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Resumo

As ectomicorrizas sdo associagbes entre raizes de plantas e fungos, que surgiram ha
milhées de anos. Elas sdo um importante fator para a sobrevivéncia e crescimento das
plantas, pois aumenta o aporte nutricional para o hospedeiro e protege contra patdgenos.
Os fungos ectomicorrizicos sao capazes de quelar ions de metais téxicos, retirando-os do
solo e diminuindo os danos ao hospedeiro. Quatro isolados de fungos ectomicorrizicos de
Eucalyptus dunnii foram selecionados para a realizagdo desse trabalho: Scleroderma sp.
(UFSC-Sc68), Pisolithus microcarpus (UFSC-Pt116), Chondrogaster angustisporus (UFSC-
Ch163) e Pisolithus microcarpus (UFSC-Pt188). Os isolados foram testados quanto a sua
tolerancia ao aluminio (Al), cadmio (Cd), cromo (Cr) e manganés (Mn), adicionados
individualmente ao meio de cultura MNM em sua forma solida e liquida. Mudas de E. dunnii
foram testadas quanto a sua tolerancia a esses mesmos metais, em dois diferentes
experimentos: em auséncia dos fungos e em associados a eles. Ambos os experimentos
foram conduzidos sob condigdes de casa de vegetacdo. Os metais mais toxicos, tanto para
os isolados quanto para as plantas, foram o Cd e o Cr,. No experimento em meio sélido
nenhum isolado foi capaz de crescer nas duas doses mais altas de Cd e Cr (1000 € 10000
mg.L™). O crescimento foi mais expressivo em todas as doses dos tratamentos com Al e Mn.
No experimento em meio liquido, o Cd e o Cr inibiram o crescimento dos isolados ja na dose
de 1 mg.L". Em ambos os experimentos, os isolados UFSC-Pt116 e -Ch163 foram aqueles
que apresentaram maior crescimento nas doses testadas. Também foi observada a
producao de pigmentos pelos isolados UFSC-Sc68, -Pt116 e -Pt188. No experimento com
plantas ndo inoculadas, o metal mais téxico foi o Cr. Nenhuma planta foi capaz de crescer
nas duas doses mais altas desse metal (1000 e 10000 mg.kg”). Para os outros metais, a
matéria seca diminuiu com o aumento da dose. Para o tratamento com plantas inoculadas, o
Cd foi o metal mais téxico, que reduziu de maneira significativa a sobrevivéncia e o
crescimento das plantas. Os isolados UFSC-Pt188 e -Ch163 foram os mais eficientes na
protecdo contra os metais, melhorando a sobrevivéncia e a produ¢do de matéria seca das
plantas. O isolado UFSC-Ch163 foi o mais eficiente na toler&ncia aos metais, in vitro e
também em associagdo com plantas de E. dunnii, indicando bom potencial para utilizagao
em solos contaminados. Para os isolados UFSC-Pt116 e —Pt188 a tolerancia in vitro pode
ser parcialmente explicada pela producdo de pigmentos, que tem importante papel na
imobilizacdo de ions. Para o isolado UFSC-Ch163, ndo foi detectada a producdo de
pigmentos, indicando que outro mecanismo, de origem intracelular, pode estar envolvido.

Palavras-chave: ectomicorrizas, metais pesados, tolerancia, Pisolithus microcarpus,
Chondrogaster angustisporus.
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Abstract

Ectomycorrhizas are associations between plant roots and fungi, which have arisen millions
of years ago. They are an important factor for plant survival and growth since they increase
nutrient uptake and protect plants against pathogens. Ectomycorrhizal fungi are able to
chelate toxic metals ions, removing them from the soil and reducing damages to the host.
Four isolates of ectomycorrhizal fungi from Eucalyptus dunnii were selected for use in this
study: Scleroderma sp. (UFSC-Sc68), Pisolithus microcarpus (UFSC-Pt116), Chondrogaster
angustisporus (UFSC-Ch163) and Pisolithus microcarpus (UFSC-Pt188). The isolates were
evaluated for their resistance to aluminium (Al), cadmium (Cd), chromium (Cr) and
manganese (Mn), both on solid and liquid MNM medium. Seedlings of E. dunnii were
evaluated in terms of their response to the same metals, in two different experiments: in
absence of the fungi, and when associated to them. Both experiments were conducted under
greenhouse conditions. The most toxic metals, both for fungal isolates and plants, were Cd
and Cr. In the experiment with solid medium no isolate was able to grow in the two highest
concentrations of Cd and Cr (1000 and 10000 mg.L"). Growth was more significant in all
concentrations of Al and Mn. In the experiment with liquid MNM, Cd and Cr inhibited the
growth of isolates when added at 1 mg.L™". In both experiments, isolates UFSC-Pt116 and —
Ch163 were those presenting more intensive growth in the concentrations tested. Also it was
observed the production of pigments by the isolates UFSC-Sc68, -Pt116 and -Pt188. In the
experiment with non-inoculated seedlings, Cr was the most toxic metal. No seedling grew
when submitted to the highest concentrations of this metal (1000 and 10000 mg.kg™). For the
other metals seedlings dry matter decreased as the concentration increased. In the
experiment with inoculated seedlings, Cd was the most toxic metal, having significantly
decreased survival and growth of plants. The isolates UFSC-Pt188 and —Ch163 were the
most efficient in protecting against metals, improving the survival and the production of dry
matter by the plants. The isolate UFSC-Ch163 was the most efficient in terms of tolerance in
vitro as well as in association with E. dunnii seedlings, indicating a good potential for
utilization in contaminated soil. Although for isolates UFSC-Pt116 and —Pt188 the in vitro
tolerance to metals could be partially explained by the production of pigments, which have an
important role in ion immobilization, for isolate UFSC-Ch163, pigments were not detected,
indicating that another mechanism, of intracellular origin, could be involved.

Keywords: ectomycorrhizas, heavy metals, tolerance, Pisolithus microcarpus,
Chondrogaster angustisporus.
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1. Introducao

As micorrizas sdo associagdes entre raizes de plantas e fungos, que surgiram ha
milhdes de anos. Elas sdo de grande importancia para o crescimento dos vegetais que
participam da simbiose. As micorrizas podem ser classificadas em diferentes categorias,
dependendo da planta, do fungo e da caracteristica da simbiose (SMITH & READ, 1997).

As ectomicorrizas constituem uma dessas associacoes benéficas e sdo de grande
importancia econbmica, notadamente para o setor silvicultural. Nesse tipo de simbiose,
estao envolvidas plantas Angiospermas e Gimnospermas e fungos dos Filos Basidiomycota
(principalmente) e Ascomycota (ALEXOPOULOS et al, 1996). Estima-se que as
ectomicorrizas sejam encontradas em cerca de 2000 espécies de plantas com a
participacdo de mais de 5000 espécies de fungos. Em grande parte dos casos, uma Unica
espécie de planta pode se associar a um grande numero de micobiontes, ou uma Unica
espécie de fungo pode se associar a um grande numero de fitobiontes. Existem, porém,
casos em que essa unido é espécie-especifica (KENDRICK, 2000).

As ectomicorrizas sdo encontradas principalmente em florestas de regibdes
temperadas, tendo papel decisivo no sucesso do crescimento do vegetal (SMITH & READ,
1997). No caso de espécies dos géneros Pinus e Eucalyptus, muito usadas nas industrias
de papel e celulose e de méveis, a interagdo é de importancia econdmica e ambiental, pois
aumenta a produtividade e reduz os gastos com adubacao.

A interacdo é caracterizada pela formacao de um manto de hifas ao redor das raizes
que, a partir desse ponto, penetram o tecido radicular sem, contudo, haver invasdo das
células vegetais. A estrutura externa é chamada manto fungico e a estrutura interna ao
tecido é conhecida como rede de Hartig (SMITH & READ, 1997; PETERSON et al., 2004).
Esta regido permite um intimo contato entre as células dos dois organismos. A partir do
manto, as hifas projetam-se externamente para o solo, espalhando-se e aumentando a area
de contato entre raiz e solo. O aumento da superficie de contato permite que maior
quantidade de nutrientes (como fosforo, nitrogénio e elementos-trago) e agua sejam
retirados do solo, incrementando seu aporte tanto para o fungo como para a planta.

Os fungos ectomicorrizicos produzem substancias capazes de inibir o crescimento
de agentes patogénicos, como bactérias e outros fungos, e protegem a planta contra
doencas. Além disso, também séo capazes de produzir substancias que beneficiam a planta
e auxiliam seu crescimento, como horménios de crescimento vegetal, que estimulam o
crescimento e ramificagdo das raizes. Sao capazes de armazenar metabdlitos e nutrientes e
assim, funcionam como sistema de reserva para situacoes de escassez nutricional ou
crescimento ativo de ambos (SMITH & READ, 1997; KENDRICK, 2000).
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Os fungos ectomicorrizicos sédo, ainda, capazes de quelar ions de metais no interior
de suas células ou em exsudatos, retirando-os do solo e impedindo que sejam absorvidos
pelas raizes dos vegetais. Dessa maneira, a associacdo do tipo ectomicorrizica traz
beneficios a planta, pois evita sua contaminacdo com esses metais e melhora o aporte de
nutrientes ao mesmo tempo em que biorremedia o solo. Ja foi demonstrado (TURNAU,
1991) que os fungos sédo capazes de acumular altas concentragdes de metais em seus
corpos de frutificacdo, embora essa habilidade difira entre as espécies. Colpaert & Van
Assche (1987), Gadd (1993) e Blaudez et al. (2000) também comprovaram o acumulo de
metais em tecidos fldngicos, tanto na parede celular, quanto em compartimentos
internalizados e mucos.

A poluicdo do solo por niveis toxicos de metais pode ocorrer naturalmente ou ser
derivada da atividade humana, em processos das industrias, de mineracdo e agricultura
(MULLER et al., 2004) e, em geral, traz sérios problemas aos ecossistemas. Os metais,
quando presentes sob a forma de ions solUveis no solo sdo absorvidos pelas plantas e
inlbbem o crescimento das raizes, diminuem a integridade das membranas biol6gicas e
alteram o funcionamento normal das enzimas (KRUPA & KOZDROJ, 2004). Com isso, as
arvores nao conseguem se desenvolver normalmente e a produgdo de madeira fica
prejudicada.

Os efeitos toxicos dos metais incluem o bloqueio de moléculas de grande
importancia biol6égica, como enzimas e transportadores, o deslocamento ou substituicdo de
nutrientes essenciais das biomoléculas e unidades funcionais, mudanga conformacional,
desnaturagao de proteinas e quebra da integridade de membranas e organelas celulares.

A presenca de aluminio acidifica o solo e, assim, restringe o crescimento das plantas.
O aluminio se encontra sob forma mineral, freqlientemente insolivel, e sua liberacado
acarreta diminuigdo do pH do solo, que influi sobre a solubilidade dos ions necessarios ao
desenvolvimento normal dos vegetais. Acredita-se que em paises desenvolvidos, a
incidéncia de chuva acida acelere o processo de quebra dos minerais ricos em aluminio e a
lixiviagao dos céations, empobrecendo o solo (MOYER-HENRY et al., 2005). Ja o cadmio é
um elemento ndo-essencial € é altamente téxico, mesmo em pequenas concentragoes. Sua
presenca é caracteristica de areas contaminadas com residuos de mineragédo e de
industrias. O cromo é utilizado nas etapas de curtimento do couro pela indistria e seu
descarte contamina solos e cursos d’agua. Da mesma maneira que o cadmio, o cromo é
téxico em pequenas quantidades (BLAUDEZ et al., 2000).

O Estado de Santa Catarina apresenta uma importante atividade de mineracao de
carvao, gerando areas de solo contaminadas com manganés e com baixos valores de pH.

Sua recuperacao passa pela revegetacdo com plantas capazes de tolerar as condicoes
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adversas. A associacao ectomicorrizica poderia ajudar a sobrevivéncia das plantas nessas
areas e contribuir para sua recuperagao.

Além da mineragdo do carvao, a industria do couro é muito forte no oeste do Estado
e a contaminacdo do solo e dos mananciais por cromo é muito comum. Esse processo
interfere diretamente no equilibrio do ecossistema e na utilizacdo desses recursos para fins
econbmicos e/ou sociais.

Portanto, o estudo que sera descrito nesse trabalho é de grande importancia
ambiental e econdmica, pois busca trazer novas informagdes aos atuais conhecimentos na
area.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Selecionar isolados fungicos ectomicorrizicos com potencial para proteger as plantas
em solos contaminados com niveis tdxicos de metais, contribuindo, assim, para a

biorremediacéo dos solos e o aproveitamento de areas contaminadas.

2.2. Objetivos especificos

1. Avaliar o crescimento de isolados de fungos ectomicorrizicos aos metais aluminio,
cadmio, cromo e manganés, em meio de cultura sélido e liquido contendo doses crescentes
desses metais;

2. Estabelecer as doses dos metais que afetam o crescimento das plantas de
Eucalyptus dunnii, a espécie de Eucalyptus mais plantada em Santa Catarina;

3. Avaliar o crescimento de plantas de E. dunnii, inoculadas com isolados de fungos
ectomicorrizicos, em presenca de diferentes concentracdes de metais no substrato de
plantio.
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3. Material e Métodos

3.1. Obtencao e manutencao dos isolados de fungos ectomicorrizicos:
As culturas dos isolados flngicos ectomicorrizicos (fECM) foram obtidas junto a
colecao de culturas de fungos ectomicorrizicos do Laboratério de Ectomicorrizas da UFSC.

Esses isolados sao provenientes de plantacées de Eucalyptus spp. (Quadro 1).

Quadro 1. Isolados fungicos ectomicorrizicos com seus respectivos hospedeiros e procedéncia.

Isolado Espécie Hospedeiro Procedéncia
UFSC-Sc68 Scleroderma sp. Eucalyptus dunnii Trés Barras-SC
UFSC-Sc92 Scleroderma bougheri Eucalyptus dunnii Trés Barras-SC
UFSC-Pt116 Pisolithus microcarpus Eucalyptus dunnii Trés Barras-SC
UFSC-Ch163 Chondrogaster angustisporus Eucalyptus dunnii Correia Pinto-SC
UFSC-Pt188 Pisolithus microcarpus Eucalyptus spp. Lavras-MG

Esses fungos foram selecionados para este trabalho com base em sua eficiéncia na
promocao do crescimento de E. dunnii em estudo conduzido por Souza et al. (2004, 2008).

Os fungos foram repicados a partir de culturas da cole¢do para o meio sélido Melin-
Norkrans modificado (MNM) (MARX, 1969), em placas de Petri, e foram mantidos em
incubadora BOD a 25%1 °C, com repicagens periédicas para meio de mesma composicao a
cada 20-30 dias, durante o periodo da realizacdo dos experimentos.

3.2. Crescimento de fungos ectomicorrizicos em meio de cultura sélido
contendo diferentes concentracées de metais

Para avaliar a tolerancia dos isolados fECM a metais, foram empregados o aluminio,
na forma de hidroxido de aluminio; o manganés, na forma de sulfato de manganés; o
cadmio, na forma de sulfato de cddmio; e o cromo, na forma de cromato de potassio. As
concentragdes testadas foram 0, 1, 10, 100 e 1000 mg.L™", com excecéo do manganés, para
o qual foram utilizadas as concentragdes de 0, 1, 10, 100 e 200 mg.L™" e do cadmio, para o
qual foram utilizadas as concentracées de 0, 1, 10, 100, 1000 e 10000 mg.L™". O sulfato de
manganés ndo solubilizou quando empregado em concentragcdo acima de 200 mg.L™".
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Inicialmente, preparou-se uma solucao com a concentragdo maxima desejada do metal e, a
partir dessa solugéo, prepararam-se diluigdes para obter as menores concentragoes.

Culturas matrizes de cada isolado fungico foram feitas e mantidas a 25+1 °C, sem
luminosidade, por cerca de 30 dias, até as colénias atingirem cerca de 3 cm de diametro.
Dessas colbnias, discos de 6 mm de diametro foram feitos assepticamente com o auxilio de
um cortador previamente esterilizado. Para testar a viabilidade do micélio, os discos foram
colocados em meio de cultura MNM soélido e mantidos, durante 2-3 dias, em incubadora
BOD, a temperatura de 25+1 °C, antes de ser empregados no estudo.

O meio de cultura utilizado foi o0 meio MNM, ao qual foram adicionadas as solugdes
dos diferentes metais de modo a obter as concentracoes desejadas, antes da esterilizacao.

O meio de cultura foi distribuido em tubos (20 mL/tubo) e esterilizado em autoclave
(121 °C durante 20 min.). Logo ap6s, o conteddo de cada tubo foi transferido para uma placa
de Petri, previamente esterilizada.

Apoés a solidificagao e resfriamento do meio, colocou-se um disco contendo micélio
viavel no centro de cada placa. Foram feitas trés repeticdes (placas) para cada combinagao
fungo-concentragcdo do metal. As culturas foram mantidas em incubadora BOD a 25+1 °C,
na obscuridade, durante 30 dias. Durante esse periodo, observaram-se, a cada 2-3 dias o
crescimento, a aparéncia das coldnias e do meio de cultura e, ao final do periodo, mediu-se
o didmetro da col6nia.

Os resultados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo
teste de LSD (p<0,05) utilizando-se o programa STATGRAPHICS®.

3.3. Crescimento de fungos ectomicorrizicos em meio de cultura liquido

contendo diferentes concentracées de metais

Os metais utilizados foram os mesmos do experimento anterior em meio sélido. No
caso do aluminio, por questdes de solubilidade, foi utilizado o cloreto de aluminio, ao invés
do hidréxido de aluminio. Para todos os metais, as concentragbes testadas foram de 0, 1, 10
e 100 mg.L™".

As solucbes-estoque e as culturas matrizes foram preparadas seguindo-se os
mesmos procedimentos descritos para o experimento anterior (item 3.2). O meio de cultura
liquido foi o MNM, com adicdo da solugcdo do metal na concentragdo correspondente
durante o preparo. As unidades experimentais constaram de um volume de 100 mL de meio
em frasco erlenmeyer de 250 mL de capacidade. Apds o preparo e distribuicdo nos frascos,
os meios de cultura foram submetidos a esterilizacdo em autoclave nas mesmas condicoes

de temperatura e presséo descritas anteriormente (item 3.2).
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Em cada frasco, foi colocado um disco de meio com micélio previamente testado
quanto a viabilidade do fungo e a auséncia de contaminagdes, com trés repeticdes para
cada combinagdo fungo-dose de metal, num total de 48 frascos. Nesse momento, 10 discos
de cada isolado foram retirados, colocados sobre pedacos de papel de filtro de peso conhecido,
e secados em estufa a 75 °C, para determinagdo da biomassa seca inicial. As culturas foram
mantidas em incubagdo a 25+1 °C em incubadora BOD, na obscuridade, durante 30 dias.
No decorrer desse periodo, foram observados o crescimento, a aparéncia do micélio € do
meio de cultura e, ao final, a biomassa flungica foi separada do meio, seca em estufa a 75
°C, até peso constante, para determinacdo da biomassa seca em cada tratamento,
diminuindo-se desse valor, o valor da biomassa seca inicial relativa ao peso dos discos de
inoculagéo.

Os resultados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo
teste LSD (p<0,05) utilizando-se o programa STATGRAPHICS®.

3.4. Crescimento de plantas de Eucalyptus dunnii em substrato contendo
diferentes concentracoes de metais, sob condicoes de casa de vegetacao

Para este estudo foram empregados os mesmos metais utilizados nos experimentos
in vitro e para cada metal, foram testadas as concentragbes 0, 1, 10, 100, 1000 e 10000
mg.kg” de substrato.

Foram utilizadas sementes de E. dunnii provenientes da empresa RIGESA, Trés
Barras, SC. O substrato para crescimento das plantas foi constituido de uma mistura de
turfa e vermiculita, na proporcao de 1:3 (V/V).

O substrato foi preparado misturando-se a turfa e a vermiculita na propor¢ao definida
em sacos de 1 L, submetendo-se, a seguir, a dois ciclos de autoclavagem (120 °C por 60
min) num intervalo de 24 h. Apés esse processo, 0 substrato foi adubado com os macro e
micronutrientes, de acordo com Souza et al. (2004), e com a solugao do metal, de modo a
atingir as diferentes concentracbes. Apds secagem, o substrato foi misturado vigorosamente
a fim de distribuir uniformemente os adubos e o metal.

Esse substrato foi distribuido em recipientes cbnicos de PVC, de 60 mL de
capacidade, que foram empregados como recipiente de cultivo das mudas. Os recipientes
tinham sido previamente desinfectados por imersdo numa solucao de hipoclorito de sédio
1%, durante cerca de 12 horas, e enxagiiados varias vezes em agua.

Cada um deles recebeu duas plantulas de E. dunnii, previamente germinadas numa
solucdo esterilizada contendo 4cido bérico (3 uM), glicose (2 g.L™") e sulfato de célcio (500

uM), pH 5,7, sob agitagdo constante durante 2-3 dias, a temperatura ambiente. Antes da
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solugao de germinagao, as sementes foram desinfectadas em alcool 70% por 30 s e lavadas
em agua destilada esterilizada trés vezes consecutivas. Apds germinagao, foram lavadas
com agua destilada estéril e transferidas para o substrato de plantio.

Foram feitas trés séries de cinco recipientes por dose de metal, mais trés repeticoes
da testemunha, num total de 195 recipientes. O substrato semeado foi, em seguida, irrigado
com agua destilada e, a partir de entdo, as regas foram feitas diariamente com agua
destilada. As plantas foram mantidas em casa de vegetagdo durante dois meses, com
temperatura e umidade controladas (Figura 1).

Figura 1. Visdo geral das plantas no inicio do periodo experimental em casa de vegetagao.

Durante o experimento, foram monitorados o crescimento e a aparéncia da parte
aérea das plantas (coloracdo das folhas) e, ao término do periodo experimental, foi feita a
avaliagao da altura e da matéria seca.

Os resultados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo
teste LSD (p<0,05) utilizando-se o programa STATGRAPHICS®.

As doses de metais 10, 100 e 1000 mg.kg" que promoveram efeitos nocivos nas
plantas, como redugcdo do crescimento, mudangas na coloragdo das folhas e outros
sintomas que apontaram toxicidade, foram testadas no estudo seguinte, onde se verificou a
capacidade dos isolados fECM selecionados de contribuir para a resisténcia das plantas a
esses niveis de metais. A dose de 10000 mg.kg™' foi considerada muito téxica para as
plantas e ndo foi utilizada no préximo estudo.
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3.5. Efeito da associacao simbiética entre plantas de Eucalyptus dunnii e
fungos ectomicorrizicos selecionados, na sobrevivéncia e crescimento das plantas
em substrato contaminado com metais, sob condicdes de casa de vegetacao

A preparacgao deste experimento seguiu os mesmos procedimentos descritos para o
experimento anterior (item 3.4), exceto no que diz respeito a germinacao das sementes e a
inoculagcao dos fungos ectomicorrizicos para a associacao simbidtica.

A micorrizagao foi realizada in vitro em frascos de conserva contendo 50 mL de meio
MNM semi-sélido (5% de agar), onde foram inoculados 2-3 discos de micélio (Figura 2),
previamente testados quanto a viabilidade e mantidos em incubacdo a 251 °C em
incubadora BOD, na obscuridade durante 15 dias.

As sementes tiveram sua superficie desinfectada em etanol 70% por 30 s, seguida
de lavagem em agua destilada estéril. Em seguida, foram imersas em solucao de hipoclorito
de sodio (1%) durante 20 min e lavadas 3 vezes em agua destilada estéril sob condicdes
assépticas de capela de fluxo laminar. A germinacao foi feita em meio de germinacao sélido,
contendo &cido bérico (3 uM), glicose (2 g.L™"), sulfato de calcio (500 uM), agar (4 g.L") e pH
5,7, mantendo-se por 7 dias na obscuridade.

Apéds esse periodo, as sementes germinadas foram transferidas para os frascos
contendo o micélio fangico, para colonizagdo e mantidas por 1 més em cémara de
crescimento, com foto-periodo de 14 horas e intensidade luminosa variando de 28,53
pmol.s™.m? a 36,83 pmol.s".m®. Foi necessaria uma segunda etapa de germinacéo, uma
vez que muitas das primeiras sementes germinadas nao conseguiram crescer apés serem
transferidas para os frascos com os isolados fungicos. A germinagéao foi feita em meio
liqguido com a mesma composi¢cao do meio anteriormente utilizado, exceto com relagéo a
auséncia de agar-agar, mantendo-se as sementes sob condi¢des de capela de fluxo laminar
por 3 dias. Apds esse periodo, as plantulas foram transferidas para os frascos com micélio

fungico para colonizagao.
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Figura 2. Aspecto da unidade de colonizagao de mudas de Eucalyptus dunnii in vitro.

O substrato ja preparado com as doses dos metais foi distribuido em recipientes
cbnicos de PVC de 60 mL, previamente desinfectados com solugdo de hipoclorito de soédio
1%. Os recipientes foram distribuidos em bandejas de poliestireno e cada um recebeu 2
plantulas de E. dunnii colonizadas com fungos ectomicorrizicos, com as raizes colocadas a
aproximadamente 1 cm de profundidade. O conteldo dos recipientes foi, em seguida,
irrigado com agua destilada esterilizada. Apds a inoculagao e o plantio, as plantas foram
mantidas durante dois meses em casa de vegetacdo e regadas diariamente com agua
destilada esterilizada. Apos esse periodo, as plantas foram colhidas e analisadas quanto a
altura, peso de matéria fresca e seca da parte aérea e raiz.

Os resultados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo
teste LSD (p<0,05) utilizando-se o programa STATGRAPHICS®.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Crescimento de fungos ectomicorrizicos em meio de cultura sélido
contendo diferentes concentracées de metais

Os metais que mais afetaram o crescimento dos fungos foram o Cd € o Cr. O Cd
apresentou efeito inibitério para a maioria dos fungos ja na dose de 10 mg.L™, enquanto o Cr
inibiu fortemente o crescimento fungico a 100 mg.L™". Nenhum dos isolados foi capaz de
crescer nas duas doses mais altas de Cd, 1000 mg.L™" e 10000 mg.L". Nas doses mais altas
de Al e Mn (1000 mg.L™" e 200 mg.L™", respectivamente), houve crescimento dos isolados,
mesmo com uma tendéncia a reducao em relacdo as menores doses (Tabelas 1 a 4).

Tabela 1. Didmetro miceliano (cm) de fungos ectomicorrizicos em meio de cultura solido, contendo
doses crescentes de aluminio (Al)*

Concentragédo de Al (mg.L")

Isolado 0 1 10 100 1000 Média
UFSC-Pt116 6,4 7,0 6,367 7,033 7,533 6,867 a
UFSC-Ch163 6,667 7,2 7,233 7,533 5,7 6,867 a
UFSC-Pt188 8,0 7,933 8,066 6,533 5,6 7,227 a

Média 7,022 A 7,378 A 7,222 A 7,033 A 6,278 A

* Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna, ou pela mesma letra mailscula na linha,
nao diferem estatisticamente entre si de acordo com o teste LSD (p<0,05).

O isolado UFSC-Pt116 apresentou maior didmetro de colénia na dose mais alta de
Al, enquanto os isolados UFSC-Ch163 e UFSC-Pt188 apresentaram diminuicdo do
crescimento com o aumento da dose do metal, atingindo um didmetro semelhante. Para o
isolado UFSC-Ch163, o crescimento aumentou com o0 aumento da concentragcdo do metal
até 100 mg.L", quando atingiu seu maior didmetro. A partir dessa dose, 0 crescimento
desse fungo se reduziu (Tabela 1). Na média geral, os isolados nao diferiram entre si.

No tratamento com Cd (Tabela 2), a média geral de crescimento reduziu-se
significativamente com o aumento da dose, passando de 3,04 cm, na dose 0 para 0,6 cm
nas doses de 100 a 10000 mg.L™". Os isolados UFSC-Pt188 e UFSC-Sc68 apresentaram
ligeiro aumento no didmetro na dose de 1 mg.L" em relagdo ao tratamento sem metal,
seguido de queda na dose de 10 mg.L". Os isolados UFSC-Sc92, UFSC-Pt116 e UFSC-
Ch163 tiveram o crescimento reduzido ja em 1 mg.L™!, embora a queda tenha sido menos
acentuada para o UFSC-Sc92. O Cd foi bastante téxico para o isolado UFSC-Ch163, que
n&o cresceu em nenhuma das placas nas doses acima de 1 mg.L™". Na dose de 100 mg.L"
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os isolados que foram capazes de crescer tiveram crescimento bastante semelhante (Figura
3a). Quando comparados entre si, os isolados apresentaram diferencas significativas, com
destaque aos isolados de Pisolithus microcarpus, UFSC-Pt116 e —Pt188.

Tabela 2. Diametro miceliano (cm) de fungos ectomicorrizicos em meio de cultura sélido, contendo

doses crescentes de cadmio (Cd)*

Concentracédo de Cd (mg.L™")

Isolado 0 1 10 100 1000 10000 Media
UFSC-Sc68 1,4 1,583 1,167 0,8 0,6 0,6 1,025 ¢
UFSC-Sc92 1,167 0,9 0,867 0,716 0,6 0,6 0,808 ¢
UFSC-Pti16 5,467 3.2 1,917 0,683 0,6 0,6 2,078 a
UFSC-Ch163 3,733 2,03 0,6 0,6 0,6 0,6 1,361 b
UFSC-Pt188 3,416 3,88 3,333 0,6 0,6 0,6 2,072 a

Média 3037A 232B 1577C 068D 06D 0,6D

* Médias seguidas pela mesma letra minlscula na coluna, ou pela mesma letra mailscula na linha,
nao diferem estatisticamente entre si de acordo com o teste LSD (p<0,05).

(b)

Figura 3. Visao geral dos experimentos em meio sélido contendo diferentes doses de Cd (a) e Mn (b).

Quando os fungos foram cultivados na presenga de Cr (Tabela 3), seu crescimento
foi reduzido a partir da dose 10 mg.L™". O Unico isolado que apresentou crescimento na
maior dose (1000 mg.L™) foi o UFSC-Sc68, porém, o didmetro foi menor nessa dose pois
passou de 2,69 cm na dose 1 mg.L" para 0,75 cm na dose 1000 mg.L™. Os isolados UFSC-
Pt116, UFSC-Ch163 e UFSC-Pt188 nao diferiram entre si na dose de 10 mg.L" e a redugéo
em seu crescimento foi semelhante para a dose de 100 mg.L". Dos quatro isolados, o
UFSC-Pt188 foi aquele que apresentou maior tolerancia ao cromo.

No tratamento com Mn (Tabela 4), o crescimento apresentou redugéo a partir de 10
mg.L™". Porém, os isolados UFSC-Pt116 e UFSC-Pt188 apresentaram maior tolerancia, pois
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nao houve diferenca entre o tratamento sem Mn (dose 0) e o tratamento a 10 mg.L™”, Porém,
a partir de 10 mg.L", o crescimento foi reduzido. O isolado UFSC-Ch163 apresentou
comportamento instavel e mostrou-se mais sensivel ao metal quando comparado aos outros
dois isolados (Figura 3b). Como no caso do experimento com cromo, o isolado mais
tolerante foi o UFSC-Pt188.

Tabela 3. Diametro miceliano (cm) de fungos ectomicorrizicos em meio de cultura solido, contendo
doses crescentes de cromo (Cr)*

Concentracéo de Cr (mg.L™)

Isolado 0 1 10 100 1000 Média
UFSC-Sc68 3,03 2,69 2,1 0,933 0,75 19c¢
UFSC-Pt116 5,3 4,8 4,967 0,633 0,6 3,26 b
UFSC-Ch163 4,7 4,63 4,833 0,75 0,6 3,10b
UFSC-Pt188 5,9 5,88 4,983 0,667 0,4 3,57 a

Média 4,73 A 45 A 4,221 B 0,746 C 0,588 C

* Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna, ou pela mesma letra mailscula na linha,
nao diferem estatisticamente entre si de acordo com o teste LSD (p=<0,05).

Tabela 4. Diametro miceliano (cm) de fungos ectomicorrizicos em meio de cultura solido, contendo
doses crescentes de manganés (Mn)*

Concentracdo de Mn (mg.L™")

Isolado 0 1 10 100 200 Média
UFSC-Pt116 6,4 6,97 7,1 6,6 6,13 6,640 b
UFSC-Ch163 6,67 5,63 6,93 5,83 3,1 5,633 ¢
UFSC-Pt188 8,0 8,33 7,87 7,2 6,43 7,567 a

Média 7,02 A 6,98 A 7,3A 6,54 A 522 B

* Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna, ou pela mesma letra mailscula na linha,
nao diferem estatisticamente entre si de acordo com o teste LSD (p=<0,05).

Tam (1995) testou a tolerancia de isolados de fungos ectomicorrizicos, entre eles um
isolado de Scleroderma sp. e um de Pisolithus tinctorius, em meio MNM solido e verificou
que ambos s&o tolerantes a altas concentracdes de Al (200 pg.mL™"). Porém, mostraram-se
pouco tolerantes ao Cd mesmo em baixas concentracdes (10 pg.mL™). Esse autor verificou,
também, que na presenca dos metais, o crescimento das hifas se tornava irregular, mais
escasso e com pontas intumescidas, o que indica toxicidade dos metais utilizados.

Outros estudos, como os de Ray et al. (2005) e Colpaert & Van Assche (1992a),
também em meio de cultura sélido, mostraram redugdo no crescimento radial dos isolados
em presenca de doses crescentes de metais. No primeiro estudo, onde foram usados dois
isolados de P. tinctorius e trés de Scleroderma (S. cepa, S. flavidum e S. verrucosum),
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dentre outros, verificou-se que o crescimento dos isolados de P. tinctorius foi
significativamente maior em doses elevadas de metais, enquanto o crescimento dos
isolados de Scleroderma spp. foi mais escasso na presenca dos metais. O estudo de
Colpaert & Van Assche (1992a) incluiu um isolado de S. citrinum, que teve crescimento
fortemente inibido pela concentracéo de 1 mg.L™" de Cd, mostrando que essa é uma espécie
bastante sensivel a presenca do metal em meio de cultura.

O diametro da colénia é um parametro de dificil comparagdo com a producdo de
matéria seca. Porém, apesar de nao ser possivel extrapolar com alto nivel de confianga os
dados da tolerancia in vitro para situagdes in vivo, devido ao grande numero de variaveis
envolvidas, essa metodologia é bastante valida para a pesquisa basica. Parametros como
morfologia de hifas, aparéncia do micélio, localizagao intracelular de metais, mecanismos de
protecdo e caracteristicas do meio de cultura pds-experimento podem ser avaliados e ser
utilizados para um melhor entendimento de processos que ocorrem nos outros niveis

experimentais.

4.2. Crescimento de fungos ectomicorrizicos em meio de cultura liquido
contendo diferentes concentracées de metais

Como no caso do estudo anterior em meio sélido, os metais que mais afetaram o
crescimento dos isolados fungicos foram o Cd e o Cr. Porém, no presente estudo seu efeito
ja se fez sentir na concentracdo de 1 mg.L™". O Al e o Mn tiveram menor efeito toxico. Nao
foram observadas grandes variagdes no crescimento dos fungos nas diferentes doses de Al.
No caso do tratamento com Mn, houve variacdo no crescimento em funcdo da dose
(Tabelas 5 a 8).

Para o Al (Tabela 5), os isolados que se mostraram mais tolerantes € com maior
producdo de matéria seca foram o UFSC-Pt116 e o UFSC-Ch163. O primeiro apresentou
uma queda na dose de 1 mg.L”, seguida de elevacdo na producdo de matéria seca,
atingindo maior peso na dose mais elevada. O segundo variou pouco, porém a menor
matéria seca foi atingida na dose mais alta. O isolado UFSC-Sc68 teve diminuicdo na
matéria seca quando o metal estava presente e sua variagao foi pequena entre as diferentes
doses. O isolado UFSC-Pt188 teve um aumento nas duas doses mais altas, porém seu
crescimento foi escasso.

O isolado que produziu menos matéria seca em todos os tratamentos foi 0 UFSC-Pt188,
que também mostrou pouca variagdo no crescimento. Essa parece ser uma caracteristica
inerente a este isolado e nao parece estar relacionada somente a presenca do metal no meio de

cultura, ja que o crescimento desse fungo também foi menor mesmo no tratamento sem metal.
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Tabela 5. Matéria seca miceliana (g) de fungos ectomicorrizicos em meio de cultura liquido, contendo
doses crescentes de aluminio (Al)*

Concentragédo de Al (mg.L™)

Isolado 0 1 10 100 Média
UFSC-Sc68 0,081 0,017 0,015 0,020 0,033 b
UFSC-Pt116 0,193 0,111 0,142 0,201 0,162 a
UFSC-Ch163 0,194 0,174 0,190 0,170 0,182 a
UFSC-Pt188 0,017 0,018 0,046 0,029 0,028 b

Média 0,121 A 0,08 B 0,098 AB 0,105 AB

* Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna, ou pela mesma letra
maiuscula na linha, ndo diferem estatisticamente entre si de acordo com o teste LSD
(p=0,05).

No tratamento com Cd (Tabela 6), o isolado UFSC-Pt116 se destacou como aquele de
maior crescimento. Isso foi observado tanto no tratamento testemunha, sem metal, quanto na
dose de 1 mg.L". A matéria seca produzida foi muito superior aquela dos outros isolados.
Porém, a 10 mg.L", observou-se uma brusca queda de crescimento. A 100 mg.L", o
crescimento ainda diminuiu um pouco mais, porém sem grande diferenca em relagcao a
concentragdo anterior. Os isolados UFSC-Sc68, UFSC-Ch163 e UFSC-Pt188 tiveram
crescimento similar em todas as doses desse metal, com reducao significativa ja na menor dose
(1 mg.L"), permanecendo estaveis em baixos niveis de crescimento até a dose mais alta. O
crescimento dos isolados fingicos nas doses de 10 mg.L™" e 100 mg.L" foram muito préximos
de zero, indicando pouca tolerancia a doses mais altas desse metal, nas condi¢oes
experimentais.

O isolado UFSC-Pt116 também se destacou no tratamento com Cr (Tabela 7), pois na
média geral apresentou uma elevada producdo de matéria seca, quando comparado aos
demais fungos. Porém, sua superioridade se fez sentir até a dose de 1 mg.L", pois na dose de
10 mg.L", a matéria seca caiu a niveis muito baixos e manteve-se assim na dose mais alta (100
mg.L"). A matéria seca do isolado UFSC-Ch163 apresentou ligeiro aumento na dose de 1 mg.L™,
quando comparada a do tratamento sem metal, mas na dose seguinte caiu acentuadamente. Os
demais isolados cresceram pouco e ja em 1 mg.L" a producdo de matéria seca foi bastante
afetada.
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Tabela 6. Matéria seca miceliana (g) de fungos ectomicorrizicos em meio de cultura liquido, contendo
doses crescentes de cadmio (Cd)*

Concentracdo de Cd (mg.L™)

Isolado 0 1 10 100 Média
UFSC-Sc68 0,102 0,01 0,007 0,014 0,033 b
UFSC-Pt116 0,279 0,218 0,027 0,012 0,134 a
UFSC-Ch163 0,077 0,008 0,006 0,010 0,025 b
UFSC-Pt188 0,052 0,015 0,008 0,010 0,021 b

Média 0,128 A 0,063 B 0,012C 0,011 C

* Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna, ou pela mesma letra
maiuscula na linha, ndo diferem estatisticamente entre si de acordo com o teste LSD
(p=0,05).

Tabela 7. Matéria seca miceliana (g) de fungos ectomicorrizicos em meio de cultura liquido, contendo
doses crescentes de cromo (Cr)*

Concentracéo de Cr (mg.L™")

Isolado 0 1 10 100 Média
UFSC-Sc68 0,064 0,026 0,014 0,017 0,030 bc
UFSC-Pt116 0,242 0,195 0,017 0,009 0,116 a
UFSC-Ch163 0,084 0,135 0,009 0,013 0,060 b
UFSC-Pt188 0,011 0,019 0,007 0,009 0,012¢c

Média 0,100 A 0,093 A 0,011 B 0,012B

* Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna, ou pela mesma letra
maiuscula na linha, ndo diferem estatisticamente entre si de acordo com o teste LSD
(p=0,05).

Assim como para o Al, os isolados UFSC-Pt116 e UFSC-Ch163 foram os mais
tolerantes em relacdo ao Mn (Tabela 8). Os isolados UFSC-Sc68 e UFSC-Pt188
apresentaram crescimento escasso e pouco variavel entre as diferentes doses utilizadas.
Houve um aumento na producdo de matéria seca do isolado UFSC-Pt116 quando este foi
cultivado na dose de 10 mg.L" em relagdo ao tratamento com 1 mg.L". Porém, na dose mais
elevada (100 mg.L"), o crescimento tenha sido muito baixo. Situagdo oposta ocorreu com o
isolado UFSC-Ch163, que manteve crescimento semelhante a 0 e 1 mg.L", seguindo-se uma
queda a 10 mg.L™" e voltando a aumentar sua matéria seca no meio com 100 mg.L™".
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Tabela 8. Matéria seca miceliana (g) de fungos ectomicorrizicos em meio de cultura liquido, contendo
doses crescentes de manganés (Mn)*

Concentragdo de Mn (mg.L™)

Isolado 0 1 10 100 Média
UFSC-Sc68 0,012 0,017 0,016 0,022 0,017 be
UFSC-Pt116 0,12 0,058 0,171 0,015 0,091 a
UFSC-Ch163 0,049 0,054 0,009 0,124 0,060 ab
UFSC-Pt188 0,015 0,011 0,014 0,005 0,015¢

Média 0,049 A 0,035 A 0,053 A 0,042 A

* Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna, ou pela mesma letra
maiuscula na linha, ndo diferem estatisticamente entre si de acordo com o teste LSD
(p=0,05).

Neste experimento, observou-se uma intensa producao de pigmentos pelos isolados,
de Pisolithus microcarpus e pelo isolado de Scleroderma sp. A intensidade da pigmentacao
tendeu a aumentar com o aumento da dose do metal. O isolado UFSC-Ch163, porém, nao
apresentou pigmentacdo detectavel. A producdo de pigmentos acontece normalmente
quando esses isolados sdo mantidos em meio sélido na colegdo do Laboratério de
Ectomicorrizas, mas ela foi mais visivel e intensa no meio liquido (Figuras 4 e 5).

Diversos estudos apontam para a utilizacdo desses pigmentos fungicos,
principalmente melaninas, na imobilizagdo de metais presentes no meio de cultura,
indicando uma capacidade de tolerancia a metais, mesmo antes do contato fungo-metal
(GRAZZIOTTI et al., 2001a,b). Para o isolado UFSC-Pt116, esse fenébmeno se confirmou,
pois o fungo produziu grande quantidade de pigmentos e teve melhor crescimento que os
outros isolados mesmo em doses elevadas de metais.

Conclusao semelhante ndo pode ser estabelecida para os outros fungos estudados,
pois os isolados UFSC-Sc68 e UFSC-Pt188, que produziram intensa pigmentacgéo,
apresentaram crescimento reduzido, mesmo em presenca de doses baixas dos metais.
Além disso, o isolado UFSC-Ch163, que também se destacou na tolerancia aos metais, nao
produziu pigmentos, o que indica a utilizagdo de mecanismos outros que a imobilizagao por
melaninas em sua tolerancia aos metais.

Os resultados apontam para os isolados UFSC-Pt116 e UFSC-Ch163 como aqueles
mais tolerantes aos metais testados. O isolado UFSC-Pt116, um Pisolithus microcarpus,
mostrou-se particularmente interessante por seu desempenho superior na presenga de Cd e
de Cr. Fungos desse género sdo conhecidos por sua ampla distribuicao geografica e por
sua notavel adaptacdo a condi¢cdes desfavoraveis de solo (MARX et al., 1992; MARTIN et
al., 2002).
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UFSC-Ptl16

Figura 4. Aspecto do crescimento do isolado UFSC-Pt116 em meio liquido com doses crescentes de

Cd. Observar a intensa coloracéo presente.
Cadmio

UFSC-Ch163

Figura 5. Aspecto do crescimento do isolado UFSC-Ch163 crescendo em meio liquido com doses

crescentes de Cd.

Tam (1995) também verificou a capacidade de um isolado de P. tinctorius na
tolerancia a diferentes metais presentes em meio de cultura, dado que pode explicar sua
ampla distribuicao geografica. O isolado UFSC-Ch163 pertence a uma nova espécie,
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recentemente descrita por Giachini et al. (2000), a partir de corpos de frutificagdo coletados
em Santa Catarina. Sendo uma nova espécie, ha poucos relatos na literatura sobre sua
distribuicdo. Sabe-se que foi encontrado no Brasil, Uruguai e Australia (GIACHINI et al.,
2000) e, mais recentemente, essa espécie foi observada na Espanha (ALVAREZ &
CERCEDA, 2005). Menos ainda se conhece sobre sua eficiéncia na simbiose (SOUZA et
al., 2004; 2008) ou frente a condigbes desfavoraveis de ambiente. Resta, portanto, averiguar
se esse desempenho desses dois isolados se repete em presenca das plantas hospedeiras,
como sera discutido no item 4.4.

No meio de cultura, quando na sua forma sélida, o fungo cresce em menores
velocidades, pois os nutrientes estdo de certa forma, imobilizados e sua difusdo no meio é
bastante lenta. Da mesma maneira que os nutrientes, o metal, quando adicionado, pode
levar algum tempo para se difundir, a medida em que é absorvido pelas hifas. Isso faz com
que a disponibilidade, tanto dos nutrientes, quanto do metal testado, seja menor nesse tipo
de meio de cultura. Além disso, durante o preparo, antes da solidificagdo, pode ocorrer
ligacdo entre o metal e ions adicionados ao meio, formando precipitados que também
afetam a disponibilidade do metal.

O meio de cultura liquido, por sua vez, é mais dindmico e sofre alteragdes freqlientes
em seu balango quimico, seja pela retirada de nutrientes, seja pela secre¢ao e/ou excregao
de substancias dos fungos. Com a adicdo de metais, € muito comum a formacdo de
precipitados, pois esses se ligam a grupos fosfatos e sulfatos, formando complexos. O pH e
a solugédo usada como tampao também interferem na disponibilidade do metal. Quando isso
acontece, o metal se torna menos disponivel para o fungo e sua concentragdo no meio
diminui. Estimar exatamente quanto metal esta disponivel para o fungo é dificil, porém esses
erros podem ser minimizados utilizando-se menores concentracées de ions no preparo do
meio e também pela substituicdo por compostos menos reativos com metais.

Apesar disso, a area de contato do micélio fingico com o meio liquido € maior do
que a area de contato com o meio sélido. Freqientemente, o disco de micélio afunda,
fazendo com que as hifas crescam submersas até que atinjam a superficie. Quando isso
ocorre, maior quantidade de nutrientes e do metal pode ser absorvida. Isso pode permitir
maior eficiéncia dos exsudatos liberados que, entdo, podem atuar na quelacdo dos
compostos toxicos.

Como ja foi dito no item anterior (cf. item 4.1), é dificil extrapolar os resultados
obtidos in vitro para as condigdes in vivo. Porém, é necessario que se saiba qual a relagao
individual de cada fungo com os metais para que os mecanismos sejam esclarecidos,
principalmente na utilizacdo do meio de cultura liquido. Pardmetros como pH, mecanismos
de compartimentalizacdo, caracterizacdo de precipitados, absorbancia e outros podem ser
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analisados, esclarecendo de que forma os fungos sdo capazes de detoxificar o meio de

cultura.

4.3. Crescimento de plantas de Eucalyptus dunnii em substrato contendo
diferentes concentracoes de metais, sob condicoes de casa de vegetacao

Neste estudo observou-se que o Cr foi 0 metal que mais afetou o crescimento e a
producdo de matéria seca das plantas. Nenhuma planta foi capaz de crescer na dose de
1000 mg.kg™. Na presenca dos outros metais, o crescimento sé foi inibido a 10000 mg.kg™.
Na dose mais alta de Mn, apenas uma planta foi capaz de crescer, atingindo, porém, um
peso de matéria seca muito baixo.

A queda na producao de matéria seca das plantas, com o aumento da concentracao
do metal no substrato de plantio, seguiu um mesmo padrao para os metais Al, Cd e Mn. As
plantas cultivadas em substrato com Cr tiveram um padrdo de queda mais acentuado
(Figura 6).
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Figura 6. Peso seco total de mudas de Eucalyptus dunnii em substrato contendo diferentes doses de
metal, sob condigbes de casa de vegetagao. Aluminio (<), Cadmio (®), Cromo (A) e Manganés (X).

A altura das plantas foi menos afetada que a matéria seca pelo aumento da dose do
metal. Nos tratamentos com Al, Cd e Mn, a altura manteve-se praticamente constante até a
dose de 100 mg.kg™” (Figura 7). Para o tratamento com Cr a altura j&4 comecou a diminuir na
dose de 10 mg.kg' em relacdo & dose sem metal, caindo rapidamente & medida que
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aumentava a dose de metal no substrato. As respostas das plantas as doses crescentes de
metal foram de certa forma, condizentes com as respostas observadas na produgéo de
matéria seca.
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Figura 7. Altura de mudas de Eucalyptus dunnii em substrato contendo diferentes doses de metal,

sob condi¢des de casa de vegetagao. Aluminio (<), Cadmio (®), Cromo (A) e Manganés (X).

No periodo experimental, observaram-se varios sintomas foliares que indicaram a
toxicidade do metal para as plantas (BRUNDRETT et al., 1996). Ocorreu queda precoce de
algumas folhas e também perda de textura. O metal que proporcionou sintomas mais
diversos e mais intensos foi o Cr, que causou clorose acentuada na dose 10 mg.kg", sendo
mais grave conforme o aumento da dose. O aparecimento desse sintoma foi precoce, logo
que as primeiras folhas comegaram a aparecer. O amarelecimento causado pela clorose foi
seguido de manchas avermelhadas nas bordas foliares. Manchas vermelhas também
apareceram ja no tratamento a 1 mg.kg” nas pontas das folhas (Figura 8a). Nas plantas do
tratamento com Cd, a clorose s6 foi visivel a partir de 100 mg.kg™'. Porém, formaram-se
manchas roxas espalhadas pelas folhas ja nas plantas das menores doses. Na presenca do
Al, as plantas apresentaram manchas avermelhadas, bem como manchas amarelo palidas,
a partir de 1 mg.kg™, inclusive nas folhas mais jovens. As pontas das folhas do tratamento
com 100 mg.kg" de Al apresentaram manchas que comecaram a secar rapidamente (Figura
8a). No tratamento com Mn, uma leve clorose teve inicio na dose de 10 mg.kg ™', também
com a presenca de pequenas manchas avermelhadas. Acima de 100 mg.kg™, a clorose foi
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mais acentuada e as folhas mais novas ja apresentavam leve coloracdo avermelhada na

base e manchas amareladas espalhadas.

(b)
Figura 8. Plantas com sintomas de deficiéncia nutricional. Clorose e manchas avermelhadas (a) e
manchas secas (b).

4.4. Efeito da associacao simbidtica entre plantas de Eucalyptus dunnii e
fungos ectomicorrizicos selecionados, na sobrevivéncia e crescimento das plantas
em substrato contaminado com metais, sob condicdes de casa de vegetacao

A semelhanca do que foi observado no experimento anterior, o crescimento das
plantas foi reduzido com o aumento da dose do metal. Mas observou-se uma melhoria
substancial do crescimento, em termos de altura e produgcdo de matéria seca nos
tratamentos inoculados. Esse efeito, porém, dependeu do isolado flngico inoculado.

De maneira geral os metais menos téxicos para as plantas, tanto inoculadas quanto
nao—inoculadas, foram o Al e o Mn, corroborando os resultados do experimento anterior (cf.
item 4.3). Nas plantas testemunhas ndo-inoculadas, o metal que mais afetou o crescimento
foi o Cr, cujos valores de peso de matéria seca foram os menores obtidos. Nesse tratamento
n&o inoculado, na concentracdo de 100 mg.kg™', ndo houve sobreviventes, colocando esse
metal como aquele que proporcionou a menor taxa de sobrevivéncia. Esses resultados
também corroboram os resultados observados no estudo anterior, onde o Cr também se

destacou como o metal com maior efeito inibidor.
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Mas, esse padrao modificou-se substancialmente com a inoculagao das plantas com
fungos ectomicorrizicos. Nos tratamentos inoculados, o Cd passou a ser o metal que
produziu maior inibicdo de crescimento e menor sobrevivéncia. Dentre os tratamentos com
inoculacao, os isolados UFSC-Ch163 e UFSC-Pt188 foram aqueles que se destacaram, ao
proporcionar maior crescimento e sobrevivéncia das plantas. As plantas inoculadas com o
isolado UFSC-Ch163, em particular, apresentaram os maiores teores de matéria seca de
todo o experimento.

Para o tratamento com Al (Figura 9), a queda na producdo de matéria seca e altura
nao foi muito acentuada, embora tenha havido uma redugdo nesses parametros com o
aumento da dose. No tratamento inoculado com o isolado UFSC-Pt116, houve um aumento
visivel na producéo de matéria seca quando a dose passou de 0 para 10 mg.kg™”, passando
de 0,452 g.planta™ para 0,633 g.planta™’. Nas plantas inoculadas com o isolado UFSC-Sc68,
ocorreu um ligeiro aumento na producdo de matéria seca na dose de 100 mg.kg™”, entretanto
a altura apresentou um padréo oposto. Na dose mais elevada desse metal (1000 mg.kg™)
nao houve crescimento. A maior produgao de matéria seca e a maior altura foram atingidas
pelo tratamento inoculado com o isolado UFSC-Ch163, que promoveu os maiores valores
nessas variaveis em todas as doses (Figura 10). Apenas na dose 1000 mg.kg" de Al, a
matéria seca do tratamento inoculado com o isolado UFSC-Ch163 se igualou a matéria seca
do tratamento inoculado com o isolado UFSC-Pt188.

A curva de matéria seca e de altura para o Cd (Figuras 11 e 12) foi bastante
semelhante para todos os tratamentos de inoculagdo, mostrando uma queda um pouco mais
acentuada para o tratamento inoculado com o isolado UFSC-Sc68 com 0 aumento da dose
do metal. Para o tratamento nao-inoculado e o inoculado com o isolado UFSC-Ch163, nao
houve crescimento na dose 1000 mg.kg™'. Para os tratamentos inoculados com os isolados
UFSC-Sc68 e UFSC-Pt116 j4 nao se observou crescimento a partir de 100 mg.kg'. O
tratamento inoculado com o isolado UFSC-Ch163 se mostrou mais eficiente nas doses 0 e
10 mg.kg™", onde obteve maior média na producéo de matéria seca.
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Figura 9. Peso seco total de mudas de Eucalyptus dunnii, inoculadas com isolados de fungos
ectomicorrizicos e cultivadas em substrato contendo diferentes doses de aluminio, sob condi¢des de
casa de vegetagdo. Testemunha nédo-inoculada (@), UFSC-Sc68 (m), UFSC-Pt116 (A), UFSC-Ch163
(), UFSC-Pt188 ().
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Figura 10. Altura de mudas de Eucalyptus dunnii, inoculadas com isolados de fungos ectomicorrizicos
e cultivadas em substrato contendo diferentes doses de aluminio, sob condigbes de casa de
vegetagdo. Testemunha n&o-inoculada (®), UFSC-Sc68 (m), UFSC-Pt116 (A), UFSC-Ch163 (),
UFSC-Pt188 (7).
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Figura 11. Peso seco total de mudas de Eucalyptus dunnii, inoculadas com isolados de fungos
ectomicorrizicos e cultivadas em substrato contendo diferentes doses de cadmio, sob condigoes de
casa de vegetagdo. Testemunha nédo-inoculada (#), UFSC-Sc68 (m), UFSC-Pt116 (A), UFSC-Ch163
(), UFSC-Pt188 ().
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Figura 12. Altura de mudas de Eucalyptus dunnii, inoculadas com isolados de fungos ectomicorrizicos
e cultivadas em substrato contendo diferentes doses de cadmio, sob condicbes de casa de
vegetacdo. Testemunha néo-inoculada (®), UFSC-Sc68 (m), UFSC-Pt116 (A), UFSC-Ch163 (),
UFSC-Pt188 (7).
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Também para o Cr, a variacdo da altura e da producdo de matéria seca foi
semelhante. As plantas do tratamento testemunha, ndo-inoculadas, se mostraram bastantes
sensiveis a presencga deste metal, nao tendo sido observado crescimento a partir da dose de
100 mg.kg ™ (Figura 13).

As plantas dos tratamentos UFSC-Pt188 e UFSC-Pt116 apresentaram valores de
matéria seca bastante semelhantes nas duas primeiras doses (0 e 10 mg.kg”), porém, na
dose superior, 100 mg.kg™”, as plantas do tratamento inoculado com UFSC-Pt116 sofreram
queda na producao de matéria seca enquanto as do tratamento UFSC-Pt188 apresentaram
um ligeiro aumento na produgao. Para o tratamento inoculado com o isolado UFSC-Sc68,
houve aumento na matéria seca na dose 10 mg.kg"', seguindo-se uma queda na dose
seguinte. A partir desse ponto, a matéria seca permaneceu constante. As plantas desse
tratamento de inoculagdo, apresentaram o maior valor de matéria seca nesta dose (1000
mg.kg™"), dentre todos os tratamentos, com 0,407 g.planta™. J4 as plantas inoculadas com o
isolado UFSC-Ch163, apresentaram queda na matéria seca na dose 10 mg.kg™, com ligeiro
aumento na dose de 100 mg.kg™" e queda na dose mais elevada (1000 mg.kg™).

A altura das plantas diminuiu com o aumento da dose de Cr, sendo essa queda mais
acentuada no tratamento testemunha, j& na dose de 10 mg.kg’, as plantas desse
tratamento apresentaram altura bem inferior as dos demais tratamentos. Nas plantas
inoculadas, destacaram-se aquelas dos tratamentos UFSC-Ch163 e UFSC-Pt188, com a
altura permanecendo mais ou menos constante até a dose de 100 mg.kg™ (Figura 14).

O comportamento das plantas foi semelhante para o Mn, com aumento na produgéo
de matéria seca na dose de 10 mg.kg”' e queda na dose de 100 mg.kg™. O tratamento
inoculado com o isolado UFSC-Pt188 teve a producdo de matéria seca reduzida na dose de
1000 mg.kg”, j& o tratamento inoculado com o isolado UFSC-Sc68 e o tratamento nao-
inoculado aumentaram a produgado de matéria seca nessa dose. As plantas inoculadas com
o isolado UFSC-Pt116 apresentaram aumento na producdo de matéria seca nas doses de
10 mg.kg” e de 100 mg.kg", mas a produgdo diminuiu em presenca de 1000 mg.kg”. Para
as plantas inoculadas com o isolado UFSC-Ch163, ocorreu uma queda na produgédo de
matéria seca a 10 mg.kg™”, seguindo-se um aumento nas doses seguintes. No caso desse
isolado, o maior valor de matéria seca produzida foi observado na dose mais alta (1000
mg.kg™'), embora a diferenga em relagdo & dose imediatamente inferior (100 mg.kg”) ndo
seja significativa (Figura 15).

Para todos os tratamentos inoculados, isolados UFSC-Sc68, UFSC-Pt116, UFSC-
Ch163 e UFSC-P1188, e para a testemunha n&o-inoculada, as medidas de altura seguiram a

mesma tendéncia observada para a produgao de matéria seca (Figura 16).
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Figura 13. Peso seco total de mudas de Eucalyptus dunnii, inoculadas com isolados de fungos
ectomicorrizicos e cultivadas em substrato contendo diferentes doses de cromo, sob condi¢cdes de
casa de vegetagdo. Testemunha nédo-inoculada (@), UFSC-Sc68 (W), UFSC-Pt116 (A), UFSC-Ch163
(), UFSC-Pt188 ().

16
14 -
12
S — ~\
- 10 -
©
s . =
5 8
2
g 6 —R
4,
2,
0 L 4
0 10 100 1000

mg.kg™'

Figura 14. Altura de mudas de Eucalyptus dunnii, inoculadas com isolados de fungos ectomicorrizicos
e cultivadas em substrato contendo diferentes doses de cromo, sob condigées de casa de vegetagao.
Testemunha nao-inoculada (¢), UFSC-Sc68 (m), UFSC-Pt116 (A), UFSC-Ch163 (<), UFSC-Pt188
(9).
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Figura 15. Peso seco total de mudas de Eucalyptus dunnii, inoculadas com isolados de fungos
ectomicorrizicos e cultivadas em substrato contendo diferentes doses de manganés, sob condi¢ées

de casa de vegetagdo. Testemunha n&o-inoculada (®), UFSC-Sc68 (W), UFSC-Pt116 (A), UFSC-
Ch163 (), UFSC-Pt188 ().
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Figura 16. Altura de mudas de Eucalyptus dunnii, inoculadas com isolados de fungos ectomicorrizicos
e cultivadas em substrato contendo diferentes doses de manganés, sob condigbes de casa de

vegetagdo. Testemunha n&o-inoculada (®), UFSC-Sc68 (W), UFSC-Pt116 (A), UFSC-Ch163 (),
UFSC-Pt188 ().
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Como no experimento anterior, as plantas apresentaram sintomas de toxicidade,
como manchas, perda foliar precoce e de textura, porém, de maneira geral, os sintomas
apresentados foram menos graves. O Cr causou o aparecimento de manchas roxas e
clorose, principalmente nas plantas crescendo na dose de 1000 mg.kg™. No tratamento com
o isolado UFSC-Sc68, as folhas antigas ficaram roxas e apresentaram manchas claras,
enquanto que as folhas mais novas apresentaram ligeira clorose logo que apareceram.
Algumas plantas do tratamento UFSC-Ch163 apresentaram-se completamente arroxeadas
na dose de 10 mg.kg™'. Em 1000 mg.kg™”, as plantas apresentaram muitas manchas roxas e
clorose acentuada. Nos tratamentos UFSC-Pt116 e UFSC-Pt188 ocorreu o aparecimento de
manchas roxas e ligeira clorose nas folhas das plantas crescendo em doses mais altas.
Finalmente, no tratamento ndo-inoculado apareceram manchas roxas bastante intensas e as
folhas comegaram a secar.

O Cd provocou clorose e manchas roxas em todas as plantas, mesmo nas doses
mais baixas. Esses sintomas foram mais acentuados nas plantas ndo-inoculadas, o0 mesmo
acontecendo com as plantas inoculadas com o isolado UFSC-Sc68. No tratamento
inoculado com o isolado UFSC-Pt188, tanto a 100 mg.kg” como a 1000 mg.kg™, ocorreu o
aparecimento de manchas claras e roxas nas folhas antigas e também nas novas. Para o
tratamento inoculado com o isolado UFSC-Pt116, apenas as folhas novas apresentaram
manchas roxas. No tratamento inoculado com o isolado UFSC-Ch163, as plantas nas doses
de 10 mg.kg™" e de 100 mg.kg™ as plantas também apresentaram clorose e manchas roxas.

Em presenca de Al, as plantas apresentaram clorose na dose 1000 mg.kg" nos
tratamentos inoculados com o isolado UFSC-Ch163 e na testemunha, ndo-inoculada. No
tratamento com o isolado UFSC-Pt116, as plantas apresentaram manchas roxas
acentuadas na dose de 100 mg.kg”'. Nos demais tratamentos ndo foram observados
sintomas que indicassem toxicidade pelo metal.

Na presenga do Mn, as plantas inoculadas com os isolados UFSC-Sc68 e UFSC-
Pt188 apresentaram manchas nas folhas e as folhas mais antigas ficaram com uma
coloracéo arroxeada nas doses de 100 mg.kg™ e 1000 mg.kg™"'. Nesta Gltima dose, também
apresentaram clorose. No tratamento nao-inoculado ocorreram manchas roxas nas folhas
antigas em todas as doses do metal. A clorose esteve presente apenas nas plantas
crescendo em 100 mg.kg™ e 1000 mg.kg™. Ja as plantas inoculadas com os isolados UFSC-
Pt116 e UFSC-Ch163 apresentaram ligeira clorose apenas em presenca da dose mais
elevada desse metal.

As plantas que nao receberam metal mostraram-se saudaveis, sem sintomas de
toxicidade, embora nos tratamentos inoculados com os isolados UFSC-Sc68 e UFSC-Pt188

algumas delas tenham apresentado manchas secas, indicando uma possivel virose.
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Os sintomas de toxicidade apresentados pelas plantas indicam deficiéncia
nutricional, certamente causada pela presenga do metal no substrato de plantio. De acordo
com Brundrett et al. (1996), boa parte dos sintomas causados por deficiéncia nutricional é
facilmente distinguivel externamente, uma vez que cada deficiéncia em particular produz
caracteristicas bem definidas. Para os eucaliptos esses sintomas sdo bem definidos e
caracterizados, facilitando o trabalho em viveiros.

Utilizando a chave de Brundrett et al. (1996) e de acordo com o0s sintomas
apresentados pelas plantas nestes experimentos, foi possivel observar que os metais
causaram deficiéncia visivel de 6 nutrientes: nitrogénio (N), enxofre (S), potassio (K), fésforo
(P), célcio (Ca) e ferro (Fe). Desses, os 5 primeiros sdo macronutrientes € o Ultimo é um
micronutriente. Isso entdo explica porque houve queda acentuada na producdo de matéria
seca e de altura nas maiores doses de metais. Os sintomas de deficiéncia nutricional foram
mais acentuados nas doses mais elevadas de Cd e Cr, indicando que esses dois metais
afetam de maneira mais brusca o aporte nutricional das plantas e também dos isolados
fingicos.

E necessario levar em conta que os sintomas visiveis foram causados por
deficiéncias nutricionais graves e que o0s outros nutrientes podem, também, ter sido afetados
pela presenca dos metais, embora suas deficiéncias nao tenham sido manifestadas
externamente (BRUNDRETT et al., 1996).

Outro ponto importante a ser levantado é que apesar dos sintomas apresentados
terem relagdo direta com a deficiéncia nutricional, os minerais essenciais foram aplicados de
maneira correta e na dose recomendada por estudo anterior (SOUZA et al., 2004), indicando
que os metais interferem no aporte e utilizagdo dos nutrientes pela planta. Porém, nao cabe
a esse estudo verificar de que maneira cada metal interage com os diferentes nutrientes,
afetando o balango nutricional das plantas.

Considerados em seu conjunto, os resultados indicam que a inoculacdo com esses
fungos ectomicorrizicos promove uma melhor sobrevivéncia e melhor crescimento das
plantas. Essa melhoria foi notadamente mais acentuada nas plantas inoculadas com os
isolados UFSC-Ch163 e UFSC-Pt188. Esses dois isolados foram aqueles que apresentaram
a maior freqliéncia de casos de aumento de producéo de matéria seca nas diferentes doses
e diferentes metais.

A tolerancia de fungos ectomicorrizicos a presenca de metais toxicos no solo e em
meios de cultura tem sido amplamente demonstrada em diversos estudos, embora os
mecanismos relacionados a isso ainda nao estejam completamente esclarecidos
(COLPAERT & VAN ASSCHE, 1992a e 1992b; JENTSCHKE et al., 1999; HARTLEY-
WHITAKER et al. 2000; KRUPA & KOZDROJ, 2004; MOYER-HENRY et al., 2005; RAY et
al., 2005).



43

Tolerancia e resisténcia sdo os termos comumente usados quando se fala do
crescimento de fungos ectomicorrizicos em presenca de metais, porém sao termos que se
distinguem pelo mecanismo de acdo. A resisténcia pode ser definida como sendo a
habilidade de sobreviver em presenca de metal, por agdo de um mecanismo produzido
como resposta direta aos metais (reducao de influxo ou aumento de efluxo, por exemplo).
Tolerancia pode ser definida como a habilidade de um organismo sobreviver em presenca
de doses elevadas de metais por propriedades intrinsecas e/ou modificacbes ambientais,
como parede celular impermeavel e excrecao de metabdlitos que levam a detoxificagdo dos
metais (quelacdo através de metalotioneinas, por exemplo). Todavia, € muito dificil distinguir
exatamente qual o mecanismo envolvido no processo de detoxificacdo dos metais, uma vez
que inumeros fatores fisico-quimicos (pH, matéria organica sollvel, anions e cations) e
biol6gicos (biossorgdo e bioacumulagéo) estdo envolvidos na biodisponibilidade do metal e
influenciam diretamente o mecanismo utilizado no processo de tolerancia (GADD, 1993;
GODBOLD et al., 1998; BELLION et al., 2006).

Os mecanismos de protecao podem ser divididos em dois grupos, de acordo com a
localizagao, sendo os extracelulares (quelagao, ligagao a parede celular e controle de fluxo)
mais relacionados a resisténcia e os intracelulares (ligacdo a metalotioneinas, melaninas e
compartimentalizacao) relacionados ao fenémeno da tolerancia (LEYVAL et al., 1997).

A quelacao é um processo onde o metal é ligado a substancias organicas excretadas
pelo fungo a fim de imobilizar o metal e outras substancias téxicas. As moléculas capazes
de realizar essa fungao sdo os acidos organicos (citrico, acético, succinico, oxalico, malico e
outros), além da producdo de muco. Comumente sdo formados cristais e precipitados
provenientes do complexo acido organico-metal. Estudos mostraram que fungos
ectomicorrizicos tolerantes a metais sdo melhores solubilizadores de minerais, pois
produzem maior quantidade desses acidos, responsaveis por essa solubilizagao,
confirmando a possivel relacao da tolerancia a metais com a producdo de acidos organicos
(GALLI et al, 1994; AHONEN-JONNARTH et al., 2000; FOMINA et al., 2005).

A parede celular, o primeiro local de interagdo direta entre o fungo e as espécies de
metais, € composta por diferentes polissacarideos e contém melaninas, lipideos e proteinas
em pequenas quantidades. Desta maneira, existem muitos locais potencialmente livres para
ligacdo dos metais — grupos carboxil, amino, hidroxil, fosfato e tiol, e a ligacdo dos metais a
esses locais ndo depende da atividade metabdlica do fungo. E comum também que os
metais sejam utilizados na organizacao estrutural da parede, fazendo parte da complexacao
de pequenos polimeros de quitina, por exemplo. A melanina encontrada no exterior da
parede celular é formada pela oxidacao de fendis secretados pelo fungo, e juntamente com
polimeros de compostos fendlicos sdo ricos em unidades de peptideos, acidos graxos,
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carboidratos e hidrocarbonetos alifaticos, capazes de se ligar a metais presentes no
ambiente (GADD, 1993; GALLI et al., 1994; JENTSCHKE & GODBOLD, 2000; TAM 2005).

O controle de fluxo se da através dos transportadores de membrana. Como a maioria
dos metais téxicos ndao tem relacdo com a nutricao flngica, os transportadores envolvidos
com o transporte de nutrientes sao, também, usados para a entrada e a retirada do metal da
célula. O metal pode ser impedido de entrar na célula por diminuigdo de influxo, ou seja, os
transportadores de membrana diminuem sua atividade. Caso o metal entre na célula, ele é
retirado por aumento de efluxo, indo contra seu gradiente de concentragdo (BLAUDEZ et al.,
2000; BELLION et al., 2006). Em ambos os casos, pode ocorrer deficiéncia nutricional, pois
no primeiro caso, o aporte de nutrientes fica prejudicado, uma vez que o fluxo de ions é
interrompido. No segundo caso pode haver fuga de ions, ja que o transporte passa a ocorrer
de maneira mais intensa.

Mesmo que os mecanismos extracelulares de protecao sejam eficientes, quantidades
consideraveis de metais vao para o interior das células e outros mecanismos precisam
funcionar.

Metalotioneinas sao peptideos de baixo peso molecular, com alto contelido de
cisteina, auséncia de aminoacidos alifaticos e histidina, com alta afinidade por metais. Tém
importante papel na regulagdo da concentragdo de metais essenciais, como Zn e Cu, e
também de metais potencialmente téxicos (Cd, Pb, Hg e outros) (GALLI et al., 1994).

As melaninas produzidas no citosol, assim como aquelas presentes na parede
celular, sdo capazes de se ligar a metais téxicos, tornando-os indisponiveis. Grupos sulfidrila
nao-protéicos, polifosfatos e biomoléculas como a glutationa, também se encontram no
citosol e sdo capazes de se ligar a metais, regulando sua concentracéo interna. Os produtos
formados nessa complexacdo sdo transportados para o interior de vacuolos, originando
inclusbes que se caracterizam por alta densidade quando observadas ao microscépio
(GRAZZIOTTI et al., 2001b; TURNAU et al., 2002; COURBOT et al, 2004).

Os mecanismos de protecdo ndo podem ser generalizados, uma vez que dependem
da espécie fungica e do metal téxico presente. Dificiimente se encontra uma Unica espécie
de fungo e um Unico metal poluindo o solo, o que dificulta 0 entendimento de cada processo
separadamente. As interagdes entre os fungos podem alterar a maneira como 0s metais
presentes serdo absorvidos ou imobilizados e, também, a interacdo entre os diferentes
metais pode torna-los mais ou menos disponiveis (WILKINS, 1991; COLPAERT & VAN
ASSCHE, 1992b; WILKINSON & DICKINSON, 1995; ANDERSON & CAIRNEY, 2007).
Portanto, fica dificil definir, com estes experimentos, quais sdo o0s mecanismos de
detoxificacao utilizados pelos fungos testados, embora possamos inferir alguns deles.

Certamente, para o isolado UFSC-Ch163, o mecanismo via melanina nao parece ser

o responsavel pelo fendmeno, ja que ndo foi observada mudanca de cor no meio de cultura.
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Porém, outras substancias podem ter sido produzidas com a capacidade de imobilizar os
metais presentes. E correto dizer que mecanismos de internalizacdo também atuam,
colaborando para que ele tenha se saido bem nesta série de experimentos. Sua alta
eficiéncia em relacdo a todos os metais testados pode indicar que o mecanismo para
detoxificacdo ndo seja metal-especifico e que tenha a mesma eficiéncia em diferentes meios
de crescimento.

O isolado UFSC-Pt116 produz grande quantidade de pigmentos, possivelmente
melanicos, 0 que permite seu crescimento em doses elevadas dos metais. Sua tolerancia,
que foi demonstrada nesta série experimental, parece estar em grande parte associada a
esse fenbmeno, embora ndo se possa dizer que este seja o Unico mecanismo utilizado.
Como comentado anteriormente, mecanismos intracelulares também sdo responsaveis pela
detoxificacdo do meio.

Os isolados UFSC-Sc68 e UFSC-Pt188 produzem grande quantidade de pigmentos,
que podem colaborar na capacidade de detoxificar o meio. Porém, sido dois isolados com
baixa velocidade de crescimento mesmo quando em meio de cultura de manuteng¢éo. Para
determinar qual o seu nivel de tolerancia aos metais, parametros tais como velocidade de
crescimento e concentracao inibitéria devem ser avaliados.

Esses resultados confirmam aqueles obtidos por diversos outros autores, e mostram
que esse tipo de associacao simbidtica pode ser utilizado em projetos de descontaminacao
do solo.
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5. Consideracoes finais

Os experimentos realizados neste trabalho mostraram que os isolados de fungos
ectomicorrizicos utilizados apresentam certa tolerancia aos metais testados em meio de cultura
e que, quando associados a plantas de E. dunnii, melhoram a sobrevivéncia e o crescimento
dessas plantas em substrato contaminado. Sao necessarios, porém, estudos complementares,
tanto in vitro, quanto em situagdes in vivo.

Em relagdo ao cultivo axénico dos isolados:

- caracterizagao de substancias imobilizadoras produzidas em presenca do metal;

- ensaios histoquimicos para localizacdo dos metais tanto interna (inclusdes no citosol)
quanto externa (ligagao a parede celular);

- caracteristicas micelianas e velocidade de crescimento;

- interagdes entre diferentes metais e um mesmo fungo.

Em relacdo ao cultivo sob condi¢cdes de casa de vegetagdo, com plantas de E. dunnii
inoculadas:

- eficiéncia na retirada e/ou imobilizagdo dos metais presentes no substrato;

- ensaios histoquimicos para localizagdo dos metais na parte aérea e nas raizes das
plantas;

- estudos sobre a alteracdo do metabolismo vegetal em presenca do metal no substrato.

Em relacao a utilizacdo em situagdes reais de solos contaminados:

- andlise dos contaminantes do solo;

- estudos da diversidade fungica local;

- eficiéncia da simbiose na translocacao e imobilizacdo dos metais.

A metodologia utilizada se mostrou bastante eficiente, porém algumas mudancgas
poderiam ser feitas a fim de minimizar possiveis erros experimentais:

- modificacdo do meio de cultura, para reduzir a formacao de precipitados;

- aprimoramento do processo de inoculacao com isolados fungicos, in vitro ou utilizando
inoculantes, a fim de aumentar a eficiéncia na produgéo de plantulas infectadas.

Os experimentos realizados exigem muito tempo no seu preparo, sdo de longa duragao,
ocupam muito espaco, requerem cuidados diarios e exigem pesquisadores treinados. Portanto,
a visualizagao dos resultados é demorada e também a analise dos resultados obtidos.

Os resultados obtidos sao favoraveis a aplicagdo pratica num futuro préximo, ja que
essa metodologia € menos danosa ao meio ambiente por permitir a sucessao vegetal e a
manutencdo da microbiota do solo, que contribuem para o processo de descontaminacao do
solo. Além disso, as florestas plantadas participam no seqiestro de carbono, diminuindo a
quantidade de CO, na atmosfera e colaborando para diminuicdo do efeito estufa.
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