estabelecimento de plantas em areas de
dificil adaptagdo, destacando-se os fungos ectomicorrizicos, que ao associarem-se com as
raizes das plantas desenvolvem estruturas que aumentam a absorcao de dgua e nutrientes pelas
plantas (SILVA et al., 2003a; 2003b; ANDREAZZA et al., 2004). O componente fungico das
ectomicorrizas localiza-se nos espacos intercelulares do cértex radicular, sem que ocorra
penetracdo intercelular (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006; SMITH e READ, 2008). As
modificacOes estruturais das raizes colonizadas pela presenca de um manto flangico, altera a
interface solo-planta, formando uma barreira fisico-quimica, protegendo as plantas da
presenca de metais pesados e outros poluentes toxicos (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006).
Desse modo, essa associacdo podera contribuir no estabelecimento de plantas em solos
contaminado por cobre.

O efeito protetor das ectomicorrizas em relagdo aos metais tem sido explicado pela
presenca da hifa nas células corticais das raizes, as quais reduzem a absorcao ou translocacdo
dos metais para a parte aérea e impedem que atinjam concentragdes tdxicas as plantas. Desse
modo, a maior tolerancia das plantas colonizadas se deve a capacidade do fungo
ectomicorrizico em reduzir ou prevenir a translocacdo dos metais para a parte aérea, por reter
0s metais sobre ou dentro do micélio e ndo da maior absorcdo do metal pelas raizes
(GRAZZIOTTI et al., 2003).

Os fungos ectomicorrizicos possuem capacidade de acumular metais (MEDVE e
SAYRE, 1994). De acordo com Gadd (1993) existem mecanismos internos nas células dos
fungos em que os metais podem ser compartimentalizados, complexados e volatilizados. Os
fungos ectomicorrizicos produzem pigmentos como a melanina, que tem sido considerado o
principal mecanismo de precipitacdo de metais pesados (BERTOLAZI et al., 2010).

A presenca do fungo nas raizes pode atuar como barreira, podendo impedir os metais
de entrarem no sistema radicular ou de atingiram sitios de agdo (GRAZZIOTTI et al., 2003).
Ruytinx et al. (2013) estudando o comportamento de Suillus bovinus em relacdo a

concentragdes crescentes de zinco, observaram toleréncia, por meio de mecanismo de
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exclusdo do zinco, que pode reduzir a transferéncia para a parte aérea em plantas colonizadas.
Silva et al. (2013) trabalhando com isolados de Pisolithus sp., Suillus sp. e Scleroderma sp.
em meio de cultura contaminado com cobre, encontrou isolados que produzem grande
quantidade de pigmentos extracelulares que, conforme Gadd (1993), podem ser constituidos

por melaninas, que possuem muitos sitios de adsorcéo e ligagdo de ions metalicos.

2.4 Oleo essencial de eucalipto como estimulador da formagao de ectomicorriza

Os 0leos esséncias, conhecidos também como 0leos volateis sdo produtos obtidos de
partes de plantas através de destilacdo, sendo liquido na temperatura ambiente e apresentam
aparéncia oleosa (VITTI e BRITO, 2003). Esses 0leos sdo produzidos por estruturas
secretoras como pélos glandulares, células parenquimaticas diferenciadas, canais oleiferos,
conferindo caracteristicas organilépticas (SIMOES e SPITZER, 2004; BRIZZO et al., 2009).
Os 6leos das folhas de eucalipto sdo formados por uma complexa mistura de componentes,
com até 100 compostos organicos volateis, dentre os quais se destacam hidrocarbonetos,
alcoois, aldeidos, cetonas, acidos e ésteres (DORAN, 1991; VITTI e BRITO, 2003).

A germinacdo de esporos € a primeira etapa para a formacdo de ectomicorrizas
(SIQUEIRA et al., 2010), a qual pode estar associado a producdo de compostos exsudados
pelas raizes da planta hospedeira (CARVALHO et al, 1997), atuando como sinais
bioquimicos que estimulam a associacdo (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). De acordo com
Steffen et al. (2012) a utilizacdo de Oleos essenciais de folhas de eucalipto pode ser uma
alternativa para estimular o estabelecimento de ectomicorriza em espécies nativas do Brasil,
em que o 6leo essencial pode atuar como sinais bioguimicos.

Em seus trabalhos, Steffen et al. (2010) observaram que o Oleo essencial de
Eucalyptus grandis, utilizado em meio de cultura liquido, apresenta eficiéncia para 0 aumento
da massa seca do micelio fungico e na tolerancia aos metais pesados como o cobre, zinco e
niquel do fungo ectomicorrizico Pisolithus microcarpus. Desse modo, o uso do 6leo essencial
de eucalipto pode facilitar o desenvolvimento dos fungos ectomicorrizicos, podendo

proporcionar maior tolerdncia a metais pesados no solo.

2.5 Espécies arbdreas nativas usadas em areas contaminadas por metais pesados.

Conforme Marques et al. (2011), o Brasil possui grande biodiversidade, favorecendo

processos biologicos no tratamento das areas contaminadas. Diante disso, observa-se a
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necessidade da realizacdo de pesquisas que envolvam o uso de organismos vivos na tentativa
de reabilitacdo de &reas contaminadas.

Pesquisas tém indicado o potencial de espécies nativas do Brasil para o uso em
ambientes contaminados por metais pesados. Pereira et al. (2012) estudando Acacia
angustissima (Mill.)Ktze.; Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan; Cordia africana Lam.;
Mimosa caesalpineafolia Benth. em solo reconstruido apds sete anos, encontraram resultados
indicando que as espécies A. angustissima e C. africana apresentaram maior didmetro altura
do peito e profundidade de raizes finas, que as outras espécies. As concentracdes de Cu, Mn,
Pb e Zn ficaram abaixo do normal para as plantas, enquanto que o Cd a concentracdo foi
maior que a normal. As espécies apresentaram tolerancia a areas contaminadas com Cd, que
se acumulou nas raizes das plantas, com excecdo da C. africana.

Silva et al. (2011a) trabalhando com Luehea divaricata e Schinus therebinthifolius
Raddi em solo contaminado com doses crescente de cobre evidenciaram que as mudas de
Schinus therebinthifolius ndo apresentaram alteracdo na qualidade de mudas, enquanto que as
mudas de Luehea divaricata apresentaram melhor qualidade com a aplicag&o de 64 mg kg™.

As espécies arbdreas nativas respondem de maneira diferenciada em solos
contaminados com cobre. Mudas de Enterolobium contotisiliquum e Peltophorum dubium
apresentam maior armazenamento do cobre nas raizes, com baixa translocacdo para a parte
aérea, tendo sua massa seca da parte aérea incrementada com pequenas doses do metal,
enguanto que a massa seca de Parapiptadenia rigida ndo € afetada (SILVA et al., 2011b).
Enquanto Caires et al. (2011) observaram em mudas de Cedrela fissilis que o aumento da
concentracdo de cobre no solo promoveu maior crescimento das raizes em relacdo a parte
aerea, e maior quantidade de cobre acumulada nas raizes, excluindo o metal da parte aérea.

No que se refere a plantas arbdreas nativas com potencial para serem utilizadas em
solos degradados e contaminados por metais, a bracatinga (Mimosa scabrella Benth.) da
familia das Fabaceas é uma espécie helidfita de rapido crescimento e pouco exigente quanto
as condicdes fisicas dos solos (REITZ et al. 1978). Devido a rapida cobertura do solo e ao
acumulo de nutrientes nas folhas, a bracatinga é recomendada para a implantagéo de florestas
em solos alterados pela mineracio do xisto (SIMOES et al. 1978). A bracatinga é considerada
uma especie adequada para a recuperacdo de areas degradadas, mantendo um crescimento
razoavel e com deposicbes expressivas de material organico rico em nitrogénio
(CARPANEZZI et al., 1988), essa espécie apresenta indice de sobrevivéncia maior que 92%
quando utilizada em areas degradadas pela mineragédo da fragdo argila (REGENSBURGER et
al., 2008)
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A grapia (Apuleia leiocarpa) € uma espécie florestal pertencente a familia das
Fabaceas, possui madeira pesada, sem falhas e durdvel (MATTOS, 2002). 0] angico
vermelho (Parapiptadenia rigida) € uma espécie florestal da familia das Fabaceas, ¢ uma
especie eficiente em acumular cobre no seu tecido, reduzindo a disponibilidade desse metal
no solo (PEREIRA et al., 2012). Esta espécie é recomendada para reflorestamentos mistos de
areas degradadas de preservacdo permanente, podendo ser usada em associacdes secundarias
mais evoluidas (LORENZI, 1992).
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3 CAPITULO I

Producao de mudas de Parapiptadenia rigida (Benth.), Mimosa scabrella (Benth.(Brenan)
e Apuleia leiocarpa (Vogel) J.F. Macbr.) em solo contaminado

com cobre

3.1 Resumo

A revegetacdo pelo cultivo de espécies florestais pode ser uma alternativa para reduzir
0 impacto da contaminacdo de cobre no solo. O objetivo desse trabalho foi quantificar o
crescimento e avaliar a qualidade de mudas de espécies florestais nativas em diferentes doses
de cobre no solo. O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, com sete
repetices, em arranjo fatorial (3x9), sendo trés espécies nativas (angico, bracatinga e grapia)
e nove doses de cobre aplicadas ao solo (0, 60, 120, 180, 240, 300, 360, 420 e 480 mg kg™). O
experimento foi conduzido em casa de vegetacdo onde as mudas foram cultivadas durante 180
dias. As unidades experimentais foram tubetes de 125 cm’ preenchido com solo. Os resultados
indicaram que as doses de cobre aplicadas ao solo reduziram com menor intensidade o
crescimento e a qualidade das mudas de grapia em relacdo a bracatinga e ao angico. O angico
em comparacdo com a bracatinga e a grapia foi a espécie florestal que contribuiu com menor
translocacao de cobre da raiz para a parte aérea.
Palavras chaves: Revegetacdo, espécies nativas, contaminagdo por cobre.

3.2 Abstract

Revegetation of copper contaminated sites using forest species may be an efficient
alternative to reduce the negative impact. The aim of this study was to quantify the growth
and evaluate the quality of seedlings of native species at different doses of copper in the soil.
The experimental design was completely randomized, with seven replications in a factorial
arrangement (3x9), using three indigenous species of plants (Parapiptadenia rigida, Mimosa
scabrella and Apuleia leiocarpa) and nine doses of copper in the soil (0, 60, 120, 180, 240,
300, 360, 420 and 480 mg kg™).The experiment was carried out in a greenhouse which the
seedlings were grown for 180 days. The experimental units were plastic pots of 125 cm’ filled

with Oxisol. The results indicated that the levels of copper applied to the soil decreased the
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quality of seedlings and growth of Apuleia leiocarpa to a lesser extent compared with Mimosa
scabrella and Parapiptadenia rigida. Parapiptadenia rigida was the forest species that
resulted in the lowest copper translocation from roots to shoots. In addition, the Apuleia
leiocarpa exhibited high resistance and tolerance for copper in the soil and also, it is
highlighted an ability for copper phytoremediation.

Keywords: Revegetation; native species; copper contamination.

3.3 Introducéo

O cobre, embora seja um micronutriente essencial ao desenvolvimento de plantas,
guando presente em concentracdes elevadas no solo pode causar distdrbios bioquimicos e
fisioldgicos nas plantas, reduzindo o potencial de crescimento (PANOU-FILOTHEOU et al.,
2001; MARSCHNER, 2011). Esta redugdo no crescimento das plantas foi evidenciada em
cultivo de videira, quando se utiliza a calda bordalesa para controle de doencas fungicas
(GIOVANNINI, 1997; CHAIGNON e HINSINGER, 2003; NACHTIGALL et al., 2007) e
nos plantios com espécies florestais em solo contaminado por cobre, podendo inibir o
desenvolvimento de mudas de Eucalyptus grandis e Peltophorum dubium, (ANTONIOLLI et
al., 2010).

De modo geral, as espécies vegetais apresentam diferentes adaptacdes as
concentracdes de metais pesados no solo (SILVA et al., 2007). Brunner et al. (2008) destacam
que as espécies arbdreas florestais podem ser uma alternativa para uso em solos contaminados
por metais, pois apresentam alta capacidade de imobilizar metais no seu tecido,
principalmente nas raizes, retardando o seu retorno ao solo (SOARES et al., 2000) e
minimizando a contaminacdo de &guas superficiais e subsuperficiais (CAIRES et al. 2011).

O objetivo desse trabalho foi avaliar o crescimento e a qualidade de mudas de angico,

bracatinga e grapia em diferentes doses de cobre no solo.

3.4 Material e métodos

O trabalho foi desenvolvido em casa de vegetacdo do Departamento de Ciéncias
Agrondmicas e Ambientais, da Universidade Federal de Santa Maria, campus de Frederico
Westphalen, Rio Grande do Sul, Brasil.

O experimento foi conduzido em delineamento experimental inteiramente casualizado,

em arranjo fatorial (3 x 9), com sete repeticdes. Foram usadas trés espécies nativas (Angico,
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Bracatinga e Grapia e nove doses de cobre no solo (0, 60, 120, 180, 240, 300, 360, 420 e 480
mg kg'™), na forma de sulfato ctprico (CuSQO4.5H,0).

As unidades experimentais (UE) foram tubetes plasticos com volume de 125 cm?,
preenchidos com solo classificado como Latossolo Vermelho Distrofico (Embrapa, 2006),
com as seguintes caracteristicas quimicas e fisicas: pH squa: 4,9; Ca + Mg = 5,4 cmol. kg™; Al
= 4,3 cmol, kg*; H+Al = 6,6 cmol. Kg™; P = 6,6 mg dm™; K = 111,0 mg dm™; Zn = 1,6 mg
dm™; Cu = 15,1 mg dm™; matéria organica = 24 g dm=e argila = 810 g dm™.

Foram semeadas trés sementes por UE e ap0s 15 dias da emergéncia das plantulas foi
realizado o desbaste, deixando apenas uma planta por UE. As sementes foram fornecidas pela
Estacdo de Pesquisas Florestais da FEPAGRO, unidade de Santa Maria, RS. As adubagdes
qguimicas seguiram as recomendacfes propostas por Gongalves e Benedetti (2005).
Utilizaram-se trés irrigacdes diarias, mantendo o solo em aproximadamente 80% da
capacidade de campo.

Aos 180 dias da semeadura das espécies florestais foram quantificados: a) altura,
obtida pela distancia do colo até as ultimas axilas foliares; b) diametro de colo (DC),
mensurado com paquimetro digital; ¢) massa seca da parte aérea (MSPA) e massa seca parte
radicular (MSPR), quantificadas apds a separacdo da parte aérea da radicular na regido do
colo das mudas e secagem em estufa a 60°C, até massa constante; d) comprimento da raiz
principal (CRP); e) area superficial especifica das raizes (ASE), obtida pelo programa
SAFIRA (Embrapa, 2010); f) teor de cobre na parte aérea, determinado conforme a
metodologia da Embrapa (2009); g) relacdo entre o teor de cobre da raiz e da parte aérea na
dose zero de cobre (R/PAo) e na dose maxima de cobre (R/PA120); h) coeficiente de impacto
do teor relativo de cobre (CITR), calculado pela relagcdo (R/PA120)/(R/PAy); i) indice de
qualidade de mudas (H/D), calculado pela relagéo entre a altura de plantas e diametro do colo
e; j) indice de qualidade de Dickson (Dickson et al., 1960), conforme a férmula: 1QD =
(MSPA + MSPR) (g)/ [AP(cm)/DC(mm)] + [MSPA(g)/MSPR(g)].

Os dados foram submetidos a analise de variancia a 5% de probabilidade de erro, pelo
programa SISVAR Ferreira, (2011) e analise multivariada dos componentes principais com 0
auxilio do programa Infostat (Di Riezo et al., 2013). As médias do fator qualitativo (espécies)
foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro e as médias do fator
quantitativo (doses) foram submetidos a analise de regressdo pelo programa SISVAR Ferreira
(2011), com nivel de 5 % de probabilidade de erro. Com base nas equacdes de regressdo
lineares foi estimada a dose de cobre necessaria para causar 50% de injaria nas mudas
(DR50).



26

3.5 Resultados e discussao

Os resultados evidenciaram interacdo significativa entre as espécies e as doses de
cobre (Tabela 1 e Figura 1). A grépia foi a espécie que se destacou no crescimento, com maior
altura e didmetro do colo das mudas em relacdo ao angico e a bracatinga, independente da
dose de cobre, excecdo da dose de 480 mg kg™ de cobre que ndo diferiu do angico (Tabela 1).
A massa seca da parte aérea, radicular e o comprimento da raiz principal também foram
significativamente maiores na grépia, a partir da adicdo de 120 mg kg™ de cobre no solo.
Resultados de trabalhos evidenciaram que a suscetibilidade a toxidade de cobre varia entre as
espécies de plantas (Guo et al., 2010) e, isso tem sido atribuido as plantas desenvolver
mecanismos para se adaptar a toxidade de metais (LEQUEUX et al., 2010).

A grépia apresentou relacdo altura/didametro do colo significativamente maior que as
demais espécies estudadas a partir de 60 mg kg™de cobre, com valores variando de 5,6 a 7,0
(Tabela 1). Enquanto que, doses superiores a 120 e 180 mg kg™ de cobre para o angico e
bracatinga, respectivamente, possibilitaram valores da relacdo altura/didmetro do colo abaixo
de 5,4. Esta relacdo se refere ao estiolamento das mudas, sendo um importante critério
utilizado por pesquisadores na avaliagdo da qualidade de mudas no viveiro (SOUZA et al.,
2006, CARNEIRO et al., 2007). Os valores dessa relacdo para as mudas de grapia estdo na
faixa adequada proposta por Carneiro (1995), que indicou valores de 5,4 a 8,1. Desse modo,
pequenas doses de cobre no solo contribuem para o crescimento da grapia sem a possivel
ocorréncia de estiolamento e em doses maiores indica possuir algum mecanismo que
possibilita a diminuicdo do efeito toxico do cobre em comparacao ao angico e a bracatinga.

A bracatinga apresentou maiores valores no 1QD que as mudas de angico e a grapia,
nos tratamentos testemunha e 60 mg kg™ (Tabela 1). Respostas diferentes neste indice em
espécies arboreas nativas também foram evidenciados por Ferraz e Engel (2011) em substrato
Multiplant®, em que mudas de ipé amarelo apresentaram 1QD maior que mudas de guarucaia
e jatoba produzidas em tubetes com volume de 300 cm3. O IQD leva em consideracdo a
producdo de massa seca total (aérea e radicular), didmetro do colo e altura de plantas
(DICKSON et al., 1960), determinando a robustez e o equilibrio da distribuicdo da fitomassa
das mudas (FONSECA et al. 2002). Desse modo, 0 aumento na massa seca da parte aérea das
mudas de bracatinga produzidas em doses de até 60 mg kg™ parece ter contribuido

consideravelmente para o aumento do 1QD.
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Tabela 1 - Altura, didmetro de colo (DC), massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca
parte radicular (MSPR), comprimento raiz principal (CRP), aéra superficial especifica (ASE),
relacdo altura/diametro de colo (H/D) e indice de qualidade de Dickson (IQD) de mudas de

angico, bracatinga e grapia submetidas a doses de cobre.

Espécies Doses de cobre (mg kg™1)
0 60 120 180 240 300 360 420 480
Altura (cm)
Angico 14,2 b* 136 b 8,3b 6,2b 6,2b 52b 50b 6,2b 55b
Bracatinga 111c 12,2 b 90b 37¢c 30c 2,8¢c 24c¢ 24c 2,3¢
Grépia 173a 184 a 188a 15,7a 14,7 a 133a 120a 114a 10,2a
DC (mm)
Angico 2,42 a 2,23b 1,67 b 1,21b 1,40 b 1,23b 1,36 b 1,28 b 149a
Bracatinga 1,89b 2,06 b 1,68 b 1,22b 0,96 ¢ 097b 0,99 ¢ 0,89¢c 0,96 b
Grapia 2,56 a 2,65 a 2,65a 232a 2,18a 197 a 187 a 2,02a 1,75a
MSPA (g)
Angico 0,490 a 0,370 b 0,150 ¢ 0,076 b 0,066 b 0,054 b 0,064 b 0,064 b 0,062 b
Bracatinga 0,494 a 0,626 a 0,380 b 0,106 b 0,056 b 0,038 b 0,026 b 0,032 b 0,042 b
Grapia 0,522 a 0,544 a 0,624 a 0,374 a 0,326 a 0,252 a 0,230 a 0,182 a 0,156 a
MSPR (g)
Angico 0,178 ¢ 0,134 c 0,054 c 0,036 b 0,030 ¢ 0,024 b 0,032 b 0,026 b 0,040 b
Bracatinga 0,652 a 0,860 a 0,250 b 0,206 b 0,106 b 0,058 b 0,030 b 0,038 b 0,040 b
Grépia 0,312b 0,356 b 0,386 a 0,300 a 0,284 a 0,202 a 0,146 a 0,140 a 0,104 a
CRP (cm)
Angico 13,1b 139b 13,8b 13,4b 139b 98b 8,2b 7,1b 50c
Bracatinga 155a 155a 128¢c 105¢ 9,4 ¢ 9,4b 8,2b 7,7b 78b
Grépia 155a 155a 155a 155a 155a 155a 12,0a 11,1a 10,8 a
ASE (cm?)
Angico 527,5b 353,9b 1715b 88,5b 97,8a 44,7b 36,6 b 325a 451a
Bracatinga 981,2a 1387,7 a 342,1a 158,0 b 150,7 a 71,4 ab 62,1ab 59,5a 65,7 a
Grépia 2457 ¢ 316,2b 3236a 286,6 a 163,1a 135,0a 108,0 a 85,0a 63,6 a
H/D
Angico 58a 6,1 ab 49b 52b 45b 42b 3,7b 48a 3,8b
Bracatinga 58a 59b 54b 30c 31lc 29c¢ 25¢c 2,7b 24c
Gréapia 6,7a 6,9a 70a 6,7a 6,7a 6,8a 6,4a 5,6a 59a
IQD
Angico 0,080 b 0,056 ¢ 0,024 b 0,016 b 0,012 ¢ 0,012 b 0,016 b 0,014 b 0,018 a
Bracatinga 0,174 a 0,224 a 0,092 a 0,088 a 0,044 b 0,026 b 0,016 b 0,018 b 0,020 a
Grépia 0,100 b 0,108 b 0,118 a 0,086 a 0,078 a 0,056 a 0,046 a 0,046 a 0,036 a

*Meédias seguidas de mesma letra na coluna nédo diferiram pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

A altura de plantas, massa seca da parte aérea e didametro do colo das trés espécies
estudadas foram reduzidos com a adigdo das doses de cobre no solo (Figura 1). O angico e a

grapia apresentaram reducdes mais acentuadas, com menor altura nas doses de 350 e 406 mg



28

kg™ de cobre, respectivamente, em relacéo & grapia que teve reducdo linear, atingindo 50 %
de injaria na dose de 569 mg kg™ (Figura 1A). De acordo com Kabata-Pendias e Pendias
(2001) o excesso de cobre reduz a taxa fotossintética por interferir na cadeia transportadora de
elétrons do fotossistema 1, diminuindo a producdo de fotoassimilados pelas plantas,
ocasionando redugédo no crescimento vegetal. Resultados semelhantes foram encontrados por
Caires et al. (2011) em que a massa seca da parte aérea de cedro rosa foi significativamente
reduzida por doses de cobre em mudas cultivadas em Latossolo Amarelo Distrofico com

textura média.

A massa seca radicular das mudas de grapia também apresentou menor reducdo coma
0 aumento das doses de cobre em relacdo ao angico e a bracatinga (Figura 1D). Conforme
Kahle (1993) a toxidez por cobre no sistema radicular, induz a reducdo de raizes secundarias,
diminuindo a capacidade das plantas em absorver nutrientes, ocasionando reducdo no
crescimento da planta. De acordo com Taiz e Zeiger (2006) as plantas podem apresentar
diferentes adaptacdes bioguimicas que permitem tolerar concentracGes elevadas de cobre no
solo. Desse modo, as mudas de grapia parecem possuir adaptacdes bioquimicas por
apresentarem valores de MSPR maiores que 0 angico e a bracatinga em doses altas de cobre.

O comprimento da raiz principal foi reduzido com as doses testadas nas trés espécies
estudadas (Figura 1E). Resultados semelhantes foram encontrados por Soares et al. (2000) em
que o aumento das concentracGes de cobre na solugdo nutritiva reduziram o comprimento
radicular de mudas de Eucalyptus maculata e Eucalyptus urophylla. Desse modo, a presenca
de cobre no solo causou efeito negativo no CRP das espécies nativas estudadas.

A éarea superficial especifica das raizes do angico e da bracatinga foram reduzidas até
as dose de 355 e 408 mg kg™ de cobre, respectivamente, enquanto que a grapia manifestou
aumento na 4rea superficial até 145 mg kg™ de cobre (Figura 1F). Resultados semelhantes ao
da grépia foram obtidos por Silva et al. (2011), em que doses de cobre de até 128 mg kg™ de
solo estimularam a area superficial especifica de mudas de timbalva. O fato das mudas de
grépia manifestarem estimulo para a area superficial nas menores doses de cobre pode ser
atribuido ao excesso de cobre na rizosfera, ocasionado reducgdo no crescimento longitudinal

das raizes e formac&o de raizes secundérias (TAIZ e ZEIGER, 2006).
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Figura 1 - Equacdes de regressdo da altura (A), diametro do colo (B), massa seca da parte

aérea — MSPA (C), massa seca parte radicular — MSPR (D), comprimento da raiz principal —
CRP (E), area superficial especifica — ASE (F), relacdo altura/diametro - H/D (G) e indice de

gualidade de Dickson — IQD (H) das mudas de angico, bracatinga e grapia com as doses de

cobre aplicadas no solo.
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As mudas de grapia obtiveram incremento na relacdo H/D na dose 112,3 mg kg™,
enquanto que para a bracatinga, essa relacéo é reduzida até 440,5 mg kg™ e o angico até 516
mg kg (Figura 1G). Resultados semelhantes também foram observados por Silva et al.
(2012) em que mudas de dedaleiro apresentaram reducédo na relacdo H/D quando submetidas a
doses de cobre no solo. Diante disso, as doses de cobre causaram maior reducdo na relagéo
H/D nas mudas de angico e bracatinga do que nas mudas de grapia.

O indice de qualidade de Dickson (1QD) foi reduzido com as doses de cobre e apenas
as mudas de bracatinga produzidas nas menores doses apresentaram indice superior a 0,2
(Figura 1H). Esse indice ¢ um indicador de qualidade de mudas para o transplante, sendo que
o valor minimo preconizado por Dickson et al. (1960), Cruz et al. (2004) e Melo et al. (2008)
é de 0,2. De acordo com Dechen e Nachtigall (2006) o cobre participa do metabolismo do
nitrogénio, no entanto, quando em excesso pode causar disturbio no metabolismo vegetal.
Dessa forma, observa-se efeito negativo, mesmo em doses baixas de cobre no 1QD das mudas

de angico e grépia.
A analise multivariada dos dados indicou que as aplicacdes de cobre no solo causaram

efeito tanto negativo como positivo nas mudas das espécies florestais nativas (Figura 2). No
angico e na bracatinga as doses acima de 120 mg kg™ reduziram a altura das mudas, massa
seca das raizes, diametro do colo, area superficial especifica das raizes, comprimento da raiz
principal, relacdo H/D e 1QD (Figuras 2A e 2B). Nas mudas de grapia as doses acima de 240
mg kg™ influénciaram negativamente a altura das mudas, diametro de colo, massa seca da
parte aérea e radicular, area supercial especifica e 1QD (Figura 2C).

O efeito positivo das doses de cobre foi observado com aplicagdo de 60 mg kg™, onde
proporcionou aumento da altura, massa seca da parte aérea e das raizes, superfical especifica e
IQD das mudas de bracatinga (Figura 2B). Esses resultados indicam que pequenas doses de
cobre adicionadas ao solo, por ser um micronutriente essencial ao desenvolvimento de
plantas, repercutem positivamente no crescimento e na qualidade das mudas, mas depende da
espécie vegetal. Em doses elevadas no solo reduzem o crescimento e interferem

negativamente sobre a qualidade, independente da espécie de vegetal.
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Figura 2 - Analise multivariada da altura, diametro de colo (DC), massa seca da parte aérea
(MSPA), massa seca parte radicular (MSPR), comprimento da raiz principal (CRP), area
superficial especifica (ASE), relacdo altura/diametro (H/D) e indice de qualidade de Dickson
(IQD) das mudas de angico (A), bracatinga (B) e grapia (C) com aplicacdo de doses de cobre

no solo. Frederico Wesphalen, RS, 2013.
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O coeficiente de impacto no teor relativo de cobre (CITR) foi de 3,69 para a grapia,
2,32 para a bracatinga e 22,5 para o angico (Tabela 3). De acordo com Marques et al. (2000)
esse coeficiente indica a capacidade das espécies em limitar a translocacdo dos elementos da
raiz para a parte aérea e, quando o CTIR é maior que valores de uma unidade, indica maior
teor proporcional de cobre nas raizes, do que na parte aérea. Resultados semelhantes também
foram encontrados por Silva et al. (2011) em que o angico apresentou alta capacidade em
acumular cobre no sistema radicular, reduzindo a translocacéo de cobre para a parte aérea das
plantas. Desse modo, o angico possui maior capacidade em limitar a translocacdo do cobre

para a parte aérea, seguida da bracatinga e grapia.

Tabela 2 - Relagdo entre o teor de cobre da raiz e da parte aérea na dose zero (R/PAy) e na
dose méxima de cobre (R/PA12) e 0 coeficiente de impacto no teor relativo de cobre (CITR)

das mudas de angico, bracatinga e grapia.

Espécies (RIPA) (RIPA120) CITR?
Angico 0,34 7,65 22,5
Bracatinga 2,20 5,12 2,32
Grépia 2,68 9,89 3,69

LCITR = (RIPAw0)/(RIPA,).

A bracatinga e a grapia apresentaram menor valor para o CTIR em relagéo ao angico,
indicando que essas espécies possuem translocacdo maior de cobre para a parte aérea em
relacdo ao angico (Tabela 3). A tolerancia a toxidez ao cobre tem sido proposta na literatura e
incluem mecanismos como a atividade de enzimas na desintoxicagdo de radicais livres,
quelatizacdo do cobre por compostos organicos e/ou compartimentaliza¢do no vacuolo (QIAN
et al., 2005; ZANQUETA et al., 2011). Desse modo, os resultados desse trabalho indicam a
possibilidade da bracatinga e a grapia possuirem mecanismos de tolerancia ao cobre,

permitindo maior crescimento que o angico em solo contaminado.

3.6 Conclusoes

Aplicagbes de doses crescentes de cobre no solo afetam com menor intensidade o
crescimento e a qualidade das mudas de grapia em relacdo ao angico e a bracatinga.
As mudas de bracatinga possuem qualidade de mudas superior ao angico e grapia em

solo com pequenas doses de cobre.



33

As mudas de angico possibilitam maior acimulo de cobre no sistema radicular em

relacdo a parte aérea do que a bracatinga e a grapia.
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4 CAPITULO 2
Associacao ectomicorrizica em Mimosa scabrella e Apuleia leiocarpa com o

uso de 6leo essencial de Eucalyptus grandis

4.1 Resumo

O desenvolvimento lento de esséncias florestais nativas pode estar relacionado a dificuldade
do estabelecimento de associagdo com fungos ectomicorrizicos em condicGes naturais. O
objetivo do trabalho foi avaliar a associacdo ectomicorrizica em plantulas de bracatinga e
grapia com o uso de 6leo essencial de eucalipto. O isolado ectomicorrizico utilizado foi o
UFSC-Pt116 (Pisolithus microcarpus). Em condi¢bes de laboratdrio, as plantulas foram
submetidas a um delineamento inteiramente casualizado com quatro tratamentos (somente
planta (controle), planta + Oleo essencial, planta + inoculo e planta + inoculo + o6leo
essencial). Avaliou-se a altura de planta, massa fresca da parte aérea e do sistema radicular,
namero de folhas, massa seca da parte aérea, comprimento radicular, presenca/auséncia e 0
percentual de colonizacdo ectomicorrizica e a contribuicdo efetiva dos tratamentos. O uso de
0leo essencial de eucalipto promoveu o estabelecimento de ectomicorriza nas plantulas de
grapia, onde foi possivel visualizar as estruturas manto fungico e rede de Harting. As
plantulas de bracatinga ndo necessitam de Oleo essencial de eucalipto para formar
ectomicorriza com o isolado UFSC-Ptl116. A inoculagdio “IN VITRO” de Pisolithus
microcarpus aumenta altura das plantulas de bracatinga e grapia e a massa seca da parte aérea
da bracatinga.

Palavras chaves: Fungo ectomicorrizico, espécies nativas, bracatinga, grapia

4.2 Abstract

The slow development of native forest species may be related to the difficulty of establishing
association with ectomycorrhizal fungi in natural conditions. This study aimed to evaluate the
association in ectomycorrhizal bracatinga and gréapia using eucalyptus essential oil. The
isolated ectomycorrhizal was used UFSC-Pt116 (Pisolithus microcarpus). Under laboratory
conditions, the plants were subjected to a completely randomized design with four treatments

( plant only (control), plant + essential oil, plant + inoculo and plant + inoculo + essential
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oil). We evaluated the plant height, fresh weight of shoot and root, number of leaves, shoot
dry weight, root length, presence and percentage of ectomycorrhizal colonization and the
effective contribution of treatments. The use of eucalyptus essential oil promoted the
establishment of ectomycorrhiza on seedlings grapia, where it was possible to visualize the
structures as fungal mantle and network Harting. Seedlings of bracatinga not require
eucalyptus essential oil to form ectomycorrhiza with isolated UFSC-Pt116. Inoculation "in
vitro" Pisolithus microcarpus increases seedling height of bracatinga and grapia and shoot dry
mass of bracatinga.

Keywords: Ectomycorrhizal fungi, native species, bracatinga, grapia

4.3 Introducéo

As esséncias florestais nativas apresentam crescimento lento quando comparadas as
espécies exoticas como o eucalipto, necessitando de intervencdes para acelerar o seu
desenvolvimento. Desse modo, novas estratégias devem ser estudas para que essas espécies
alcancem niveis satisfatorios de crescimento e produtividade. Diante disso, as ectomicorrizas
representam uma alternativa para o estabelecimento de mudas e estabilidade das florestas
plantadas (OLIVEIRA et al., 2008), podendo auxiliar no desenvolvimento de arbdreas nativas
em diferentes condic¢des de solo e ambiente.

As ectomicorrizas sdo fungos de solo que formam simbiose mutualistica com certas
plantas vasculares. Nessa associacdo, as mesmas desenvolvem estruturas préprias no sistema
radicular do hospedeiro, como manto fungico e rede de Hartig, responsaveis pelas trocas de
nutrientes entre o fungo e planta (BRUNDRETT et al., 1996; GROSS et al., 2004; SMITH e
READ, 2008). Essa associacdo resulta em aumento no crescimento de plantas e maior
tolerancia a fatores ambientais, isso indica que o estabelecimento de simbiose micorrizica
pode ser uma estratégia para as plantas superarem estresses bidticos e abioticos que ocorrem
no solo (CAMPOS et al., 2011), bem como na protecdo das raizes a poluentes e metais
pesados (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). Dessa maneira, a associacdo com fungos
ectomicorrizicos pode contribuir para aumentar o desenvolvimento de espécies florestais
nativas, mesmo em ambientes desfavoraveis.

Entretanto, devido a dificuldades no estabelecimento de ectomicorrizas nas arboreas
nativas do Brasil, tem sido proposto o uso de 0Oleo essencial como um bioestimulador da

associacdo fungo - planta. Esses Oleos sdo formados por uma complexa mistura de
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componentes, envolvendo até 100 compostos organicos (DORAN, 1991), que podem ter
similaridade com os exsudatos liberados pelas plantas para que ocorra a associagdo com 0s
fungos. Pois, sabe-se que a associacao se inicia atraves de sinais bioquimicos emitidos pelas
plantas no sistema radicular, que estimulam a fase pré-simbiética, desencadeando mudancas
fisiologicas e morfoldgicas tanto no fungo quanto na planta (BECARD et al., 2004;
AKIYAMA et al., 2005; ZHI-LIN et al., 2007). Assim, 0 uso de 6leo essencial se torna uma
opcao para estimular a associa¢do micorrizica em esséncias florestais nativas.

Na intencdo de gerar informacdes sobre a micorrizacdo em espécies arboreas nativas
do Brasil, este trabalho objetivou avaliar a associagdo ectomicorrizica em bracatinga e grépia
com o uso de bleo essencial de eucalipto.

4.4 Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratério de Microbiologia do Solo da
Universidade Federal de Santa Maria, campus de Frederico Westphalen — RS, com as espécies
florestais de bracatinga e a grapia.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com seis repeti¢des. Os
tratamentos foram: T1: sem inoculagdo e sem aplicacdo de 6leo essencial (testemunha); T2:
sem inoculacdo e com aplicacdo de 6leo essencial; T3: com inoculacdo e sem aplicacdo de
Oleo essencial e T4: com inoculacdo e com aplicacdo do 6leo essencial. As unidades
experimentais (UE) foram erlenmeyers de 250 mL contendo 60 mL de meio MNM solido
(Melin-Norkrans Modificado) (MARX, 1969). Durante o periodo do experimento as UE
foram sorteados aleatoriamente em intervalos de dois dias para atender as exigéncias do
delineamento experimental.

O fungo ectomicorrizico utilizado para inoculacdo foi o isolado Pisolithus
microcarpus obtido na Universidade Federal de Santa Catarina. O fungo foi multiplicado em
placas de Petri contendo meio MNM sélido (Melin-Norkrans Modificado) (MARX, 1969) em
BOD com temperatura de 25°C. Apds a multiplicagdo foram colocados trés discos de micélio
fangico com 10 mm de didmetro em cada UE dos tratamentos com inoculagéo,
permanecendo durante 28 dias em BOD a uma temperatura de 25 + 1°C para se multiplicar.

O dleo essencial foi obtido através da técnica de hidrodestilacdo de folhas frescas de
eucalipto seguindo a metodologia descrita por (VITTI e BRITO, 2003), em seguida foi
solubilizado em etanol 96,5% na proporc¢éo de 1:1 (v/v), conforme metodologia de Fabrowski

et al. (2003) e mantido sob refrigeracdo a 4°C até o momento do uso. A concentracdo do 6leo
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essencial utilizado no experimento seguiram as indicadas por Steffen et al. (2011; 2012), que
avaliaram doses de Oleo essencial de eucalipto para estimular a micorrizagdo mudas de
Eucalyptus grandis e a dosagem de 40 uL L™ de &gua esterilizada em mudas de sibipiruna,
sendo utilizado nesse experimento a concentragio de 40 pL L™. Foram aplicados 2 ml da
solucdo de 6leo essencial diluida em &gua nas UE no momento em que as plantulas foram
transferidas.

As sementes de grapia e bracatinga, fornecidas pela Estacdo de Pesquisas Florestais da
FEPAGRO, unidade de Santa Maria — RS, tiveram sua superficie desinfetada com hipoclorito
de sddio a 2 % durante 10 min e &lcool a 70% por mais 12 min. Apds foram lavadas trés vezes
consecutivas com agua esterilizada. As sementes foram germinadas em meio de germinacéao
(CaS04.2H,0 (500 pM), HsBOs (3uM), 7.5¢/L de Agar, 2g L de glicose, pH 5,7),
esterilizado em autoclave, permanecendo sete dias no escuro em temperatura de 25 + 1°C.
Apo6s este periodo as plantulas foram transferidas para as UE, permanecendo incubadas
durante 42 dias em cdmara com fotoperiodo de 12 horas e temperatura de 25 + 1°C.

As variaveis analisadas foram altura de planta (AP), massa fresca da parte aérea
(MFPA) e do sistema radicular (MFR), numero de folhas (NF), massa seca da parte aérea
(MSPA), comprimento radicular (CR), presenca de associacdo ectomicorrizica, percentual de
pélos radiculares colonizados (%PRC) e contribuicéo efetiva dos tratamentos (CET).

Para a avaliacdo da AP utilizou-se régua graduada de 30 cm de comprimento. Para a
estimar a MFPA E MFR realizou-se uma seccdo transversal no colo da planta separando a
parte aérea da radicular em seguida foram pesadas em balanca analitica. A determinacdo da
MSPA foi obtida apds secagem em estufa a 65 °C, até peso constante e pesadas em balanca
analitica.

A avaliacdo da coloniza¢do ectomicorrizica foi realizada por meio da observagdo
visual da morfologia radicular externa das raizes em microscopio estereoscépico binocular
com aumento de 60 vezes, visando detectar a presenca ou auséncia de alteracOes
morfoldgicas, que possivelmente seriam resultado da colonizagéo por fungos ectomicorrizicos
(BRUNDRETT et al., 1996). Na sequéncia foram realizados cortes histoldgicos transversais
nas raizes a méo livre com auxilio de lamina de bisturi e posterior confeccdo de ld&minas para
observagao em microscépio optico. A avaliacdo da morfologia interna foi realizada atraves da
analise de fotografias obtidas com maquina fotografica digital marca Sony, acoplada ao
microscépio 6ptico marca Olympus® modelo CX40 com aumento de 200x, detectando-se a
presenca de manto fungico e rede de Hartig (BRUNDRETT et al., 1996).
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O percentual de pelos radiculares colonizados foi obtido por meio da quantificagdo do
namero de pélos colonizados e ndo colonizados, adaptando o método de determinagdo do
percentual de colonizacdo ectomicorrizica descrito por (BRUNDRETT et al.,, 1996). A
contribuicdo efetiva dos tratamentos (CET) expressa a contribuicdo percentual dos
tratamentos em relagdo ao tratamento controle, sendo calculada pela férmula: CET (%) =
[(PCT — PST) / PST]*100, onde P: parametro analisado (altura ou massa seca da parte aérea);
CT: com tratamento (6leo, fungo ou 6leo + fungo) e ST: sem tratamento (controle).

Os resultados foram submetidos a analise de variancia e as medias foram comparadas
pelo teste de Tukey com 5% de probabilidade de erro, utilizando-se o programa estatistico
SISVAR (FERREIRA, 2006).

4.5 Resultados e Discussao

Na avaliacdo de presenca ou auséncia de colonizacdo ectomicorrizica, nota-se que a
bracatinga tem capacidade de se associar ao isolado do Pisolithus microcarpus com e sem
adicdo de Oleo essencial de eucalipto (Tabela 1). A grapia ndo estabeleceu ectomicorriza
utilizando somente o isolado Pisolithus microcarpus, sendo necessario o estimulo por meio
do uso de Oleo essencial (Tabela 1). Silva (2007) estudando a ocorréncia de fungos
ectomicorrizicos em treze espécies nativas na regido central do Rio Grande do Sul néo
encontrou formacao de ectomicorriza em condi¢fes naturais em arvores de grapia, atribuindo
gue a associacdo ndo depende somente da planta, mas também do ambiente e disponibilidade
e inbculo. Portanto, os resultados do presente trabalho fornecem uma indicacdo da
possibilidade da formagé&o de ectomicorrizas em grépia e bracatinga IN VITRO.

Tabela 1 — Presenca ou auséncia de associacdo ectomicorrizica e percentual de pelos
radiculares colonizados (%PRC) em bracatinga e grapia inoculadas com o isolado Pisolithus
microcarpus, IN VITRO. UFSM, campus de Frederico Westphalen, RS, 2012.

Presenca (+) ou auséncia (-)* %PRC
Tratamentos - = - —

Bracatinga Grapia Bracatinga Grapia
Controle - - 0 0
Oleo - - 0 0
Inoculado + - 6 0
Inoculado + 6leo + + 9 2

! Manto flngico, rede de Harting e/ou pelotées de hifas.
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As plantulas de bracatinga manifestaram 6% de pelos radiculares colonizados no
tratamento inoculado e 9% no inoculado + Oleo, enquanto que na de grépia verificou-se
apenas 2% de colonizacdo no tratamento inoculado + 6leo (Tabela 1). Os percentuais de
colonizacao obtido nesse trabalho séo baixos de acordo com a classificacdo de Zangaro et al.
(2003) e Steffen et al. (2012), que encontraram 22% de colonizacdo radicular em mudas de
sibipiruna inoculadas com o fungo Pisolithus microcarpus mais adi¢cdo de 6leo essencial de
eucalipto, produzidas em condic¢des de casa de vegetacdo e em turfa. Entretanto, por causa da
pouca disponibilidade de raizes, o teste de colonizacdo foi realizado em pelos radiculares e
ndo em segmentos de 1 cm, evitando superestimar os resultados desse trabalho, que resultaria
em 100% de colonizacdo radicular. Desse modo, hé indicios que a adi¢do de 6leo essencial de
eucalipto pode contribuir para aumentar o percentual de pelos radiculares colonizados das
plantulas de bracatinga e possibilitar a formacéo de ectomicorriza em grapia.

Nas plantulas de bracatinga foi possivel observar a ocorréncia de manto flngico, onde
as raizes apresentaram espessamento dos pelos radiculares no tratamento com inoculagdo de
fungos ectomicorrizicos, porém, sem a confirmacdo da formacdo de rede de Hartig (Figuras
1A, 1B, 1C e 1D), conforme Brundrett et al. (1996) e Costa (2002) essas alteracbes na
morfologia das raizes podem indicar a ocorréncia de colonizag¢do radicular. Pesquisas tém
indicado efeitos benéficos das micorrizas arbusculares no crescimento de plantas de Tabebuia
roseo-alba e Tocoyena selloana em casa de vegetacdo, e melhor desenvolvimento de plantas
de milho em condic¢6es sob condicBes de estresse hidrico (OLIVEIRA et al., 2009; ZHU et al.,
2012). Assim, a simbiose micorrizica aumenta a absorcéo de nutrientes do solo contribuindo
para o desenvolvimento vegetal (SMITH e READ, 2008).

As pléantulas de grapia apresentaram alteracGes na morfologia externa e interna do
sistema radicular com a inoculagdo do isolado Pisolithus microcarpus e com a adi¢do do 6leo
essencial, indicando formacédo de ectomicorriza (Figura 1). De acordo com Harborne (1991)
0s Oleos essenciais possuem diversos constituintes que atuam no metabolismo vegetal,
estando envolvidos nas interacGes entre plantas e microrganismos (SIMIONATO, 2004).
Andreazza et al. (2011) trabalhando com ectomicorrizagdo IN VITRO com varios isolados,
evidenciaram que o fungo Suillus sp favoreceu o desenvolvimento de plantulas de gréapia,
porém, nao detectou a formacéo de ectomicorriza pelo isolado Pisolithus microcarpus. Silva
(2007) também verificou que as raizes de grapia tinham afinidade com o isolado Pisolithus
microcarpus, contudo nao foi possivel afirmar que as modificacBes no sistema radicular

foram decorrentes da colonizacdo micorrizica. Os resultados encontrados nesse trabalho
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indicam que o 6leo essencial de eucalipto pode ser uma estratégia para o estabelecimento de
ectomicorriza em plantas que tenham dificuldades em estabelecer essa associagéo.

Grapia

Figura 1 - Morfologia externa (A) e interna (B) de raizes ndo micorrizadas (controle),
morfologia externa (C) e interna (D) de raizes micorrizadas com o inoculo Pisolithus
microcarpus (tratamento inoculado + dleo) de plantulas de bracatinga e grapia. MF: manto
fangico, RH: rede de Hartig. UFSM, campus de Frederico Westphalen, 2012.

Observa-se que a inoculagdo com o isolado UFSC-Pt116 proporcionou 0s maiores
valores para a altura, comprimento radicular, nimero de folhas, massa fresca radicular e
massa seca aérea das plantulas de bracatinga quando comparados aos tratamentos sem
inoculacdo (Tabela 2). Smith e Read (2008) relatam que a associagcdo com fungos resulta em
um aumento de absorcdo de agua e nutrientes. Desse modo, a inoculacdo com fungo
ectomicorrizico propiciou beneficios as plantulas de bracatinga. Resultados semelhantes
também foram obtidos por Steffen (2012) o qual observou que o uso de 6leo essencial e
inoculagdo de Pisolithus microcarpus favoreceu o seu desenvolvimento de mudas de
sibipiruna. O tratamento inoculado + 6leo apresentou uma reducédo na MFR, ndo diferindo do
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tratamento testemunha, essa reducdo em sua massa devido a associagdo com o fungo resulta
em um aumento da &rea de absor¢do pela planta proporcionada pelas hifas do fungo (SMITH
e READ, 2008). O numero de folhas foi superior nos tratamentos com o isolado Pisolithus
microcarpus, esse resultado indica que as plantulas inoculadas podem ter um aumento no

desenvolvimento a campo por apresentarem maior area fotossintética.

Tabela 2 - Altura, comprimento radicular (CR), massa fresca da parte aérea (MFA), numero
de folhas (NF), massa fresca radicular (MFR), massa seca da parte aérea (MSPA) de plantulas

de bracatinga e grapia. UFSM, campus de Frederico Westphalen, RS, 2012.

Altura CR NF MFPA MFR MSPA
Tratamento "
———————— CM--------- --------------- Mg planta™--------------
T Bracatinga T
Controle 5,25 b* 2,75b 25b 35"® 18b 4,00b
Oleo 5,00 b 2,25b 20D 52 16b 6,25b
Inoculado 8,82 a 4,95a 40a 54 39a 12,75 a
Inoculado + Oleo 9,22a 3,42 ab 3,0ab 40 20 b 9,75a
CV % 11,17 21,01 17,39 42,18 28,99 19,34
-- e R Gréapia e e
Controle 85b 1,25"™ 20™ 214™ 25¢ 39,75™
Oleo 9,5ab 1,66 2,0 269 32 bc 48,75
Inoculado 10,92 a 1,43 2,75 268 46 a 54,25
Inoculado + Oleo 10,72 a 1,30 2,5 210 38 ab 49,50
CV % 7,58 28,68 18,02 20,65 13,49 24,08

* Médias seguidas de mesma letra na coluna, dentro de cada planta, ndo diferem estatisticamente pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade de erro. ns = ndo significativo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

Os valores observados para a MFPA das plantulas de bracatinga ndo apresentaram
diferenga significativa entre os tratamentos, isso pode ser atribuido ao curto espago de tempo
da conducdo do experimento, ndo tendo tempo habil para a bracatinga manifestar os
beneficios da associa¢do com o fungo ectomicorrizico.

Os tratamentos inoculado e inoculado + 6leo aumentaram significativamente a MFR e
altura das plantulas de grépia (Tabela 2). Smith e Read (2008) relataram redugdo na massa
fresca radicular das plantas ao estabelecerem a micorriza. Diante disso, supde-se que a causa
para esse resultado possa ter sido o baixo percentual de pelos radiculares colonizados pelo

fungo, ou efeito indireto da presenca do fungo ectomicorrizico estimulando o crescimento da
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planta, por meio da disponibilizagdo de fitormonios (SMITH e READ, 2008). Contudo,
resultados semelhantes foram obtidos por Andreazza et al. (2011), que encontraram aumento
na altura das plantulas de grapia quando inoculadas com fungos ectomicorrizicos das espécies
Suillus sp, Pisolithus microcarpus e Scleroderma citrinum.

N&o foi observada diferenca significativa no comprimento radicular, nimero de folhas,
massa fresca aérea das plantulas de grapia (Tabela 2). A grapia é considerada uma espécie
medianamente exigente em potassio e nitrogénio na fase inicial de crescimento, quando
cultivada em Argissolo Vermelho Distrofico Arénico (NICOSOLO, 2001). Desse modo, o
meio de cultura no qual o experimento foi conduzido, embora adequado ao desenvolvimento
do fungo ectomicorrizico, pode ter suprido a necessidade de nutrientes para 0
desenvolvimento inicial dessa planta, ndo sendo possivel detectar diferenca nesses
parametros. Assim, os resultados obtidos indicam que o dleo essencial de eucalipto, ndo
causou efeito negativo nas plantulas de grapia e ainda contribui para que estas se associem ao
fungo ectomicorrizico.

A contribuicdo efetiva dos tratamentos 6leo, inoculado e inoculado + 6leo foram de
56, 219 e 144 %, respectivamente para a massa seca da parte aérea das plantulas de
bracatinga. Nas plantulas de gréapia os tratamentos 6leo, inoculado e inoculado + 6leo foram
22, 37 e 25% superiores a testemunha, respectivamente (Figura 2). A contribuicdo desses
tratamentos para as plantulas de grapia pode estar relacionada a presenca de terpenos e
compostos fendlicos nos 6leos essenciais que estimulam o crescimento das plantas (TAIZ e
ZEIGER, 2006), bem como, a producdo pelos fungos ectomicorrizicos, de fitormonios
biodisponiveis como acido indol acético e auxinas, responsaveis pelo crescimento da planta
(SMITH e READ, 2008). Nesse caso, é possivel que esses fitormonios fiquem disponiveis no
meio de cultura e sejam absorvidos pelas plantulas, no entanto, essa hipotese poderd ser

esclarecida em outros trabalhos.

Eracatinga Grapia
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Figura 2 - Contribuicdo efetiva dos tratamentos (CET %) com 6leo, inoculado e inoculado +

0leo na massa seca da parte aérea das plantulas de bracatinga e grapia.
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Esses resultados sdo importantes para o setor florestal, podendo contribuir para
melhorias no desenvolvimento de arbdreas e programas de reflorestamento e revegetacéo de
areas degradadas. No entanto, novos estudos devem ser realizados com uso de 6leo essencial
de eucalipto como bioestimulador da micorriza¢do na producao de mudas de espécies nativas

e seus efeitos para o estabelecimento e desenvolvimento das plantas em condigdes de campo.

4.6 Conclusao

O uso de dbleo essencial de eucalipto pode contribuir para o estabelecimento de
associagdo de Pisolithus microcarpus nas raizes das plantulas de grépia.
A inoculagdo “IN VITRO” de Pisolithus microcarpus aumenta altura das plantulas de

bracatinga e grapia e a massa seca da parte aérea da bracatinga.
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5 CAPITULO 3

Oleo essencial de eucalipto e Pisolithus microcarpus no crescimento de bracatinga em
solo contaminado por cobre

5.1 Resumo

As éareas contaminadas com cobre podem apresentar elevados teores disponiveis desse
nutriente no solo afetando o desenvolvimento vegetal. O objetivo do trabalho foi avaliar o
efeito do 6leo essencial de eucalipto na associacdo ectomicorrizica em bracatinga e o seu
comportamento em solo contaminado por cobre. A esséncia florestal utilizada foi a
bracatinga. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado em
arranjo fatorial (4 x 6), sendo quatro formas de inoculacdo (testemunha, éleo, fungo e 6leo +
fungo) e cinco doses de cobre (nivel natural do solo, 60, 120, 180 e 240 mg de Cobre kg™ de
solo), com cinco repeticdes. Avaliaram-se a altura de plantas, didmetro do colo, massa seca da
parte aérea e radicular, comprimento radicular, area superficial especifica, relacdo
altura/diametro do colo e indice de qualidade de Dickson. Verificou-se que a utilizacdo de 40
uL L de 6leo essencial de eucalipto aumenta a altura das mudas de bracatinga em solo
contaminado com adicdo de 180 mg de Cobre kg™ de solo. N&o hé efeito da inoculacdo de
Pisolithus microcarpus no crescimento das mudas de bracatinga em solo contaminado com
cobre. As doses de cobre reduzem a massa seca da parte aérea e radicular das mudas de

bracatinga.

Palavras-chave: ectomicorriza, arborea nativa, metal pesado.

5.2 Abstract:

The copper mineration areas may have elevated levels of this nutrient available in the soil
which may affect plant development. The aim of this study was to evaluate the effect of
eucalyptus essential oil in ectomycorrhizal association in bracatinga and their behavior in a
soil contaminated by copper. The essence forest used was bracatinga. The experiment was
conducted in a completely randomized design in a factorial arrangement (4 x 6), four forms of
inoculation (control, oil, yeast and fungi + oil ) and five doses of copper (natural soil level ,
60, 120, 180 and 240 mg Cu kg™ soil) with five replications. Evaluations of plant height, stem

diameter, dry weight of shoot and root, root length, specific surface area, ratio of height /
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diameter ratio and Dickson quality were carried out. It was found that the use of 40 pl L™
eucalyptus essential oil increases the height of the bracatinga seedlings in the dose of 180 mg
of copper kg® in a contaminated soil. There is no effect of inoculation of Pisolithus
microcarpus in seedling growth of bracatinga in soil contaminated with copper. Doses of

copper reduce the dry mass of shoots and roots of seedlings bracatinga.

Key words: ectomycorrhizal, native tree, heavy metal.

5.3 Introducéo

O cobre, quando em altas concentragdes no solo, pode diminuir a producdo de plantas
e ainda se acumular na cadeia alimentar (SANTOS et al., 2010). Além disso, pode oferecer
riscos de contaminacdo de aguas superficiais e subsuperficiais (NOWACK et al., 2006). No
Brasil, areas contaminadas com cobre tém se tornado comum em vinhedos, decorrentes da
aplicacdo de fungicidas a base de cobre Nachtigall et al. (2007), bem como em areas de
mineragdo desse elemento (REGENSBURGER et al., 2008). Diante disso, novas alternativas
devem ser estudadas para diminuir a contaminacdo, tornando essas areas novamente
produtivas.

O uso de fungos ectomicorrizicos pode ser uma alternativa para melhorar o
desenvolvimento de plantas em &reas contaminadas. Esses fungos formam associacGes
simbidticas com plantas vasculares, aumentando a area explorada pelas raizes por meio de
suas hifas no solo (BRUNDRETT et al., 1996; SMITH E READ, 2008). Pesquisas tém
indicado o efeito benéfico da associacdo micorrizica no crescimento vegetal (SILVA et al.,
2010; MAGALHAES et al., 2011), bem como, demonstrado a eficiéncia dessa associacio na
tolerancia das plantas a metais pesados (KABATA - PENDIAS, 2010).

De acordo com Smith e Read (2008) os fungos ectomicorrizicos formam simbiose
com espécies florestais especificas. Entretanto, metabolicos essenciais extraidos de espécies
que formam associagdo com fungos ectomicorrizicos, podem contribuir para a ocorréncia da
simbiose, em espécies nas quais, em condi¢gdes naturais, ndo se tem detectado a ocorréncia
dessa associacdo (STEFFEN et al., 2012). Conforme Wenke et al. (2010) compostos
exsudatos pelas raizes das plantas atuam como sinais bioquimicos essenciais. Esses sinais
estimulam a fase pré-simbidtica entre as raizes das plantas e os fungos (STEFFEN et al.,
2011). Doran (1991) relatou que o 6leo extraido de folhas de eucalipto contém uma mistura

complexa, envolvendo até 100 compostos organicos, que podem ter similaridade com
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compostos exsudatos pelas raizes das plantas, atuando como sinal bioquimico para a
ocorréncia da associacao simbidtica. Nesse caso, 0 6leo essencial de eucalipto podera ser uma
alternativa para estimular a ocorréncia de associacao ectomicorrizica em espécies nativas que
apresentem dificuldade em associar - se com fungos ectomicorrizicos.

As especies florestais acumulam metais pesados nas raizes e no caule, sendo
importantes para recuperar ambientes contaminados por metais (MAGALHAES et al., 2011).
A bracatinga, por exemplo, € uma Fabaceae adequada para a recuperacdo de areas
degradadas, pois deposita quantidades expressivas de material organico rico em nitrogénio no
solo (CARPANEZZI et al., 1988). Regensburger et al. (2008) verificaram 92% de indice de
sobrevivéncia da bracatinga em areas degradadas pela mineracdo de argila. Entretanto, ndo se
tém evidenciado trabalhos sobre o comportamento de Fabaceas, como a bracatinga, em solo
contaminado com cobre. Desse modo, a elaboracdo de estudos que contemplem o
desenvolvimento dessa espécie florestal, em solo contaminado por cobre, podera contribuir
para o conhecimento sobre arbdreas nativas do Brasil em solo contaminado.

O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito do 6leo essencial de eucalipto na associacao

ectomicorrizica em bracatinga e o seu comportamento em solo contaminado por cobre.
5.4 Material e métodos

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo do Departamento de Ciéncias
Agrondmicas e Ambientais da Universidade Federal de Santa Maria, campus de Frederico
Westphalen, RS. A espécie estudada foi a bracatinga, cujas sementes foram fornecidas pela
Estacdo de Pesquisas Florestais da FEPAGRO, unidade de Santa Maria, RS. As sementes
tiveram a superficie desinfetada com hipoclorito de sédio 2% durante 10 min e alcool 70%
por mais 12 min e lavadas em agua esterilizada, em seguida as sementes foram submetidas a
quebra de dorméncia com escarificagdo mecanica.

O substrato utilizado foi um solo classificado como Latossolo Vermelho Distrofico,
com os seguintes atributos: pH sgua = 4,9, Ca + mg = 5,4 cmol; dm?3, Al = 4,3 cmol, dm?,
H+A = 6,6 cmol. dm™, P = 6,6 mg dm™, K =111,0 mg dm, Zn = 1,6 mg dm™, Cu = 15,1 mg
dm™, matéria organica = 24 g dm™ e argila = 810 g dm™. O solo foi esterilizado em autoclave
a temperatura de 121°C durante 60 min. As unidades experimentais (UE) foram tubetes com
volume de 125 cm3, que receberam trés sementes e apds a emergéncia das plantulas foi

realizado o desbaste deixando apenas uma pléantula por UE.
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O isolado ectomicorrizico utilizado foi o Pisolithus microcarpus pertencente ao banco
de fungos da Universidade Federal de Santa Catarina. O fungo foi multiplicado em placas de
Petri contendo 20 mL meio MNM (Melin-Norkrans Modificado) Marx (1969), mantido em
BOD a 28 °C com auséncia de luz. O contetdo da placa de Petri (Micélio fungico e meio
MNM) foi fragmentado em liquidificador com 200 mL de &gua esterilizada durante 10
segundos. Posteriormente, foi aplicado 2 mL desse suspencdo miceliana nas UE, sendo esse
procedimento realizado cinco vezes durante o periodo de conducdo do experimento, em
intervalos de 15 dias, partindo-se da semeadura. Nos tratamentos sem a inoculacéo de fungos
foi aplicado somente o meio MNM, com o intuito de evitar influéncia do meio de
multiplicacéo do fungo nos resultados obtidos.

O oleo essencial utilizado foi o de Eucalyptus grandis obtido através da metodologia
descrita por (VITTI E BRITTO, 2003). A concentragdo do Oleo essencial utilizado no
experimento seguiram as indicadas por Steffen et al. (2011, 2012), que avaliaram doses de
6leo essencial de eucalipto para estimular a micorrizagdo de mudas de Eucalyptus grandis e
de sibipiruna, sendo utilizado nesses experimentos & concentragio de 40 pL L™. Foram
realizadas quatro aplicacdes, contendo 2 ml da solucdo de 6leo essencial, sendo, a primeira,
12 dias ap6s a emergéncia das plantulas e as demais em intervalos de 15 dias. As adubagdes
de cobertura seguiram as recomendacdes propostas por (GONCALVES E BENEDETTI,
2005).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em arranjo fatorial (4 x 5),
qualitativo em A e quantitativo em D, sendo o fator A quatro formas de inoculacdo (sem
fungo e 6leo (testemunha); somente adi¢do de 6leo; semente adicdo de fungo e adicao de 6leo
+ fungo e o fator D cinco doses de cobre (teor natural do solo, 60, 120, 180 e 240 mg kg™ de
solo), com cinco repeti¢des. O experimento permaneceu instalado durante 180 dias.

Os parametros avaliados foram altura de planta (AP), diametro do colo (DC), massa
seca da parte aérea (MSPA), massa seca da parte radicular (MSPR), comprimento da raiz
principal (CRP), porcentagem de colonizagéo radicular (CM%), e area superficial especifica
de raizes (ASE) A altura de plantas foi obtida com régua graduada de 30 cm, sendo obtida
pela distancia do colo até as ultimas axilas foliares. O diametro do colo foi mensurado com o
auxilio de um paquimetro digital. Para a avaliagdo da MSPA e MSPR foi separado a parte
aérea da radicular e secadas em estufa a temperatura de 65° C, até apresentarem peso
constante, posteriormente ambas as partes foram pesadas em balanca analitica.

Para obtenc¢do da percentagem de colonizag&o radicular, as raizes foram submetidas ao

procedimento de clareamento e coloragdo, que constou em deixar uma amostra de 0,1g de
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raizes imersas em solugédo de KOH 10%, a 80 °C durante 1 h e 30 min. Ap6s, lavou-se com
agua e, posteriormente, as raizes foram colocadas em HCI 0,1M durante 2 minutos. Lavou-se
novamente com agua e colocaram-nas em Trypan Blue (corante) a 80 °C por 30 min
(BRUNDRETT et al., 1996). A quantificacdo da porcentagem de colonizacdo radicular foi
obtida pelo método da placa quadriculada (BRUNDRET et al., 1996). A é&rea superficial
especifica foi obtida de acordo com metodologia proposta por Tennant (TENNANT, 1975).

Com base nos parametros morfologicos avaliados foram calculados os indices de
qualidade de mudas: relacdo entre altura da parte aérea e didametro do coleto (H/DC) e o
indice de Qualidade de Dickson (IQD), Dickson et al. (1960): IQD = PMST(g) /
[AP(cm)/DC(mm)]+[PMSPA(g)/PMSPR(g)].

Os valores médios do comprimento radicular, massa seca da parte aérea, massa seca
da parte radicular e indice de qualidade de Dickson foram ajustados pela equagdo (x>?). Os
resultados foram submetidos a analise de varidncia e quando apresentaram interacdo
significativa entre A x D foram submetidos a analise de regressdo e teste de comparacdo de
média de Tukey, com nivel de 5% de probabilidade de erro, pelo programa Sisvar
(FERREIRA, 2011). Para os parametros sem interacdo significativa, foram desdobrados os
efeitos simples com nivel de 5% de probabilidade de erro. As doses que causaram 50% de

reducdo (DR50) nos parametros foram calculadas com base nas equacgdes de regressao.
5.5 Resultados e discussao

O percentual de colonizacdo radicular da bracatinga apresentou interacdo significativa
entre as doses de cobre e os tratamentos inoculados com fungos com e sem o6leo (Figura 1). A
formacao de micorriza ocorreu nas doses 0, 60 e 120 mg kg™ , nos tratamentos com fungo e
6leo + fungo , sendo que na dose 60 mg kg™ o maior percentual de colonizacio radicular foi
no tratamento 6leo + fungo (Figura 1). Steffen et al. (2011) verificaram que o 0leo essencial
de eucalipto estimulou o percentual de colonizacdo radicular em mudas de Eucalyptus
grandis, atribuindo ao 6leo essencial estar atuando de forma efetiva no quimiotropismo entre
hifas do fungo e células radiculares. Entretanto, a porcentagem de colonizacdo
ectomicorrizica encontrada nesse trabalho foi inferior em 40 e 20 % aos de Steffen et al.
(2011) em mudas de eucalipto e de STEFFEN et al. (2012) em sibipiruna, respectivamente,
com aplicacéo de 40 pL L™ de 6leo essencial de eucalipto em substrato comercial. As doses
de cobre a partir de 180 mg kg™ inibiram a formac&o da associacdo ectomicorrizica nas mudas

de bracatinga.
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Figura 1 - Percentual de colonizacdo radicular de mudas de bracatinga obtida nos tratamentos

fungo e 6leo + fungo, submetida as dose de 0, 60, 120, 180 e 240 mg de Cu kg™ de solo.

Os resultados também evidenciaram interacdo significativa entre doses de cobre e as
formas de inoculagdo para a altura, didametro, relacdo H/D e indice de qualidade de Dickson.
Na tabela 1 estdo relacionadas as comparacfes de medias para as formas de inoculacdo e na
figura 1 as equac0es de regressdo para as doses de cobre.

Verifica-se que as doses de cobre causaram efeito negativo para a altura das mudas de
bracatinga (Figura 2), no entanto, a utilizac&o de dleo possibilitou maior altura na dose de 180
mg kg™ de cobre (Tabela 1). O uso de 6leos essenciais sobre as plantas ativa mecanismos de
defesa, ou reguladores de crescimento, como fitoalexinas e citocininas (BONALDO et al.,
2007). A producéo de citocininas pode resultar em maior desenvolvimento vegetal (TAIZ e
ZEIGER, 2013). Desse modo, a utilizagdo de 6leo essencial de eucalipto parece beneficiar a
altura de mudas de bracatinga em solo com elevada concentracdo de cobre.

O didmetro do colo foi menor no tratamento 6leo em relacdo ao fungo sem aplicacdo
de cobre no solo (Tabelal). No tratamento sem a aplicacdo de cobre os valores observados
para o didmetro do colo, nos tratamentos fungo e oleo + fungo foram significativamente
superiores aos demais, incrementando em 16.6% e 4.9%, respectivamente, quando
comparadas ao tratamento testemunha. Mello et al. (2009) também verificou maior didmetro
do colo, em mudas micorrizadas, no estabelecimento Eucalyptus grandis em solo arenoso.
Esses resultados indicam que a inoculagdo do fungo Pisolithus microcarpus pode promover

aumentos no didmetro do colo das mudas de bracatinga em solo ndo contaminado.
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Tabela 1 - Altura, didmetro do colo, relagdo altura didmetro do colo (H/D), indice de
qualidade de Dickson (IQD) de mudas de bracatinga submetidas a adi¢cdo de 6leo, fungo e

oleo + fungo e doses de cobre.

D(?T']SS g(;%u Testemunha Oleo Fungo Oleo + Fungo
Altura (cm)

0 95 A* 89 A 8,7 A 9,2A
60 8,7A 9,0 A 94 A 95A
120 8,4 AB 8,0 AB 7,68 B 9,0 A
180 7,7B 9,4 A 8,44 AB 8,6 AB
240 8,2 A 8,9 A 8,32 A 8,8 A
CV% 7,57

Diametro do colo (mm)

0 1,02 AB 0,92B 1,19 A 1,07 AB
60 0,95 A 0,92 A 0,89 A 0,97 A
120 0,93 A 0,83 A 0,82 A 0,84 A
180 0,79 AB 0,95 A 0,72B 0,83 AB
240 0,85 A 0,92 A 0,82 A 0,78 A
CV% 14,79

H/D

0 9,6 AB 9,7A 7,7B 8,9 AB
60 9,3A 100 A 105 A 10,0 A
120 9,0A 9,7A 93 A 10,7 A
180 9,7B 9,8 AB 11,7 A 10,3 AB
240 96 A 98 A 10,2 A 114 A
CV% 12,03

IQD

0 0,016 A 0,015 A 0,022 A 0,017 A
60 0,018 A 0,015 A 0,013 A 0,022 A
120 0,013 A 0,010 A 0,011 A 0,010 A
180 0,010B 0,024 A 0,006 B 0,009 B
240 0,009 A 0,012 A 0,011 A 0,007 A
CV% 24,45

* Médias seguidas de mesma letra, maitscula na linha, ndo diferiram entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro.

Observou-se gque os tratamentos fungo e 6leo + fungo possibilitaram valores menores
para a relacdo H/D no tratamento sem aplicacdo de cobre (Tabela 1), e aumento na relacdo
H/D com a adicdo das doses de cobre ao solo (Figura 2C). Entretanto, os valores observados
em todos os tratamentos estdo acima da faixa adequada para o transplante, que varia de 5,4 a
8,1, conforme (CARNEIRO, 1995). Isso indica que a inoculacdo de Pisolithus microcarpus
embora contribua para o didmetro do colo da bracatinga (Tabela 1), quando submetido a

elevadas doses de cobre, podera induzir ao estiolamento da muda de bracatinga.
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Figura 2 - Equacgdes de regressdo para altura (A), didmetro do colo (B), relacéo
altura/diametro do colo (H/D) (C) e indice de qualidade de Dickson (IQD) (D) das mudas de
bracatinga submetidas a adicdo de 6leo, fungo e 6leo + fungo em funcéo das doses de cobre. *

equacdes de regressdo com R? < 0,55 n&o foram ajustadas

O indice de qualidade de Dickson foi maior no tratamento 6leo, em relagcdo aos demais
tratamentos qualitativos, na dose de 180 mg kg™ (Tabela 1), sendo reduzido linearmente nos
tratamentos testemunha e 6leo + fungo e de forma quadratica negativa no tratamento fungo,
com as doses de cobre (Figura 2D), essa reducdo no 1QD nos tratamentos onde foi inoculado
fungo pode estar relacionada a baixa coloniza¢do ectomicorrizica, e também pela auséncia da
rede de Hartig nas plantulas de bracatinga (Capitulo 2), oque pode nao ter efetivado as trocas
de nutrientes entre o fungo e planta. Os éleos essenciais podem atuar como indutores
biolégicos no crescimento vegetal contribuindo para melhorias na qualidade de mudas
(STEFFEN et al., 2011). Para o calculo do IQD séo considerados atributos morfoldgicos que
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expressam a robustez das mudas e, nesse caso, € possivel que os valores baixos observados
nesse trabalho, sejam efeito do maior crescimento em altura, ou menor producdo de massa
seca radicular das mudas. Esses resultados indicam que o uso de 6leo essencial de eucalipto
pode contribuir para o IQD das mudas de bracatinga em doses elevadas de cobre.

Para os parametros sem interacdo significativa verificou-se que a massa seca da parte
aérea e radicular, comprimento e area superficial especifica foram afetados significativamente
com as doses de cobre (Figura 3). A massa seca da parte aérea foi reduzida linearmente com
as doses de cobre, sendo 58% menor com 240 mg de cobre kg™ de solo e DL50 em 230,5 mg
kg™ de cobre (Figura 3A). De acordo com Grassi Filho (2013) plantas submetidas a doses
elevadas de cobre podem apresentar desfolhamento precoce e também reducdo no
crescimento da parte aérea. Esse resultado corrobora com os de Silva et al. (2011) que
também encontraram reducdo na massa seca da parte aérea de arbdreas nativas como a
Peltophorum dubium em doses elevadas de cobre no solo.

A massa seca da parte radicular também foi reduzida linearmente, sendo 72% menor
na dose 240 mg kg™, quando comparado &s mudas produzidas no tratamento sem aplicagéo de
cobre (Figura 3B). Resultados semelhantes foram observados por Silva et al. (2012) para
mudas de dedaleiro produzidas em solo contaminado com cobre. Entretanto, embora a
producdo da massa seca da parte radicular das mudas de bracatinga tenha sido reduzida pela
aplicagdo das doses de cobre, a DL50 estimada foi de 364,4 mg kg™ de cobre (Figura 3B),
indicando que o cobre influencia primeiramente a parte aérea das mudas de bracatinga.

O comprimento radicular (Figura 3C) e a area superficial especifica (Figura 3D) das
raizes da bracatinga apresentaram ponto de maxima na dose de 88 e 97 mg kg%,
respectivamente. Silva et al. (2011) também observaram que, a partir de determinada dose, a
contaminagdo com cobre reduziu o comprimento radicular em mudas de aroeira vermelha.
Conforme Bellion et al. (2006) o cobre quando absorvido no sistema radicular interfere na
expansdo celular, atuando diretamente na reducdo das raizes (PANOU-FILOTHEU et al.,
2001). Desse modo, o cobre em altas concentraces no solo pode causar efeitos negativos no

sistema radicular de mudas de bracatinga.
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Figura 3 - Massa seca da parte aérea (MSPA) (A), massa seca da parte radicular (MSPR) (B),
comprimento radicular (CR) (C) e area superficial especifica (ASE) (D) das mudas de
bracatinga em funcdo das doses de cobre. Médias dos tratamentos: testemunha, 6leo, fungo e

fungo + dleo.

N&o foi verificado efeito significativo dos tratamentos qualitativos nos valores de
massa seca da parte aérea, massa seca da parte radicular, comprimento radicular e area
superficial especifica radicular. Trabalhos de pesquisa tem demonstrado o efeito positivo da
adicdo do oleo essencial de eucalipto em espécies florestais (STEFFEN et al., 2012), bem
como da inoculagdo com fungo ectomicorrizico na massa seca da parte aérea de mudas de
especies arboreas nativas do Brasil, como Acacia mangium e Sesbania virgata (SCHIAVO et
al., 2010). Entretanto, mesmo ocorrendo colonizagdo, ainda é possivel que a simbiose ndo seja
funcional, ou que o fungo atue como parasita da planta em situagcéo de estresse (SMITH e
READ, 2008). Dessa forma, embora tenha ocorrido a formacao de ectomicorriza nas menores

doses de cobre (Figura 1), ndo foi possivel evidenciar efeito dos tratamentos qualitativos na
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massa seca da parte aérea e radicular, comprimento e area superficial especifica radicular das
mudas de bracatinga.

5.6 Conclusoes

Né&o ha efeito da inoculag¢do de Pisolithus microcarpus no crescimento das mudas de
bracatinga em solo contaminado com cobre.
As doses de cobre reduzem a massa seca da parte aérea e radicular das mudas de

bracatinga.
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6 DISCUSSAO

A contaminac¢do do solo por metais pesados como o cobre esta vinculada a areas de
mineracdo, aplicacdo de residuos industriais, interferindo de maneira negativa no
desenvolvimento das plantas, as quais apresentam comportamento diferenciado em relacdo a
presenca de cobre no solo. Porém, pouco sabe - se sobre o comportamento de espécies
florestais como o0 angico, bracatinga e grapia em solo contaminado por cobre e o efeito da
aplicacdo de ectomicorrriza no crescimento de mudas em solo contaminado por cobre.

O desenvolvimento das mudas de angico, bracatinga e grapia em solo contaminado
por cobre apresentou resultados distintos sobre o efeito do cobre nos parametros avaliados. As
mudas de angico, a bracatinga e a grapia apresentam reducdo na altura de plantas, diametro do
colo, massa seca da parte aérea, area superficial especifica de raizes e indice de qualidade de
Dikcson com o incremento das doses de cobre aplicadas ao solo, no entanto a grapia foi a
espécie que apresentou maior desenvolvimento da altura e do didmetro nas doses de cobre
testadas, exceto na dose 480 mg kg™ de cobre que n&o diferiu do angico. O coeficiente de
impacto no teor relativo de cobre foi menor na gréapia, indicando a possibilidade dessa espécie
possuir mecanismos de destoxicacdo do cobre como, por exemplo, a compartimentalizacdo no
vacuolo (QIAN ET AL., 2005; ZANQUETA ET AL., 2011).

No que se refere ao uso de ectomicorrizas em espécies utilizadas para revegetacdo de
areas contaminadas, pode ser uma alternativa para auxiliar o desenvolvimento de plantas em
solos contaminados por metais pesados. Os resultados obtidos nesse estudo indicaram que o
uso de 6leo essencial de eucalipto na dose de 40 pL L™ favoreceu o estabelecimento de
associacdo ectomicorrizica em mudas de bracatinga e grapia, indicando o potencial de seu uso
qguando se refere a estratégias para formacao de ectomicorrizas em espécies nativas. O efeito
positivo do 6leo essencial de eucalipto na micorrizacdo possivelmente ocorra pelo estimulo da
fase pré-simbidtica entre fungo e planta (BECARD et al., 2004; AKIYAMA et al., 2005; ZHI-
LIN et al., 2007). As plantulas de bracatinga apresentaram 6% de colonizacéo ectomicorrizica
com a inoculagédo de Pisolhitus microcarpus enquanto que na presenca de Oleo essencial de
eucalipto e inoculagéo de Pisolhitus microcarpus a colonizagéo foi de 9%.

Observou-se que as doses de cobre acima de 180 mg kg™ inibiram a associagdo
ectomicorrizica nas mudas de bracatinga ndo sendo possivel a observacao de efeito benéfico

dos fungos ectomicorrizicos no crescimento das mudas de bracatinga em solo contaminado
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por cobre. As doses de cobre reduziram a massa seca da parte aérea e radicular. Observou-se
maior indice de qualidade de mudas com a aplicacdo de Gleo essencial de eucalipto na dose de
180 mg kg™. Esse resultado pode ser atribuido ao 6leo essencial atuar como indutor biolégico
no crescimento vegetal, melhorando o indice de qualidade de mudas de bracatinga (STEFFEN
etal., 2011).

Com base nos resultados obtidos nos experimentos novos estudos que contemplem
associacdo micorrizica e uso de 6leo essencial de eucalipto em espécies nativas do Rio grande
do Sul merecem atencao, devido ao grande numero de espécies nativas encontradas na regiao

as quais se desconhece seu potencial em amenizar os efeitos do excesso de cobre no solo.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos indicam que as maiores doses de cobre aplicadas ao solo
causaram efeitos negativos nos parametros de crescimento nas mudas de angico, bracatinga e
grapia, no entanto os efeitos do cobre sdo menores nas mudas de grapia em relagdo ao angico
e bracatinga. No que se refere a translocacdo de cobre para a parte aérea, 0 angico apresenta
menor translocacéo de cobre para a parte aérea, sendo que esse elemento permanece em maior
quantidade no sistema radicular das mudas de angico, indicando que as espécies nativas
estudadas apresentam comportamento diferente quando produzidas em solo contaminado com
cobre.

O oleo essencial de eucalipto pode contribuir para o estabelecimento de associacao
ectomicorrizica em mudas de bracatinga e grapia. Embora ndo tenha sido possivel a
visualizacdo da estrutura interna da ectomicorriza (rede de Hartig) nas plantulas de bracatinga,
no entanto, observou-se que a inoculagdo com o isolado UFSC-Pt116 proporciona 0s maiores
valores para a altura, comprimento radicular, nimero de folhas, massa fresca radicular e
massa seca aérea das plantulas de bracatinga quando comparados aos tratamentos sem
inoculacéo.

A inoculacdo de Pisolithus microcarpus possibilita a associacdo do fungo com as
raizes das mudas de bracatinga. Entretanto, ndo ha influéncia positiva da ectomicorriza no
desenvolvimento das mudas de bracatinga produzidas em solo contaminado por cobre. O 6leo
essencial de eucalipto promove aumento no percentual de associacdo ectomicorrizica das
mudas de bracatinga, e ainda aumenta a altura das mudas de bracatinga na dose de 180 mg
kgt.

As informacgfes sobre a formacdo de ectomicorrizas em espécies nativas do Brasil
ainda possui poucos relatos. Diante disso, novos estudos avaliando a formacgdo de
ectomicorrizas em arboOreas nativas torna - se necessario, visto que as mesmas possuem
potencial para serem utilizadas na recuperagdo de ambientes contaminados por metais

pesados, especialmente o cobre



