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RESUMO GERAL - Foram avaliados os efeitos do cobre sobre fungos micorrizicos
arbusculares (FMA) e ectomicorrizicos (FEM) e sobre a simbiose entre FMA e plantas de
trevo. Diversidade de espécies, densidade de esporos, nimero mais provavel (NMP) de
propagulos e producgdo de glomalina por FMA foram estimados em &rea de mineracdo de
cobre (rejeito, margem e reflorestada com eucaliptos) em Camaqua, RS. A simbiose trevo
vermelho (Trifolium pratense L.) com o FMA Glomus etunicatum Becker & Gerd. foi
observada em areia recebendo solugéo nutritiva. Os FEM Pisolithus microcarpus UFSC-
Pt116, Chondrogaster angustisporus UFSC-Ch163 e Suillus sp. UFSC-Sul68 foram
cultivados em meio acrescido de Cu (31 a 7869 uM) e dois niveis de P (0,1 e 1,9 mM). A
atividade de fosfatases produzidas por Suillus sp. em meio com adicdo de Cu e de P foi
igualmente estimada. Este fungo foi mais tolerante que os demais FEM em meio com
concentragdo 123 uM Cu. A adic¢do de P diminuiu significativamente a toxicidade do Cu
sobre os FEM. O crescimento micelial, em meio liquido, foi fortemente inibido pelo fésforo
(1,9 mM) e pelo Cu (123 uM). No entanto, houve aumento de 50% na atividade de fosfatases
produzidas por Suillus sp. Para este fungo, as concentragcdes de Cu inibitérias de 50% do
crescimento (Clso) foram 40 e 160 uM Cu, respectivamente em meios sélido e liquido. Doze
taxons de FMA foram identificados nas areas estudadas. Glomus foi o género mais comum e
Paraglomus brasilianum (Spain & Miranda) Morton & Redecker a Unica espécie encontrada
nas trés areas. Menor diversidade de FMA ocorreu na area de interface entre a bacia de rejeito
e a reflorestada. Maior nimero de esporos, NMP de propagulos e producdo de glomalina
foram registrados na area reflorestada. Efeito deletério do Cu foi observado nas plantas de
trevo mantidas em substrato com 1967 puM de Cu. A micorrizagdo, traduzida pela
colonizacdo radicular, foi inibida em substrato com 123 uM Cu; porém, neste mesmo nivel,
a adicdo de fosfato diminuiu a toxicidade do metal. No tratamento inoculado com G.
etunicatum e com 1,9 mM P a toxicidade do Cu sobre o crescimento e acimulo de nutrientes
(P, K, Cu e Fe) nas plantas de trevo também diminuiu. Os resultados indicam que a
inoculagdo com FMA e a adicdo de fosfato podem aumentar a tolerancia do hospedeiro a
niveis elevados de Cu no substrato. Nesse contexto, a aplicacdo conjunta de fungos
micorrizicos e P podem constituir uma préatica favoravel no reflorestamento de &reas de
mineracao.

Palavras-chave: ectomicorriza, metais pesados, micorriza arbuscular, mineragéo, toxicidade.
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ABSTRACT -The effects of copper on arbuscular mycorrhizal (AMF) and ectomycorrhizal
fungi (EMF) and on the symbiosis between AMF and plants of Trifolium pratense L were
evaluated. Species diversity, most probable number (MPN) of propagules and production of
glomalin by AMF were estimated in a copper mining area (a- waste product area; b- interface
between the waste product area and a cultivated area; c- cultivated with Eucalyptus) in
Camaqua, State of Rio Grande do Sul. The symbiosis of Trifolium pratense L with the AMF
Glomus etunicatum Becker & Gerd. was observed in sand irrigated with nutrient solution. The
EMF Pisolithus microcarpus UFSC-Pt116, Chondrogaster angustisporus UFSC—Ch163 and
Suillus sp. UFSC-Su168 were cultivated in Melin Norkrans modified medium (MNM) with
Cu (31 to 7869 uM) and two levels of P (0,1 and 1,9 mM). The phosphatase activity of Suillus
sp. in medium with Cu and P was also estimated. This fungus was more tolerant than the
other EMF in medium with concentration 123 uM Cu. The supplement of P decreased
significantly the toxicity of Cu over the EMF. Mycelial growth in liquid medium was strongly
inhibited by phosphorus (1.9 mM) and Cu (123 uM). However, there was an increase of 50%
on the activity of phosphatases produced by Suillus sp. For this fungus, concentrations of 40
and 160 pM of Cu inhibit 50% of growth (Clsp), respectively in solid and liquid media.
Twelve taxa of AMF were identified in the studied areas. Glomus was the most common
genus and Paraglomus brasilianum (Spain & Miranda) Morton & Redecker the only species
found in the three areas. Lower diversity of AMF occurred in the interface between the two
other areas (waste product and cultivated). Higher number of spores, MPN of propagules and
production of glomalin were registered in the area with Eucalyptus. Deleterious effect of
copper was observed in plants maintained in substrate with 1967 uM de Cu. The
mycorrhization, evaluated by root colonization, was inhibited in substrate with 123 uM Cu;
however, in this same level, the addition of phosphate decreased the toxicity of the metal. In
the treatment with G. etunicatum and 1,9 mM P, the toxicity of Cu on growth and nutrient
accumulation (P, K, Cu e Fe) of Trifolium plants also decreased. Inoculation with AMF and
supplementation of phosphate can increase the host tolerance to high levels of Cu in the
substrate. Thus, application of both, mycorrhizal fungi and phosphate may constitute a useful
practice on reforestation of mining areas.

Key words: arbuscular mycorrhiza, ectomycorrhiza, heavy metals, mining, toxicity.
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INTRODUCAO GERAL

A contaminagdo dos solos por metais pesados, causada por processos naturais ou por
atividade humana, constitui um dos mais sérios problemas ambientais (Galli et al., 1994). Em
areas de mineracdo, o0 impacto causado pela extracdo de minério pode resultar em
conseqliéncias danosas para uma area de influéncia muito além da lavra (Dias & Griffith,
1998) pois, além da retirada da vegetacdo natural, hd intensa movimentagdo de solo, o que
gera em alguns casos consideravel quantidade de rejeito, contribuindo para o distarbio da area
(Dias et al., 1995).

As Minas de Camaqud, localizadas no municipio de Cacapava do Sul, RS, constituiam
a principal jazida de cobre conhecida no sul do Brasil, tendo sido exploradas até a década de
1980 (Teixeira & Gonzalez, 1988). Hoje, 0 ambiente encontra-se erodido e com consideravel
quantidade de rejeito, o que prejudica a estrutura e a atividade bioldgica do solo.

Entre os metais pesados que podem estar presentes no ambiente em condigdo de
toxicidade, o cobre é um dos mais potencialmente toxicos (Camargo et al., 2001) para a
maioria dos organismos, e constitui fator limitante no crescimento de plantas (Turnau et al.,
2001). Porém, ions de fosfato podem interferir na solubilidade dos elementos metélicos,
formando precipitados pouco sollveis e diminuindo a concentracdo de ions em solugdo
(Camargo et al., 2001) e a disponibilidade do metal para as plantas (Shetty et al., 1995).

Dependendo da severidade do impacto ambiental causado pelo metal, o distdrbio pode
prejudicar também a microbiota do solo, que participa do fluxo de energia e da ciclagem dos
elementos do solo, podendo alterar fortemente a sua disponibilidade dentro de um ecossistema
(Hungria & Urquiaga, 1992). Dentre os microrganismos, os fungos micorrizicos destacam-se
por interagir com as espécies vegetais, formando uma associacdo simbiotica mutualista que,
propiciando maior absor¢cdo de nutrientes e protecdo das raizes, contribui para o

desenvolvimento das plantas (Perotto & Bonfante, 1997; Pfleger et al., 1994). Além disso,
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estes fungos conferem as plantas maior tolerancia aos metais pesados, indicando a
possibilidade da sua utilizacdo em processos de fitorremediacdo de solos poluidos através do
acumulo destes elementos (Khan, 2001; Leyval et al., 1997; Scheloske et al., 2001).

Embora a capacidade dos fungos micorrizicos em reduzir a toxicidade dos ions de
metais para a planta hospedeira seja comprovada, pouco se sabe sobre as interagdes
envolvidas nos diferentes mecanismos de sobrevivéncia e tolerancia destes organismos. O
conhecimento desses fatores e o0 estudo da relacdo fungo-planta-ambiente sdo de fundamental
importancia para programas de micorrizagdo controlada em reflorestamentos, visando o
aumento da produtividade (Garbaye, 1984; Alves et al., 2001). Este aumento pode ser
viabilizado pela utilizacdo de fungos micorrizicos eficientes previamente selecionados na
formagéo de mudas florestais.

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivos: (1) determinar a ocorréncia e
atividade de FMA em &rea impactada por mineracdo de cobre em Cacapava do Sul, RS; (1)
avaliar o efeito de FMA sobre o crescimento e 0 acimulo de nutrientes em plantas de trevo
(Trifolium pratense L) em condi¢des de excesso de cobre e diferentes niveis de fosforo e; (111)
verificar os efeitos do cobre e da adi¢do de fosforo no crescimento micelial e nas atividades

das fosfatases acida e alcalina de fungos ectomicorrizicos.
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REVISAO DE LITERATURA
1. Areas degradadas

Areas degradadas sdo tipicamente caracterizadas por solos pobres, erodidos, com
instabilidade hidrologica, produtividade reduzida, pouca diversidade biologica e
transformagdes fisicas e quimicas. A caracterizacdo de uma area degradada estd associada a
qualidade do solo, que ao sofrer alteragdes entra em processo de degradagdo (Dias & Griffith,
1998). De acordo com o Manual de Recuperagio de Areas Degradadas pela Mineragdo
(Ibama, 1990) “a degradagdo de uma area ocorre quando a vegetagao nativa e a fauna forem
destruidas, removidas ou expulsas; a camada fértil do solo for perdida, removida ou enterrada;
e a qualidade e regime de vazao do sistema hidrico for alterado. A degradagdo ambiental
ocorre quando ha perda de adaptacdo as caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas e ¢
inviabilizado o desenvolvimento s6cio-economico”.

A degradagdo do solo traz como conseqiiéncias a perda da biodiversidade, da
fertilidade e a interferéncia nos recursos hidricos (Balensiefer, 1997). O processo de
recuperagdo de areas degradadas requer conhecimentos referentes a: tipo de degradacao,
caracteristicas fisicas e quimicas do solo, composi¢do floristica original e comunidade
microbioldgica do solo. Como o crescimento de plantas nessas areas ¢ bastante lento devido
as condi¢des edaficas e existe competicdo por dgua e nutrientes, sdo necessarios pelo menos

cinco a seis anos para que o ambiente seja recuperado (Sharma et al.,1997).

2. Areas degradadas por metais pesados

Um dos pontos mais criticos da degradagdo de areas ¢ a remoc¢do dos horizontes
superficiais do solo, por causa dos problemas que causa na estrutura e na atividade bioldgica
do solo (Dias et al., 1995). No Brasil, os principais fatores de degradagdo do solo sdo o

desmatamento e as atividades agricolas. No entanto, o impacto causado por atividades de
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mineracao pode resultar em conseqiiéncias danosas para uma area de influéncia que extrapola
a de lavra (Dias & Griffith, 1998) pois, além da retirada da vegetagdo natural ha intensa
movimentagdo de solo, o que gera, em alguns casos, considerdvel quantidade de rejeito que
contribui para o distirbio da area (Dias et al., 1995).

Mais de 75% dos elementos quimicos sdo conhecidos como metais e alguns
participam como nutrientes essenciais ao metabolismo dos organismos vivos; porém, quando
em excesso, podem causar toxicidade aos mesmos (Nogueira, 1996). O termo metais pesados
¢ utilizado para identificar um grande grupo de elementos com densidade maior que 6 g cm™.
A toxidez de um metal no solo depende de fatores fisico-quimicos e bioldgicos, que regulam e
disponibilizam a concentra¢do deste elemento em solucdo (Siqueira et al., 1999a).

Entre os elementos que podem estar presentes no ambiente em condi¢do de toxicidade,
os mais potencialmente tdxicos as plantas sdo o cobre, o niquel e o cobalto (Camargo et al.,
2001). O cobre ¢ considerado elemento essencial, mas pode ser toxico & maioria das células
vivas quando em concentra¢des elevadas no solo (> 0,8 mg dm™) (Cervantes & Gutierrez-
Corona, 1994; Abreu et al., 2001). O teor total de cobre na crosta terrestre ¢ estimado, em
média, em 70 mg kg™, porém, varia de acordo com o material de origem: nas rochas igneas,
de 10 a 100 mg kg, respectivamente para granito e basalto e nas rochas sedimentares oscila
entre 3, 4 e 45 mg kg para arenito, calcario e folhelho, respectivamente (Barber, 1995). O
cobre ocorre no solo quase que exclusivamente na forma divalente e a concentragdo na
solugdo geralmente é governada pela adsorcao as particulas do solo (Abreu et al., 2001).

O cobre interage com outros nutrientes tais como potassio, zinco, nitrogénio e fésforo,
0 que altera a sua disponibilidade. Dentre essas interacdes, a com fosforo ¢ uma das mais
importantes (Abreu et al., 2001). fons de fosfato podem interferir na solubilidade dos
elementos metalicos, formando precipitados pouco soluveis e diminuindo a concentragdo de

ions em solugdo (Camargo et al., 2001). O cobre estd mais fortemente ligado a matéria
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organica do que outros cations micronutrientes (Zn*", Mn”") (Mengel & Kirkby, 1987) e de
acordo com Lindsay (1972), o nivel de cobre na solu¢do do solo ¢ reduzido com o aumento do
pH devido a forte adsor¢do deste elemento. Este metal ¢ fortemente ligado aos espacos livres
nas raizes, razao pela qual maiores quantidades de cobre sao encontradas nas raizes, quando
comparado a outros tecidos das plantas (Mengel & Kirkby, 1987). De acordo com Malavolta
(1997), o cobre tende a acumular-se nas raizes e, devido a este fato, a toxidez manifesta-se
primeiramente nas raizes, que escurecem ¢ perdem elementos previamente absorvidos,
indicando o possivel comprometimento da permeabilidade das membranas. Durante estagios
iniciais do desenvolvimento da planta, a toxicidade do cobre afeta o crescimento e causa
reducdo na ramificacdo, engrossamento e colora¢do anormal das raizes de diversas plantas
(Gupta, 2001). A clorose em folhas mais jovens ¢ também outro tipo de sintoma provocado
pela interferéncia deste metal, quando em excesso, na sintese de clorofila (Romheld, 2001).

Elevadas concentracdes de metais pesados no solo sdo fitotdxicas (Vivas et al, 2005),
podendo ocasionar o desaparecimento completo da vegetacdo e dificultar a instalagdo de
novas plantas. Além disso, auséncia da cobertura vegetal facilita o processo de erosdo e
conseqlientemente a dispersdao de particulas contaminadas por metais pesados (Vangronsveld
et al., 1996), prejudicando também a microbiota do solo. Esta tltima, participa do fluxo de
energia e na ciclagem dos elementos do solo, podendo alterar fortemente a sua
disponibilidade dentro de um ecossistema (Hungria & Urquiaga, 1992).

A reabilitagdo de areas degradadas por mineragdo pode ser dificil e lenta e envolve o
desenvolvimento de tecnologias apropriadas. Entre estas, a fitorremediagdo utiliza plantas
adaptadas a solos com excesso de metais para filtrar ou absorver esses elementos (Chandhmy
et al., 1998). Segundo Khan (2001), esta tecnologia vem ganhando popularidade no processo
de descontaminagdo, devido a agdo menos destrutiva para a biota do solo, mas tem como fator

limitante a pequena quantidade de plantas adaptadas para crescer em solos contaminados e
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pobres em nutrientes. Contudo, a utilizacdo de organismos simbiontes pode auxiliar o

processo de fitorremediagdo como no caso dos fungos micorrizicos.

3. Micorrizas

A microbiota do solo atua na decomposicdo da matéria organica e liberacdo de
nutrientes, na formagao e estabilizacdo de agregados e na ciclagem de nutrientes. Dentre os
microrganismos, os simbiontes destacam-se por interagir diretamente com as plantas,
participando dos processos de absor¢do de nutrientes, relagdes hidricas, crescimento e
reproducao (Pfleger et al., 1994; Gaiad, 1996).

A maioria das espécies de plantas terrestres forma associagdes simbidticas com certos
fungos do solo, conhecidas como micorrizas. Nesta associacdo biotrofica mutualistica
(Perotto & Bonfante, 1997), a planta hospedeira recebe nutrientes minerais trazidos pelo
micélio fingico, enquanto este recebe carboidratos produzidos pela planta (Azcon-Aguilar &
Barea, 1997).

As micorrizas podem ser divididas em trés grupos, de acordo com as caracteristicas
morfoldgicas e anatomicas (Silveira, 1992; Legaz et al, 1995): as ectomicorrizas; as
endomicorrizas, que se subdividem em Ericoides, Orquiddides e Arbusculares; e as
ectendomicorrizas subdivididas em Monotropdide e Arbutdide. As micorrizas arbusculares
(MA) e as ectomicorrizas (ECM) sdo as mais estudadas por estarem associadas a maioria das
plantas vasculares e/ou de maior interesse econdmico, diferentemente das ectendomicorrizas,

que sdo de ocorréncia limitada (Peterson & Farquhar, 1994).

3.1. Micorriza arbuscular
A associagdo micorrizica do tipo arbuscular, caracterizada pela formacdo de

arbusculos no cortex da raiz hospedeira, ¢ provavelmente a simbiose mais difundida e
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predominante nos ecossistemas terrestres (Allen, 1996). Estima-se que ocorra em mais de
95% das familias de plantas (Legaz et al, 1995), desde briofitas e pteridofitas a
gimnospermas e angiospermas (Smith & Read, 1997).

Com base sobretudo em caracteristicas moleculares e por constituirem um grupo
monofilético, Schiifler et al. (2001) consideraram que os fungos micorrizicos arbusculares
(FMA) formam um “filo” por eles denominado Glomeromycota, ficando portanto separado
dos Zygomycota, onde até entdo eram incluidos (Morton & Redecker, 2001). O novo filo esta
constituido por quatro ordens: Archaesoporales, Paraglomerales, Diversisporales e
Glomerales (Schiifler et al., 2001).

Os propagulos micorrizicos incluem esporos, fragmentos de raizes (contendo hifas e
vesiculas) e hifas do solo (Abbott et al, 1992; Bellgard, 1992). As hifas t€ém papel
fundamental na formacdo, funcionamento e perpetuacdo das micorrizas em ecossistemas
naturais e impactados. Na auséncia de raizes ativas, 0s esporos servem como propagulos
duradouros, responsaveis pela colonizacdo de novas raizes, constituindo aspecto importante
da ecologia de FMA no solo (Jasper et al., 1993).

A colonizagdo micorrizica se da a partir do contato da hifa, que pode ser originada de
uma rede de hifas, ou de outros tipos de propagulos, com a raiz (Abbott et al., 1992). Apos
adesdo, ¢ formado um apressoério que penetra na epiderme da raiz, ramifica-se e estende-se
inter e intracelularmente constituindo o micélio que forma arbusculos - estruturas efémeras
responsaveis pela troca de nutrientes com o hospedeiro e, dependendo do género, forma
também vesiculas - estruturas de parede fina que podem variar de forma e possivelmente
acumulam as reservas do fungo (Smith & Read, 1997; Parniske, 2000).

Em areas impactadas, o restabelecimento natural da micorriza envolve a sobrevivéncia
de residuos de propagulos fungicos, a dispersdo destes de uma area adjacente ndo impactada

ou de areas proximas que contenham residuos fungicos, ¢ microlocais disponiveis que
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permitam a sobrevivéncia de plantas e fungos (Allen et al., 1992; Snyder & Allen, 2004). Por
outro lado, a inoculagdo com FMA nativos ou introduzidos em area impactada pode facilitar a
formac¢do da micorriza, em menor periodo de tempo. Entretanto, a aplicagdo de indculo ndo
garante a formagao de uma micorriza funcional (Snyder & Allen, 2004). Estudos envolvendo
tipo de indculo, hospedeiro e grau de impactagao do solo se fazem necessarios para melhor
utilizacdo das micorrizas.

Os FMA nao apresentam especificidade de hospedeiro. Em principio, qualquer espécie
de planta pode ser colonizada por qualquer espécie de FMA, mas o potencial de infectividade
e de efetividade difere com a combinagdo fungo-planta. Embora um FMA possa colonizar
muitas plantas, o fungo “preferird” o hospedeiro que exiba o maximo de resposta simbiodtica
(Bagyaraj, 1991). Segundo Siqueira (1991), existe um alto grau de compatibilidade funcional
que resulta no estabelecimento da simbiose entre fungo e planta, controlado pelo genoma dos
dois organismos ¢ modulado pelo ambiente. Declerck et al. (1995) concordam que, apesar da
falta de especificidade absoluta da simbiose micorrizica, a eficiéncia estd sob controle
genético, sendo influenciada pela planta e espécie fingica, assim como pelas condigdes
ambientais.

Este tipo de associagdo pode aumentar a area de superficie de absor¢do das raizes;
melhorar a absor¢do de ions de baixa mobilidade no solo, particularmente o P ¢ os
micronutrientes (Zhu et al., 2001; Chen et al., 2005); contribuir para a ciclagem de nutrientes
(Azcon-Aguilar & Barea, 1997); aumentar a tolerancia da planta a estresses bidticos, como a
presenca de patogenos de raizes (Abdala & Abdel-Fattah, 2000), e abioticos, como seca e
salinidade (Kaya et al., 2003); melhorar a qualidade do solo (Caravaca et al., 2005); e
aumentar a diversidade vegetal (Klauberg-Filho et al, 2002). A habilidade da planta em

absorver nutrientes com baixa mobilidade no solo estd correlacionada positivamente com a
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area de superficie das raizes (Azcon-Aguilar & Barea, 1997), que aumenta com a associagao
micorrizica e supre a planta hospedeira com fosfato e outros nutrientes (Stougaard, 2001).
Dentre os beneficios promovidos pela associagdo micorrizica arbuscular, a produgao
de glomalina, uma glicoproteina hidrofébica, produzida pelas hifas externas dos FMA e que
pode ser encontrada também na parede dos esporos (Wright et al., 1996) esta envolvida nos
processos de agregacdo do solo, sendo considerada um bioindicador da abundancia de
produgdo de micélio extracelular no solo (Steinberg & Rillig, 2003; Treseder et al., 2004).
Existem diferentes fracdes de glomalina, todas relacionadas com a estabilidade dos agregados
do solo. A glomalina facilmente extraivel (GFE) representa depdsitos recentes protegidos da
degradagdo, enquanto a glomalina total (GT) pode representar a menor por¢do da matéria
organica extremamente persistente no solo. Essa relacdo indica que a GFE pode ser usada
como uma medida simples para avaliar relacdes entre a estabilidade de agregados e praticas

agronomicas (Wright e Upadhyaya, 1998; Rillig et al., 2001).

3.2. Ectomicorriza

Ao contrario das micorrizas arbusculares, as ectomicorrizas apresentam especificidade
com relagdo ao hospedeiro, alteracdes na morfologia das raizes e penetragdo das hifas apenas
nos espacos intercelulares do cortex radicular, formando uma extensa rede de hifas conhecida
como rede de Hartig. Por fora da raiz forma-se um manto de hifas que protege as raizes e
promove o intercambio entre a planta e o solo. Os fungos que formam esse tipo de associagido
pertencem aos filos Basidiomycota, Ascomycota e Zigomycota (Legaz et al., 1995). Estima-
se que existam mais de 6.000 espécies fungicas que formam ectomicorrizas, a maioria
pertencente a Basidiomycota (Smith & Read, 1997). No Brasil, os Basidiomycota

micorrizicos colonizam com freqiiéncia espécies de Pinus e Eucaliptus, sendo as espécies dos
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géneros Pisolithus, Scleroderma, Rhizopogon, Amanita, Lactarius, Russula, Thelephora e
Ramaria as mais comuns (Moreira & Siqueira, 2002).

As ectomicorrizas ocorrem em um grupo restrito de plantas (cerca de 5%), na maioria
espécies arboreas de Betulaceae, Dipterocarpaceae, Ericaceae, Fagaceae, Jungladaceae,
Leguminosae, Myrtaceae, Pinaceae, Salicaceae e Tiliaceae (Garbaye, 1990). Porém, as
coniferas e os eucaliptos s3o as plantas hospedeiras mais susceptiveis a esse tipo de
micorrizacdo, sendo também consideradas importantes economicamente, principalmente para
o setor florestal, onde cerca de 90% das arvores das florestas das regides de clima temperado
dependem da associagdo para atingirem desenvolvimento adequado nos viveiros e
sobreviverem em local definitivo (Bellei & Carvalho, 1992). Estudos de sele¢ao que
permitam identificar os fungos simbiontes compativeis para determinada espécie vegetal e
condi¢des locais sdo necessarios no intuito de melhorar a sobrevivéncia, a tolerancia aos
estresses e, por conseqiiéncia, a produtividade das plantagdes.

Assim como as arbusculares, as ectomicorrizas favorecem o aumento da absor¢do, da
translocagdo e da utilizagdo de nutrientes e agua, resultantes da maior exploragdo do solo,
através das hifas que se estendem a distdncias de mais de 25 cm das raizes. Além disso,
protegem a planta contra patdgenos de raizes e propiciam maior tolerancia a estresses
abidticos (Smith & Read, 1997; Moreira & Siqueira, 2002).

Cerca de 95% do P total em solos de florestas ¢ encontrado na forma organica,
contribuindo em grande parte na nutri¢do fosfatica das plantas, principalmente em areas com
baixo conteido de P inorgénico disponivel na solugdo do solo. Para ser utilizado pelas
plantas, entretanto, o P organico precisa ser transformado na forma inorganica por fosfatases,
que podem ser de origem vegetal ou microbiana (Firsching & Claassen, 1996). Os fungos
ectomicorrizicos (FEM) sdo capazes de produzir uma variedade de acidos organicos, que

atuam sobre formas insoluveis de fosfatos inorganicos e fosfatases que participam da
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mineralizagdo de P organico (Tam & Grifflths, 1993). As atividades enzimaticas das raizes
ectomicorrizicas e a capacidade dos FEM em degradar P orgéanico (Smith & Read, 1997) tém
papel importante na mobilizacao e transferéncia de nutrientes do solo, via FEM, para a planta
hospedeira (Pritsch et al., 2004).

Os fungos micorrizicos (FMA e FEM) tém sido inoculados na producao de diversos
tipos de mudas, devido a sua capacidade em aumentar a area de absor¢do de nutrientes,
promovendo maior desenvolvimento das plantas. Algumas espécies de plantas, como o
eucalipto, tém a capacidade de formar mais de um tipo de micorriza. Estudos recentes tém
sido realizados com o propdsito de conhecer os FMA presentes em areas com Eucalyptus
(Gomes & Trufem, 1998; Oliveira et al., 1997) e a susceptibilidade das raizes em aceitar o
estabelecimento da associacdo (Araujo et al., 2004). Santos et al. (2001) observaram que
raizes de eucalipto apresentavam inicialmente colonizagdo do tipo arbuscular, seguida de
colonizacdo ectomicorrizica. Estas interacdes podem ser benéficas no estagio inicial de
desenvolvimento da planta, promovendo aumento do crescimento ¢ o estabelecimento das
mesmas nos estagios subseqiientes.

Niveis elevados de nutrientes, especialmente de P e de N, podem inibir a formagao de
micorrizas, resultando em mudas que apresentam limitagdes quando transplantadas para o
campo (Mikola, 1989). As mudas de espécies florestais comercialmente produzidas no Brasil
ainda utilizam altos teores de fertilizantes quimicos, em detrimento da ado¢do de novas
técnicas biotecnoldgicas, como a micorrizagdo controlada (Costa et al., 2002), que podem
contribuir para a redugdo do uso desses insumos. De la Cruz et al. (1990) conseguiram reduzir
a quantidade de fertilizantes inorganicos, a campo, em até¢ 85%, quando inocularam plantas de
eucalipto com Pisolithus tinctorius e Scleroderma cepa.

O conhecimento dos fatores envolvidos e o estudo da relagdo fungo-planta-ambiente

sdo de fundamental importancia para programas de micorrizagdo controlada em
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reflorestamentos, visando o aumento da produtividade (Garbaye, 1984; Alves et al., 2001),
que pode ser viabilizada pela utilizagdo de fungos micorrizicos eficientes, previamente

selecionados na formagao de mudas florestais.

4. Micorrizas e metais pesados

A contaminagdo dos solos por metais pesados, causada por processos naturais ou por
atividade humana, constitui um dos mais sérios problemas ambientais (Galli et al., 1994). Em
elevadas concentragdes, os metais sdo toxicos para a maioria dos organismos (Giller ef al.,
1998; Vivas et al., 2005) e constituem fator limitante no crescimento de plantas (Turnau et al.,
2001). Assim, podem ocasionar o desaparecimento completo da vegetacdo e dificultar a
instalacdo de novas plantas (Vangronsveld et al., 1996) e fungos (Grazziotti et al., 2001),
reduzindo inclusive os propagulos micorrizicos (Cuenca et al., 1997; Enkhtuya et al., 2000).
A diminui¢do da populacdo de FMA gera problemas para o estabelecimento e sobrevivéncia
das plantas (Pfleger et al., 1994), limitando o sucesso da recuperacdo da vegetacdo nativa (van
der Heijden et al., 1998) e facilitando o processo de erosao.

Os FMA sdo de ocorréncia generalizada em ecossistemas terrestres, incluindo solos
contaminados por metais pesados (Smith & Read, 1997) e sdo considerados essenciais para a
sobrevivéncia e crescimento das plantas (Khan 2005). De acordo com Vivas et al. (2005), os
microrganismos podem ser cruciais na sobrevivéncia das plantas, em solos contaminados, e a
tolerancia aos metais, mostrada pelas plantas micorrizadas, ¢ baseada em uma série de
mecanismos ¢ efeitos simbidticos, bem como na capacidade de ligagdo do micélio fungico a
rizosfera ou as raizes.

De acordo com Gonzalez-Chavez et al. (2004), os FMA parecem ser eficientes em
adsorver diferentes metais pesados encontrados em solos poluidos, especialmente Cu, Pb e

Cd, ndo apenas pelas raizes colonizadas, mas também pelas hifas e através da deposi¢cdo de
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glomalina no solo, que por seqiiestrar ¢ acumular metais em uma forma ndo toxica, pode
ajudar a aumentar a saude das plantas e a qualidade do solo em areas poluidas. Isto reforca o
uso de FMA no estabelecimento de plantas em areas degradadas e na manutengao da estrutura
do solo, reduzindo os riscos de erosao e desertificagdo, enfatizando a importancia da simbiose
micorrizica como um determinante da sustentabilidade de um ecossistema (Caravaca et al.,
2005).

Dentre os possiveis mecanismos pelos quais os FMA aumentam a resisténcia das
plantas aos metais pesados, estd a capacidade destes fungos em imobilizar os metais através
da precipitacdo intracelular de cations com fosfato ou pela adsorcdo de ions dos metais na
parede das hifas (Bi et al., 2003; Barea et al., 2005). A aplicagdo de FMA para auxiliar na
disponibilidade de metais do solo para as plantas requer, entre outros, conhecimentos sobre os
processos fisioldgicos e da simbiose, sobre a disponibilidade quimica (a intensidade da
exposicdo toxica) e a capacidade do solo em suprir o metal (Peijenenburg et al., 2000;
Malcova et al., 2003).

Considerando que os FMA podem diminuir os efeitos adversos da fitotoxidez induzida
pelo excesso de metais pesados no solo, estende-se a sua importincia ecoldgica e
biotecnoldgica na reabilitacdo de areas poluidas por tais elementos (Rao & Tarafdar, 1998;
Siqueira et al., 1999a, b).

Os FEM tém papel fundamental no aumento da absor¢do de nutrientes de muitas
espécies vegetais (Hartley et al., 1997b), incluindo importantes espécies arboreas utilizadas
em programas de reflorestamento que dependem da simbiose ectomicorrizica para crescer
sobreviver (Rossi et al., 2002), especialmente em solos contaminados por atividade de
mineragdo (Ramam et al., 2002). A potencialidade das ectomicorrizas expostas ao excesso de
metais pesados ¢ determinada a partir de mecanismos como: excre¢do de substincias

quelantes, reduzindo a exposi¢do aos metais; imobilizacdo extracelular pela mucilagem e
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alteragdes no pH; modificagdo no sistema de absor¢ao na plasmalena e detoxificagdo
intracelular. Estes mecanismos apresentam respostas variadas em fungdo do tipo,
concentragdo, localizacdo do metal, e dos fungos e plantas envolvidos (Moreira & Siqueira,
2002).

A capacidade dos FEM em reduzir a toxicidade dos ions de metais para a planta
hospedeira (Kong et al., 2000; Hartley et al., 1997b) esta associada a diminui¢do nas
concentragdes do metal na parte aérea da planta (Wilkins, 1991; Van Tichelen et al., 1999),
devido ao aumento na absor¢do destes nutrientes pelas raizes e o seu acimulo no micélio
extraradical, conferindo ao hospedeiro maior tolerancia a estes elementos (Aggangan et al.,
1998; Grazziotti et al., 2001).

Os FEM podem variar quanto a capacidade de tolerancia ambiental, sendo necessario
avaliar o impacto dos metais sobre estes organismos (Grazziotti et al., 2001). Pesquisas t€ém
sido conduzidas para determinar a sensibilidade dos FEM a uma variedade de metais
potencialmente tdxicos, na busca do entendimento dos diversos mecanismos pelos quais estes
fungos podem tolerar os metais pesados (Hartley et al., 1997a; Wilkins, 1991). Entretanto,
ainda hd pouca informacdo sobre a resposta fisioldgica e bioquimica dos FEM aos metais
toxicos (Fan-Xiang, 1995; Pritsch et al., 2004). Em experimento que avaliou a toxicidade do
Cr, Raman et al. (2002) verificaram que Laccaria laccata produziu maior quantidade de
matéria seca micelial do que Suillus bovinus. Fan-Xiang (1995) avaliou a influéncia de véarias
concentragdes de Cu (0 a 400 uM) sobre o crescimento micelial de Amanita muscaria em
meio liquido MNM e constatou que o fungo foi altamente inibido no tratamento com o maior
nivel de cobre. Estes dados revelam que a eficiéncia dos FEM depende dos isolados testados,
dos metais pesados e das condi¢des experimentais de crescimento (Van Tichelen et al., 1999;

Galli et al., 1994).
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5. Toxicidade de metais pesados em leguminosas micorrizadas

A escolha adequada de espécies utilizadas em processos de revegetacdo € muito
importante, dada a necessidade de rapida adaptagdo aos fatores limitantes de crescimento da
planta, encontrados nos solos degradados (Pralon & Martins, 2001). Devido a grande
diversidade de espécies com caracteristicas de crescimento em condi¢des edafoclimaticas nem
sempre favoraveis, € com capacidade de enriquecer o solo, as leguminosas tornam-se ideais
para a recuperagdo de areas degradadas (Dias et al., 1995; Souza & Silva, 1996; Pralon &
Martins, 2001).

O trevo vermelho (Trifolium pratense L.) é uma leguminosa forrageira de ciclo
bianual ou perene de curta duragdo, com crescimento ereto que alcanca 80 cm de altura. A
raiz é pivotante e profunda, podendo atingir até 2 metros; solos mais profundos, argilo-
arenosos, com alto teor de matéria organica, sdo os mais indicados. O pH ideal fica na faixa
de 6 a 7 e o clima temperado-frio ¢ o requerido pela cultura, bastante utilizada na producao de
feno e para o pastejo direto, com até quatro toneladas por hectare. Trata-se de uma espécie de
extrema importancia para o Estado do Rio Grande do Sul, devido a alta produtividade e
elevado valor nutritivo (Moraes, 1995; Ball et al., 1996). No entanto, assim como as demais
espécies de inverno, o trevo ndo possui bom desempenho em condig¢des subtropicais, podendo
ficar comprometido em fungao dos verdes secos ¢ quentes (Flores et al., 2004).

O P tem destaque no estudo do desenvolvimento de leguminosas devido ao importante
papel que desempenha (Marschner, 1994). Bailey & Laidlaw (1998) obtiveram, em casa de
vegetagdo, incremento de produgdo de matéria seca de trevo branco (7rifolium repens L.) com
a aplicacdo de P (120 mg planta™), que se refletiu na ramifica¢io, no numero de folhas e na
area foliar. Ao avaliar o efeito da adubacdo fosfatada em trés leguminosas (7rifolium

resupinatum L., Trifolium subterraneum L. e Lotus subbiflorus Lag.), Krolow et al. (2004)



Lins, Claudia, E.L. Efeito do cobre sobre fungos micorrizicos... 33

verificaram que as plantas responderam positivamente ao aumento da adubagdo fosfatada, e
que a dose de P que proporcionou a maxima producdo de matéria seca nas leguminosas foi
cerca de duas vezes a dose recomendada.

O principal efeito da micorriza arbuscular em ecossistemas naturais ¢ o de suprir a
planta hospedeira com nutrientes que estao relativamente imdveis no solo, particularmente o P
e elementos tragos (Smith & Read, 1997). Porém, em elevadas concentracdes de metais
pesados, estes fungos, através das hifas, podem ligar-se a metais nas raizes ou na rizosfera
(Vivas et al., 2005), reduzindo a sua translocacdo para a parte aérea (Enkhtuya et al., 2000; Bi
et al., 2003). Estudos tém mostrado efeito positivo dos FMA em leguminosas, quanto ao
aumento de matéria seca e acumulo de P e redugdo da toxicidade causada pela absor¢ao ou
translocagdo de metais. Chen ef al. (2003) constataram que o crescimento de 7. pratense
cultivado em niveis crescentes de Zn (0-300 mg kg™) foi significativamente influenciado pela
inoculagcdo com Glomus mosseae (Nicolson & Gerd.) Gerd. & Trappe e que as plantas
apresentaram duas vezes mais P que os controles (plantas ndo micorrizadas). Chen et al.
(2005) observaram que a micorrizagdo aumentou significativamente a concentragdo de P na
parte aérea e a biomassa de 7. repens, sob elevadas concentracdes de Pb, sugerindo alta
eficiéncia da aquisicdo de P pela micorriza. De acordo com Zhu et al. (2001), diferentes
mecanismos podem estar envolvidos nas interagdes entre colonizagdo micorrizica e acimulo
de metais pesados, incluindo dilui¢do destes elementos toxicos no tecido, devido as interagdes
com P, bem como o seqiiestro de metais toxicos e o desenvolvimento de tolerancia na planta,
induzidos pelo fungo.

Em area de caatinga afetada por atividade mineradora, em Jaguarari, Bahia, Silva et al.
(2001) detectaram baixo potencial de infectividade dos FMA presentes, recomendando que
fosse iniciada a revegetacao da area utilizando indculo de FMA ecologicamente adequado.

Lins et al. (2006) avaliaram a influéncia de FMA na produ¢do de mudas de Leucaena
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leucocephala (Lam.) de Wit.,, em solos com diferentes graus de impacto causados por
atividade mineradora e verificaram que a inoculagao proporcionou as mudas maior tolerancia
ao excesso de metais pesados (tratamentos com 50% de rejeito contaminado) especialmente
por cobre, e que o aumento da propor¢do de solo contaminado exerceu efeito negativo sobre o
crescimento das mudas.

Embora seja conhecida a capacidade dos fungos micorrizicos (FMA e FEM) em reduzir
a toxicidade dos ions de metais para a planta hospedeira, ainda é necessario esclarecer as
interagdes envolvidas nos diferentes mecanismos de sobrevivéncia e tolerdncia destes

organismos.
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Resumo - A ocorréncia e a atividade de fungos micorrizicos arbusculares (FMA) foram
avaliadas em &reas impactadas por mineracdo de cobre em Cacapava do Sul, RS. NUmero de
esporos e numero mais provavel (NMP) de propagulos infectivos de FMA, conteudo de
glomalina no solo e espécies de FMA foram pesquisados nas areas de rejeito, margem e
revegetada (cultivo de eucaliptos), com niveis de Cu de 145, 13 e 8 mg L™, respectivamente.
Em avaliacdo direta e apds cultura armadilha das amostras de solo, usando pain¢o (Panicum
milliaceum L.) e amendoim (Arachis hypogea L.) como hospedeiros, foram identificadas 12
espécies de FMA, representando os géneros Archaeospora (1), Glomus (6), Gigaspora (1),
Paraglomus (2) e Scutellospora (2). Glomus foi o género predominante e Paraglomus
brasilianum a espécie mais representativa, sendo encontrada em todas as areas estudadas. A
area de cultivo de eucaliptos apresentou maior nimero de esporos e NMP de propagulos
infectivos de FMA (346 esporos e 1000 propéagulos infectivos por 100g solo?,
respectivamente) e conteido de glomalina no solo (1,56 mg g solo™) enquanto que a rea de
margem teve menor niimero de propéagulos infectivos (12 g solo™). Nesta 4rea, a glomalina e
esporos ndo foram detectados. Portanto, o excesso de cobre reduziu a densidade e a

diversidade de FMA e, consegiientemente, a atividade micorrizica.

Palavras-chave: diversidade, FMA, glomalina, Glomeromycota, metais pesados.
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ABSTRACT - Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) occurrence and activity were evalueted
in areas affectd by copper mining at Cagapava do Sul, Rio Grande do Sul state, Brazil.
Species presence, spore number, most probable number of propagules (MPN) and glomalin
content in the soil were determined in three areas: a copper mining waste area, an area
cultivated with Eucalyptus and an area that is the interface between the two previous ones.
Copper contents in the soil of the area were 145, 8 and 13 mg L™, respectively. Twelve AMF
species, belonging to the genera Glomus (6), Paraglomus (2), Scutellospora (2),
Archaeospora (1) and Gigaspora (1) were found in the soils, following direct evaluation and
trap cultures, using Panicum milliaceum L. and Arachis hypogea L. as host plants. Glomus
was the dominant genus and Paraglomus brasilianum the most representative species, found
in all three areas. Soil from the eucalyptus area had the highest spore number (346 in 100 g
soil™), MPN (1000 infective propagules in 100 g soil*) and glomalin content (1.56 mg g soil
1) while that of the interface area had the lowest number of infective propagules (12 g soil™).
In this area, glomalin and spores were not detected. Therefore, excess of copper reduced the

density and diversity of AMF and, consequently, mycorrhizal activity.

Key-words: AMF, diversity, glomalin, Glomeromycota, heavy metals.
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Introducgéo

As Minas de Camaqud, localizadas em Cacapava do Sul, RS, constituiam a principal
jazida de cobre conhecida no sul do Brasil, tendo sido exploradas até a década de 1980
(Teixeira & Gonzalez 1988). Hoje, o ambiente encontra-se erodido e com consideravel
quantidade de rejeito, o que prejudica a estrutura e a atividade biolégica do solo.
Concentracdes elevadas de metais pesados no solo sdo fitotdxicas, podendo ocasionar o
desaparecimento completo da vegetacdo e dificultar a instalacdo de novas plantas
(Vangronsveld et al. 1996). Dependendo da severidade do impacto ambiental, o distdrbio do
solo pode prejudicar a microbiota, inclusive os propagulos micorrizicos (Cuenca et al. 1997;
Enkhtuya et al. 2000), com algumas espécies sendo mais susceptiveis que outras. A auséncia
da populagdo de fungos micorrizicos arbusculares (FMA) no solo pode gerar problemas para
0 estabelecimento e sobrevivéncia das plantas (Pfleger et al. 1994), limitando o sucesso da
recuperacdo da vegetacdo nativa (van der Heijden et al. 1998) e facilitando o processo de
erosdo. Os FMA podem beneficiar o estabelecimento de plantas pelo aumento da resisténcia a
estresses ambientais, maior aquisi¢éo de nutrientes e melhoria da qualidade do solo (Roldan-
Fajardo 1994; Azcon-Aguilar & Barea 1997; Leyval et al. 1997).

A diversidade, a densidade e o potencial de infectividade dos propagulos de FMA no
solo estdo indiretamente relacionados com as condigdes ecoldgicas de cada ecossistema (Maia
& Trufem 1990). Estudos em regides impactadas pela extracdo mineral mostraram que 0s
FMA foram reduzidos ou eliminados devido a contamina¢do ambiental. Em area impactada
apos extracdo de bauxita e ndo revegetada, no Para, o nimero de esporos e de espécies de
FMA foi reduzido quando comparado a areas em processo de revegetacdo (Caproni et al.
2003). Em area com mineragdo de cobre, na Bahia, foi registrado baixo namero de propéagulos
infectivos (Silva et al. 2001) e reducéo na diversidade de espécies de FMA, na maioria dos

locais contaminados pelo metal (Silva et al. 2005).
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A atividade micorrizica numa determinada area pode ser medida, entre outros
parametros, pela quantidade produzida de glomalina (Knorr et al. 2003), uma glicoproteina
produzida pelas hifas externas dos FMA e encontrada também na parede dos esporos (Wright
et al. 1996). A glomalina est4 envolvida nos processos de agregacdo do solo (Steinberg &
Rillig, 2003) e estudos recentes tém revelado a capacidade desta proteina em seqliestrar e
acumular metais de uma forma ndo toxica, atraves das raizes de plantas colonizadas e hifas
(Gonzalez-Chavez et al. 2004). Desse modo, contribui para o estabelecimento de plantas e
manutencdo da estrutura do solo, reduzindo os riscos de erosdo em &reas degradadas
(Caravaca et al. 2005).

InformagGes sobre a diversidade e atividade de FMA em solos do sul do pais séo
escassas (Purin et al. 2006; Souza et al. 2002) e ndo ha relatos sobre a ocorréncia desses
fungos em areas degradas por mineracao nesta regido. O conhecimento prévio da comunidade
e atividade de FMA nativos e das espécies adaptadas a condigcdes de estresse pode constituir
elemento adicional para garantia do estabelecimento de plantas a serem utilizadas em
processos de revegetacdo. Este trabalho teve como objetivo avaliar a ocorréncia e atividade de

FMA em area impactada por mineracdo de cobre em Cagapava do Sul, RS.

Material e métodos
Area de estudo - As Minas de Camaqué situam-se no municipio de Cacapava do Sul (30° 47
S e 52° 24’ W) no Rio Grande do Sul, Brasil. O minério extraido é constituido por sulfetos de
cobre (calcopirita, bornita e calcosina) associados a pirita. O clima é temperado, com
precipitacdo pluviométrica anual de 1500 mm e temperatura média de 17 °C. A vegetacdo na
area € mata de galeria nos vales e herbaceas nas encostas e altiplanos (Teixeira & Gonzalez,

1988).


http://www.pdfdesk.com

Lins, Claudia, E.L. Efeito do cobre sobre fungos micorrizicos... 57

Neste estudo foram consideradas trés areas (Fig. 1): (a) rejeito: compreende a bacia
depésito de rejeito das minas; (b) margem: compreende uma faixa de borda de 30 a 50 m de
largura, intermediaria entre a bacia depdsito do rejeito e o cultivo de eucaliptos recém
estabelecidos; (c) cultivo de eucaliptos: eucaliptos com 8 anos de estabelecido. Foi tragada
uma linha em zig-zag e nela 10 pontos foram determinados ao acaso, sendo retiradas trés
amostras simples do solo das camadas superficiais (0-20 cm), totalizando dez amostras
compostas, obtidas em cada &rea. Amostras simples do solo foram coletadas, secas ao ar,
misturadas e analisadas quanto & fertilidade no Laboratério Central de Analises de Solo da

Universidade Federal de Santa Maria (UFSM) (Tab. 1).

Tabela 1. Caracteristicas quimicas dos substratos solo (0-20 cm) das &reas rejeito, margem e cultivo de

eucaliptos, das minas de Camaqud, Municipio de Cagapava do Sul, RS

'oH *M.O0. P K AP ca®*  Mg¥ cu*  zZn*  Fe*  Mn*

Areas % (p/p) mg L? cmol,, L*? mg L*
rejeito 7,8 0,3 69,5 94,0 0,0 4,5 0,6 1450 4,0 367,0 0,1
margem 57 2,0 55 74,0 0,0 110 54 132 14 1084 39,0
cultivo eucalipto 4,7 2,2 55 58,0 1,5 3,8 1,2 8,3 1,2 1749 63,0

! Proporcéio substrato-solo:dgua (1:2,5; viv); > Matéria organica. Anélises realizadas no Laboratério Central de
Andlises de Solo, Universidade Federal de Santa Maria, RS de acordo com a EMBRAPA (1997).
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Figura 1. Aspecto geral das trés areas de estudo nas Minas de Camaqud, Cagapava do Sul:
a) rejeito, b) margem e c) cultivo de eucaliptos.
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Isolamento e Identificacdo de Fungos Micorrizicos Arbusculares — as amostras compostas
foram utilizadas para contagem direta (CD) de esporos de FMA, e indireta (CI), a partir do
preparo de culturas armadilhas (Sieverding, 1991), empregando pain¢o (Panicum milliaceum
L.) e amendoim (Arachis hypogea L.) como plantas hospedeiras. As amostras foram
acondicionadas em vasos (cinco/area) que foram mantidos em casa de vegetacdo durante dois
ciclos de multiplicagdo (3 meses/ciclo). Apos cada ciclo, esporos de FMA foram extraidos do
solo pelo método de peneiramento em via imida (Gerdemann & Nicolson, 1963), seguido de
centrifugacdes em agua e sacarose (Jenkins 1964, modificado pelo uso de sacarose 40% e
centrifugacdo a 1.050 g por 1 min) e contagem em placa canaletada. O nimero de esporos em
cada area foi obtido pela média dos mesmos em cada ponto de coleta. Grupos de esporos
similares foram montados em laminas com PVLG (alcool-polivinilico em lactoglicerol) ou
com reagente de Melzer + PVLG (1:1) e observados ao microscopio (400x). Para
identificacdo das espécies foram consultados Schenck & Pérez (1990), a home-page da
International Culture Collection for Arbuscular Mycorrhizal Fungi (INVAM -

http://invam.caf.wvu.edu) e publicacdes com descri¢do de novas espécies.

Determinac@o do Numero Mais Provavel (NMP) de propagulos infectivos - Para avalia¢do do
NMP de propagulos de FMA foi utilizada a técnica descrita em Sieverding (1991). Amostras
foram retiradas do solo resultante da mistura dos dez pontos de cada area. Parte destas
amostras foi utilizada como amostras teste (350g de solo) e parte como diluente na
composicao dos vasos do bioensaio. Neste caso, o solo, apos peneirado, foi desinfestado com
Bromex® (brometo de metila 98% + cloropicrina 2%). Foi utilizado o fator quatro como base
de diluicdo 3:1 (diluente:amostra), com cinco repeticbes para cada nivel, totalizando 10
niveis, de 4° a 4°. Para cada area foram preparados 50 vasos, totalizando 150 vasos,
considerando: 3 areas x 10 niveis de diluicdo e 5 repeticGes. Cada vaso (250 mL) foi

preenchido com 150 g do substrato B (solo esterilizado) + 50 g do substrato A (solo
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esterilizado + solo teste) + 50 g do substrato B + 20 g de areia lavada e autoclavada. Cinco
sementes de milho (Zea mays L.), desinfestadas com NaOCI a 5%, foram colocadas em cada
vaso. Apds germinacao, foi realizado o desbaste mantendo-se duas plantas por vaso. Os vasos
permaneceram em telado por seis semanas. A temperatura e a umidade relativa do ar foram
medidas diariamente, variando de 23 - 32 °C e de 50 - 81%, respectivamente
(termohigrometro TFA, Alemanha). No final do periodo, as plantas foram colhidas e as raizes
separadas, lavadas, diafanizadas com KOH (10%) e coradas com azul de Tripano em
lactoglicerol (Phillips & Hayman, 1970). Para avaliagdo do potencial de infectividade de
FMA no solo, foram atribuidos os sinais (+) para presenca e (-) para auséncia de estruturas
tipicas de FMA, observadas em estereomicroscépio. Para calculo do NMP de propagulos
infectivos foi utilizada a formula:

log U = x log a — K, onde: U = niimero de propégulos infectivos; x = total de vasos infectados
/ nimero de repeti¢cdes por diluigdo; a = fator de diluigdo; K = constante encontrada na tabela
VIII de Fisher & Yates (1970), determinada pelos valores de x e y, onde y = s — X, sendo s 0
namero do nivel de diluicéo.

Glomalina - Glomalina Facilmente Extraivel (GFE) foi quantificada a partir das amostras de
solo das &reas (Wright & Upadhyaya, 1998). Amostras de 0,25 g de agregados (fracdo 1-2
mm) foram autoclavadas com 2 mL de citrato de sodio (20 mM; pH 7,0) por 30 minutos,
centrifugadas (11.200 g por 5 min) e o sobrenadante armazenado em geladeira (-4°C). As
fracbes de glomalina foram quantificadas pelo método de Bradford (1976), em
espectrofotometro (595 nm), tendo como curva-padrdo soro albumina bovina (BSA). Os
dados foram expressos em mg de glomalina por g de agregados.

Analise estatistica — Para analise, 0s nimeros de esporos foram transformados em log (x + 1)

e 0s dados do NMP em log (x). As médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de


http://www.pdfdesk.com

Lins, Claudia, E.L. Efeito do cobre sobre fungos micorrizicos... 61

probabilidade. A similaridade de espécies de FMA entre as éreas foi avaliada pelo Indice de

Sorensen (Brower & Zar, 1984).

Resultados e discusséo

Foram identificados 12 tdxons de FMA (Tab. 2), com maior riqueza ocorrendo nas
areas de cultivo de eucalipto (8 espécies) e de rejeito (7 espécies) do que na area de margem
(3 espécies). O indice de similaridade de Sérensen das espécies de FMA encontradas nas
areas foi de 54% entre cultivo de eucalipto e rejeito, 36% entre cultivo de eucalipto e margem
e, 20% entre rejeito e margem. Estes resultados mostram o impacto causado pela atividade de
deposicdo do rejeito da mineragdo de cobre na composicdo da comunidade de FMA,
sobretudo ao comparar as areas de rejeito e margem. Silva et al. (2005) observaram baixo
indice de similaridade de espécies de FMA, considerando uma area preservada e outras
circundantes, impactadas por mineracéo de cobre, na Bahia.

Das 12 espécies encontradas, seis pertenciam ao género Glomus. A predominancia
deste género é observada nos mais variados ecossistemas (Franke-Snyder et al. 2001; Ferrol
et al. 2004; Purin et al. 2006). No Brasil, estudos sobre a ocorréncia e diversidade de FMA
mostram maior ocorréncia de espécies de Glomus e Acaulospora. Em areas de caatinga,
Souza et al. (2003) identificaram 24 taxons de FMA, com maior representatividade de
Glomaceae e Acaulosporaceae. Silva et al. (2005) encontraram 21 espécies de FMA, a
maioria pertencente ao género Glomus, em &rea de caatinga nativa e com distUrbios
ambientais provocados por atividade mineradora de cobre, constatando redugdo na
diversidade de FMA nas areas mais atingidas pelo depdsito de minério. Em area de Minas
Gerais, contaminada por metais pesados, principalmente Zn, Klauberg-Filho et al. (2002)
registraram 21 espécies de FMA, com maior ocorréncia de Glomus e Acaulospora. Em Santa

Catarina, 38 espécies de FMA foram identificadas recentemente, em areas com cultivo
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convencional e organico de macieiras e, em pastagens, com a maioria das espécies
distribuidas nos géneros Glomus (15) e Acaulospora (15) (Purin et al. 2006). No Rio Grande

do Sul, foram identificadas 10 espécies de FMA, sendo cinco de Glomus, em viveiros e

pomares de citrus (Souza et al. 2002).

Tabela 2. Espécies de fungos micorrizicos arbusculares, nimero mais provavel (NMP) de propégulos

infectivos®, nimero de esporos e contetido de glomalina facilmente extraivel produzida no solo (0-20 cm),

em areas das minas de cobre de Camaqud, Cagapava do Sul, RS

FMA Rejeito Margem Cultivo de
eucaliptos

cp? cP CD ClI

Archaeospora trappei (R.N. Ames & Linderman) J.B. Morton X

& D. Redecker

Glomus clarum T.H. Nicolson & N.C. Schenck X

Glomus diaphanum J.B. Morton & C. Walker X

Glomus etunicatum W.N. Becker & Gerd. X X

Glomus intraradices Schenck & G.S.Smith X

Glomus mosseae (T.H. Nicolson & Gerd.) Gerd. & Trappe X

Glomus sp. X

Gigaspora margarita W.N. Becker & I.R. Hall X

Paraglomus brasilianum (Spain & J. Miranda) J.B. Morton & X X X X

D. Redecker

Paraglomus occultum (C. Walker) J.B. Morton & D. Redecker X X

Scutellospora heterogama (T.H. Nicolson & Gerd.) C. Walker X X X

& F.E. Sanders

Scutellospora fulgida Koske & C. Walker

Total de espécies 7 3 8

NMP (100 g solo™) 190 12 1000

Esporos (100 g solo™) 18 B* ND 347 A

Glomalina (mg g solo™) 0,10B ND 1,56 A

Obtido em bioensaio com milho (Zea mays L.) cultivado por 40 dias; *ldentificagdo a partir de contagem
direta (CD) de esporos em amostra de solo; *Identificacdo a partir de esporos recuperados ap6s 6 meses de

cultura armadilha (CI); “Tratamentos com mesmas letras na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey

(p<0.05); ND = abaixo do nivel de deteccao.
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Dentre as espécies de FMA encontradas na area estudada, Paraglomus brasilianum foi
a mais representativa, sendo observada nas trés éreas, tanto na contagem direta (CD) quanto
ap6s o periodo de multiplicacdo (Cl), ndo ocorrendo porém na CD da &rea margem da
mineradora. Os estudos confirmaram que o uso de culturas armadilha pode propiciar a
deteccdo de maior riqueza de espécies do que a contagem direta do material trazido do campo.
No entanto, isso nem sempre acontece. Em ecossistema semiarido no sudeste da Espanha,
Ferrol et al. (2004) verificaram que o numero de esporos de FMA nas amostras coletadas
diretamente da &rea de estudo era relativamente baixo (255 esporos 100 g de solo™) e apenas
uma espécie, Paraglomus occultum foi identificada. Apos trés anos de cultura com plantas
armadilha, a riqueza de espécies de FMA mantinha-se baixa, com predominancia de espécies
de Glomus. Em diferentes sistemas de cultivo, Franke-Snyder et al. (2001) verificaram que
das 15 espécies encontradas, 13 eram do género Glomus. Apds trés ciclos de cultivo, apenas
uma espécie, Glomus constrictum, que ndo havia sido encontrada na contagem direta foi
identificada.

Na area rejeito foram encontradas trés espécies (Archaeospora trappeii, Glomus
diaphanum e Glomus sp.) que ndo ocorreram nas demais areas. As duas primeiras também
ndo foram recuperadas ap6s os dois ciclos de cultivos com paingo e amendoim. E provavel
que as espécies micorrizicas encontradas na area rejeito estejam melhor adaptadas as
condigdes do local e prevalecam no ambiente por possuir afinidade com as caracteristicas do
solo, suportando pH alcalino (7,8) e as elevadas concentracdes de P (70 mg L™) e de Cu, Zn e
Fe (145, 4 e 367 mg L *, respectivamente) disponiveis. De acordo com a anélise de solo (Tab.
1), h& indicios de aplicacdo de fontes de P na &rea rejeito, especificamente, fertilizantes a base
de monofosfato de célcio (magnésio) hidratado. Esta é uma estratégia que promove a
precipitacdo de complexos de hidroxidos de fosfatos de Cu, Fe e Zn insolGveis, no sentido de

atenuar a contaminacgdo dos ecossistemas vizinhos com esses metais. Composi¢do quimica
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semelhante ao substrato de rejeito Camaqud, RS, também foram visualizadas em éarea de
rejeito de mineracdo de cobre, no municipio de Jaguarari, Bahia, por Lins et al. (2006), que
apresentou pH alcalino (7,4) e elevadas concentracdes de P (70 mg L™) e de Cu, Zn e Fe (484,
3,6 e 673 mg L *, respectivamente) disponiveis. Na area margem, adubacdes adicionais com
substratos organicos e fontes de calcio e magnésio podem ter sido empregadas dentro de um
programa de acondicionamento de leito para o plantio de eucalipto. Essa estratégia procura
acondicionar a composi¢do quimica do solo dentro do toleravel para o crescimento do
eucalipto, influenciando quanti e qualitativamente (biodiversidade) a microbiota do substrato
solo e, especificamente a relacdo fungo-planta.

Maior nimero de esporos foi encontrado na area de cultivo de eucaliptos, diferindo
significativamente das areas rejeito e margem, onde poucos esporos foram isolados (Tab. 2).
A variacdo encontrada no NMP de propagulos infectivos, assim como no nimero de esporos
nas areas estudadas, pode estar relacionada com a cobertura vegetal de cada area, as
condi¢des do solo, o hospedeiro utilizado no bioensaio e aos diferentes mecanismos de
sobrevivéncia dos FMA. Silva et al. (2001) verificaram que em area de mineracdo de cobre
houve baixa densidade de esporos e reduzido NMP de propagulos micorrizicos, especialmente
nas areas com excesso de metais pesados. Em area contaminada com Zn, Klauberg-Filho et
al. (2002) referiram maiores densidades de esporos nos locais com menor contaminagéo,
atribuindo o fato ao melhor crescimento vegetativo do hospedeiro e ao maior nivel de
colonizagdo micorrizica. Em area da caatinga foi encontrada relacéo inversa entre o nimero
de esporos e 0 de NMP de propagulos de FMA (Souza et al. 2003), 0 que ndo ocorreu no
presente trabalho. Em &reas desertificadas do semiarido no sudeste da Espanha, onde a
vegetacdo herbéacea predominava, Azcon-Aguilar et al. (2003) constataram maior nimero de

propagulos de FMA em solos cultivados do que em néo cultivados.
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Reducdes na diversidade de FMA podem ser justificadas pela perda da diversidade em
termos de hospedeiros e pela baixa estabilidade do ecossistema, ocasionada normalmente por
estresses, como poluigdo do solo por metais pesados (Klauberg-Filho et al. 2002). Espécies
vegetais podem influenciar o padrdo de multiplicagdo de FMA na rizosfera e afetar
significativamente a diversidade desses fungos (Johnson et al. 2003). Na area de rejeito havia
algumas gramineas dispersas, enquanto na margem ndo havia plantas e, de acordo com o
estudo morfoldgico realizado, os poucos esporos de FMA encontrados aparentemente eram
invidveis e, por esta razdo, ndo foram contabilizados. A area de cultivo de eucaliptos era
constituida basicamente por bosques de eucalipto com idade média de 8 anos, em substituicdo
a vegetacdo nativa, provavelmente como uma barreira ao escoamento superficial do rejeito.
Apesar de ndo apresentarem especificidade, os FMA possuem certa preferéncia quanto ao
hospedeiro (Declerck et al. 1995), o que pode ter contribuido para o nimero reduzido de
espécies de FMA e para o numero elevado de esporos inviaveis (velhos e oxidados)
encontrados na area de cultivo de eucaliptos. Além disso, o0 eucalipto forma associa¢do do
tipo arbuscular apenas no inicio do seu desenvolvimento, especificamente na fase de muda,
sendo posteriormente substituida pela ectomicorrizica (Brundrett et al. 1996). Neste caso, é
provavel que, por ndo encontrarem hospedeiros disponiveis, 0s esporos de FMA na érea de
cultivo de eucaliptos estivessem em estado de laténcia, sendo possivel recupera-los e
identifica-los posteriormente no cultivo em cultura armadilha ou por contagem indireta.

Maior producéo de glomalina ocorreu na area de cultivo de eucaliptos, em comparacéo
com as demais areas, onde pouca ou nenhuma proteina foi detectada (Tab. 2). Wright et al.
(1999) observaram que a producdo de glomalina foi menor em area com disturbio do que em
area cultivada, sugerindo que a concentracdo de glomalina pode ser uma medida especifica da
qualidade do solo quando comparada com areas impactadas. Considerando que na area de

cultivo de eucaliptos havia mais esporos, estes podem ter contribuido para deteccdo de
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maiores valores de glomalina nesta area. Além de ser produzida pelas hifas externas dos
FMA, esta glicoproteina pode ser encontrada também na parede dos esporos (Wright et al.
1996). A glomalina pode ser utilizada para estimar a producdo de FMA no solo, servindo
como bioindicador, pois além de especifica desses fungos (Lovelock et al. 2004), pode ter sua
producéo afetada por fatores ambientais (Rillig & Steinberg, 2002), variando entre espécies e
isolados (Wright et al. 1996).

O conhecimento das espécies de FMA adaptadas a condi¢cdo de estresse na area
impactada pela atividade mineradora, indica a possibilidade da sua utilizagdo no
estabelecimento de plantas, em processos de revegetacdo. Os resultados mostraram que 0
excesso de metais pesados no solo, especificamente o cobre, influencia a densidade e a

diversidade de FMA, e conseqiientemente a atividade micorrizica.
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Resumo

Dois experimentos foram desenvolvidos para avaliar o efeito da inoculagdo com Glomus
etunicatum sobre o crescimento e acimulo de nutrientes em plantas de Trifolium pratense L.
(trevo vermelho) cultivadas em condigdes de excesso de cobre. No 1° experimento foi testado
o nivel de cobre tolerdvel pela planta, em fatorial, com 8 niveis de cobre (31, 123, 246, 492,
984, 1967, 3935 ¢ 7869 uM) x 2 niveis de fosforo (0,1 e 1,9 mM). Aos 40 dias da inoculagdo,
efeitos negativos do aumento do nivel de cobre foram observados sobre a producdo de matéria
seca da parte aérea e da raiz, altura das plantas e comprimento das raizes. A colonizagdo das
raizes mostrou-se sensivel ao aumento do nivel de cobre e, nas concentragdes >1967 uM nao
houve estabelecimento da simbiose. A adi¢ao de P, no tratamento com 31 uM Cu, diminuiu a
colonizacdo em aproximadamente 65%, ¢ nos tratamentos com 123 e 246 uM Cu estimulou a
colonizacdo, em relagdo ao observado nos tratamentos com 0,1 mM P. A produgao de esporos
foi inibida a partir de 123 uM Cu, nos dois niveis de fosforo. No 2° experimento, em fatorial,
com 2 tratamentos de inoculacdo com FMA (com e sem) x 4 niveis de cobre (31, 123, 246,
492 uM) x 2 niveis de fosforo (0,1 e 1,9 mM), as plantas de trevo foram avaliadas aos 90 dias
quanto a produc¢do de matéria seca e elementos acumulados na parte aérea e na raiz. O
aumento de fosfato na solucdo proporcionou acumulo de P (de 186 para 1339 pg) e de K (de
3,30 para 4,72 mg) na parte aérea das plantas. G. etunicatum estimulou significativamente a
produgdo de MSPA e o acimulo de Fe na raiz (600%). O aumento da concentracao de fosfato
na solucdo reduziu significativamente o acimulo de Cu na parte aérea das plantas cultivadas
nos niveis acima de 236 uM Cu. Os resultados sugerem que o uso concomitante de Glomus
etunicatum ¢ fosforo pode constituir alternativa em processos de recuperacdo de areas

impactadas por excesso de cobre.

Palavras-chave: associacdo micorrizica, bioacumulo, fosforo, Glomus etunicatum, trevo
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Introduciao

Quando presentes em elevadas concentragdes no solo, os metais pesados sao toxicos
as plantas e a maioria dos microorganismos (Vivas et al., 2005), incluindo os fungos
micorrizicos arbusculares (FMA) que se estabelecem na interface das raizes das plantas
hospedeiras e do solo (Malcova et al., 2003). Os FMA ocorrem de maneira generalizada em
ecossistemas terrestres, incluindo solos contaminados por metais pesados. Estes fungos
formam associagdo simbidtica com a maioria das espécies vegetais (Smith & Read, 1997) e
sdo considerados essenciais para a sobrevivéncia e crescimento das plantas em solos
impactados (Khan 2005). Em troca do carbono fornecido pelas plantas, os FMA suprem a
planta hospedeira com nutrientes minerais que sdo relativamente imdveis no solo,
particularmente o P e os micronutrientes (Zhu et al., 2001; Chen et al., 2005), aumentam a
resisténcia a seca (Kaya et al., 2003), diminuem as infecgdes por patogenos (Abdala & Abdel-
Fattah, 2000) e reduzem a absor¢do ou translocacdo de varios metais para a parte aérea das
plantas, quando estes se encontram em quantidades excessivas no ambiente (Enkhtuya et al.,
2000; Bi et al., 2003). De acordo com Vivas et al. (2005), os microrganismos podem ser
cruciais na sobrevivéncia das plantas em solos contaminados. A tolerancia aos metais,
mostrada pelas plantas micorrizadas, ¢ baseada em uma série de mecanismos e efeitos
simbidticos, bem como na capacidade do micélio fingico se ligar na rizosfera ou nas raizes.

Dentre os possiveis mecanismos pelos quais os FMA aumentam a resisténcia das
plantas aos metais pesados, esta a capacidade em imobilizar os metais através da precipitagdo
intracelular de cations com fosfato ou pela adsor¢do de ions de metais na parede das hifas (Bi
et al., 2003; Barea et al., 2005). O efeito dos FMA na disponibilidade de metais no solo para
as plantas envolve conhecimentos sobre os processos fisioldgicos, simbiose, a disponibilidade
quimica (intensidade da exposi¢do toxica) e a capacidade do solo em suprir o metal

(Peijenenburg et al., 2000; Malcova et al., 2003).
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Estudos tém mostrado efeito positivo dos FMA nas plantas quanto a absorcao ou
translocacdo de metais. Chen et al. (2003) verificaram, em plantas de Trifolium pratense L.
micorrizadas, a redugcdo do Zn translocado para a parte aérea e a retengdo de quantidades
substanciais deste metal nas raizes. Huang et al. (2002) encontraram, em plantas de milho
(Zea mays L.) micorrizadas, reducdes de 10, 18 e 29 %, respectivamente, no acimulo de Pb,
Cu e Zn, quando comparadas com plantas ndo micorrizadas. Nesse contexto, a simbiose
planta x FMA mostra-se como alternativa importante para aumentar a efici€éncia nos
processos de revegetacdo em ambientes adversos (Vivas et al., 2003), tais como em areas de
mineracgdo. Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do FMA sobre o crescimento € o
acumulo de nutrientes em plantas de trevo (7. pratense) cultivadas em condigdes de excesso

de cobre e diferentes niveis de fosforo.

Material e métodos

Sementes de trevo vermelho (Trifolium pratense L.) superficialmente desinfestadas
(5% hipoclorito de sodio, v/v) e escarificadas (agua a 70 °C) foram tratadas com inoculante
turfoso contendo Rhizobium leguminosarum bv. trifolii (estirpes 023-1 e 022-3), cedido pela
Bioagro” (Santa Maria, RS) ¢ semeadas (20 sementes) em areia lavada esterilizada (225 g.
tubete). Em seguida, indculo com 200 esporos. tubete” de Glomus etunicatum Becker &
Gerd. - UFPE 06 (proveniente do Laboratorio de Micorrizas da UFPE) foi adicionado. Apds
15 dias da germinagdo, procedeu-se ao desbaste, deixando 10 plantas tubete”. Durante o
cultivo as plantas receberam solucdo nutritiva de Hoagland & Arnon (modificada por Jarstfer
& Sylvia, 1992), acrescida de Cu (CuSQOy) e de P (K,HPO4-KH;PO4), com pH final de 6,8. O
substrato foi mantido a 70% (p/p) da capacidade maxima de retencdo de solugdo nutritiva
durante o cultivo. O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado em

fatorial 8%2 (8 niveis de Cu: 31, 123, 246, 492, 984, 1967, 3935 ¢ 7869 uM e 2 niveis de P:
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0,1 e 1,9 mM), com 3 repeti¢des, sob condi¢des de casa de vegetacao, com temperatura de 23
a 32 °C e umidade relativa do ar de 50 a 81%, minimas e maximas, respectivamente, no
Campus da UFPE (8°25° S e 34° 57" W).

Apo6s 40 dias da inoculagdo, as plantas foram avaliadas quanto a altura, producdo de
matéria seca (75 °C, por 36 h) da parte aérea (g MSPA) e da raiz (g MSR), comprimento total
de raizes, colonizagao micorrizica (% segmentos de raiz colonizados) e producdo de esporos
(n° esporos 50 g areia™). Aspectos relacionados com a nodulagio também foram verificados.
As medidas da colonizagdo do fungo nas raizes foram por contagem direta, apos coloracao
(Phillips & Hayman, 1970), seguindo o método de interse¢do dos quadrantes (Giovannetti &
Mosse, 1980). A produgdo de esporos de FMA foi estimada apds extragdo por peneiramento
umido (Gerdemann & Nicolson, 1963) e centrifugacdo em agua e solucdo de sacarose
(Jenkins, 1964). Outras variaveis derivadas como relacdo da matéria seca da parte aérea com a
raiz (g MSPA g MSR™), densidade especifica da raiz (g MSR cm de raiz’') e producio de
esporos na base de matéria seca de raiz (n° esporo g MSR™) também foram estudadas.

Um segundo experimento fatorial (2x4x2) foi realizado em delineamento casualizado
com 5 repeti¢des, sob condigcdes de casa de vegetagdo, com temperatura de 13 a 23 °C e
umidade relativa do ar de 75 a 87%, minimas ¢ maximas no Campus da UFSM (29° 43’ S e
53°42° W). Os tratamentos avaliados foram: 1) inoculagdo (ndo inoculado e inoculado com
114 esporos de G. etunicatum - UFPE 06; 2) niveis de Cu (31, 110, 236, 472 uM); 3) niveis
de P (0,1 e 1,9 mM). Sementes de trevo desinfestadas foram escarificadas e inoculadas com
rizobio e FMA. As plantas foram cultivadas conforme mencionado anteriormente e, apds 90
dias da inoculagdo, foram avaliadas quanto a producdo de matéria seca e elementos
acumulados na parte aérea e na raiz. As analises para micro (Cu e Fe) e macronutrientes (P e

K) no tecido vegetal foram realizadas conforme informado em Tedesco et al. (1995). Outras
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variaveis derivadas, como a relagdo MSPA/MSR e as relagdes parte aérea:raiz (PA/R) dos
elementos acumulados também foram estudadas.

Foi realizada andlise da varidncia e as médias comparadas pelo teste de Tukey
(P<0,05). Os dados de numero de esporos e de colonizacao das raizes foram transformados,

respectivamente, em log (x+1) e arcsen (x. 100™)*".

Resultados e discussiao

No primeiro experimento, foram detectados efeitos do aumento do nivel de fosfato de
0,1 para 1,9 mM na solugdo, sobre a produgdo de matéria seca e o comprimento da parte aérea
e da raiz das plantas (Tab. 1). Os maiores efeitos positivos foram observados na MSPA (43%)
e na altura das plantas (35%). Menores aumentos foram obtidos na MSR (17%) e no
comprimento da raiz (10%). A adubacgdo fosfatada em leguminosas tem sido estudada devido
sobretudo ao importante papel do P no desenvolvimento destas plantas (Marschner, 1995).
Bailey & Laidlaw (1998) obtiveram, em casa de vegetacdo, incremento de producdo de
matéria seca de trevo branco (Trifolium repens L.) com a aplicacdo de P (120 mg vaso™), que
favoreceu a ramificacdo, o nimero de folhas ¢ a area foliar. Em trés leguminosas (7rifolium
resupinatum L., Trifolium subterraneum L. e Lotus subbiflorus Lag.), Krolow et al. (2004)
verificaram que as plantas responderam positivamente ao aumento da adubacdo fosfatada, e
que a dose de 2,15 mg dm™ P, cerca de duas vezes a recomendada, proporcionou a maxima

produgdo de MS nas trés espécies testadas.
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Tabela 1. Efeito do fosforo na matéria seca, altura e comprimento da raiz de plantas de trevo vermelho

(Trifolium pratense), 40 dias ap6s inoculagdo com Glomus etunicatum (UFPE 06)

Matéria Seca Altura Comprimento da
Raiz
mM P Parte Aérea Raiz
(& (cm)
0,1 *0,135B 0,428 B 5,63 B 48,78 B
1,9 0,193 A 0,499 A 7,65 A 53,50 A

* Médias (n = 24) com a mesma letra, na coluna, ndo diferem pelo teste de F (P<0.05).

Elevadas concentragdes de cobre no solo (> 0,8 mg dm™) séo fitotoxicas (Abreu et al.,
2001) e podem causar dano a plantas e microrganismos (Camargo et al., 2001). Efeitos
negativos produzidos pelo aumento do nivel de Cu foram observados sobre MSPA, MSR,
altura e comprimento da raiz, no presente trabalho (Tab. 2). Os efeitos deletérios do Cu foram
significativos para niveis > 1967 uM quando comparados ao controle (31 pM). A MSPA ¢ a
MSR tiveram redugdes > 32%. A altura das plantas mostrou-se menos sensivel ao efeito
deletério do Cu, com reducdo de 8,0 para 6,2 cm no nivel de 1967 uM (22%). O comprimento
da raiz mostrou-se mais sensivel ao Cu, com redu¢do de 71 para 40 cm, equivalente a 44%
(Tab. 2). Trabalhos envolvendo a influéncia de metais pesados no crescimento de plantas
micorrizadas de 7. pratense revelam diferencas quanto a sensibilidade dessa espécie a
toxicidade destes elementos. Bi et al. (2003) observaram que as producdes de MS da parte
aérea e da raiz foram reduzidas por elevadas concentra¢des de Zn (400 mg kg'l). Por outro
lado, em estudos realizados por Chen et al. (2003), a producdo de MS de trevo vermelho nao
foi influenciada pela adi¢io de Zn (0-400 mg. kg™'), mas houve tendéncia para redugio em
concentragdes de Zn maiores que 600 mg. kg™

A densidade de raizes teve comportamento diferenciado (Tab. 2), com aumento

significativo de 46% (0,8 para 1,23 g MSR. cm de raiz”') quando o nivel de Cu aumentou de
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31 para 7869 uM. Este resultado mostra que o trevo vermelho responde ao estresse formando
raizes com maior massa por unidade de comprimento, o que coincide com as observagdes
diretas quanto ao aspecto morfoldgico das raizes, que apresentaram encurtamento e maior
diametro, nos tratamentos com maiores niveis de Cu (Fig. 1). De acordo com Malavolta et al.
(1997), o cobre tende a acumular-se nas raizes e, devido a este fato, a toxidez se manifesta
primeiramente nas raizes que escurecem e perdem elementos previamente absorvidos,
indicando o possivel comprometimento da permeabilidade das membranas. Durante estadios
iniciais do desenvolvimento da planta, a toxicidade do cobre afeta o crescimento e causa
reducdo na ramificagdo, engrossamento e coloragdo anormal das raizes (Gupta, 2001). A
clorose em folhas mais jovens é outro sintoma provocado pela interferéncia deste metal,
quando em excesso, que influencia negativamente a sintese de clorofila (Romheld, 2001).
Clorose acentuada foi observada nas folhas de trevo conforme o aumento da concentragao de

Cu. Esse efeito foi diminuido nas plantas que receberam 1,9 mM de fosfato (Fig. 1).

984 pM Cu2+

0, mM P 1,9 mM P 0, mM P 1,9 mM P

Figura 1. Aspecto geral de plantas de Trifolium pratense cultivadas em niveis crescentes de cobre e de fosforo,

40 dias apos inoculacdo com Glomus etunicatum (UFPE 06).
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Tabela 2. Efeito dos niveis de cobre no rendimento da matéria seca, na altura, no comprimento da raiz
e na densidade especifica em raizes de trevo vermelho (7rifolium pratense), 40 dias apos a inoculagio

com Glomus etunicatum (UFPE 06)

Tratamentos Matéria Seca Matéria Seca Altura Comprimento Densidade
Parte Aérea Raiz da Raiz Especifica da
Raiz
uM Cu (e (cm) (8)
31 *0,213 A 0,591 A 8,08 A 71,0 A 0,84 B
123 0,184 AB 0,567 A 7,50 AB 63,6 A 0,90 AB
246 0,196 A 0,575 A 7,67 AB 653 A 0,89 AB
492 0,180 AB 0,537 A 7,67 AB 62,2 A 0,87 AB
984 0,187 AB 0,507 AB 6,75 ABC 58,8 A 0,88 AB
1967 0,143 BC 0,404 B 6,17 BC 40,2 B 1,01 AB
3935 0,121 CD 0,341 B 5,25CD 32,8 B 1,07 AB
7869 0,087 D 0,187 C 4,00 D 15,2C 1,23 A
CV (%) 14,6 14,2 15,1 15,2 20,7

*Médias (n = 6) com a mesma letra, na coluna, ndo diferem pelo teste de Tukey (P< 0.05).

fons de fosfato podem interferir na solubilidade dos elementos metalicos, formando
precipitados pouco soliveis e diminuindo a concentracao de ions em solugdo (Camargo et al.,
2001). A relagaio MSPA/MSR e a colonizagdo micorrizica das raizes de trevo vermelho
responderam diferentemente ao aumento dos niveis de Cu, sob influéncia da concentragao do
P (Fig. 2). Em niveis de 0,1 mM P, o aumento de Cu de 31 para 3935 uM ndo alterou a
relagio MSPA/MSR (= 0,33 g MSPA. g MSR™); entretanto, houve aumento significativo (>
80%) na concentragdo de 7869 uM Cu (Fig. 2A). Nos tratamentos com 1,9 mM P, a relagdo
MSPA/MSR praticamente ndo variou nos diferentes niveis de Cu. O aumento da concentragao
de P (0,1 para 1,9 mM) resultou numa relagio MSPA/MSR significativamente superior nas
concentragdes de Cu de 246 a 984 uM. Contudo, no tratamento com 7864 uM Cu a relagao
MSPA/MSR foi diminuida pelo aumento de P (1,9 mM). Nao se detectou qualquer tipo de

estrutura micorrizica nas plantas ndo inoculadas. Quanto a inoculacdo com rizobio, nenhum
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nodulo ou estrutura semelhante foi observado nas raizes de trevo neste experimento. De modo
geral, a colonizacao das raizes por G. etunicatum (Fig. 2B) mostrou-se sensivel ao aumento
do nivel de Cu e nas concentragdes > 1967 uM ndo houve estabelecimento da simbiose.
Diferencas quanto ao percentual de raizes colonizadas por FMA podem mostrar variagdes
quanto as espécies de planta e fungo testados e resposta ao ambiente. Li & Christie (2001)
observaram percentual médio de 30% de colonizagdo micorrizica nas raizes de 7. pratense,
sendo pouco influenciada pelos diferentes niveis de Zn (0-1000 mg kg™). Contudo Chen et al.
(2005) verificaram que a colonizagdo em raizes de 7. repens nao foi influenciada pelo
acréscimo de Pb em areia (0-600mg kg™'). Diferencas também podem ser devidas ao retardo
ou inibi¢do da colonizacdo pela presenga de metais pesados. Em raizes de 7. repens, cultivado
em solo contaminado por efluentes de esgoto (com altos niveis de Zn, Cu, Ni e Cd) s6 se
constatou colonizagdo (15%) apds 8 semanas de cultivo (Koomem et al. 1990). Um dos
mecanismos envolvidos na imobiliza¢ao de metais por plantas micorrizadas é a precipitacao
intracelular do cation de metal com o fosfato ou adsor¢ao de ions de metal na parede das hifas
(Bi et al., 2003; Barea et al., 2005). Apesar da adi¢gdo de 1,9 mM P no tratamento com 31 uM
Cu ter diminuido a colonizagdo em aproximadamente 65%, nos tratamentos com 123 ¢ 246
uM Cu, a adicdo de P estimulou a colonizagdo, 7 ¢ 35 vezes mais, respectivamente, em
relacdo ao observado nos tratamentos com 0,1 mM P. Este resultado sugere que em baixas
concentragdes de Cu o P inibe a micorrizag¢do, entretanto, em concentragdes de Cu inibitorias,
a associagdo ¢ favorecida pelo fosfato, possivelmente pela imobilizagdo quimica do Cu. Bi et
al. (2003) relataram que a adicdo de P no substrato reduziu a colonizagdo das raizes de T.
pratense, exceto em altas concentragdes de Zn (400 mg. kg') e que os maiores indices de
colonizacdo (35-38%) ocorreram no tratamento sem adi¢do de P. Entretanto, Shetty et al.

(1995) verificaram efeito da simbiose micorrizica em Andropogon gerardii Vilm. na
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tolerancia ao Zn (0-1000 mg kg') sob diferentes niveis de P (0-200 mg kg') e também

constataram que, na auséncia de P, os FMA estimularam o crescimento das plantas.
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Figura 2. Efeito do cobre e fosforo na matéria seca da parte aérea e raiz (A) e na colonizagdo micorrizica (B) de
plantas de trevo vermelho (7rifolium pratense) cultivadas e recebendo solucdo nutritiva por 40 dias apos a
inoculacdo com Glomus etunicatum. Médias (n = 33) com a mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey
(P< 0.05). Letras minusculas comparam dentro de cada nivel de fosforo. Letras maitisculas comparam

dentro de cada nivel de cobre.

A producdo de esporos foi inibida com redugdo de aproximadamente 200 para 50
esporos 50 g areia” (Fig. 3A) entre as concentragdes de 31 a 492 uM Cu, nas duas
concentragdes de P avaliadas. Essa reducdo foi mais acentuada nos tratamentos com 246 e
492 uM Cu que receberam 1,9 mM P. Inibi¢do também foi observada, de modo significativo,
nas concentragdes de Cu > 1967 puM, com 1,9 mM P. Quanto ao numero de esporos
relacionado com a produ¢do de matéria seca da raiz (Fig. 3B) foram observadas respostas
semelhantes aquelas encontradas para o numero de esporos. Contudo, significante estimulo
(300 para 1500 esporos. g MSR™) na esporulagio foi observado nos tratamentos com niveis
de Cu > 1967 pM e 0,1 mM de P. Tal como a colonizacdo, a produgdo de esporos de FMA
também ¢ afetada por diferentes metais e concentragcdes e varia de acordo com a espécie
fingica, a planta hospedeira e as condi¢des do solo (Liao et al., 2003). Lins et al. (20006)

verificaram que a atividade deste mesmo isolado de G. etunicatum foi negativamente afetada
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pela adi¢do crescente de rejeito (70 e 484 mg dm™ de P e Cu, respectivamente) de minerago
de cobre no substrato cultivado com uma leguminosa arborea (Leucaena leucocephala (Lam.)
de Wit.), com redugdo do numero de esporos de 3,17 para 0,02 g™ de areia nos tratamentos de
0 a 100% de rejeito. Liao et al. (2003) observaram diferencas quanto a sensibilidade ao
excesso de Cu, de FMA associados a plantas de milho (Z. mays): o nimero de esporos de
Glomus manihotis Howeler, Sieverd. & Schenck nao variou com o aumento da concentragao
de Cu, enquanto Glomus caledonium (Nicol. & Gerd.) Trappe & Gerd. foi sensivel no

tratamento com elevada concentracdo do metal (3 mg L™).
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Figura 3. Efeito do cobre e fosforo na producdo de esporos (A) e na relagdo n°® de esporos g matéria seca raiz (B)
de plantas de trevo vermelho (Trifolium pratense), cultivadas e recebendo solugo nutritiva por 40 dias apos
a inoculagdo com Glomus etunicatum. Médias (n = 33) com a mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey
(P< 0.05). Letras minusculas comparam niveis de cobre dentro de cada nivel de fosforo e maiusculas

comparam niveis de fosforo dentro do mesmo nivel de cobre.

No segundo experimento, o aumento da concentracdo de Cu e do nivel de P na solucao
nutritiva assim como a inoculagdo com G. etunicatum, influenciou algumas variaveis
estudadas. O aumento de 31 uM para 472 uM Cu aumentou significativamente a relagao
MSPA/MSR (Fig. 4). Tratamentos com concentragdes intermediarias de Cu (110 e 236 uM)
ndo diferiram significativamente dos tratamentos anteriormente mencionados. O aumento do

fosfato na solugdo de 0,1 para 1,9 mM proporcionou acumulo de P (de 186 para 1339 pg) e de



Lins, Claudia, E.L. Efeito do cobre sobre fungos micorrizicos... 85

K (de 3,30 para 4,72 mg) na parte a¢rea das plantas (Tab. 3). Esses resultados diferem dos
encontrados por Bailey & Laidlaw (1998), que observaram redugdo na concentragao de K na
matéria seca de 7. repens com o aumento da aplicacao de P. Respostas positivas ao aumento
da adubacdo fosfatada em espécies de trevo tém demonstrado a importancia do P para estas
plantas (Krolow et al., 2004), principalmente no estagio inicial de desenvolvimento. Por outro
lado, plantas de trevo micorrizadas diferem quanto a produ¢do de matéria seca e acimulo de
nutrientes quando comparadas as ndo inoculadas, mesmo em elevadas concentragdes de
metais (Zhu et al., 2001; Chen et al., 2003).

G. etunicatum estimulou significativamente a producdo de MSPA, o acimulo de Fe na
raiz (600%) e aumentou a relacdo PA/R do Cuacumulado (22%) na planta (Tab. 4). Contudo,
houve reducao significativa (de 89,6 para 65,8 ug) no acumulo do Cu nas raizes do trevo
vermelho inoculado. Ressalta-se que o acimulo de Cu na parte aérea das plantas ndo mostrou
efeito da inoculacdo, e que os resultados obtidos para o acumulo na raiz (diminui¢do) ¢ na
relacdo PA/R (aumento) desse elemento ¢ um forte indicio de que, com a inoculagdo com G.
etunicatum a translocagdo de Cu para a parte aérea das plantas de trevo foi muito reduzida,
podendo ser um mecanismo de defesa da planta estimulado pela micorrizagdo. Chen et al.
(2003) constataram que o crescimento de 7. pratense cultivado em niveis crescentes de Zn (0-
300mg kg') foi significativamente influenciado pela colonizagdo micorrizica. Baseados na
analise da relagdo PA/R do Zn acumulado, esses autores concluiram que as plantas
micorrizadas acumularam Zn nas raizes, enquanto nas do tratamento controle, o Zn foi
translocado para a parte aérea. Em A. gerardii, a inoculacdo micorrizica ndo afetou a
concentragdo de Zn na parte aérea das plantas, mas aumentou significativamente a nutri¢ao de
P e resultou em uma alta relagdo P/Zn na parte aérea, em todos os niveis testados (Shetty et

al., 1995).
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Figura 4. Efeito do cobre na relagdo das matérias secas da parte aérea e das raizes de Trifolium pratense
cultivado (90d) em solugdo nutritiva de Hoagland e areia. Médias (n = 20) seguidas de letras iguais ndo

diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).

Tabela 3. Efeito do fosforo no acumulo de P e K na parte aérea de Trifolium

pratense cultivado (90d) em solugdo nutritiva de Hoagland e areia.

TRATAMENTOS P K

Acumulo na parte aérea

mM P ug mg
0,1 *186 B 3,30 B
1,9 1339 A 4,72 A

CV (%) 12,1 13,5

*Médias (40 repetigdes) seguidas de letras iguais nas colunas, ndo diferem pelo teste de

Tukey (P<0,05)
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Tabela 4. Efeito da inoculacdo com Glomus etunicatum na produgdo de matéria seca da parte aérea, no acimulo
de Fe e Cu na raiz e na relacdo da parte aérea/raiz na quantidade de Cu de Trifolium pratense, cultivado (90d) em

solucdo nutritiva de Hoagland e areia

TRATAMENTOS Matéria seca da Fé Cu

parte aérea

Inoculacio Acumulo na Actumulo na Relacdo parte
raiz raiz aérea/raiz
g tubete”’ g tubete™! ug g’
Inoculado *0,2027 A 582 A 65,8 B 0,44 A
Nao inoculado 0,2017 B 82 B 89,6 A 0,36 B
CV (%) 0,80 75 26,0 36,0

*Médias (n = 40) seguidas de letras iguais, nas colunas, ndo diferem pelo teste de Tukey (P<0,05)

Efeitos de interagdo entre os niveis de P e a inoculagdo com G. etunicatum foram
detectados para MSR, relacio MSPA/MSR, acimulo do P nas raizes e de Cu na parte aérea
das plantas, e nas relagdes PA/R do P e K acumulado nas plantas (Tab. 5). As comparagdes
dentro do nivel de 0,1 mM P mostraram diminuicdo significativa apenas para o Cu acumulado
na parte area das plantas (de 37 para 32 pg) quando inoculadas com G. etunicatum. Nos
tratamentos com 1,9 mM P, a inoculacdo reduziu o acimulo de P nas raizes e aumentou a
relacdo PA/R do P, mostrando que nessa condi¢do, a inoculagdo ndo promoveu acumulo de P
na parte aérea das plantas. Entretanto, a eficiéncia de producdo de MSR (relagio MSR com o
ng P acumulado na raiz") foi 70% maior nos tratamentos inoculados. Ainda nos tratamentos
com 1,9 mM P, a inoculacao aumentou a relagdo PA/R do K acumulado. Por outro lado, as
comparag¢des dentro dos tratamentos inoculados mostraram que o aumento do nivel de P de
0,1 para 1,9 mM estimulou significativamente a produ¢do de MSR, o actimulo do P nas raizes
e aumentou a relagdo PA/R do P e do K acumulado nas plantas. Para os tratamentos nao

inoculados, o aumento da concentracdo de P promoveu o acumulo nas raizes e aumento da
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relagdo PA/R de P acumulado nas plantas. O acimulo de Cu na parte aérea das plantas nao
inoculadas foi diminuido pelo aumento dos niveis de P. Diferentes mecanismos podem estar
envolvidos nas interacdes entre colonizagdo micorrizica € acumulo de metais pesados,
incluindo diluigdo destes elementos toxicos no tecido, devido as interagdes com P, bem como
ao seqiiestro de metais toxicos ¢ o desenvolvimento de tolerancia na planta pela presenca do
fungo (Zhu et al., 2001). Redu¢do da toxicidade, causada por excesso de alguns metais
pesados, aumento da biomassa, e acimulo de P em plantas micorrizadas tém sido referidos.
Plantas de T. pratense inoculadas com Glomus mosseae Nicolson & Gerd. apresentaram duas
vezes mais fosforo acumulado e biomassa que plantas ndo micorrizadas (Chen et al., 2003).
Por outro lado, Chen et al. (2005) observaram que a micorrizagdo aumentou
significativamente a concentragdo de P na parte aérea e a biomassa de 7. repens, sob elevadas
concentragdes de Pb. Porém, ndo registraram diferengas na concentragdo de P na parte aérea
das plantas nos diferentes tratamentos com Pb, sugerindo que a alta eficiéncia da aquisi¢do de

P pela micorriza pode ser um mecanismo de tolerancia da planta ao estresse produzido pelo

Pb.
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Tabela 5. Efeito do fosforo e da inoculagdo com Glomus etunicatum na produgdo de matéria seca das raizes e na relacdo parte aérea/raiz, no acimulo de P

(raiz e na relagdo parte aérea/raiz), K (relago parte aérea/raiz) e Cu (parte aérea) de plantas de Trifolium pratense cultivado (90d) em solugo nutritiva de

Hoagland e areia

TRATAMENTOS MATERIA SECA P K Cu
Inoculagiio Raiz Relacéo parte Actimulo na raiz Relacéo parte Relacéo parte Actumulo na
aérea/raiz aérea/raiz aérea/raiz parte aérea
mM P g tubete” gg’ ug ngpg' mg mg’’ ug
0,1 Inoculado *0,148 Ab 1,54 Aa 85 Ab 2,35 Ab 5,32 Ab 31,8 Ba
Nao inoculado 0,166 Aa 1,27 Aa 122 Ab 1,96 Ab 6,00 Aa 37,4 Aa
1,9 Inoculado 0,195 Aa 1,06 Ab 255 Ba 6,79 Aa 13,07 Aa 27,2 Ab
Nao inoculado 0,175 Aa 1,21 Aa 385 Aa 3,89 Ba 8,35 Ba 26,9 Ab
CV (%) 21,7 30,2 12,1 60,3 48,9 21,2

* Médias (n = 20) na coluna, seguidas de letras iguais ndo diferem pelo teste de Tukey (P<0,05). Letras maiusculas comparam inoculagdo no mesmo nivel de P e letras
minusculas comparam niveis de P no mesmo tratamento de inoculagéo
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Houve efeito de interagao entre os niveis de fosfato e de Cu na MSPA, no Fe ¢ no Cu
acumulado na parte aérea e, no P, K e Cu acumulado nas raizes das plantas de trevo (Fig. 5).
Os resultados mostraram reducgao significativa na producao de MSPA com o aumento do nivel
de Cu de 31 para 472 uM, no cultivo com 0,1 mM P. Com exce¢ao do tratamento com 31 uM
Cu, a adig¢do de P estimulou a producao de MSPA dos niveis 110 a 472 uM Cu (Fig. 5A).
Logo, quando o cobre estava presente em excesso, na solugdo, o acréscimo de P favoreceu a
produgdo de matéria seca, possivelmente por reduzir o efeito toxico do Cu para as plantas. O
K acumulado nas raizes de trevo ndo foi alterado significativamente pelos niveis de Cu.
Contudo, houve reduc¢ao significativa do K acumulado nas raizes pelo aumento do nivel de P
no tratamento com 31 pM de Cu (Fig. 5A). O aumento de Cu na solugdo ndo influenciou o
acumulo de P nas raizes, considerando as duas concentracdoes de P. O acréscimo de P
promoveu aumento significativo no acumulo deste elemento nas raizes (=180%). Trabalhos
recentes mostraram que o acumulo de P ndo foi afetado quando plantas de trevo foram
cultivadas em excesso de Zn (Chen et al., 2003) e Pb (Chen et al., 2005). O Fe acumulado na
parte aérea das plantas foi significativamente aumentado pelo acréscimo de Cu no tratamento
com 0,1 mM P (Fig. 5B) e, nos tratamentos com 31 e 236 uM Cu, as plantas tiveram aumento
significativo do Fe acumulado na parte aérea devido ao incremento do P na solucdo nutritiva.
Em geral, niveis crescentes de Cu induziram maior acimulo deste nutriente na parte aérea das
plantas para os tratamentos com menor nivel de P. Bi et al. (2003) observaram que niveis
crescentes de Zn promoveram menos acimulo de Zn na PA e R em baixos niveis de P. O
aumento da concentracio do fosfato para 1,9 mM na solugdo nutritiva reduziu
significativamente o acimulo de Cu na parte aérea das plantas cultivadas nos niveis acima de
236 uM Cu (Fig. 5C). Estes dados comprovam o efeito inibidor do P sobre a disponibilidade

do Cu para as plantas, quando este metal estava em excesso na solu¢do, o que parece ser
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aplicado a outras culturas e metais pesados. Em A. gerardii, a adicdo de P no substrato
também reduziu a toxicidade as plantas, mas neste caso ao Zn (Shetty et al., 1995).

O acumulo de P e Fe na parte aérea e de P e K nas raizes, assim como a relagdo PA/R
do acaimulo de K e Fe nas plantas de trevo foram afetadas diferentemente pelos niveis de Cu,
na dependéncia das plantas estarem ou nao inoculadas com G. etunicatum (Fig. 6). O P foi 4
vezes mais acumulado na parte aérea (=800 ug) que nas raizes (=200 pg) das plantas (Fig.
6A). A inoculagdo com G. etunicatum nao produziu alteracdes significativas no P acumulado
na parte aérea de plantas de trevo conforme aumentaram os niveis de Cu. Entretanto, nas
plantas ndo inoculadas houve redugdo significativa do P acumulado nos tratamentos com
niveis > 110 uM Cu. Neste caso, a inoculagdo estabilizou o acimulo de P na parte aérea, o
que ndo ocorreu nas plantas ndo inoculadas, em elevadas concentragdes de Cu. Apenas nos
tratamentos com 31 pM de Cu, a inoculagdo reduziu significativamente o P acumulado na
parte aérea das plantas. Nas raizes das plantas inoculadas, houve aumento significativo no
actimulo do P pelo aumento do Cu de 110 para 236 uM, e reducio significativa pelo aumento
de 236 para 472 puM. Comportamento semelhante foi observado nos tratamentos nao
inoculados, mas neste caso, para as menores concentragdes de Cu. Nos tratamentos com 110 e
472 pM Cu, a inoculagdo com G. etunicatum reduziu significativamente o P acumulado nas
raizes. Quanto ao acimulo de K nas raizes e sua relagdo PA/R, nao foram detectadas
diferencas significativas associadas ao aumento do nivel de Cu, nos dois tratamentos de
inoculagdo (Fig. 6B). Contudo, nos niveis < 110 pM Cu, a inoculacdo reduziu
significativamente o acimulo de K nas raizes. Na relagdo PA/R do K acumulado, ocorreu o
inverso: nos tratamentos com 110 puM Cu a inoculagdo com G. etunicatum aumentou
significativamente essa relagdo. Isso pode indicar a importancia do fungo na absorcdo e,
consequentemente, no transporte do K para a parte aérea das plantas de trevo sob niveis de Cu

toxicos. Em plantas inoculadas, ndo houve diferenga significativa no Fe acumulado na parte
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aérea e na relacdo PA/R quando se aumentou o nivel de Cu na solugdo nutritiva (Fig. 6C).
Todavia, nos tratamentos nao inoculados houve incrementos significativos quanto ao acimulo
de Fe na parte aérea (=30%) e na relacdo PA/R (=200%) conforme o nivel de Cu aumentava.
Para o Fe na parte aérea, a inoculacdo estimulou significativamente o acumulo nos
tratamentos < 110 uM Cu e o reduziu no tratamento com 236 uM Cu. De modo geral, a
inoculacdo com G. etunicatum reduziu significativamente (295%) a relacdo PA/R do acimulo
de Fe e manteve a distribui¢do de Fe na parte aérea ao longo dos niveis de Cu.

Concluindo, foi demonstrado o efeito de protecao da micorriza arbuscular diante da
exposicao de plantas de 7. pratense a niveis toxicos de cobre, bem como o efeito de protegao
a toxicidade do cobre promovido pelo acréscimo de P na solucdo. Os resultados sugerem que
0 uso concomitante de Glomus etunicatum ¢ P pode constituir alternativa em processos de
recuperagdo de areas impactadas por excesso de cobre. Pesquisas deverdo ser estendidas,
incluindo novos hospedeiros e FMA, para elucidar os mecanismos de protecdo micorrizica a

elementos potencialmente toxicos no solo.
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Figura 5. Efeito do cobre e sua interagdo com o fosforo na produgdo de matéria seca da parte aérea e acimulo de

K na raiz (A), de P na raiz e Fe na parte aérea (B), e de Cu na parte aérea e raiz (C) em Trifolium pratense

cultivado (90d) em solugdo nutritiva de Hoagland e areia. Médias (n = 10) seguidas de letras iguais ndo

diferem pelo teste de Tukey (P<0,05). Letras maitisculas comparam niveis de P no mesmo nivel de Cu e

minusculas comparam niveis de Cu no mesmo tratamento de P.
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Resumo

Foram determinados os efeitos da adi¢cao de cobre e fosforo no crescimento micelial e
na atividade enzimatica de trés fungos ectomicorrizicos. Um experimento em meio solido
(Melin-Norkrans modificado - MNM), com dois niveis de P (0,1 ¢ 1,9 mM) e nove niveis de
Cu (31, 62, 123, 246, 492, 984, 1967, 3935 e 7869 uM) foi desenvolvido a 25+1 °C, no
escuro, por 30 dias, utilizando Pisolithus microcarpus (UFSC — Pt 116), Chondrogaster
angustisporus (UFSC — Ch 163) e Suillus sp. (UFSC — Su 168). Este ultimo apresentou maior
velocidade de crescimento das coldnias e, aos 30 dias, produziu mais matéria seca do que os
demais isolados. Em 0,1 mM P, os tratamentos com niveis > 123 uM Cu apresentaram
reducdo na matéria seca, no diametro e na velocidade de crescimento das colonias. Entretanto,
esses efeitos foram atenuados em 1,9 mM P. Num segundo experimento, o isolado Su 168 foi
cultivado em meio MNM liquido, com dois niveis de P (0,1 e 1,9 mM) e trés niveis de Cu
(31, 123 € 246 uM). Com 1,9 mM P, a producdo de biomassa foi inibida em 38% e, com 0,1
mM P, houve acidificacdo significativa do meio (pH 3,6). O aumento do cobre (31 para 123
uM) inibiu a producdo de biomassa (40%), e a atividade das fosfatases acida (FAc) e alcalina
(FAI) aumentaram em 41% e 61%, respectivamente. A presenca de P (1,9 mM) diminuiu a
atividade da FAc intracelular (25%) e FAI extracelular (42%), e aumentou a atividade da FAI
intracelular (13%). O nivel de toxicidade do cobre, medida pela concentracdo inibitéria de
50% do crescimento (Clsp) da cultura foi 53 uM (P. microcarpus e Suillus sp.) em meio
solido e 160 puM (Suillus sp.) em meio liquido. Os resultados indicam que elevada
concentragcdo de cobre tem efeitos deletérios diferenciados sobre pardmetros de crescimento e
bioquimicos dos fungos estudados. Por outro lado, a atividade enzimdtica pode ser um

mecanismo de detoxificagdo dos fungos ao excesso de cobre.

Palavras-chave: atividade enzimatica, fosfatase, fungos ectomicorrizicos, toxicidade, metais.



Lins, Claudia, E.L. Efeito do cobre sobre fungos micorrizicos... 102

Introducio

A contaminagdo dos solos por metais pesados, causada por processos naturais ou por
atividade humana, constitui um dos mais sérios problemas ambientais (Galli et al., 1994). Em
altas concentragdes, os metais sdo toxicos para a maioria dos organismos (Giller et al., 1998)
e constituem fator limitante no crescimento de plantas (Turnau et al., 2001) e fungos
(Grazziotti et al., 2001a). O cobre ¢ um elemento essencial, mas pode ser toxico a maioria das
células vivas quando em concentracdes elevadas (> 0,8 mg dm™) no solo (Cervantes &
Gutierrez-Corona, 1994; Van Tichelen et al., 1999).

Os fungos ectomicorrizicos (FEM) tém papel fundamental no aumento da absor¢ao de
nutrientes de muitas espécies vegetais (Hartley et al., 1997b) e importantes espécies arbdreas
utilizadas em programas de reflorestamento dependem da simbiose ectomicorrizica para
crescer e sobreviver (Rossi et al., 2002), especialmente em solos contaminados por atividade
de mineracdo (Ramam et al., 2002). A habilidade dos FEM em reduzir a toxicidade dos ions
de metais para a planta hospedeira (Hartley et al., 1997b; Kong et al., 2000) esta associada a
diminui¢ao nas concentragcdes do metal na parte aérea da planta (Wilkins, 1991; Van Tichelen
et al., 1999), devido ao aumento na absor¢ao destes nutrientes pelas raizes € o seu acimulo no
micélio extraradical, conferindo ao hospedeiro maior tolerancia a estes elementos (Aggangan
et al., 1998; Grazziotti et al., 2001b).

Os FEM podem variar quanto a capacidade de tolerancia ambiental, sendo necessario
avaliar o impacto dos metais sobre estes organismos (Grazziotti et al., 2001b). Pesquisas tém
sido conduzidas para determinar a sensibilidade dos FEM a uma variedade de metais
potencialmente tdxicos, na busca do entendimento dos diversos mecanismos pelos quais estes
fungos podem tolerar os metais pesados (Wilkins, 1991; Hartley et al., 1997a). Entretanto,
ainda had pouca informacdo sobre a resposta fisioldgica e bioquimica dos FEM aos metais

toxicos (Fan-Xiang, 1995; Pritsch, 2004).



Lins, Claudia, E.L. Efeito do cobre sobre fungos micorrizicos... 103

A atividade enzimatica ¢ importante na mobilizacdo e transferéncia de nutrientes no
solo, via fungos ectomicorrizicos, para a planta hospedeira (Pritsch et al., 2004). Por outro
lado, a capacidade dos FEM em disponibilizar o P a partir de fontes organicas e, portanto,
melhorar a nutri¢ao fosfatica das plantas hospedeiras ¢ de extrema importancia em solos onde
a biodisponibilidade do P ¢ limitada. Um importante mecanismo pelo qual o P de fontes
organicas ¢ disponibilizado para as plantas ¢ representado pela atividade das fosfatases dos
fungos micorrizicos (Smith & Read, 1997). Entre essas, a fosfatase acida esta relacionada a
mineralizagdo de compostos de fosfatos organicos em solos acidos (Huang & Shindo, 2000).
A atividade de uma variedade de enzimas do solo ¢ inibida em altas concentragdes de metais
pesados, mas em concentragdes amenas, o papel de detoxificacdo destes metais pelas enzimas
pode ser induzido (Reddy et al., 2002).

A selegdo de isolados de FEM tolerantes a metais pesados poder potencializar
inoculagdes das plantas dependentes em solos impactados por mineragdo (Aggangan et al.,
1998), e o sucesso no estabelecimento de plantas em locais contaminados por metais pesados
pode trazer beneficios ecologicos e econdmicos (Hartley et al., 1997b). Entretanto, a
eficiéncia da protegdo dos FEM depende dos isolados testados, dos metais pesados e das
condi¢des experimentais de crescimento (Van Tichelen et al., 1999; Galli et al., 1994). Este
trabalho teve como objetivo verificar os efeitos do Cu e da adicdo de P no crescimento

micelial e na atividade enzimatica de fungos ectomicorrizicos.

Material e métodos
Experimento 1: Culturas de fungos ectomicorrizicos (Pisolithus microcarpus UFSC — Pt 116,
Chondrogaster angustisporus UFSC — Ch 163 e Suillus sp. UFSC — Su 168), fornecidas pelo
Laboratorio de Ectomicorrizas do Departamento de Microbiologia e Parasitologia da

Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) foram repicadas para a superficie de meio
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solido (15 g agar L'l; pH 5,8) Melin-Norkrans Modificado (MNM) (Marx, 1969), contido em
placas de Petri (9 cm de diametro). Em seguida, as placas foram incubadas a 25£1 °C, no
escuro, por 21 dias. Apos crescimento, discos de indculo (8 mm de didmetro) das culturas
foram transferidos para a superficie do meio MNM (15 mL) suplementado com Cu e P e as
placas incubadas por 30 dias. As concentragdes do cobre e de fosforo utilizadas no presente
estudo foram estabelecidas em estudos preliminares, usando-se solucdes estoque
concentradas, respectivamente, de CuSO4 e de K;HPO4-KH,PO,4, ambas ajustadas para pH
5,8. O experimento foi em fatorial (9x2x3), com delineamento inteiramente casualizado e trés
repeti¢des. Os tratamentos testados foram: 1) nove niveis de Cu (31, 62, 123, 246, 492, 984,
1967, 3935 e 7869 uM); 2) dois niveis de fosforo (0,1 e 1,9 mM); e 3) trés isolados
micorrizicos (UFSC — Pt 116, UFSC — Ch 163, UFSC — Su 168). Para avaliar a dindmica do
crescimento das culturas, o didmetro das colonias foi medido durante o cultivo e a velocidade
de crescimento estimada pelo ajuste do modelo linear para essa variavel. Trinta dias apos a
inoculacdo foram avaliados a producdo de massa micelial e o pH no meio de cultivo

(meio/agua, 1:2, p/p) (pH meter, Model F8L, Horiba, Tokyo).

Experimento 2: Discos de culturas de Suillus sp. UFSC — Su 168 foram repicados para
Erlenmeyers com meio liquido MNM (50 mL) contendo Cu e P e incubados a 25+1 °C por 30
dias. O experimento foi em fatorial (3x2) com delineamento inteiramente casualizado e quatro
repeticdes. Os tratamentos testados foram: 1) trés niveis de Cu (31, 123 e 246 uM); e 2) dois
niveis de P (0,1 e 1,9 mM). Apo6s o periodo de crescimento, o micélio foi separado em papel
de filtro (Watman N° 42) e lavado com tampao acetato de sodio gelado 0,1 M (pH 4,5). O
meio de cultivo sem massa micelial (fragdo extracelular) foi adicionalmente esterilizado por
filtracdo (0,22 um, Millipore) e armazenado a -80 °C. A umidade do micélio foi reduzida
colocando ao ar (28 °C) sobre papel de filtro, por 2 horas, sendo realizadas medidas

gravimétricas. Para obter a fracdo citosolica, o micélio fresco (0,5 g) foi macerado e
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homogeneizado apds congelamento com nitrogénio liquido. O macerado micelial foi
transferido para tubo Eppendorf (1,5 mL) contendo solugdo salina (0,15 M NaCl),
homogeneizado e centrifugado (22.000 g, 15 min a 5 °C). O sobrenadante foi armazenado em
tubo Eppendorf e o pellet lavado (2x) por resuspensao e centrifugagao em solucao salina. Os
sobrenadantes das centrifugagdes foram misturados (fragdo citoplasmatica) e armazenados a -
80 °C. As atividades das fosfatases acidas (FAc; EC 3.1.3.2) e alcalinas (FAL; EC 3.1.3.1)
foram avaliadas pela velocidade de liberacdo do p-Nitrofenol nas fragdes citoplasmatica e
extracelular, medida pela absorbancia em 410 nm (Spectrophotometer, Model Du 640,
Beckman, Fullerton). Para avaliacdo das fosfatases foi utilizado o Kit Doles comercial (Doles

Reagentes e Equipamentos para Laboratorio Ltda).

Andlise estatistica: Foi realizada andlise da variancia e as médias comparadas pelo teste de
Tukey (P<0,05). A concentrag¢do de Cu inibitéria de 50% do crescimento (Clsp) da cultura foi

estimada pelo emprego de modelo ajustado por regressao.

Resultados e discussao

A taxa de crescimento da colonia ¢ a produgdo de matéria seca (30 dias) dos FEM
cultivados em meio so6lido variaram entre as espécies. A velocidade de crescimento das
colonias de Suillus sp. (0,186 cm dia™) foi significativamente superior as de Pisolithus
microcarpus (0,163 cm dia™) e de Chondrogaster angustisporus (0,159 cm dia™), que nio
diferiram entre si. Do mesmo modo, Suillus sp. teve producdo de matéria seca micelial 100%
superior (0,043 g placa™) a registrada para P. microcarpus (0,020 g placa™) (Tab. 1). A
producgdo de matéria seca micelial de C. angustisporus nao foi determinada devido a perda do

material.
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Tabela 1. Taxa de crescimento da colonia e producdo de matéria seca micelial de fungos ectomicorrizicos

(FEM) cultivados (30 dias) em meio Melin-Norkrans Modificado (MNM)

FEM Crescimento da Coldnia Producdo de Matéria Seca
cm dias™ g placa’

Pisolithus microcarpus 0,163 B 0,020 B

Suillus sp. 0,186 A 0,043 A

Chondrogaster angustisporus 0,159 B NT

CV (%) 14, 8 26,1

Médias (40 repetigdes) com a mesma letra na coluna ndo diferem pelo teste de Tukey (P< 0.05). NT - ndo determinado.

A producdo de matéria seca micelial, o diametro (Fig. 1) e a velocidade de
crescimento das colonias dos FEM, assim como o pH do meio MNM no final do periodo de
cultivo (30 dias) (Fig. 2), foram afetados pelos niveis de Cu, na dependéncia da concentragdo
de P no meio. Para niveis de Cu até¢ 62 uM, a concentragdo de 1,9 mM P influenciou
negativamente (queda de 20%) a producdo de matéria seca micelial. Esse efeito inibidor do P
nao foi detectado para as outras varidveis (Fig. 2). Acima de 123 uM Cu, com 0,1 mM P, a
matéria seca, o didmetro das colonias e¢ a velocidade de crescimento foram afetados
negativamente pelo cobre. Nessas condi¢des, o pH do meio diminuiu. Contudo, o efeito
toxico do Cu foi atenuado pela elevacdao da concentracao do fosfato para 1,9 mM. De acordo
com Hartley et al. (1997b), outros nutrientes podem influenciar o nivel de toxidez dos metais
pesados em fungos ectomicorrizicos. Neste trabalho, o aumento do P, nas concentragdes
deletérias de Cu, pode ter reduzido a atividade do cobre no meio de cultura e, por

conseqiiéncia, a sua toxidez.
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O diametro e a velocidade de crescimento das colonias dos FEM foram mais reduzidos
no meio com concentragdes acima de 123 uM Cu, indicando que estas variaveis, sobretudo o
didmetro das colonias, possuem maior sensibilidade na sinalizagdo da toxicidade do cobre no
cultivo em meio s6lido. Medidas do crescimento radial e de massa seca apontaram diferengas
quanto a sensibilidade inter e intraespecifica de FEM a metais pesados, em estudo realizado
por Fomina et al. (2004), no qual dois isolados de S. bovinus tiveram o crescimento inibido
por fosfatos de Cd, Cu e Pb adicionados ao meio, enquanto estimulo consideravel foi
observado em dois isolados de Suillus luteus pela adi¢do de fosfato de Zn. Os FEM
acidificaram o meio quando a concentragdo do P foi 0,1 mM (Fig. 2). O poder tampao do
meio nos tratamentos com concentragdao 1,9 mM P (fonte K,HPO, + KH,PO4) pode estar
interferindo na detec¢ao dessa tendéncia dos FEM em acidificar o meio conforme se aumenta
o cobre.

Informacdes na literatura mostram que os fungos podem interagir com metais toxicos
e seus minerais em diferentes processos, dependendo da tolerdncia e capacidade em
influenciar a solubilidade desses metais. Ao avaliar o crescimento e a habilidade das espécies
ericdides e ectomicorrizicas em solubilizar compostos de metais toxicos insoltveis, Fomina et
al. (2004) verificaram que algumas culturas produziram zonas de solubilizagdo bastante
proeminentes no meio agar. Os autores observaram que o fato dependeu da estirpe fingica e
da natureza do composto insoluvel. A potencialidade solubilizadora de compostos insoluveis
de metal dos fungos ericdides em meio sélido foi avaliada por Martino et al. (2003), os quais
relataram que a solubilizacdo foi vista pela formacdo de halo em torno das colonias.
Fendmeno similar foi observado no presente trabalho, na cultura de P. microcarpus (Fig. 3).
Apesar de ndo ter havido crescimento a partir do disco indculo nas concentragdes de Cu acima
de 492 uM, nos dois niveis de P, P. microcarpus produziu halo translucido aos 20 dias de

cultivo nos tratamentos com niveis > 1967 pM Cu (inclusive no de 7869 uM). Os halos



Lins, Claudia, E.L. Efeito do cobre sobre fungos micorrizicos... 109

mostraram uma largura média de 11 e 7 mm, respectivamente, nos tratamentos com 0,1 ¢ 1,9
mM de P. Isto pode indicar que a solubilizagdo ndo estd necessariamente relacionada a
atividade de crescimento do fungo, ja que os halos ocorreram em torno dos discos indculo nas
concentragdes de Cu inibidoras de crescimento. Outros fatores, como a acidificacdo do meio,
produzida por P. microcarpus, € as caracteristicas intrinsecas do proprio fungo podem ter
contribuido para a solubiliza¢do dos minerais. Dos 19 isolados de FEM avaliados por Fomina
et al. (2004), apenas 10 dissolveram o fosfato de cobre, ¢ um nimero bem menor (20-30%)
solubilizou o fosfato cuprico e o de cadmio, mostrando que os isolados fingicos apresentam

diferenca na habilidade para solubilizar minerais.

Figura 3. Aspecto geral da colonia de Pisolithus microcarpus (UFSC — Pt 116) crescida em meio Melin-
Norkrans Modificado (MNM) (Marx, 1969) com formagao de halo translicido aos 20 dias de cultivo, nos

tratamentos com niveis > 1967 uM Cu e 1,9 mM P.

Também foram observadas alteragdes no didmetro das coldnias e no pH do meio (Fig.
4) em funcdo da espécie de FEM cultivada e do nivel de cobre. De modo geral, o crescimento
das colonias (didmetro) dos fungos foi mantido no mesmo nivel, sendo afetado apenas no

tratamento com a maior concentragdo de Cu. Por outro lado, P. microcarpus mostrou-se
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menos sensivel do que as demais espécies no tratamento com nivel de 492 uM Cu. O género
Pisolithus ¢ conhecido pela sua larga distribui¢ao mundial e ampla faixa de hospedeiros e tem
sido bastante estudado pois associa-se a espécies arboreas importantes e altamente
dependentes da simbiose para sobreviver em solos pobres (Rossi et al., 2002; Aggangan et al.,
1998). Em estudos realizados em Santa Catarina, P. microcarpus (UFSC — Pt 116) mostrou
capacidade para crescimento em baixo pH, indicando adaptabilidade aos solos 4acidos
predominantes no pais (Rossi et al., 2002). Varios isolados de Pisolithus tém revelado
tolerancia a altas temperaturas do solo, pH acido, baixos niveis de P, seca e excesso de metais
pesados (Aggangan et al., 1998). Grazziotti et al. (2001a) verificaram que o crescimento de P.
tinctorius (Pt-306) foi estimulado com a adi¢do de até 510 uM Cu. Tam (1995) observou

resposta positiva de um isolado de P. tinctorius em MNM com adig¢do de 1600 uM de Cu.

7.0 7.0

Pisolithus microcarpus
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6.0 Aab
il Aab

55

pH

5.0

Diametro da Col6nia (cm)

45

4.0

35

123 31
1M Cu?* - Cuso, uM Cu?* - Cuso,

Figura 4. Efeito do cobre e sua interacdo com os fungos ectomicorrizicos (Pisolithus microcarpus,
Chondrogaster angustisporus € Suillus sp.) no didmetro da colonia (30 d) e no pH do meio MNM de cultura.
Médias (8 repetigdes) seguidas de letras iguais ndo diferem pelo teste de Tukey (P<0,05). Letras maitsculas
comparam fungos na mesma concentrag@o de Cu e letras minusculas comparam o mesmo fungo nas diversas

concentragdes de Cu.

O crescimento de Pisolithus microcarpus contribuiu para tornar o pH do meio MNM
mais acido (de 5,8 para 4,3), exceto no tratamento com o maior nivel de cobre (Fig. 4). Em

contraste, C. angustisporus ¢ Suillus sp. ndo alteraram o pH do meio de forma significativa,
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quando cultivados com 31 uM Cu. Contudo, nos tratamentos com niveis > 62 uM Cu, ambos
apresentaram tendéncia para acidificar o meio MNM, o que foi mais evidenciado nas culturas
de C. angustisporus. Nas culturas de Suillus sp., o pH decresceu de modo menos acentuado.
Essa diferenca entre C. angustisporus e Suillus sp. ndo foi observada no tratamento com 492
uM Cu. Pisolithus microcarpus (UFSC — Pt 116) teve crescimento micelial superficial no
meio so6lido, enquanto os isolados de C. angustisporus e Suillus sp. tiveram crescimento
micelial subsuperficial. E possivel que esse habito de crescimento dote o isolado P.
microcarpus UFSC — Pt 116 de vantagens que conferem aparente resisténcia a niveis elevados
de Cu em meio solido. Isso poderia explicar as medidas do didmetro das colonias e a
capacidade de alterar o pH do meio nos tratamentos com 492 pM Cu.

Foram detectadas diferencas entre as espécies de FEM associadas a area do meio
solido amostrado (drea de crescimento € em torno da colonia), considerando o pH do meio
(Fig. 5). Em torno da colonia, o pH do meio foi significativamente menor do que o da area de
crescimento nos trés fungos estudados. A biodisponibilidade e, conseqiientemente, a
fungitoxicidade dos metais pesados sao afetados pelo pH do meio. Gibson & Mitchel (2005a)
observaram que o indice de tolerancia (avaliado a partir da matéria seca) de micobiontes
ericdides diminuiu significativamente com o aumento do pH (de 2 para 6) no meio liquido
Rorinson suplementado com Cu e Zn (250 e 2000 uM, respectivamente). Segundo os autores,
todos os isolados testados mostraram baixo ou insignificante indice de tolerdncia aos metais
em pH 6. Neste experimento com MNM, P. microcarpus apresentou maior capacidade
acidificante (pH~4,4) e de crescimento micelial que os demais fungos testados. Martino et al.
(2003) constataram que culturas de fungos micorrizicos ericoides acidificaram o meio liquido
Czapeck sob a area de crescimento das colonias e na area do halo (area de solubiliza¢do), nao
havendo porém, correlagdo significativa entre o grau de acidificacdo do meio e a habilidade

de solubilizagdo dos fosfatos pelos fungos.
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Figura S. Efeito dos fungos ectomicorrizicos (Pisolithus microcarpus, Chondrogaster angustisporus e Suillus
sp.) e sua interagdo com a area do meio da cultura no pH do meio MNM. Médias (20 repeti¢des) seguidas
de letras iguais ndo diferem pelo teste de Tukey (P<0,05). Letras maitsculas e minasculas comparam,

respectivamente, dentro e entre as espécies fungicas.

Correlagdes lineares positivas (P < 0,01) foram detectadas entre a producdo de matéria
seca micelial e a velocidade de crescimento das colonias de Suillus sp. (r = 0,65%*) e P.
microcarpus (r = 0,60**) (Fig. 6). O isolado de Suillus sp. apresentou maior aumento de
matéria seca das colonias que P. microcarpus, o que indica superioridade na producdo de

biomassa micelial na maioria dos tratamentos avaliados.
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Figura 6. Relagdo entre a velocidade de crescimento das colonias e a produgdo de matéria seca micelial de
Suillus sp. e Pisolithus microcarpus cultivados em meio s6lido MNM com niveis crescentes de Cu (31 a 492

uM) e de fosfato (0,1 a 1,9 mM).

Em meio MNM liquido, o crescimento micelial (30 dias) de Suillus sp. foi fortemente
inibido (38%) pela maior concentragdo de P (Tab. 2), enquanto na menor concentragdo houve
acidifica¢do significativa (pH 3,2) do meio. Maior toxicidade do Cu foi observada (Tab. 3) no
cultivo em meio liquido do que no experimento com meio sélido (Fig. 2). Houve reducao de
40% na producdo de matéria fresca micelial quando a concentracdo de Cu aumentou de 31
(0,97 g 50 mL™") para 123 pM (0,58 g 50 mL™"). Fan-Xiang (1995) avaliou a influéncia de
varias concentragdes de Cu (0 a 400 uM) sobre o crescimento micelial de Amanita muscaria,
em meio liquido MNM, observando que o fungo foi altamente inibido no tratamento com o
maior nivel de Cu. De acordo com Hartley et al. (1997a), a biomassa fungica produzida em
meio liquido propicia melhor avalia¢do, independente do indicado no meio s6lido. O meio
liquido pode ndo simular o ambiente no solo, mas para os estudos “in vitro” de toxicidade
parece ser mais indicado que o meio solido. Ao contrario do observado no cultivo em meio
solido, Suillus sp. acidificou o meio liquido a medida que diminuia a concentragdo do Cu, de
246 (pH 4,7) para 123 uM (pH 3,6). Essa reducdo do pH pode estar relacionada a maior

massa fresca produzida pelo FEM nos menores niveis de cobre.
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Tabela 2. Efeito do fosfato no crescimento micelial de Suillus sp.

¢ pH do meio MNM, aos 40 dias de cultivo

Nivel de P Massa Micelial pH
mM g 50 mL™!
0,1 0,789 a 3,24b
1,9 0,495 b 434 a
CV (%) 38,9 17,0

Meédias (12 repeti¢des) com a mesma letra na coluna nao diferem pelo
teste de F (P< 0.05).

Tabela 3. Efeito do cobre na produ¢do de massa micelial, no pH do meio MNM de cultura e na atividade

das fosfatases acida e alcalina de Suillus sp. aos 40 dias de cultivo

Tratamento Massa Micelial pH Fosfatase
Acida Alcalina
pM Cu g50mL"’ uM p-Nitrofenol min™
31 0,971 a 3,30b 6,57b 0,72 b
123 0,581b 3,57b 9,25a 1,16 a
246 0,263 b 4,67 a 8,45 ab 0,91 ab
CV (%) 38,9 17,0 29,4 25,4

Meédias (8 repeti¢des) com a mesma letra na coluna nao diferem pelo teste de Tukey (P< 0.05).

De modo geral, a fosfatase acida (FAc) mostrou atividade 8-9 vezes maior em relagcdo
a fosfatase alcalina (FAI) (Tab. 3). A FAc ¢ importante na decomposi¢ao do fosfato organico,
contribuindo significativamente para a disponibilizacdo do P para as plantas (Huang &
Shindo, 2000; Fan-Xiang, 1995). No presente trabalho, as atividades das fosfatases (FAc e
FAl) foram significativamente aumentadas, com a elevacao da concentragao de Cu, de 31 para
123 pM. Esse aumento foi na ordem de 41% (6,6 para 9,2 pM p-Nitrofenol min™) e 61% (0,7
para 1,2 pM p-Nitrofenol min™), respectivamente, para a FAc e FAL Entretanto, houve
redu¢do nao significativa da atividade dessas enzimas quando a concentragao de Cu aumentou
para 246 uM. Aumento na atividade de algumas enzimas parece estar associado ao aumento

das concentragdes de varios metais. Raman et al. (2002) verificaram que L. laccata
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apresentou maior aumento na atividade das FAl e FAc do que S. bovinus e que as atividades
maximas dessas enzimas foram obtidas, respectivamente, nas concentragdes de 600 e 900 uM
Cr. Reddy et al. (2002) observaram que 100 ug mL™ de Al induziram aumento da atividade
da FAc em Pisolithus sp. e Cantharellus cibarius, € sugeriram que essa enzima esta envolvida
na detoxifica¢dao de concentracao deletéria do metal.

As respostas das atividades das fosfatases, tanto da fracdo intracelular quanto da
extracelular da cultura do Suillus sp. diferiram em fun¢do do nivel de P no meio liquido
MNM (Fig. 7). Para FAc, a fracdo intracelular (=14 uM p-Nitrofenol min™") resultou numa
atividade significativamente maior (7x) que a fragdo extracelular (=2 pM p-Nitrofenol min™).
O aumento da concentragdo de P diminuiu significativamente a atividade da FAc intracelular
de 16 para 12 uM p-Nitrofenol min™'. Com a FAc extracelular nio foi detectada alteragdo. Na
cultura de Suillus sp. com 0,1 mM P, a atividade da FAI na fra¢do extracelular (=1,2 uM p-
Nitrofenol'min™) foi significativamente superior a atividade na frago intracelular (=0,85 uM
p-Nitrofenol'min™"). Na cultura com 1,9 mM P, a atividade da FAI da fragdo extracelular foi
significativamente menor que a registrada na fragdo intracelular (=0,7 ¢ 0,97 uM p-
Nitrofenol'min'l, respectivamente). Por outro lado, o aumento da concentracao de P diminuiu

significativamente (42%) a atividade da FAI extracelular.



Lins, Claudia, E.L. Efeito do cobre sobre fungos micorrizicos... 116

5 P
=
>

]

Nivel de Fosfato (mM) Nivel de Fosfato (mM)

Figura 7. Efeito do fosfato na atividade das fosfatases acida (A) e alcalina (B) na fragdo intracelular e
extracelular da cultura de Suillus sp., aos 40 dias de cultivo. Médias (12 repetigdes) seguidas de letras iguais
ndo diferem pelo teste de Tukey (P<0,05). Letras maiusculas e mintisculas comparam, respectivamente,

dentro e entre os niveis de fosfato.

Estudos sugerem que as fosfatases tém importdncia na tolerancia de fungos
ectomicorrizicos e ericoides aos metais pesados. A atividade de fosfomonoesterase (PMEase)
extra e intracelular produzida por Pisolithus arrhizus aumentou em tratamento com residuos
industriais contendo Pb, Cd, Cu e Zn (Turnau & Dexheimer, 1995). Segundo os autores, esse
aumento de atividade pode representar um mecanismo de barreira para ions metais (M>"), no
qual os fons HPO,>, liberados a partir das fontes orgénicas pela agio da fosfatase, podem
complexar com fons M>" e formar compostos insolaveis (MHPO,), detoxificando o ambiente.
Gibson & Mitchell (2005b) verificaram que o aumento da concentragdo de Cu (0 - 5000 uM),
em meio liquido Rorinson, teve pouco/nenhum efeito na FAc intracelular produzida por
fungos micorrizicos ericoides (Hymenoscyphus ericae). Entretanto, no nivel de 250 uM Cu, a
atividade da PMEase da fracdo extracelular foi reduzida quando comparada a fragdo
intracelular. Por outro lado, houve aumento da atividade extracelular da fosfodiesterase

(PDEase). Gibson & Mitchell (2005b) afirmaram que a capacidade destes endofitos em
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sintetizar PDEase em ambiente com concentragdes de Cu restritivas pode disponibilizar o P a
partir de substratos organicos contaminados com este metal.

Os dados da producao de matéria seca micelial (y = 0,04 — 0,004x; r = — 0,48*) em
meio sélido permitem estimar, em geral, uma Clsy de 53 pM Cu para P. microcarpus e Suillus
sp. Para Suillus sp. (y = 0,05 — 0,006*x; r = — 0,92*) individualmente, a estimativa da Clsg
resultou em 40 puM Cu. Entretanto, quando Suillus sp. foi cultivado em meio liquido, a
producdo de matéria fresca micelial (y = 0,96 — 0,003*x; r = — 0,73%) revelou uma Cls, de
160 uM Cu. Diferente tolerancia dos FEM a altas concentragdes de Cu tem sido observada.
Em meio MNM liquido, a Clsy de Cu para um isolado de P. tinctorius considerado tolerante
foi de 3000 uM (Tam 1995). No mesmo meio, Grazzioti et al. (2001a) observaram Clsy de
1180 e 120 uM Cu, respectivamente, para isolados de P. tinctorius e de S. bovinus. No
presente trabalho, as estimativas de Clso indicam que Suillus sp. UFSC — Su 168 tolera niveis
de Cu quatro vezes menores no meio sélido que no liquido, e neste tltimo, a Clso mostra-se
proxima da mencionada por Grazzioti et al. (200la). A diferenga de comportamento
observada no cultivo dos FEM em meio liquido e solido sugere cautela na defini¢do da Clsg
nas condi¢des “in vitro” e sua extrapolacdo para “in situ”. As diferencas, principalmente em
termos de difusdo e da quantidade de nutrientes existente nos meios MNM so6lido (15 mL) e
liquido (50 mL), podem justificar os diferentes Clso encontrados.

Foi demonstrada a importancia dos parametros fisioldgicos e bioquimicos estudados,
na avaliagdo da fungitoxicidade do cobre sobre fungos ectomicorrizicos com potencial para
uso em programas de revegetagdo. Os resultados indicam que elevadas concentragdes de

cobre (246 uM) exercem efeitos deletérios diferenciados sobre os fungos.



Lins, Claudia, E.L. Efeito do cobre sobre fungos micorrizicos... 118

Referéncias bibliograficas
Aggangan, N.S.; Dell, B.; Malajczuk, N. 1998. Effects of chromium and nickel on growth of
the ectomycorrhizal fungus Pisolithus and formation of ectomycorrhizas on FEucalyptus

urophylla S.T. Blake. Geoderma 84:15-27.

Cervantes, C. & Gutierrez Corona, F. 1994. Copper resistence mechanisms in bacteria abd

fungi. Fems Microbiology Review 14(2): 121-137.

Fan-Xiang, K. 1995. Influence of copper, manganese and pH on the growth and several

enzyme activities in mycorrhizal fungus Amanita muscaria. Chemosphere 30 (1):199-207.

Fomina, M.; Alexander, 1.J.; Hillier, S.; Gadd, G.M. 2004. Zinc phosphate and pyromorphite

solubilization by soil plant-symbiotic fungi. Geomicrobiology Journal 21 (5):351-366.

Galli, U.; Schiiepp, H.; Brunold, C. 1994. Heavy metal binding by mycorrhizal fungi.

Physiologia Plantarum 92:364-368.

Giller, K.E.; Witter, E.; Mcgrath, S.P. 1998. Toxicity of heavy metals to microoganisms and
microbial processes in agricultural soils: A review. Soil Biology and Biochemistry 10:1389-

1414.

Gibson, B.R. & Mitchell, D.T. 2005a. Influence of pH on copper and zinc sensitivity of

ericoid mycobionts in vitro. Mycorrhiza 15:231-234.



Lins, Claudia, E.L. Efeito do cobre sobre fungos micorrizicos... 119

Gibson, B.R. & Mitchell, D.T. 2005b. Phosphatases of ericoid mycorrhizal fungi: kinetic

properties and the effect of copper on activity. Mycological Research 109 (4):478-486.

Grazziotti, P.H.; Siqueira, J.O.; Moreira, F.M.; Carvalho, D. 2001a. Efeito de ZN, Cd e Cu no
comportamento de fungos ectomicorrizicos em meio de cultura. Revista Brasileira de

Ciéncias do Solo 25:831-837.

Grazziotti, P.H.; Siqueira, J.O.; Moreira, F.M.; Carvalho, D. 2001b. Tolerancia de fungos
ectomicorrizicos a metais pesados em meio de cultura adicionado de solo contaminado.

Revista Brasileira de Ciéncias do Solo 25:839-848.

Hartley, J.; Cairney, J.W.G.; Meharg, A. A. 1997a. Do ectomycorrhizal fungi exhibit adaptive

tolerance to potentially toxic metals in the environment? Plant and Soil 189:303-319.

Hartley, J.; Cairney, J.W.G.; Sanders, F.E.; Meharg, A. A. 1997b. Toxic interations of metal
jons (Cd*", Pb*, Zn®" and Sb>) on in vitro biomass production of ectomycorrhizal fungi. New

Phytologist 137:551-562.

Huang, Q. & Shindo, H. 2000. Effects of copper on the activity and kinetics of free and

immobilized acid phosphatase. Soil Biology and Biochemistry 32:1885-1892.

Kong, F.X.; Liu, Y.; HU, W.; Shen, P.P.; Zhou, C.L.; Wang, L.S. 2000. Biochemical
responses of the mycorrhizae in Pinus massoniana to combined effects of Al, Ca and low pH.

Chemosphere 40:311-318.



Lins, Claudia, E.L. Efeito do cobre sobre fungos micorrizicos... 120

Martino, E.; Perotto S.; Parsons R.; Gadd G.M. 2003. Solubilization of insoluble inorganic
zinc compounds by ericoid mycorrhizal fungi derived from heavy metal polluted sites. Soil

Biology & Biochemistry 35:133—-141.

Marx, D.H. 1969. The influence of ectotrophic mycorrhizal fungi on the resistance of pine
roots to pathogenic infections. I. Antagonism of mycorrhizal fungi to root pathogenic fungi

and soil bacteria. Phytopathology 59 (2):153-163.

Pritsch, K.; Raidl, S.; Marksteiner, E.; Blaschke, H.; Agerer, R.; Schloter, M.; Hartmann.
2004. A rapid and highly sensitive method for measuring enzyme activities in single
mycorrhizal tips using 4-methylumbelliferone-labelled fluorogenic substrates in a microplate

system. Journal of Microbiological Methods 58: 233-241.

Raman, N.; Srinivasan,V.; Ravi, M. 2002. Effect of chromium on the axenic growth and
phosphatase activity of ectomycorrhizal fungi, Laccaria laccata and Suillus bovinus. Bulletin

of Environmental Contamination and Toxicology 68:569-575.

Reddy, M.S.; Babita, K.; Gay, G.; Ramamurthy, V. 2002. Influence of aluminum on mineral
nutrition of the ectomicorrhyzal fungi Pisolithus sp. and Cantharellus cibarius. Water, Air

and Soil Pollution 135:55-64.

Rossi, M.J.; Souza, J.A.R.; Oliveira. V.L. 2002. Inoculum production of the ectomycorrizal
fungi Pisolithus microcarpus in an airlifit bioreactor. Applied Microbiology Biotechnology

59:175-181.



Lins, Claudia, E.L. Efeito do cobre sobre fungos micorrizicos... 121

Smith, E.S. & Read, J.D. Mycorrhizal symbiosis. 2 ed. New York: Academic Press. 605 p.,

1997.

Tam, P.C.F. 1995. Heavy metal tolerance by ectomycorrhizal fungi and metal amelioration by

Pisolithus tinctorius. Mycorrhiza 5:181-187.

Turnau, K.; Dexheimer, J. 1995. Acid phosphatase activity in Pisolitjius arrhizus mycelium

treated with cadmium dust. Mycorrhiza 5: 205-211.

Turnau, K.; Przybylowicz, W.J.; Mesjasz-Przybylowicz, J. 2001. Heavy metal distribution in
Suillus luteus mycorrhizas — as revealed by micro-PIXE analysis. Nuclear Instruments and

Methods in Physics Research 181:649-658.

Van Tichelen, K.K.; Vanstraelen, T.; Colpaert, J.V. 1999. Nutrient uptake by intact

mycorrhizal Pinus sylvestris seedlings: a diagnostic tool to delet cooper toxicity. Tree

Physiology 19:189-196.

Wilkins, D.A. 1991. The influence of sheathing (ecto-) mycorrhizas of trees on the uptake and

toxicity of metals. Agriculture, Ecosystems and Environment 35:245-260.



Conclusdes Gerais



Lins, Claudia, E.L. Efeito do cobre sobre fungos micorrizicos... 123

CONCLUSOES GERAIS

Nas condig¢des experimentais utilizadas, conclui-se que:

e Existem pelo menos 12 espécies de fungos micorrizicos arbusculares, que representam
os géneros Archaeospora (1), Glomus (6), Gigaspora (1), Paraglomus (2) e
Scutellospora (2) na area de mineragcdo de cobre no municipio de Cagapava do Sul,
Rio Grande do Sul.

e Glomus ¢é o género predominante e Paraglomus brasilianum a espécie mais
representativa, sendo encontrada nas areas de rejeito, margem e cultivo de eucaliptos.

e As concentragdes de cobre acima de 1967 uM sd3o deletérias ao crescimento e a
micorrizacao de Trifolium pratense.

e O trevo vermelho responde a adubagado fosfatada, refletida pelo aumento na produgao
de matéria seca e acimulo de nutrientes da planta.

e O fosforo inibe a colonizagdo micorrizica, porém sob condigdes de estresse causado
por excesso de cobre no substrato, estimula a micorrizagao de trevo vermelho.

e O uso concomitante de Glomus etunicatum e fosforo pode constituir alternativa em
processos de recuperacdo de areas impactadas por excesso de cobre.

e Pisolithus microcarpus, Chondrogaster angustisporus ¢ Suillus sp. diferem quanto a
sensibilidade ao excesso de cobre em meio de cultivo MNM.

e Concentragdes de cobre acima de 123 uM inibem o crescimento de Pisolithus
microcarpus, Chondrogaster angustisporus e Suillus sp. e maiores que 492 uM Cu
tornam-se deletérias.

e Niveis acima de 246 pM Cu inibem o poder acidificante de Pisolithus microcarpus.

e Em comparacao com os demais fungos testados, Suillus sp. € tolerante a toxidez do

cobre.
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e O fobsforo inibe o crescimento de Pisolithus microcarpus, Chondrogaster
angustisporus ¢ Suillus sp., entretanto atenua o efeito téxico do cobre no crescimento
destes fungos.

e O meio MNM liquido parece ser mais indicado para o cultivo de Suillus sp. do que o
meio contendo agar, sobretudo em testes de toxicidade com cobre.

e O aumento da concentragdo de cobre no meio estimula a atividade das fosfatases acida
e alcalina, sugerindo um mecanismo de detoxificagdo de Swuillus sp. ao excesso do

cobre.

Os resultados confirmam que elevadas concentragdes de cobre sdo toxicas a certos
fungos micorrizicos, e & associagdo formada com as plantas hospedeiras. Possiveis interagdes
com fosfato estdo envolvidas nos diferentes mecanismos de sobrevivéncia e tolerancia destes
organismos, reduzindo a disponibilidade do cobre para as plantas e para os proprios fungos.

Estudos em campo e que utilizem fungos micorrizicos arbusculares e/ou
ectomicorrizicos eficientes, associados a plantas selecionadas, sdo necessarios para garantir o
estabelecimento de espécies vegetais nativas ou introduzidas que participam no processo de
sucessdo vegetal em programas de recuperacdo de 4reas degradadas pela atividade

mineradora.
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ARTIGOS NA ACTA BOTANICA RASILICA

1. A Acta Botanica Brasilica (Acta bot. bras.)
publica artigos originais em Portugués, Espanhol e
Inglés.

2. Os artigos devem ser concisos, em quatro vias,
com até 25 laudas, seqiliencialmente numeradas,
incluindo ilustragcdes e tabelas (usar fonte Times
New Roman, tamanho 12, espago entre linhas 1,5;
imprimir em papel tamanho A4, margens ajustadas
em 1,5 cm). A critério da Comissdo Editorial,
mediante entendimentos prévios, artigos mais
extensos poderdo ser aceitos, sendo o excedente
custeado pelo(s) autor(es).

3. Palavras em latim no titulo ou no texto, como por
exemplo: in vivo, in vitro, in loco, et al. devem estar
em italico.

4. O titulo deve ser escrito em caixa alta e baixa,
centralizado, e deve ser citado da mesma maneira no
Resumo e Abstract da mesma maneira que o titulo
do trabalho. Se no titulo houver nome especifico,
este deve vir acompanhado dos nomes dos autores
do téxon, assim como do grupo taxondémico do
material tratado (ex.: Gesneriaceae, Hepaticae, etc.).
5. O(s) nome(s) do(s) autor(es) deve(m) ser
escrito(s) em caixa alta e baixa, todos em seguida,
com nimeros sobrescritos que indicardo, em rodapé,
a filiacdo Institucional e/ou fonte financiadora do
trabalho (bolsas, auxilios etc.). Créditos de
financiamentos devem vir em Agradecimentos,
assim como vinculagdes do artigo a programas de
pesquisa mais amplos, ¢ ndo no rodapé. Autores
devem fornecer os enderegos completos, evitando
abreviagdes, elegendo apenas um deles como Autor
para correspondéncia. Se desejarem, todos os
autores poderdo fornecer e-mail.

6. A estrutura do trabalho deve, sempre que
possivel, obedecer a seguinte seqiiéncia: -
RESUMO e ABSTRACT (em caixa alta e negrito)
— texto corrido, sem referéncias bibliograficas, em
um unico paragrafo e com cerca de 200 palavras.
Deve ser precedido pelo titulo do artigo em
Portugués, entre parénteses. Ao final do resumo,
citar até cinco palavras-chave a escolha do autor, em
ordem de importancia. A mesma regra se aplica ao
Abstract em Inglés ou Resumen em Espanhol.

- Introducdo (em caixa alta e baixa, negrito,
deslocado para a esquerda): deve conter uma visao
clara e concisa de: a) conhecimentos atuais no
campo especifico do assunto tratado; b) problemas
cientificos que levou(aram) o(s) autor(es) a
desenvolver o trabalho; c) objetivos. - Material e
métodos (em caixa alta e baixa, negrito, deslocado
para a esquerda): deve conter descrigdes breves,
suficientes a repeticdo do trabalho; técnicas ja
publicadas devem ser apenas citadas e ndo descritas.

Indicar o nome da(s) espécie(s) completo,
inclusive com o autor. Mapas - podem ser
incluidos se forem de extrema relevancia e devem
apresentar qualidade adequada para impressdo.
Todo e qualquer comentario de um procedimento
utilizado para a andlise de dados em Resultados
deve, obrigatoriamente, estar descrito no item
Material e métodos.

- Resultados e discussdo (em caixa alta e¢ baixa,
negrito, deslocado para a esquerda): podem conter
tabelas e figuras (graficos, fotografias, desenhos,
mapas ¢ pranchas) estritamente necessarias a
compreensdo do texto. Dependendo da estrutura
do trabalho, resultados e discussdo poderdo ser
apresentados em um mesmo item ou em itens
separados. As figuras devem ser todas numeradas
seqiiencialmente, com algarismos arabicos,
colocados no lado inferior direito; as escalas,
sempre que possivel, devem se situar a esquerda
da figura. As tabelas devem ser seqiiencialmente
numeradas, em ardbico com numeracao
independente das figuras. Tanto as figuras como
as tabelas devem ser apresentadas em folhas
separadas (uma para cada figura e/ou tabela) ao
final do texto (originais e 3 copias). Para garantir
a boa qualidade de impressdo, as figuras ndo
devem ultrapassar duas vezes a area util da revista
que ¢ de 17,5K23.5 cm.

Tabelas - Nomes das espécies dos taxons devem
ser mencionados acompanhados dos respectivos
autores. Devem constar na legenda informagdes
da area de estudo ou do grupo taxonémico. Itens
da tabela, que estejam abreviados, devem ter suas
explicagdes na legenda. As ilustragdes devem
respeitar a area util da revista, devendo ser
inseridas em coluna simples ou dupla, sem
prejuizo da qualidade grafica. Devem ser
apresentadas em tinta nanquim, sobre papel
vegetal ou cartolina ou em versdo eletronica,
gravadas em .TIF, com resolugdo de pelo menos
300 dpi (ideal em 600 dpi). Para pranchas ou
fotografias - usar nimeros arabicos, do lado
direito das figuras ou fotos. Para graficos — usar
letras maiusculas do lado direito. As fotografias
devem estar em papel brilhante e em branco e
preto. Fotografias coloridas poderio ser aceitas
a critério da Comissdo Editorial, que devera
ser previamente consultada, e se o(s) autor(es)
arcar(em) com os custos de impressdo. As
figuras e as tabelas devem ser referidas no texto
em caixa alta e baixa, de forma abreviada e sem
plural (Fig. e Tab.). Todas as figuras e tabelas
apresentadas  devem, obrigatoriamente, ter
chamada no texto. Legendas de pranchas
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respectivos autores. Todos os nomes dos géneros



precisam estar por extenso nas figuras e tabelas.
Graficos - enviar os arquivos em Excel. Se ndo
estiverem em Excel, enviar copia em papel, com boa
qualidade, para reprodugdo. As siglas e abreviaturas,
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Universidade Federal de Pernambuco (UFPE);
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2,4 um), o numero separado da unidade, com
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caixa baixa, negrito, italico). Chaves de
identificacdo  devem  ser, preferencialmente,
indentadas. Nomes de autores de taxons ndao devem
aparecer. Os taxons da chave, se tratados no texto,
devem ser numerados seguindo a ordem alfabética.
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1. Plantas terrestres
2. Folhas orbiculares, mais de 10 cm didm.

..................................................... 2. S. orbicularis
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devem ser citados de forma abreviada, de acordo
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(Brummit & Powell 1992 para Faner6gamas). Ex.:
1. Sepulveda albicans L., Sp. pl. 2: 25. 1753.
Pertencia albicans Sw., Fl. bras. 4: 37, t. 23, f. 5.
1870. Fig. 1-12. Subdivisdes dentro de Material e
métodos ou de Resultados e/ou discussdo devem ser
escritas em caixa alta e baixa, seguida de um trago e
o texto segue a mesma linha. Ex.: Area de estudo -
localiza-se ...
Resultados e discussdo devem estar incluidos em
conclusoes.

- Agradecimentos (em caixa alta e baixa, negrito,
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