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ECTOMICORRIZA NO CRESCIMENTO DE Eucalyptus saligna EM SOLO CONTAMINADO
COM COBRE

ECTOMYCORHYZA ON THE GROWTH OF Eucalyptus saligna IN SOIL CONTAMINATED WITH
COPPER

Alex Dellai! Rodrigo Ferreira da Silva?> Robson Andreazza’
RESUMO

O cobre é um micronutriente essencial as plantas, contudo, em alta concentra¢do no solo pode causar efeito
toxico. O objetivo deste trabalho foi determinar a influéncia da inoculag@o de Pisolithus microcarpus no
crescimento de mudas de Fucalyptus saligna produzidas em solo contaminado com cobre. O delineamento
experimental foi o inteiramente casualizado em arranjo fatorial (4 x 2), quatro doses de cobre aplicadas ao
solo (zero: teor natural do solo, 150, 300 e 450 mg kg!), com e sem inocula¢do de fungo ectomicorrizico,
com cinco repeticdes. Os parametros avaliados foram: altura de planta, didmetro do colo, massa seca
da parte aérea, massa seca radicular, comprimento da raiz principal, percentagem de colonizagdo
e os indices de qualidade de mudas: relacdo entre a altura de plantas e didmetro do colo e o indice de
qualidade de Dickson. A adi¢@o de até 118 mg kg de cobre aumenta a massa seca radicular das mudas de
Eucalyptus saligna produzidas em Latossolo com 81% de argila. A inoculagdo com o fungo
ectomicorrizico Pisolithus microcarpus proporciona maior altura e massa seca da parte aérea das mudas de
Eucalyptus saligna em doses elevadas de cobre no solo. Isto demonstra possibilidade de utilizagao deste
fungo no reflorestamento de Eucalyptus saligna em areas contaminadas com cobre.

Palavras-chave: areas contaminadas com cobre; biorremediag¢ao; simbiose micorrizica.

ABSTRACT

Copper is an essential micronutrient to plants. However, in high concentrations in the soil it can cause toxic
effects. The aim of this study was to determine the influence of inoculation with Pisolithus microcarpus on
the growth of Eucalyptus saligna seedlings grown in soil contaminated with copper. The experimental design
was completely randomized in a factorial arrangement (4 x 2) four copper doses applied to the soil (zero:
natural soil content, 150, 300 and 450 mg kg!) and with and without fungi inoculation ectomycorrhizal,
with five repetitions. The evaluated parameters were plant height, stem diameter, shoot dry mass, root
dry mass, main root length, percentage of root colonization and quality indices of seedlings: relationship
between plant height and stem diameter and Dickson quality index. The addition of 118 mg kg™ of copper
increased root dry mass of seedlings of Eucalyptus saligna produced in Oxisol with 81% of clay. The
inoculation with the ectomycorrhizal fungus Pisolithus microcarpus provides greater height and dry mass
of shoots of seedlings of Eucalyptus saligna in high doses of copper in the soil. This demonstrates the
possibility of using the fungus Pisolithus microcarpus in the reforestation with Eucalyptus saligna in areas
contaminated with copper.
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INTRODUCAO

Areas contaminadas com cobre vém aumentando no Brasil, dentre as quais, podem ser destacadas
as de mineracdo e de vitivinicultura (CHAIGNON; HINSINGER, 2003; NACHTIGALL et al., 2007,
SILVA et al., 2012; ANDREAZZA et al., 2013). O cobre ¢ um elemento essencial ao desenvolvimento das
plantas (DECHEN; NACHTIGALL, 2006), no entanto, quando em excesso no solo, podem causar inibi¢ao
no crescimento, bem como alterar a comunidade de microrganismos (VANGRONSVELD; COLPAERT;
TICHELEN, 1997; CHEN et al., 2003), ocasionando redugdo no crescimento vegetal.

Os fungos ectomicorrizicos formam associacdo simbidtica com plantas arboreas. Ao se associarem
com o sistema radicular das plantas, aumentam a absor¢ao de agua e nutrientes do solo e a0 mesmo tempo
em que a existéncia do manto fungico, localizado na superficie das raizes, atua como uma barreira fisica
e quimica a metais pesados (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; SMITH; READ, 2008). Dessa maneira, a
simbiose ectomicorrizica pode auxiliar no desenvolvimento de espécies florestais em solo contaminado
com metais pesados, possibilitando o aproveitamento de areas contaminadas por cobre (SILVA et al., 2010).

O eucalipto possui capacidade de formar associacdo com fungos ectomicorrizicos (MELLO et
al., 2006). Além disso, diversas pesquisas tém indicado a contribui¢do da associagdo ectomicorrizica no
desenvolvimento de plantas em solo contaminado, como os estudos realizados por Gandini (2011) que,
trabalhando com mudas clonais de Eucalyptus urophylla, observou maior diametro do colo, altura e massa
seca da parte aérea nas mudas inoculadas com fungos ectomicorrizicos. Antoniolli et al. (2010) observaram
efeito positivo do fungo Pisolithus microcarpus na altura, massa fresca radicular e aérea em mudas de
Eucalyptus grandis. Diante disso pode-se inferir que a inoculagdo com fungos ectomicorrizicos contribui
para o desenvolvimento de mudas de eucalipto.

As areas de plantios com espécies exoticas para reflorestamento estdo aumentando no Brasil,
visando ao fornecimento de madeira para energia, dormentes, papel e polpa (MACANEIRO; SEUBERT;
AUMOND, 2013). Entretanto, as areas cultivadas com essas esséncias florestais nao estao suprindo o volume
de madeira requerido (ROSSI, 2006). Dessa maneira, alternativas que possibilitem o desenvolvimento de
arboreas florestais em solo contaminado por cobre pode contribuir para o aumento da oferta de madeira para
as industrias de celulose, producao de energia e outros produtos.

O género Eucalyptus € originario da Australia, sendo considerada uma das principais arboreas
florestais encontradas no Brasil, correspondendo a 81.2% das espécies plantadas e, isso se deve a sua
adaptabilidade e seu potencial produtivo (GARAY etal., 2004; TREVISAN etal., 2007; BRASELPA, 2012).
O Eucalyptus saligna representa 17% dos 2.9 milhoes de hectares de florestas plantadas no Brasil (CAMPOS
et al., 2011), essa espécie apresenta densidade de 0.55 g cm?® aos 16 anos de idade (OLIVEIRA; SILVA,
2003), sendo superior as densidades das espécies do género Pinus, tornando-se uma espécie interessante
para a produg@o de painéis compensados (IWAKIR et al., 2012). Assim, estudos que contemplam avaliar
o efeito da micorrizagdo no Eucalyptus saligna e seu desenvolvimento em solo contaminado por metais
ganham importancia para aumentar a oferta de madeira e utilizar areas degradadas com fins lucrativos. O
objetivo desse trabalho foi determinar a influéncia de Pisolithus microcarpus em mudas de Eucalyptus
saligna cultivadas em solo contaminado com cobre.

MATERIAS E METODOS

O trabalho foi desenvolvido durante 180 dias em casa de vegetacao, com solo classificado como
Latossolo Vermelho Distrofico (EMBRAPA, 1999), com as seguintes caracteristicas fisicas e quimicas: pH
P 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 disponivel — 15,1 mg dm; matéria organica = 2,4%; e argila = 81%. O solo
passou por trés ciclos de esterilizagdo em autoclave, de 30 minutos a 121°C.

O fungo ectomicorrizico inoculado nas mudas foi o UFSC-Pt116 (Pisolithus microcarpus) obtido
na Universidade Federal de Santa Catarina. O fungo foi multiplicado no meio MNM so6lido (Melin-Norkrans
Modificado) (MARX, 1969), em placas de Petri, submetido a BOD a 25°C. Na preparacdo do inoculante
utilizou-se o micélio fungico de duas placas de Petri, o qual foi triturado em liquidificador com 600 mL de
agua destilada por 10 segundos. Para inoculacéo foi aplicado 2 mL dessa solucdo, por meio de uma seringa
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graduada, diretamente no solo de cada tratamento. Quinze dias ap6s emergéncia das plantas, iniciou-se
as inoculagoes, sendo realizadas em intervalos de 15 dias, totalizando 5 inoculagdes. A testemunha sem
inoculagdo, também recebeu 2 mL de uma solug¢do contendo somente o meio de cultura MNM.

Para o desenvolvimento do trabalho utilizou-se o Eucalyptus saligna. As unidades experimentais
foram tubetes com volume contendo uma planta. Inicialmente semeou-se 5 sementes por tubete de 96 cm?
e 10 dias apds a emergéncia realizou-se o desbaste, deixando-se uma planta por unidade experimental. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado em arranjo fatorial (4 x 2), sendo quatro doses de
cobre (zero: teor natural do solo, 150, 300 ¢ 450 mg kg!), com ou sem inoculagéo de fungo ectomicorrizico,
com cinco repeti¢des. A contaminagio do solo foi por meio da adi¢do de sulfato de cobre (CuSO, . 5H,0).

Avaliou-se os parametros altura de planta (AP), diametro do colo (DC), massa seca da parte aérea
(MSPA), massa seca radicular (MSPR), comprimento da raiz principal (CRP), percentagem de colonizagao
radicular (PCR). A altura de planta e o comprimento da raiz principal foram avaliados com régua graduada
de 30 cm. O diametro do colo foi mensurado com paquimetro digital. Por meio de um corte na regido do
colo da muda separou-se a parte aérea da parte radicular, as quais foram submetidas a estufa com circulagao
forcada de ar, a temperatura de 65°C até peso constante, sendo pesadas em balanga analitica obtendo-se a
massa seca da arte aérea e a massa seca radicular.

Com base nos parametros morfoldgicos avaliados também foram calculados indices de qualidade
de mudas como a relagdo entre a altura de plantas (AP) e didmetro do colo (DC) e o indice de qualidade
de Dickson (DICKSON; LEAF; HOSNER, 1960), por meio da formula: IQD = (MSPA + MSPR) (g)/
[AP(cm)/DC(mm)] + [MSPA(g)/MSPR(g)].

Apos a técnica de clareamento e coloragdo das raizes foi calculado o percentual de colonizagdo
radicular, utilizando a equacdo CM = (n° total de raizes colonizadas / n° total de raizes) x 100 (BRINDRETT
et al., 1996).

Os dados foram submetidos a analise de varidncia e quando houve interacdo significativa
desdobraram-se as doses dentro de cada tratamento de inoculagdo, por meio de regressdes polinomiais.
Quando nao houve interago, analisaram-se os efeitos simples por Tukey (tratamento inoculagdo) e equagdes
de regressao (doses) com nivel de significdncia maior que 95% (p < 0,05), por meio do programa SISVAR
(FERREIRA, 20006).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados evidenciaram interagdo significativa entre os fatores de variagao doses e inoculagao
para a altura, massa seca da parte aérea, porcentagem de colonizagdo radicular e relacdo altura/didmetro
do colo nas mudas de Eucalyptus saligna (Tabela 1; Figura 1). O cobre influenciou negativamente a altura
das mudas de eucalipto (Tabela 1). Entretanto, as mudas inoculadas apresentaram maior altura em relagao
as nao inoculadas na maior dose de cobre (Figura 1A). Esse trabalho corrobora com os resultados de
Steffen et al. (2011), em que mudas de Eucalyptus grandis produzidas em solo arenoso contaminado com
cobre apresentaram maior altura, quando inoculadas com o isolado UFSC-Pt116. O resultado deste trabalho
demonstra que a inoculagdo do isolado ectomicorrizico possibilita maior altura do Eucalyptus saligna
produzido em solo contaminado.

A massa seca da parte area foi significativamente maior com a presenca do fungo ectomicorrizico
nos tratamentos controle ¢ com adi¢do de 450 mg kg™' de cobre (Tabela 1). Embora tenha ocorrido redugédo
da massa seca da parte aérea com as doses de cobre, na presenga do fungo ectomicorrizico, observa-
se incremento de 18,4% e 70,3% no tratamento sem aplicagdo de cobre e com adigdo de 450 mg kg™,
respectivamente, em relagdo ao tratamento sem inoculado (Figura 1B). De acordo com Souza (2003), a
massa seca de ramos e folhas € o pardmetro mais importante em estudos em que se verifica a eficiéncia
de determinadas varidveis sobre o desenvolvimento e crescimento vegetal. Os resultados deste trabalho
evidenciam resposta positiva da inoculacdo com o fungo ectomicorrizico no estimulo ao crescimento de
mudas de Eucalyptus saligna em contaminado com cobre.
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TABELA 1:

TABLE 1:

Altura, massa seca da parte aérea (MSPA), porcentagem de colonizagdo radicular (PCR) e relagdo
altura/didmetro do colo (H/D) de mudas de Fucalyptus saligna cultivada em doses de cobre, com e sem
inoculagao do fungo ectomicorrizico Pisolithus microcarpus.

Height, shoot dry mass (SDM), percentage of root colonization (PRC) and ratio of
height/stem diameter (H/D) of Eucalyptus saligna grown in copper concentrations, and with and without
inoculation of ectomycorrhizal fungus Pisolithus microcarpus.

Inoculagio Doses de Cu (mg kg™!) CV%
0' 150 300 450
Altura (cm)
Com Fungo 18,9 Aa* 16,9 Ab 12,9 Ac 8,7 Ad 836
Sem Fungo 16,5 Ba 16,9 Aa 13,9 Ab 5,7 Bc ’
MSPA (g)
Com Fungo 0,505 Aa 0,510 Aa 0,294 Ab 0,222 Ab 19.37
Sem Fungo 0,412 Bb 0,558 Aa 0,260 Ab 0,066 Be ’
PRC (%)
Com Fungo 16,2 Aa 16,60 Aa 10,80 Ab 8,60 Ac 9.67
Sem Fungo 0Ba 0Ba 0Ba 0Bb ’
H/D
Com Fungo 9,39 Ab 7,60 Ab 7,67 Ab 15,96 Aa 13.44
Sem Fungo 7,56 Bab 8,80 Aa 8,65 Aab 6,67 Bb i

Em que: Médias seguidas de mesma letra maitscula na coluna e minuscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey 5% de probabilidade de erro. 'Teor natural do solo: 15,1 mg Cu dm™ de solo; CV%: Coeficiente de variagéo %.

FIGURA 1:

FIGURE 1:
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Altura de planta (A), massa seca de parte aérea (MSPA) (B), percentual de colonizagdo radicular (C) e
relacdo altura diametro (H/D) de mudas de Eucalyptus saligna produzida nas diferentes doses de cobre,
com e sem inoculagdo de fungo ectomicorrizico Pisolithus microcarpus.

Plant height (A), dry mass of the shoots (DMS) (B), percentage of root colonization (C) and ratio of
height/stem diameter (D) of Eucalyptus saligna grown in different doses of copper, with and without
inoculation of ectomycorrhizal fungus Pisolithus microcarpus.
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No que se refere a colonizagao radicular, observar-se que o Eucalyptus saligna formou associagdo
ectomicorrizica com isolado UFSC-Pt116 (Tabela 1). No entanto, os resultados indicam que o cobre reduziu
linearmente a porcentagem de colonizacgdo radicular (Figura 1C). Steffen et al. (2011) também obtiveram
percentagem de colonizagado radicular em torno de 20% nas raizes de Eucalyptus grandis colonizadas pelo
1solado UFSC-Pt116, resultando em incremento do crescimento das mudas. Outros autores encontraram
porcentagem de colonizag@o radicular similares aos deste trabalho, ou seja, 21.7% em plantios jovens de
eucalipto (CAMPOS et al., 2011). Desse modo, mesmo que as doses de cobre tenham reduzido o percentual
de colonizacdo radicular, a ectomicorriza pode auxiliar o desenvolvimento de Eucalyptus saligna, pois
possibilitou maior massa seca da parte aérea e altura de mudas (Tabela 1).

A inoculagdo com o isolado ectomicorrizico proporcionou maior relagdo H/D em relagdo ao
tratamento sem inoculagdo na dose zero e com 450 mg kg (Tabela 1; Figura 1D), evidenciando que a
utilizagdo do isolado ¢ eficiente para melhorar a relacdo H/D. De acordo com Carneiro (1995), o valor
ideal desta relacdo estd entre 5,4 a 8,1, pois possibilita um desenvolvimento equilibrado com melhor
qualidade de plantio (MARANHO; PAIVA, 2011). Nesse caso, a inoculagcdo com Pisolithus microcarpus
foi significativamente benéfica para essa relagdo nas doses 150 e 300 mg kg de cobre (Tabela 1, Figura
1D). Dessa forma, a inoculagao das plantas de Eucalyptus saligna resultou em uma relacdo H/D adequada
para o transplante em solos contaminados com doses entre 150 e 300 mg kg! de cobre.

Nao foi observada interagdo significativa entre os tratamentos qualitativos e quantitativos para os
parametros didmetro do colo, comprimento da raiz principal, massa seca da parte radicular e indice de
qualidade de mudas (Tabela 2). Ao serem analisados os efeitos simples para o tratamento inoculacao, nao foi
observada diferenca significativa para o diametro do colo, massa seca da parte radicular e indice de qualidade
de Dickson. No entanto, o comprimento da raiz principal foi significativamente menor no tratamento com a
inoculag@o do fungo ectomicorrizico. Embora haja redugdo no sistema radicular provocado pela formagao
da ectomicorriza, o resultado final dessa associagdo é o aumento da area de absor¢ao radicular da planta por
causa da presenca das hifas do fungo (SMITH; READ, 2008), possibilitando o crescimento de plantas em
solos degradados e com baixa disponibilidade de nutrientes (BERTOLAZI et al., 2010).

TABELA 2: Diametro do colo, comprimento da raiz principal (CRP), massa seca da parte radicular e indice de
qualidade de mudas (IQD) de mudas de Eucalyptus saligna com e sem inoculagdo do fungo
ectomicorrizico Pisolithus microcarpus.

TABLE 2:  Stem diameter, the main root length (CRP), dry weight of roots (MSPR) and seedling quality index
(IQD) of Eucalyptus saligna with and without inoculation of the ectomycorrhizal fungus Pisolithus

microcarpus.
Tratamentos Parametros sem interagao significativa
Diametro CRP MSPR 1QD
Com fungo 1,65™ 14,64 b 0,20 ™ 0,06 ™
Sem fungo 1,65™ 14,81 a 0,24™ 0,06 ™
CV% 17,6 0,44 6,55 18,71

Em que: Valores seguidos de mesma letra (com e sem inoculagao) ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
de erro; ns = ndo significativo.

O Diametro do colo e o comprimento da raiz principal apresentaram redugdo linear com o
incremento das doses de cobre aplicadas ao solo (Figuras 2A e 2B), sendo que o diametro do colo apresentou
reducao de 67,5% na maior dose de cobre aplicada ao solo em relagdo ao tratamento sem aplicacao de cobre
(Figura 2A). De acordo com Yruela (2009), altas quantidades de cobre no solo causam toxidade as plantas
como inibicdo no crescimento de raizes e reducdo da fotossintese. Resultados semelhantes também foram
evidenciados por Shah et al. (2011) que observaram reducao no didmetro do colo em mudas de Eucalyptus
camaldulensis submetidas a aplicacdo de dgua residuaria contaminada com cadmio e cromo.
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FIGURA 2: Diametro do colo (A), comprimento da raiz principal (B), massa seca da parte radicular (C) e
indice de qualidade de mudas (D) de mudas de Eucalyptus saligna produzidas em solo com
doses crescentes de cobre.

FIGURE 2: Stem diameter (A), the main root length (CRP) (B), dry weight of the roots (C) and seedling
quality index (D) of the Eucalyptus saligna grown in soil with increasing doses of copper.

A massa seca da parte radicular apresentou ponto de maxima a 118 mg kg™ de cobre, sendo que a
maior dose de cobre aplicada ao solo causou a redugéo de 50,7 % da MSPR em relacdo ao tratamento sem
aplicagdo de cobre (Figura 2C). De acordo com Taiz e Zeiger (2012) o cobre quando presente em pequenas
quantidades atua como catalisador de rea¢des quimicas, metabolismo de carboidratos e sintese de clorofila.
Entretanto, quando em excesso, o cobre reduz a taxa fotossintética por interferir na cadeia transportadora de
elétrons do fotossistema I, diminuindo a producao de fotoassimilados pelas plantas, ocasionando redugio
no crescimento vegetal (KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 2001). Resultados observados por Caires
et al. (2011) avaliando mudas de cedro-rosa produzidas em solo contaminado com doses crescentes de
cobre, também evidenciaram ponto de maxima produgdo de MSPR e em seguida declinio na produgao.
Outro estudo, avaliando a produgdo de aveia-preta, demonstrou que solos de vitivinicultura contaminados
com cobre (400 mg kg!' de cobre), e rejeitos de mineragdo de cobre (575 mg kg' de cobre) reduziram
significativamente o crescimento das plantas (ANDREAZZA et al., 2010).

O indice de qualidade de mudas demonstrou ponto de maxima a 110,6 mg de Cu kg (Figura 2D).
Devido a este indice levar em consideracdo a relacdo entre parametros importantes como altura de mudas,
massa secaradicular e massa seca da parte aérea, observa-se neste trabalho que a massa seca da parte radicular
também apresentou incremento com as doses iniciais de cobre (Figura 2C) e, isso ndo possibilitou o valor
minimo preconizado por Hunt (1990) de 0,2, entretanto, no ponto de maxima observou-se incremento 8.5%
nos valores do IQD em relacdo ao tratamento sem adigdo de cobre. Desse modo, € importante salientar que
pequenas doses de cobre ao solo podem contribuir para o IQD de mudas de Eucalyptus saligna produzidas
em Latossolo Vermelho distrofico com 81% de argila.
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CONCLUSOES

Os resultados demonstram possibilidade de utilizacdo do fungo Pisolithus microcarpus no
reflorestamento de areas contaminadas com cobre, melhorando as caracteristicas de crescimento e adaptagéo
das plantas de Eucalyptus saligna nestes ambientes.
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