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RESUMO

Tese de Doutorado
Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncia do Solo
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil

TOLERANCIA DE ESPECIES FLORESTAIS ARBOREAS E
FUNGOS ECTOMICORRIZICOS AO COBRE

Autor: Rodrigo Ferreira da Silva
Orientadora: Zaida Inés Antoniolli
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 13 de Dezedd&D07

A contaminacdo do solo por cobre tem contribuidgatiegamente para o estabelecimento de
plantas em areas de mineracdo e areas vinicolasuldalo Brasil. Espécies florestais
micorrizadas podem ser uma alternativa para veilo desenvolvimento de plantas em
areas contaminadas por metais. O trabalho foindededo no Departamento de Solos, no
Jardim Botanico da Universidade Federal de SantaaMaa FEPAGRO — FLORESTA,
Santa Maria e nas Minas do Camaquéa, Cacapava ddRSulA primeira etapa objetivou
avaliar a ocorréncia de associacdo micorrizicaespscies florestaisuehea divricataMart.

et Zucc. (acgoita-cavalo),Parapiptadenia rigida (Benth) Brenan (angico-vermelho),
Peltophorumdubium(Sprengel) Tauber. (canafistul®edrela fissilisVell. (cedro),Eugenia
involucrata Dc. (cerejeira),Ficus puschnathiangMig.) Mig. (figueira-do-mato),Apuleia
leiocarpa(J. Vogel) J.F. Macbr. (grapidpga marginatawilld. (inga-feijao), Tabebuia Alba
(Cham.) Sandwith (ipé-ouroJ,abebuia heptaphyll@ell.) Toledo (ipé-roxo)Enterolobium
contortisiliquum(Vell.) Morong. (timbauva),Tipuana tipu(Benth.) O. Kuntze (tipuana) e
Phytolacca dioica L (umbu). As coletas de raizes e de solo foramzesds no Jardim
Botanico da Universidade Federal de Santa Maria enata nativa no distrito municipal de
Boca do Monte, Santa Maria, RS. Nenhuma das espéstadadas apresentaram associacao
com fungos ectomicorrizicos em ambiente naturaiz&s de acoita-cavalo, angico-vermelho,
canafistula, cedro, figueira, inga-feijdo, ipé-quipé roxo, timbaulva, tipuana e umbu
apresentam micorrizas arbusculares. Um segundoriegreo foi desenvolvido para
selecionar fungos ectomicorrizicos tolerante aeam meio de cultura liquido e soélido. Os
fungos testados no meio de cultura solido for&isolithus microcarpus- UFSC-Pt116,



Suillussp. — UFSM RA2.8Suillussp. — UFSM RA118Sclerodermasp. — UFSM SC3.6 e
Sclerodermasp. — UFSC-Sc124. No meio de cultura liquido forestados os fungos:
Pisolithus microcarpus- UFSC-Pt116Pisolithus tinctorius- UFSC-Pt24Sclerodermasp. —
UFSC Scl24, o fungo UFSM MC e o UFSM RA2.8. O fudeSC-Pt116 apresentou
tolerancia ao cobre e produziu maior quantidadendessa seca do micélio fungico.
Posteriormente, caracterizou-se a formacdo de emomzas em plantulas de angico-
vermelho, canafistula, grapia e timbaudva cultivadastro, inoculadas com o fungo UFSC-
Pt116. Plantulas de angico-vermelho, canafistuisnkalva formam associacdo com fungo
ectomicorrizico UFSC-Pt116. Estudou-se a regidespmco interno transcrito e analisaram-
se as diferencas no polimorfismo da sequiéncia degtao no isolado UFSC-Pt116 com as
sequéncias dos isolados @&esolithus, Scleroderma, Rhizopoge@nSuillus do GenBank.
Confirmou-se a identificacdo morfolégica do isoladono pertencente ao géndtsolithus
Contudo, com os resultados moleculares néo foiiypelssonfirmar a espécie do fungo. A
segunda etapa objetivou avaliar o comportamentanggco-vermelho, canafistula, cedro e
timbauva tolerantes ao cobre. Mudas de cedro dammoobre na parte aérea e radicular.
Mudas de timbauva acumulam cobre na raiz da plaétap translocam para a parte aérea. O
angico-vermelho pode ser considerado uma plantluseata de cobre. Canafistula, angico-
vermelho e timbalva apresentaram maior tolerans@acontaminado por cobre. A terceira
etapa objetivou avaliar o comportamento de mudasahafistula inoculadas com fungo
ectomicorrizico em solo com excesso de cobre. @duactomicorrizico utilizado como
inoculante foi o isolado UFSC-Pt116. O incrementas ddoses de cobre reduziu o
comprimento radicular, area superficial especifadicular, altura e diametro das plantas de
canafistula. Mudas de canafistula inoculadas eomd ectomicorrizico apresentaram menor
teor de cobre em seu tecido e reduziram a absde@&obre em dose mais elevada. Concluiu-
se gque os isolados UFSC-Pt116, UFSC-Pt24 e UFS@A4Stram eficientesn vitro na
producdo de micélio com elevada quantidade de c@bigolado UFSC-Pt116 ndo respondeu
suficientemente para favorecer o desenvolvimentcata&fistula em solo com excesso de

cobre. Entretanto, este isolado reduziu a absateambre pela planta.

Palavras-chave: micorriza; tolerancia; metal pespldmtas nativas.



ABSTRACT

Thesis The Doctored
Soil Science Pos-Graduated Program
Santa Maria Federal University, RS, Brazil

TOLERANCE ARBOREAL FORESTRY SPECIES AND
ECTOMYCORRHIZAL FUNGI OF THE COPPER

Autor: Rodrigo Ferreira da Silva
Orientadora: Zaida Inés Antoniolli
Date and Local of the defense: Santa Maria, Dece 2@/

The contamination of soil for copper had refusaitdbute to plants establishment in mining
and vineyards areas of South Brazil. Mycorrhyza¢$try species could be one alternative to
viable the development of plants in contaminatesharfor heavy metals. The work was
developed at Soil Department and Botanical Gardefrederal University of Santa Maria;
FEPAGRO- FLORESATA, Santa Maria-RS and Camaqua #JirRS. Firstly, it was
evaluated the mycorrhizal occurrence in forestgcgs likeLuehea divricataMart. et Zucc.,
Parapiptadenia rigida(Benth) BrenanPeltophorumdubium (Sprengel) Tauber.Cedrela
fissilis Vell., Eugenia involucrateDc., Ficus puschnathianéMiqg.) Miqg., Apuleia leiocarpa
(J. Vogel) J.F. Macbringa marginatawilld., Tabebuia Alba(Cham.) SandwithTabebuia
heptaphylla(Vell.) Toledo, Enterolobium contortisiliquum (Vell.) Morong., Tipuana tipu
(Benth.) O. Kuntze andtolacca dioicaL. Roots and soil sampling were performed at
Botanical Garden of Federal University of Santa iMand in native forest on Boca do
Monte, district of Santa Maria, RS. No one of staldspecies had found ectomycorrhizal
association in natural environment conditions. Rooft Luehea divricata Parapiptadenia
rigida, Peltophorum dubium Cedrela fissilis Ficus puschnathianalnga marginata
Tabebuia Alba Tabebuia heptaphyllaEnterolobium contortisiliqguum Tipuana tipu and
Phytolacca dioica had arbuscular mycorrhizal. An experiment in iigand solid culture
medium was conducted to select copper tolerantgatorrhizal fungi. The fungi tested in
solid medium werePisolitus microcarpus- UFSC-Pt116Suillussp. — UFSM RA2.8Suillus
sp. — UFSM RA118Sclerodermasp. — UFSM SC3.6 arfaiclerodermasp. — UFSC-Sc124. In
liquid culture medium were tested the spedisolitus microcarpus- UFSC-Pt116Risolitus



tinctorius— UFSC-Pt24Sclerodermasp. — UFSC-Sc124, UFSM MC and UFSM RA2.8. The
fungi UFSC-Pt116 showed copper tolerance and pextliinggh amount of fungi mycelium.
Latter, it was characterized ectomycorrizal Parapiptadenia rigida Peltophorumdubium
Apuleia leiocarpaandEnterolobiumcontortisiliquumseedlingsn vitro conditions, cultivated
and previously inoculated with the ectomycorrhiZzahgi UFSC-Pt116. Seedlings of
Parapiptadenia rigidaPeltophorumdubiumand Enterolobiumcontortisiliquumwas formed
association with UFSC Pt 116. The region of trabsed internal space was studied and
evaluated the differences in sequencing polymorplatthis region of isolated UFSC-Pt116,
it was compared to other ectomycorrhizal fungi Bisolithus, Sclerodrema, Rhizopogand
Suillus available in the GenBank data. It was confirmeal itiorphological identification of
the isolates as belonging to the gemisolithus However, with molecular results did not
confirm the species of this fungus. The second, itantas evaluated the tolerance to copper
for forestry species likdParapiptadenia rigida Peltophorumdubium Cedrela fissilisand
Enterolobium contortisiliguum Seedlings of Cedrela fissilis was evidenced copper
accumulation on leaves, stem and roots. Seedlifgsnterolobiumcontortisiliquum was
accumulated copper on roots, but the metal wastraoslocated to stem and leaves. It is
possible to considdParapiptadenia rigidaas a cooper excluding plafeltophorumdubium
Parapiptadenia rigidaand Enterolobium contortisiliquum was showed high tolerance to
contaminated soil with copper. The thirdly partwis evaluated the behaviBeltophorum
dubiumseedlings inoculated with the UFSC Pt 116 ectommczal fungi in soil with high
copper concentrations. The increasing of coppeesiagas reduced root length, specific root
surface area, height and stem diameterPeftophorumplants. Seedlings of inoculated
Peltophorum were showed less copper concentration on tissues raduced copper
absorption on more elevated doses. It was concltitsdisolates UFSC-Pt116, UFSC-Pt24
and UFSC-SC124 were efficient on mycelium produrctin medium with high copper
amounts. The isolated UFSC-Pt116 was not effidiemromotePeltophorumgrowth in soil
with high copper concentration, but this isolateabweduced the copper absorption for plant.

Key-words: ectomycorrhizal; tolerance; heave metasive plants.
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1 INTRODUCAO GERAL

A contaminag&o do solo por cobre tem se tornadauooem atividades de mineragéo
e também em &reas vinicolas do sul do Brasil, tmtoiae um problema ambiental. No Rio
Grande do Sul, a contaminacédo do solo por cobrergegorincipalmente, da utilizacdo de
fungicidas a base de cobre aplicado em cultivogeias, nas regides de imigracao italiana.
Nessas regides, tem-se detectado concentracdobde solivel superior a 300 mg kg
mesmo em solo da ordem dos Cambissolos, com eletemo de matéria organica
(GIOVANNINI, 1997). Também, encontra-se contamémacpor cobre nas Minas do
Camaqua. As Minas do Camaqua € uma regido pertenaemmunicipio de Cacapava do sul,
a qual foi explorada pela mineracédo de cobre e.od® plantas cultivadas nessas regioes
apresentam reducdo em seu desenvolvimento. Nesfidos a inoculacdo de plantas com
microrganismos do solo podera ser uma alternativara pproporcionar melhor
desenvolvimento vegetal em areas contaminadasopoe.c

O cobre é um elemento quimico essencial para astaplaEle participa como
catalisador de reacdes bioquimicas, no metaboldsrarboidratos, do nitrogénio, na sintese
de clorofila e na constituicdo de proteinas dastata(TAIZ & ZEIGER, 2004; FILHO,
2005). Todas as espécies vegetais necessitamhie para realizar suas fungbes vitais
bésicas, como por exemplo, a producédo de energivabde cadeia respiratéria. Portanto,
para o desenvolvimento das plantas, é necessd&uprimento de pequenas quantidades de
cobre.

Em decorréncia dos mecanismos envolvidos nas sedes quimicas, como a
formacéo de complexo de esfera interna com a raatéganica e 6xidos do solo, o cobre
apresenta-se em baixa concentracdo na solucaoladMoBRIDE, 1994; STEVENSON,
1994). Contudo, esse elemento, em determinadasetacdes pode exercer efeitos
deletérios em diversas formas de vida, causandaonai#o irreversivel, contaminacédo e
poluicdo dos ecossistemas (LEYVAL et al., 1997)aQiidades excessivas de cobre quando
acumuladas nos tecidos das plantas alteram o mmsm, 0s processos fisioldgicos e
bioquimicos das mesmas (FERNANDES & HENRIQUES, )9®Hlantas expostas ao
excesso de cobre apresentam menor crescimento enréteia da alteracdo do N-total na

planta e reducéo na sintese de clorofila (LUNA.etLl897).
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Varios grupos de organismos do solo podem auxiliestabelecimento de vegetacdes
em areas contaminadas. Dentre esses organism@&alesse 0s fungos ectomicorrizicos,
que ao associarem-se com as plantas, desenvolvesolop estruturas eficientes para a
absorcédo de agua e nutrientes, os quais sdo jpostente transferidos as plantas. Além
disso, esses organismos apresentam habilidadelalara toxicidade dos ions metélicos para
a planta hospedeira (KONG et al.,, 2000). O aumerat@bsorcao destes elementos pelas
raizes e 0 seu acumulo no micélio extra radiciahfere ao hospedeiro maior tolerancia a
estes elementos (GRAZZIOTTI et al.,, 2001). Enteta ndo ha estudo mostrando a
eficiéncia desses organismos, no estabelecimenfoagtas arboreas da regido central do
Estado do Rio Grande do Sul, em solo contaminadagiwe.

Neste contexto, a associacdo de espécies florestims com fungos que formem
simbiose mutualistica, provavelmente seja umanrgt®@ promissora, para colocar essas
areas de volta ao processo produtivo. Na literatemaontram-se exemplos dos beneficios
desta associacdo para com as plantas e para eclestaento de plantas adaptadas as
condicbes ambientais.

Para que isso possa ser feito, € necessario ssducdgumas questdes. Uma delas &
saber se 0s fungos ectomicorrizicos estabelecentiagdo simbibdtica com espécies arboreas
do estado do Rio Grande do Sul. A outra, é invastg espécies florestais nativas crescem
em solo contaminado por cobre e se a contaminag&mld por cobre reduz a associacao
dessas plantas com fungos ectomicorrizicos. Fimdbneé necessario saber se o
desenvolvimento de plantas arbéreas em solo comd@mipor cobre depende da inoculacao
com fungos micorrizicos e se algumas espécies rgpsumicorrizicos sdo mais tolerantes a
contaminagao por cobre.

Para realizacdo do trabalho, utilizou-se solo flasdo como Argissolo Vermelho-
amarelo distréfico arénico, acrescido de dosesateec O trabalho foi desenvolvido no
Departamento de Solo e no Jardim Botanico da Usidade Federal de Santa Maria, na
FEPAGRO Florestas e nas Minas do Camaqud, Cacdpasal, RS. O trabalho foi dividido
em trés etapas. Primeiramente, foi realizado wankamento da ocorréncia de fungos
micorrizicos em espécies florestais nativas evadas do Rio Grande do Sul, selecdo dos
fungos ectomicorrizicos tolerante a cobre, a agatia do potencial da associagédo
ectomicorrizica com espécies florestais natimagtro e a caracterizagdo molecular de fungo
ectomicorrizico. Na segunda etapa selecionou-sécespflorestais tolerante a cobre e, na
terceira etapa, avaliou-se o comportamento de esghkestal em presenca de fungo

ectomicorrizico em solo acrescido de cobre.
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CAPITULO I: OCORRENCIA DE FUNGOS MICORRIZICOS EM
TREZE ESPECIES FLORESTAIS NA REGIAO CENTRAL DO ESTA DO
DO RIO GRANDE DO SUL

RESUMO

O estabelecimento da micorriza pode favorecer @rdedvimento em plantas de
espécies florestais. O trabalho teve como objefizadeterminar a ocorréncia e o tipo de
associagado micorrizica em treze espeécies floredsaisgido central do Rio Grande do Sul. As
espécies florestais analisadas forabuehea divricataMart. et Zucc. (acoita-cavalo),
Parapiptadenia rigida(Benth) Brenan (angico-vermelhd¥eltophorumdubium (Sprengel)
Tauber. (canafistulal;edrela fissilisvell. (cedro),Eugenia involucratdc. (cerejeira)Ficus
puschnathiana(Miq.) Mig. (figueira-do-mato),Apuleia leiocarpa(J. Vogel) J.F. Macbr.
(grapia),Inga marginataWilld. (inga-feijao), Tabebuia Alba(Cham.) Sandwith (ipé-ouro),
Tabebuia heptaphylla(Vell.) Toledo (ipé-roxo), Enterolobium contortisiliquum (Vell.)
Morong. (timbadva),Tipuana tipu (Benth.) O. Kuntze (tipuana) ehjtolacca dioica L
(umbu). As coletas de raizes e solo foram realzadaJardim Botanico da Universidade
Federal de Santa Maria e em mata nativa no distnitaicipal de Boca do Monte, Santa
Maria, RS. As raizes foram processadas e deterasnadtipo de micorriza presente e a
porcentagem de colonizacdo radicular. N&ao foi ddatia associacdo com fungos
ectomicorrizicos nas espécies estudadas em ambigtteal. Raizes de acgoita-cavalo,
angico-vermelho, canafistula, cedro, figueira-ddemainga-feijao, ipé-ouro, ipé-roxo,

timbauva, tipuana e umbu apresentaram associagiducgo micorrizico arbuscular.

Palavras chave: micorriza arbuscular, ectomicqoréraores nativas
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1 INTRODUCAO

As esséncias florestais nativas podem ser umanaliea para revegetacdo de areas
contaminadas. Essas plantas, além de suas casticasrfisiologicas desejaveis, apresentam
também, grandes vantagens comerciais quanto a raagles subprodutos, em relagdo as
comercialmente mais utilizadas como o eucaliptoireip (SCHROEDER, 1991). No Rio
Grande do Sul, embora as espécies florestais sagwaiam sido muito estudadas nos ultimos
anos, pela sua adaptabilidade e rusticidade, palmbente em solos com processo de
degradacéo, poucos estudos tém sido realizadosécdase nas associagbes com outros
organismos benéficos as plantas que viabilizenescanento em condi¢gdes adversas.

A escolha de espécies adequada aos processos edete®mao € muito importante,
devido a necessidade de rapida adaptacdo aossfditmitantes de crescimento da planta,
principalmente quando relacionado a solos degraddB®ALON & MARTINS, 2001).
Espécies madeireiras nativas ndo leguminosas dal@G8rasil, podem ser uma alternativa
para o reflorestamento, como o pinheiro-do-par@raucaria angustifoliy o pau-marfim
(Balfourodendron riedelianujma canjeranaCabrela canjeranaubsp.canjerang, pau-ferro
(Myracrodruon balansgee o pessegueiro-brav@r{unus brasiliensis (CARVALHO,1998).
Entre as espécies florestais nativas leguminosasutor cita o0 angico-vermelho
(Parapiptadenia rigid®, angico-branco Anadenanthera colubrinaar. colubrina), angico-
cascudo Anadenanthera peregrinaar. falcata), timbauvaEfterolobium contortisiliquuin
bracatingaNimosa scrabelly canafistulaReltophorum dubiuine guapuruviuSchizolobium
parahybg.

No Estado do Rio Grande do Sul, embora tenha doomima devastacdo em sua
floresta nativa, reduzindo de 42% para apenas 4%udasuperficie territorial coberta com
florestas, ainda apresenta locais com represestdatéiversidade original da floresta nativa
(ZACHIA et al., 2002). Essas florestas estao laedlas na regido sudoeste, regido de Santa
Maria e na metade norte do Rio Grande do Sul. Asg®areas nativas existentes restringem-
se as areas de preservacao, aos parques, as seseavpequenas areas de dificil acesso.
Segundo levantamentos florestais, as familias aegenais comuns encontradas sao:
Myrtaceae (69 espécies), Fabaceae (38 espéciespdeme (25 espécies), Euphorbiaceae (16
espécies), Asteraceae e Rubiaceae (13 espécidahaSemae (11 espécies), Flacourtiaceae,
Rutaceae, Verbenaceae e Bignoniaceae (10 espddilgceae e Sapindaceae (9 espécies),

Moraceae (8 espécies), Anacardiaceae, Aquifoliacem@otaceae e Celastraceae (7 espécies),
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Annonaceae (5 espécies), Myrsinaceae (6 espéciéglpocynaceae, Araliaceae,
Melastomataceae, Monimiaceae, Rhamnaceae e Ulmgteapécies) (IFCRS, 2006).

Uma alternativa para aumentar a taxa de crescintast@spéecies florestais nativas do
Estado do RS poderia ser a associacdo com fungosrimicos. Os fungos micorrizicos
desenvolvem associagdo simbidtica com as plantileaes. Por meio dessa associagao, a
planta fornece ao fungo os carboidratos necessanoseu crescimento, enquanto que o
fungo, por meio de suas estruturas externas (hifasjilia na absorcdo dos nutrientes da
solucdo do solo e os transfere para as plantas GBAE & NAVARRO, 1985;
ANTONIOLLI & KAMINSKI, 1991; SMITH & READ, 1997). Contudo, pouco se sabe a
respeito da ocorréncia dessa associacdo em esplerestais nativas do estado do Rio
Grande do Sul.

Os Fungos micorrizicos arbusculares e ectomicoo$zisdo os fungos de maior
importancia para o setor florestal. Trabalhos dgpisa indicam que na fase de muda, sdo as
micorrizas arbusculares que parecem desempenhammpartante papel na absorcdo de
nutrientes, sendo progressivamente substituidas eetomicorrizas com o desenvolvimento
da planta (BELLEI et al., 1992; ROJAS & SIQUEIRA)M). No acoita-cavald.(iehea
divaricata), observou-se maior altura das plantas, quandmiadas com fungos micorrizicos
arbusculares. Este comportamento foi observadbdamparaCassia verrugosasesbania
(Sesbaniasp.) e tamboril Enterolobium cotortisiliqguumque mostraram maior crescimento
nas plantas micorrizadas aos 30 dias e para ale@dm diferenca aos 60 dias do transplante
das mudas (ROJAS & SIQUEIRA, 2000).

Os fungos ectomicorrizicos ao associar-se com astgd desenvolvem estruturas
muito eficientes na absor¢cdo de agua e nutrientesotb, os quais sdo posteriormente
transferidos as plantas (SMITH & READ, 1997; SIL\2802; SILVA et al., 2003). Estes
fungos destacam-se por interagir com as espécigstare formando uma associacéo
simbidtica mutualistica, que através da maior adsode nutrientes e protecdo das raizes,
contribuem para o desenvolvimento das plantas (PHRD & BONFANTE, 1997,
PFLEGER et al., 1994). Isto resulta dos efeitosfogeméticos proporcionados ao sistema
radicular por esses fungos, como aumento da ragé#w das raizes e reducdo da dominancia
apical (MARX & CORDELL, 1989; SMITH & READ, 1997).

Para aumentar a eficiéncia produtiva de nossasstims € necessario o estudo dos
organismos que formam associacfes com as plandaikam no desenvolvimento e no
estabelecimento das mudas a campo. Neste congeassociacado de espécies florestais com

fungos que formem associagfes simbidticas muticalést € uma alternativa promissora
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(BRUNDRETT et al., 1996; SMITH & READ, 1997; SILVA002; SILVA et al, 2003;
ANDREAZZA et al., 2004). O objetivo deste trabalioodeterminar a ocorréncia e o tipo de

associacao micorrizica em treze espécies floredsaisgido central do Rio Grande do Sul.



25

2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratdrio Prof.rbkes Rubens Fries, pertencente ao
Departamento de Solos da Universidade Federal dea 34aria. No distrito de Boca do
Monte em Santa Maria, RS e no Jardim Botanico daddsidade Federal de Santa Maria
foram realizadas as coletas de raizes e do s@doadg ao sistema radicular. Posteriormente,
o material foi submetido a avaliagdo morfologica daizes, visando a determinacdo da

presenca de micorrizas arbusculares ou ectomiestriz

2.1 Espécies florestais estudadas

As espécies nativas estudadas foram: acoita-célvaéhea divricataMart. et Zucc.),
angico-vermelhdParapiptadenia rigida(Benth) Brenan), canafistul@é€ltophorumdubium
(Sprengel) Taubert.), cedrdCédrela fissilisVell.), cerejeira Eugenia involucrataDc),
figueira-do-mato Ficus puschnathianéMiqg.) Mig.), grapia Apuleia leiocarpa(J. Vogel)
J.F. Machbride), inga-feijaolrga marginata Willd.), ipé-ouro ([Tabebuia alba(Cham.)
Sandw.), ipé-roxo Tabebuia heptaphylla (Vell.) Tol.), timbadva Enterolobium
contortisiliquum (Vell.) Morong.), tipuana Tipuana tipu (Benth.) O. Kuntze) e umbu
(Phytolacca dioica L.) Estas espécies de plantas foram escolhidas ce® bm sua
importancia ambiental e econémica.

2.2 Caracterizacao das areas de coleta

O distrito de Boca do Monte esta localizado a apragdamente 10 km a oeste da
cidade de Santa Maria, RS. A coleta nesse didwitoealizada na propriedade do senhor
Carlos Augusto Moro, apresentando 60 ha e relesterfiente ondulado. As espécies nativas
utilizadas para coleta estavam dispersas sobre emsdslo Litolico e pertenciam a area de
preservacdo permanente da propriedade, sendo ertaete da floresta nativa da regiéo,

contendo camada de serrapilheira e ndo tendo ketado pela atividade antropica.
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O jardim Botanico localiza-se no Campus da Unidade Federal de Santa Maria —
Santa Maria, RS e foi instalado em um Argissolonvho-amarelo distrofico tipico. As
espécies estudadas foram plantadas no local a derc20 anos e estavam distribuidas
sistematicamente de forma isolada, uma da outmare@Eesentando uma floresta nativa. A
vegetacdo predominante nesta area € de graminessa Mrea, foram coletas amostras de

raizes e solo em plantas de canafistula, ipé-otippana.

2.3 Coleta e acondicionamento das amostras

As coletas das amostras a campo foram realizadpgmaira quinzena de novembro
no jardim Botanico e na segunda quinzena de nowembrDistrito de Boca do Monte.
Raizes e solo foram coletados simultaneamente.

Apos as coletas, as raizes foram imediatamenteasggsado solo adjacente ao sistema
radicular. O solo coletado foi homogeneizado eaissp dos restos vegetais para a analise
guimica no Laboratério Central de Analises de SlaldJniversidade Federal de Santa Maria.
O material coletado, solo e raizes foram coloca&tosacos plasticos tipo feira de 1 L, sendo
posteriormente, acondicionados em caixas de isopor gelo, para evitar o aquecimento
excessivo das amostras.

No laboratorio as raizes foram lavadas em aguamirisobre uma peneira de 50 pm
de malha e armazenadas em 80 mL de alcool 50%ntéutl dias. Apos esse periodo, foram
observadas em microscépio estereoscopio para g@sata morfologia radicular e analise da
colonizacdo micorrizica. Para isso, as raizes faagmentadas de 1 em 1 cm, separando-se
uma porcao representativa de 0,1 g, guardadasoemwl &0% para posterior caracterizacao do

tipo de associagcdo micorrizica.

2.4 Coleta, isolamento e multiplicacéo de fungostemicorrizicos

ApoOs a observacdo a campo dos corpos de frutificdgd fungos ectomicorrizicos e
detectando-se a conexdao com o0 sistema radiculaes esram coletados e levados ao

laboratoério para o isolamento (BRUNDRETT et al.98Q Para o isolamento, os corpos de



27

frutificagéo foram desinfestados pincelando-seragt@ente com uma solugéo de élcool 70%.
Essas estruturas foram manualmente quebradas apreteando-se uma pequena porc¢éo do
interior do tecido e semeando-se em meio de culiagem solido modificado, em placa de
Petri, incubando-as a 25°C, durante 3 dias, afameaimento de miceélio. Apos este periodo,
as culturas sem contaminacdo evidente, e nas ghsévou-se o aparecimento de micélio,
foram transferidas para placas de crescimento,endot meio de cultura sélido Melin-

Norkrans Modificado (MNM) (MARX, 1969) e mantida®bs as mesmas condicbes de

incubacéao.

2.5 Avaliacéo da associacdo micorrizica

A avaliacdo da colonizagdo micorrizica nas raizsspantas foi realizada por meio de
dois procedimentos: a) pela identificacdo a olhceraob lupa das alteracbes morfolégicas,
possivelmente provocadas por fungos ectomicorszidy) pelo auxilio de técnica de
coloracéo das raizes para visualizagdo das miasragbusculares em microscopio e também
de ectomicorrizas em lupa (BRUNDRETT et al., 1996).

As amostras para determinacdo da percentagem zkes radlonizadas por fungos
micorrizicos arbusculares e ectomicorrizicos seguio seguinte procedimento: as raizes das
plantas foram separadas do solo, com peneirasaddawom agua destilada e em seguida,
retirou-se uma amostra de 0,1 g de raizes, as fjwaimm cortadas em 1cm e conservadas em
solugcdo com é&lcool comercial a 50%. No laborajéeissas raizes foram submetidas ao
processo de clareamento e coloracdo. O procedindentlareamento e coloracao das raizes
consistiu em deixar uma amostra de 0,1g de rafzessas em solucdo de KOH 10%, a°80
durante 48h. Em seguida, lavou-se com agua e rjuvatente colocou-se em HCI 0,1N
durante 2 minutos. Lavou-se novamente com agudoear-se em Trypan Blue (corante) a
80° C por 30 minutos. Posteriormente, lavou-se novdéeneom agua e armazenou-se em
lactoglicerol, conforme Brundrett et al. (1996).

Na avaliacdo da percentagem de colonizagéo radiatilzaram-se 5 repeticbes por
planta. A colonizagdo ectomicorrizica foi estimag@lo método da placa quadriculada
(GIOVANNETTI & MOSSE, 1980) e a colonizacdo micarca arbuscular foi feita pela
técnica de seguimento radicular em lamina (BRUNDREET al., 1996). Para o calculo

utilizou-se a seguinte formula:
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Colonizacao Micorrizica: N° total de raizes colonizadas X

N° total de raizes 100

As espécies nativas foram classificadas em caggjaguanto a ocorréncia de
associacao micorrizica, em muito alta (> 80%), @éa- 79%), média (40 - 59%), baixa (20 -
39%), muito baixa (1 - 19%) e Au: ausente, confodargaro et al. (2002).



29

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se que o acoita-cavalo, angico-vermelhoaféstula, cedro, figueira-do-
mato, inga-feijao-feijao, ipé-ouro, ipé-roxo, tintiva, tipuana e umbu apresentam micorrizas
arbusculares e ndo ectomicorrizas (Tabela 1). atangt al. (2002), em levantamento de 51
espécies nativas do Parque Estadual Mata dos GBMR)y também observaram a ocorréncia
de micorrizas arbusculares em ipé-roxo, ipé-ourimdalva. Contudo esses autores néo
detectaram a ocorréncia dessa associacdo em talaaffsndrade et al. (2000), estudando o
status micorrizico de espécies nativas da Matantiti& e da Floresta de Araucéaria em Santa
Catarina, detectaram micorrizas arbusculares nasp8cies examinadas, pertencentes a 19
familias, sendo varias espécies das familias Mgae Fabaceae. Sabe-se que 0 angico-
vermelho-vermelho é uma Fabaceae arbdérea com daplacde formar micorriza arbuscular
(THOMAZINI, 1974). Os resultados indicam que plantboéreas do Rio Grande do Sul

apresentam a tendéncia de formar micorrizas arkarssu

Tabela 1 - Presenca (+) ou auséncia (-) de colonizacdo newar arbuscular (MA) e
ectomicorrizica (ECM) em 13 espécies florestaiseggéo central do Estado do
Rio Grande do Sul, 2006.

Nome comum Nome cientifico AM ECM
Acoita-cavalo Luehea divricatéMart. et Zucc. + -
Angico-vermelho Parapiptadenia rigidgBenth) Brenan + -
Canafistula Peltophorundubium(Spreng.) Taub. + -
Cedro Cedrela fissilisvell. + -
Cerejeira Eugenia involucratdC. - -
Figueira-do-mato Ficus puschnathian@Miq.) Mig. + -
Grapia Apuleia leiocarpgJ.Vogel) J.F. Macbr. - -
Inga-feijdo-feijjdo  Inga marginatawilld. + -
Ipé-ouro Tabebuia albgCham.) Sandwith + -
Ipé-roxo Tabebuia heptaphyll@vell.) Toledo + -
Timbaulva Enterolobiumcontortisiliquum(Vell.) Morong + -
Tipuana Tipuana tipu(Benth.) Kuntze + -
Umbu Phytolacca dioicd.. + -
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As treze espécies estudadas ndo apresentaramagésocom fungo ectomicorrizico
(Tabela 1) e as plantas de cerejeira e grapia pésentaram qualquer tipo de micorriza.
Esses resultados assemelham-se aos obtidos pozakzdr(2006), que também n&o detectou
a presenca de ectomicorrizas em plantas de timbaawafistula, grapia, ipé-amarelo, ipé-
roxo e pinheiro-do-parana. Entretanto, muitas esaérilorestais nativas sdo potencialmente
capazes de formar micorrizas arbusculares e eaborzias, como é o0 caso de algumas
espécies das familias Fabaceae e Myrtaceae (STURMBIR_LEI, 1994).

Arvores importantes da familia Caesalpinaceae sftaraimente colonizadas por
fungos ectomicorrizicos (SMITH & READ, 1997), engtaque espécies arbéreas da familia
Papilionoidaceae apresentam normalmente assoaagddungos micorrizicos arbusculares.
Entretanto, a ndo ocorréncia de inoculacdo pordsingicorrizicos pode estar relacionada,
nao somente a compatibilidade entre fungo e plamés, também, a ocorréncia e ao nivel do
in6culo de um ou outro tipo de micorriza presertelatal (AMARANTHUS & PERRY,
1994; OLIVEIRA et al., 1997, DODD & THOMSON, 1994hesse modo, a auséncia de
ectomicorrizas em certas plantas nédo significa gsieplantas analisadas ndo tenham a
capacidade de formar essas associacdes, mas pogeesa disponibilidade de indculo dos
fungos néo seja suficiente para aumentar a protdatdd do encontro das raizes com o fungo.

A porcentagem de coloniza¢cdo micorrizica variolDde 83 %, sendo que o angico-
vermelho apresentou 80 %, a canafistula 77 %, mcHll %, o inga-feijao 50 %,0 ipé-ouro
73 %, o ipé-roxo 60 %, a timbauva 64 % e a tipug & micorrizas arbusculares (Tabela 2).
Gross et al. (2004), observaram colonizacdo danorde 78% para o angico-vermelho do
cerrado. O cedro é considerado uma espécie camdelelependéncia micorrizica (SAGGIN
JUNIOR, 1997) e apresenta contribuicdo de até 6Ba%mutricdo fosfatada dessa planta
(ROCHA, 2006). Em outro estudo, em florestas @atimo Uruguai, a espédreltophorum
dubium teve uma colonizacdo com fungos micorrizicos amlases de 48% e nao foi
encontrada colonizacdo ectomicorrizica nessa pl&@R#NI et al., 1999). Contudo, esses
mesmos autores ndo observaram colonizacdo micaremEnterolobiumsp., o que foi visto
no presente estudo

Observou-se também que raizes de acoita-cavalobél apresentaram colonizagcéo
micorrizica média, a figueira-do-mato apresentduebeolonizacdo, enquanto que cerejeira e
grapia ndo apresentaram colonizagédo (Tabela 2)oEmdsteja documentado guargas da
familia Fabaceae podem formar associacdo com fungmsrizicos arbusculares (HARLEY
& SMITH, 1983), isso nédo foi confirmado neste ti@bapara plantas de grapia crescendo em

floresta nativa.
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Tabela 2 -Porcentagem de colonizacdo e ocorréncia de agdocmicorrizica por micorriza
arbuscular em raizes de 13 espécies florestaisgiaor central do Estado do Rio
Grande do Sul. Santa Maria, RS, 2006.

Nome comum Colonizacao micorrizica (%) Associac&mmizica
Acoita-cavalo 47 Média*
Angico-vermelho 80 Muito alta
Canafistula 77 Alta
Cedro 70 Alta
Cerejeira 0 Ausente
Figueira-do-mato 20 Baixa
Grapia 0 Ausente
Inga-feijao 50 Média
Ipé-ouro 73 Alta
Ipé-roxo 60 Alta
Timbaudva 64 Alta
Tipuana 83 Muito alta
Umbu 40 Média

*Muito alta (> 80%), Alta (60 - 79%), Média (40 9%), Baixa (20 - 39%), Muito baixa (1 - 19%) e Antee

Andreazza (2006) observou colonizacdo em grapia fumgos micorrizicos
arbusculares. Entretanto, essas plantas pertenaidiorestas plantadas, que durante a
producdo de mudas, tém suas sementes cobertasec@pilbeira, 0 que pode aumentar a
quantidade de inéculo. Saggin Junior & Siquei@98), sugerem ainda, que tais diferencas
podem ser causadas pelo balanco entre o benefitticional, promovido pelo fungo a planta
e o dreno de fotoassimilados da planta para o ful@mmo este trabalho ndo teve a intencao
de determinar a ocorréncia de espécies de fungasnizicos envolvida na simbiose, sugere-
se entdo, que estudos relacionandos a capacidagéamka em formar micorriza sejam
realizados, ndo somente para comprovar a capactiagianta em associar-se com o fungo
mas também, para avaliar o beneficio desta assaciag

Nas espécies nativas, a rapida taxa de crescimemggrande demanda pelos minerais,
comum nas espécies arbdreas pioneiras e secunpiécias, como angico-vermelho, inga-

feijdo e ipé podem levar essas plantas a apresdefigiéncia de P na parte aérea, o que
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aumenta a colonizagdo de MA nas raizes e produlzom& na performance do hospedeiro
(ZANGARO et al., 2000). Essas espécies, por aptasaltas taxas de absor¢do de nutrientes
e imobilizacdo na biomassa para posterior transt&épara 0s outros componentes do
ecossistema, sdo consideradas as mais indicadasepagetacao de areas degradadas e sao
as espécies responsaveis pela estruturacao idecitibresta (MONTAGNINI & SANCHO,
1994). Plantas que apresentam micorrizas arbussulas raizes possuem menor estresse
nutricional (KOIDE, 1991), maior disponibilidade dgua e aumento na taxa fotossintética
(SMITH & READ, 1997), maior densidade de raizeg@ggdo contra patdogenos (SYLVIA

& WILLIAMS, 1992).

Na Figura 1 constata-se a presenca de estruturge&3 no interior e parte externa do
sistema radicular das plantas de acoita-cavalouf&idg.a), angico-vermelho (Figura 1b),
canafistula (Figura 1c), cedro (Figura 1d), figaglo-mato (Figura 1e), ipé-ouro (Figura 1f),
timbauva (Figura 1g), tipuana (Figura 1h) e umbgyfa 1i). A presenca de hifas caracteriza
0 estabelecimento de micorrizas arbusculares rensasradicular de plantas superiores e
influencia diretamente na absorcao de nutrientégua do solo pelos fungos micorrizicos
(SMITH & READ, 1997).

Figura 1 - Presenca de hifas de fungo micorrizico arbus@rtaraizes de acoita-cavalo (a),
angico-vermelho (b), canafistula (c), cedro (djuéiira-do-mato (e), ipé-ouro (f),
timbauva (g), tipuana (h) e umbu (i). Santa MaRS§, 2006.
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Os fungos micorrizicos arbusculares podem també&easaptar arblsculos, cuja funcao
pode estar relacionada a troca de elementos magitom a planta hospedeira (SMITH &
READ, 1997). Contudo ndo foi observada a preseecarbusculos no interior do sistema
radicular das plantas avaliadas, mas nota-se angasle esporos fungicos extracelulares nas
raizes de cedro (Figura 1 d), indicando ser uméisse funcional.

As espécies estudadas apresentam grande imporgiorcsgrem plantas adaptadas as
condicbes ambientais e edaficas do Rio Grande do %€, acoita-cavalo e cedro séo
importantes economicamente, pois sao utilizadas rearcenaria e construcdo civil.
Canafistula, angico-vermelho e timbalva sdo plalegisminosas de revegetagcdo primaria,
contribuindo para a cobertura vegetal, sendo inaptetpara recuperacéo de areas degradadas
(BACKES & IRGANG, 2002). A identificacdo das miciaas arbusculares nestas plantas
possibilita avaliar os efeitos dessas associag@®gspécies vegetais. Entretanto, embora ndo
tenha ocorrido associagdo com ectomicorrizas naemt@natural, ndo significa que essas
plantas ndo formem ectomicorriza, pois a presergtachssociacido deve-se a interacéo entre
fungo, planta e ambiente. Portanto, € interessegdéizar estudos mais detalhados em
ambiente controlado, para poder comprovar a capadeidessas plantas em formar este tipo

de associagéo micorrizica.
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4 CONCLUSOES

As espécies florestais nativas acgoita-cavalo, argéemelho, canafistula, cedro,
cerejeira, figueira-do-mato, grapia, inga-feijgug-ouro, ipé-roxo, timbadva, tipuana e umbu
nao apresentam ectomicorrizas em ambiente natural.

A associacdo com micorriza arbuscular em ambieatara ocorre em raizes de
acoita-cavalo, angico-vermelho, canafistula, cefigueira-do-mato, inga-feijao, ipé-ouro,
ipé-roxo, timbauva, tipuana e umbu.

As plantas de cerejeira e grapia ndo apresentaommcirriza € nem micorrizas
arbusculares.
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CAPITULO II: TOLERANCIA AO COBRE NO CRESCIMENTO “in
vitro” DOS FUNGOS ECTOMICORRIZICOS Pisolithus microcarpus
Pisolithus tinctorius Sclerodermasp. e Suillus sp.

RESUMO

Fungos ectomicorrizicos que apresentam toleranciaetais pesados poderdo ser uma
alternativa para o estabelecimento das plantas rebieates contaminados. Avaliou-se o
crescimento de cinco isolados de fungos ectomimoas em meio de cultura solido e liquido
com variagdo nas doses de cobre. O trabalho foendetsido no Laboratério de
Microbiologia do Solo Prof. Marcos Rubens Friesitgggcente ao Departamento de Solos-
UFSM. Os fungos testados no meio de cultura sdtidam: P. microcarpus- UFSC - Pt116;
Suillussp. — UFSM RA 2.8Suillussp. — UFSM RA 118Sclerodermasp. — UFSM - Sc3.6 e
Sclerodermasp. — UFSC - Sc124. No meio de cultura liquidarfortestados os fungoB:
microcarpus— UFSC - Ptll6Risolithussp.— UFSC Pt24Sclerodermap. — UFSC - Sc124,

o fungo UFSM MC e o UFSM RA 2.8. As doses de cdbstadas foram: 0,00; 0,25; 0,5;
0,75 ; 1,0 e 1,25 mmotflpara o experimento em meio sélido e 0,00; 0,384 & 0,96
mmol.L'* para o meio liquido, sendo aplicado como sulfateabre, de forma suplementar ao
meio de cultura MNM, em pH 4,8, com seis repetigiss cada combinacéo fungo-dose. Os
fungos cresceram em incubadora microbiolégica gbrdids a 28°C. Os fungos foram
analisados também quanto a producdo de pigmentmacelilares. O crescimento dos
fungos foi inibido com a elevacao das doses deecobrmeio solido e liquido, contudo de
forma diferenciada. Os fungos UFSM RA 2.8, UFSQGL1B e UFSC - Sc124 apresentaram
maior tolerancia ao cobre em meio de cultura sof@fungo UFSC - Pt116 apresentou maior
tolerancia ao cobre em meio de cultura liquido.@gfu UFSC - Pt116 apresentou maior
producao de pigmentos extracelulares, enquant@ dquego UFSC - Sc124 apresentou maior
producédo especifica de pigmentos extracelularesodzes os fungos testados, o fungo UFSC

- Pt116 apresentou maior tolerancia ao cobre eugiodnaior quantidade de micélio.

Palavras-chave: ectomicorriza, metal pesado, memutura.
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1 INTRODUCAO

A contaminacdo do solo por metais pesados podeemfiar negativamente a
atividade microbiana do solo e a composicédo dece&spée fungos e de plantas (RUHLING
& SODERSTOM, 1990; DIAS JUNIOR, et al., 1998), aetando até mesmo a destruicdo da
vegetacdo. Entretanto, muitos fungos ectomicoo&ziapresentam tolerancia a metais
pesados (MARTINO et al., 2000). Esses fungos sasuaamaioria basidiomicetos, cuja
estrutura fungica se desenvolve na raiz e nos espaigrcelulares do cortex, sem que ocorra
penetracdo celular, sendo considerado um simbdmpantas (PETERSON & BONFANTE,
1994). A presenca desses fungos nas plantas iadissibilidade do uso dos mesmos em
processos de biorremediacdo de solos poluidos p@r do acumulo desses elementos nas
estruturas fungicas localizadas no sistema radialds plantas (LEYVAL et al., 1997,
KHAN, 2001). Desse modo, a selecdo de fungos tulesaa metais pesados, torna-se
necessaria para o melhor aproveitamento destaasmbio crescimento das plantas nas areas
contaminadas.

Nesse sentido, varios estudos tém sido desenveslydma determinar a tolerancia de
fungos ectomicorrizicos a diferentes concentraci@ediferentes metais pesados (HOWE et
al., 1997; MARTINO et al., 2000; GRAZZIOTTI et a2001). Howe et al. (1997) estudaram
a toleréncia ao cobre em trés isoladod decaria laccata cinco Paxillus involutuse um de
Scleroderma citrinunem meio de cultura liquido e observaram Bagillus involutusfoi o
mais tolerante, apresentando crescimento na maise de cobre (4mmol L CuSQ).
Grazziotti et al. (2001), detectaram, em meio dikura liquido, tolerancia d@isolithus
tinctorius a cobre até 1,18 mmol'L Portanto, tem sido observada variacdo na tateram
cobre entre os diferentes isolados, mostrando eseetade de selecdo destes fungos, para
serem utilizados em areas contaminadas por esserde

Os fungos apresentam varios mecanismos para tohetais pesados (GADD, 1993).
Nesses mecanismos podem estar incluidos precipgagxtracelulares (TAM, 1995;
FORGATY & TOBIN, 1996), ligacdo a polimeros da mhrecelular (GALLI et al., 1993),
complexacdo e compartimentalizacdo dos metais pes@iAM, 1995; BLAUDEZ et al.,
2000a; BLAUDEZ et al., 2000b). A producéo de pighos extracelulares como melaninas
tem sido considerado o principal mecanismo de pitecio extracelular de metais pesados
(FORGATY & TOBIN, 1996), sendo relacionada prindipante a adsorcao de cobre (GADD

& DE ROME, 1988). As melaninas sédo pigmentos de @dtso molecular, marrom-escuros ou
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pretos formados pela polimerizagéo oxidativa depmstos fendlicos (FOGARTY & TOBIN,
1996). Estas sdo encontradas em animais, plantagd e bactérias (BELL & WHERLLER,
1986; FOGARTY & TOBIN, 1996); em fungos estdo laradlas na parede celular ou como
polimeros extracelulares. O cobre é consideradoel@mento essencial para formacdo da
melanina e na falta desse elemento a sintese dmimeelpodera ser bloqueada (BELL &
WHERLLER, 1986). Por meio desses mecanismos, agofil ectomicorrizicos podem
apresentar variacdo quanto a sua capacidade dar tdilerentes elementos quimicos.

Os metais pesados, quando em excesso, podem miflueregativamente os fungos
ectomicorrizicos. Resultados de pesquisa tém dstmramio que a contaminacdo por metais
pesados pode inibir o desenvolvimento do fungo (ZRATTI et al., 2001) e a colonizacao
ectomicorrizica (BELL et al., 1988). Ruhling & S&dtrom (1990), observaram redugcdo no
namero de frutificacdes e espécies de basidionscetmedida em que aumentava o nivel de
contaminagdo por As, Cd, Cu, Pb e Zn. Observatge @p fungos ectomicorrizicos
respondem de maneira diferenciada ao excesso @désmesados, de acordo com sua espécie
e o tipo de elemento quimico envolvido.

A selecédo de fungos ectomicorrizicos € normalmesgkzada em meio de cultura, em
condicdo controlada. Contudo, tanto o0 meio séligganto o liquido podem apresentar
problemas em estudos de tolerancia a metais pedaddd (1993) relata a complexacéo de
metais pesados na matriz do substrato podendaratiedisponibilidade deste, ou o préprio
agar pode também conter metais pesados. Desse, dmues & Muehlchen (1994), ndo
observaram inibicdo no crescimento d@kelefora terrestrisem meio de cultura sélido
contendo 15 mmol t de zinco. Enquanto que Tam (1995), verificou réduga biomassa
maior que 50%, em meio liquido com 1%6nol L' de zinco. Normalmente tem-se
encontrado valores de gg(concentracdo para reduzir 50% do crescimentojoeno de dez
vezes menores em meios liquidos do que em meiadosO(MARTINO et al., 2000;
BLAUDEZ et al., 2000a). Esta ampla faixa de vartaga Clso entre meios solidos e liquidos
mostra a dificuldade que se tem para comparareséatdia de fungos ectomicorrizicos a
metais pesados. Além disso, medir somente o diardatcolénia em meios solidos pode ser
falho em trabalhos que avaliam a tolerancia a metar fungos ectomicorrizicoRaxillus
involutuscultivado em meio de cultura sélido, adicionaddCde apresentou maior densidade
de micélio devido ao maior nimero de ramificac@srais e menor distancia entre os pontos
de ramificagdo (DARLINGTON & RAUSER, 1988).

Os meios de cultura liquidos permitem regulacadosmpagcisa da concentracdo de

metal a qual o fungo € exposto. Dessa forma, ossigjuidos favorecem a determinacéo da



42

producdo de biomassa fungica, pois independe dmafode crescimento do fungo
(GRAZZIOTTI et al.,, 2003). Contudo, Hartley et #.997) relataram que o micélio de
basidiomicetos ndo se desenvolve completamente em hguido e isso pode afetar a
resposta do organismo aos metais pesados. Deskr owmeios liquidos e soélidos podem
apresentar desvantagens que devem ser consideladade a analise e comparagdo dos
resultados obtidos em trabalhos de selecao de suntgrante a metais pesados.

Diante da crescente contaminacdo do solo por aahrgrandes areas do Rio Grande
do Sul, selecionar fungos ectomicorrizicos tolerara esse elemento, torna-se cada vez mais
importante, para que possam ser utilizados em gnoag de biorremediagdo. Busca-se desse
modo, alcancar a méaxima eficiéncia da associa¢c&orriiica em solos contaminados por
esse elemento quimico. O presente trabalho objetdeterminar a tolerancia de fungos

ectomicorrizicos a doses de cobre.



43

2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no Laboratério defdbiologia do Solo e Ambiente
Prof. Marcos Rubens Fries, Departamento de Sold$nikersidade Federal da Santa Maria,
RS. O experimento foi desenvolvido de em duasastapma em meio solido e outra em meio

liquido.

2.1 Selecéo de fungos ectomicorrizicos toleranteeabre em meio de cultura sélido

2.1.1 Isolados ectomicorrizicos estudados

Foram estudadas cinco isolados de fungos ectorfamms: P. microcarpus- UFSC -
Pt116;Suillussp. — UFSM RA 2.8Suillussp. — UFSM RA 118Sclerodermasp. — UFSM
SC 3.6 eSclerodermasp. — UFSC - Sc124. O isolado Eesolithuse o deSclerodermasp.
(UFSC - Scl124) foram obtidos junto a Universidagedfal de Santa Catarina. Os demais
foram coletados no Centro de Pesquisa de Recuteosstais de Santa Maria (FEPAGRO
FLORESTA — RS) selecionados e identificados conéoBrundrett et al. (1996).

2.1.2 Procedimento experimental

Os fungos ectomicorrizicos foram cultivados e setexdos em meio de cultivo sélido
MNM (MARX, 1969), em pH 4,8 para evitar a precigéi@ de cobre. Trés discos de 10 mm
de diametro contendo fungo e meio de cultura MNkaro transferidos para placa de Petri
contendo o meio MNM solido. Essas culturas forantulbadas em incubadora
microbiolégica a 28°C, durante 30 dias.

ApoOs este periodo foram cortados 3 discos de l10dmrdiametro de miceélio, das
bordas da colonia e transferidos para placas de dettendo 12 mL de meio de cultura
MNM sélido e diferentes doses de cobre. Estasapldoram colocadas em incubadora

microbiolégica a 28°C, durante 30 dias.
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2.1.3 Delineamento Experimental

Os tratamentos testados foram 6 niveis de cob@®;(0,25; 0,5; 0,75 ; 1,0 e 1,25
mmol L) em cinco isolados de fungos ectomicorrizicos, sete repeticdes. O cobre foi
aplicado como solucéo de sulfato de cobre, de faupéementar em meio de cultura MNM,

com sete repeticoes.

2.1.4 Avaliacao dos resultados

As variaveis analisadas foram: massa da matéra deanicélio fungico, didmetro
médio do crescimento micelial e producdo total dgmpntos extracelulares. Para a
determinacdo da massa seca do micélio fungico,io deecultura foi solubilizado em forno
microondas para remocéo do micélio. Posteriormenteicelio foi seco em estufa a 60 °C até
a obtencéo de peso constante, medido em balarmpgradséo com trés casas decimais.

O diametro médio do crescimento micelial foi medicmm régua de 20 cm e
determinada pela média da medida de duas secebsyédrsais a posi¢cao central do micélio
fungico. A producédo total de pigmentos extracekdarfoi obtida pela expressdo da
absorbancia da luz do visivel a 350 nm (GRAZZIOTZ001). Para determinacdo de
pigmentos extracelulares, o meio MNM sdlido foi egjdo em forno microondas e diluido 5
vezes para se manter liquido, posteriormente fesgido em papel filtro Watman n°® 42 para

retencdo da massa fungica.

2.2 Selecéo de fungos ectomicorrizicos tolerantecabre em meio de cultura liquido

2.2.1 Isolados ectomicorrizicos estudados

Utilizaram-se cinco isolados de fungos ectomicaroiz Pisolithus microcarpus-
UFSC - Pt116Pisolithussp. — UFSC - Pt24Sclerodermasp. UFSC - Sc124, UFSM MC e o
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UFSM RA 2.8. Os isolados d®@isolithus e de Sclerodermaforam obtidos junto a
Universidade Federal de Santa Catarina. O fung8MUMC néo foi identificado, mas foi
utilizado no trabalho por ter sido coletado e idolde area de mineracéo de cobre, localizado

nas Minas do Camaqud, Cacapava do Sul, RS.

2.2.2 Procedimento experimental

Os fungos foram previamente cultivados em incukedvicrobioldgica durante 30
dias a 28°C em placas de Petri, contendo meio ligrais6lido MNM. Apds este periodo,
foram retirados 3 discos de 10 mm de diametro dedals da coldnia fungica e transferidos
para erlenmeyer de 250mL contendo 25mL de meiouttara MNM liquido, em pH 4,8.
Esses erlenmeyers foram colocados em incubadonmobiiotigica a 28°C, permanecendo
sem agitacdo, durante 30 dias. O cobre foi adidorde maneira suplementar ao meio de

cultura liquido MNM, na forma de solucéo de sulfdéocobre.

2.2.3 Delineamento Experimental

O delineamento experimental foi inteiramente cazadb. Os tratamentos testados
foram 4 niveis de cobre (0,00; 0,32; 0,64 e 0,960mkbT) em cinco isolados de fungos

ectomicorrizicos, com seis repeticoes.

2.2.4 Avaliacao dos resultados

Avaliou-se a massa da matéria seca do micélio ¢ongd diametro médio do
crescimento micelial, a producéo total de pigmentwacelulares, medido pela absorbancia
da luz do visivel a 350 nm (GRAZZIOTTI et.,aR001) As variaveis foram determinadas
conforme descrito no item 2.1.4. Calculou-se tamb& producédo especifica de pigmentos

extracelulares, utilizando a seguinte formula:
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Producao especifica de pigmentos extracelulares =  Absorbéancia a 350 nm

Massa da matéria seca do micélio

2.2.5 Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a analise de vai&quando da significancia dos
efeitos, foram ajustadas equacdes de regressacapatases de cobre aplicadas, tomando
como base os niveis de significAncia maiores q@ §b< 0,05), utilizando o programa
estatistico SISVAR (FERREIRA, 2000).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Selecéo de fungos ectomicorrizicos toleranteabre em meio de cultura sélido

O didametro médio do micélio dos cinco isoladosimddido, de forma diferenciada,
com a elevacdo das concentracdes de cobre no meioltdra solido (Figura 2). Os fungos
gue apresentaram maior tolerancia ao cobre foralunges UFSC - Pt116 e UFSC - Sc124,
sendo que o diametro médio do fungo UFSC - Ptliatou até 0,61 mmol'Lde cobre e o
do fungo UFSC - Scl24 até 0,35 mmol de cobre, a partir dessas doses os fungos
apresentaram pequena reducdo em seu diametro. t@s dungos testados apresentaram
reducdo em seu didmetro a medida em que aumentashre no meio de cultura solido,
indicando a inabilidade dessas espécies em cresgceambiente com excesso de cobre.
Resposta diferenciada, quanto a tolerancia de tuegtbmicorrizicos a metais pesados tem
sido observada por outros autores, cokhartley et al. (1997), que observaram maior
tolerancia a cadmio erBuillus granulatusem relacdo &uillus variegatuse Howe et al.
(1997), que observaram maior tolerancia a cobra p#olithus involutusem relacédo a
isolados dd.accaria laccatae Scleroderma citrinumesses resultados indicam a necessidade
de selecdo de espécies de fungos ectomicorrizadlesante a metais pesados. Convém
destacar que a tolerancia de fungos ectomicorézwvaliada pelo diametro médio do micélio,
fornece apenas uma indicacédo grosseira da toleréosi fungos, pois embora alguns fungos
apresentem menor diametros de micélio, estes agimdlam aumentar a ramificacéo lateral das
hifas, produzindo mais massa fungica (DARLINGTON RAUSER, 1988). Em
contrapartida, os fungos UFSC - Pt116 e UFSC - £qd@ apresentar a capacidade de
expandir seu micélio, aumentando o diametro meédianicélio fungico, em doses mais
elevadas de cobre, poderdo produzir um volume nadrifas, aumentando a possibilidade

da ocorréncia da associagéo micorrizica em soltaconado.
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& UFSC-Pt116 a UFSC-Sc124 @ UFSM SC 3.6 gUFSM RA 2.8 ¢ UFSM RA 118
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A 2 S— 2 _ R2=0,8725
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Figura 2 - Diametro médio do micélio de fungos ectomicoragsicUFSC-Pt116, UFSC-
Scl24, UFSM 3.6, UFSM RA 2.8 e UFSM RA 118 subnuetid doses de cobre
em meio de cultura sélido, com 30 dias de incuba¢z® °C.

Os fungos apresentaram comportamento diferenteetagdio a producdo de massa
seca do micélio fungico em meio de cultura sélidotendo doses de cobre (Figura 3). Os
fungos UFSC-Ptl116PR(solithus microcarpuys UFSM RA 2.8 e UFSC-Scl124&¢leroderma
sp.) apresentaram maior producdo de massa secalapda aos demais fungos testados,
sendo incrementada até a dose 0,46 mritadé. cobre, 0,54 mmol'tde cobre e 0,63 mmol
L™ de cobre, respectivamente. Os fungos UFSM SclB-6M RA 2.8 e 0 UFSM RA 118
reduziram a massa seca do micélio com a aplicag8oddses de cobre, indicando né&o
apresentar tolerancia ao cobre. O fungo UFSC-Paptésentou Clg em 1,69 mmol L de
cobre, o fungo UFSM RA 2.8 G.em 1,93 mmol L' de cobre e o fungo UFSC-Sc124 em
1,58 mmol [* de cobre. Esses resultados estéo de acordo caftides por Tam (1995),
paraPisolithus tinctoriugsna qual os valores de §lpara os fungos, considerados tolerantes,
estavam entre 1,5 e 3,0 mmot.lde cobre. No entanto, esses valores sdo supedores
observado por Grazziotti et al. (2001), para ogdsiPisoluthus tinctoriuse Suilus bovinus
para os quais os valores desgem relacdo ao cobre foram de 1,18 mmbkL0,12 mmol.L
! respectivamente, contudo os fungos foram seladim® em meio de cultura liquido.
Portanto, a maior producdo de massa seca e dotdd@meédio do micélio apresentado pelos
fungos UFSC-Pt116 e UFSC-Sc124 em doses mais @ewdmlcobre, indicam a capacidade

desses fungos crescerem em ambiente contaminadgsg®metal pesado. Os demais fungos
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apresentaram reducdo na sua massa seca com o autaequantidade de cobre no meio de
cultura ndo sendo indicados para &reas contamipada&sse elemento.

L 4

UFSC-Pt116 A UFSC-Scl24 —e—UFSMSC 3.6 B UFSMRA 2.8 ——UFSM RA 118

y = -0,0812x? + 0,0754x + 0,1224

? 0.14 o R°=09633

< 0,12 —i -

£ 010 y:'o’%l?rmﬁ.\.

S 008 | R? = 0,9504

© ’

S 006 - 7 N\

(U; 0,04 y= —O.O663><22 +0,084x + 0,0398

@ 0,02 - R? = 0,9123

= 0,00 \ » ® *—
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 1,25

Doses de cobre (mmol L 'l)

Figura 3 - Massa seca do micélio de fungos ectomicorrizithsSC-Pt116, UFSC-Sc124,
UFSM 3.6, UFSM RA 2.8 e UFSM RA 118 submetidos sedade cobre em meio
de cultura sdlido, com 30 dias.

Os fungos UFSC-Pt116 e UFSM RA 2.8 apresentararormpadducéo de pigmentos
extracelulares, medido pela absorbancia a 360 mmre¢acdo aos outros fungos testados
(Figura 4). A producao de pigmentos extracelulatesa-se com a adicdo de cobre ao meio
de cultura até 0,71 mmoliide cobrepara o fungo UFSC-Pt116 e até 0,69 mnibte cobre
para o UFSM RA 2.8. Trabalhos de pesquisa indigamesses pigmentos sdo basicamente
formados por melanina (GADD & DE ROME, 1988; FORGA® TOBIN, 1996). A
importancia das melaninas como mecanismo de commestalizacdo de cobre, deve-se por
serem constituidas por grupos carboxilicos, fenslihidroxilicos e aminas, que possuem
sitios potenciais para ligacdo ou bioadsorcdo de foetalicos (FORGARTY & TOBIN,
1996). O isolado UFSM RA 118 nado apresentou pranlud@ pigmentos extracelulares,
enquanto que os isolados UFSM SC 3.6 e UFSC-SaiBdree até a dose 0.75 mmdl.de
cobre. Esses isolados apresentam micélio de cémraganca. Conforme Forgaty & Tobin
(1996) isolados albinos apresentam capacidade idejupu ndo conseguem produzir

melanina na presenca de cobre em excesso no meudtde.
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Figura 4 - Producdao total de pigmentos extracelulares exgsgssia absorbancia a 360 nm

na solucédo do meio de cultura sélido (MNM) com dosscente de cobre.

A selecao de fungos ectomicorrizicos € de fundamhémiportancia para revegetacéo
de areas contaminadas por metais pesados. E Ileastanhecida a potencialidade das
ectomicorrizas de associar-se com plantas expastascesso de metais pesados a partir de
mecanismos como: excrecdo de substancias queleedazindo a exposicdo aos metais
pesados; imobilizacdo extracelular pela mucilagdtaracdes no pH; modificacdo no sistema
de absorcdo na plasmalena e compartimentalizac&@acefular. Estes mecanismos
apresentam respostas variadas em funcdo do matalritentracdo e localizagcdo da acéo
adversa do mesmo, do fungo e plantas envolvidosREFIBA & SIQUEIRA, 2002). Dessa
forma, o fungo UFSC-Pt116 pode ser um organismm®sor em areas contaminadas por
cobre. Entretanto, ha a necessidade de conhecessseisolado € capaz de estimular o

crescimento da planta na presencga de metais.

3.2 Selecéao de fungos ectomicorrizicos tolerantecabre em meio de cultura liquido

A analise de regresséao para o diametro médio délimico experimento em meio de
cultura liquido indica que os fungos UFSC Pt 24SORPt116 e o UFSC-Sc124 apresentam
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comportamento semelhante em relacdo a presengabde mo meio de cultura solido, tendo
seu didametro inicialmente aumentado e depois rddu&imedida que aumenta a concentracao
de cobre no meio (Figura 5). No entanto, diferenanjo ao seu ponto de maximo
desenvolvimento. O fungo UFSC-Pt24 apresenta ainmendiametro do micélio até a dose
de 0,25 mmol.L, enquanto que os fungos UFSC-Pt116 e UFSC-Sc¥4 dbse de 0,30
mmol.L* de cobre. A partir dessas doses, o cobre padsa am efeito deletério no
crescimento desses fungos. Esses resultadosnmdjgea os fungos UFSC-Pt116 e o UFSC-

Sc24 podem ser mais tolerantes a adicdo de cobreiaade cultura.

BUFSC-Pt24 ¢ UFSC-Pt116 a UFSC-Sc124 ¢ UFSM MC BUFSM RA 2.8
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Figura 5 - Diametro médio do micélio de fungos ectomicorrigigubmetidos a doses

crescentes de cobre em meio de cultura MNM liquido.

Observa-se na figura 6 que quanto maior a conag@urde cobre no meio de cultura
liquido, menor foi a producdo de massa seca dolimifiénhgico, evidenciando ndo haver
tolerancia na maior dose de cobre. O fungo UFSI2&teve seu ponto de maxima producdo
na dose de 0,23 mmol*l muito superior & observada para o fungo UFSC&LE foi de
0,02 mmol * (Figura 6), e também apresentou maior producdnaisa seca do micélio em
relacdo aos outros quatro fungos analisados. Alisana Clso desses fungos, verifica-se que
0 UFSC-Pt24 apresenta glem 0,69 mmol L de cobre, o fungo UFSC-Pt116 em 0,44
mmol L* de cobre, o fungo UFSC-Sc124 em 0,70 mniblde cobre, o fungo MC em 0,55
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mmol L* de cobre e o fungo UFSM RA 2.8 em 0,44 mniblde cobre. Colpaert & Van
Asche (1988) encontraram pdPaxillus involutus CLsp em meio liquido entre 392 a 785
pmol, contudo parsAmanita muscariaa Clsy foi de 785 a 236Qumol, mostrando haver
grande variacdo na resposta dos fungos ectomimmsiza doses de cobre. Nota-se maior
tolerancia do fungo UFSC-Pt116 em relacdo ao ewcdsscobre comparado aos demais
fungos testados. Blaudez et al. (2000a, 2000bgrebsam que os fungdduillus luteussS.
variegatuse Pisolithus tinctoriuforam os mais tolerantes a Cu, Cd e Zn quando amadps
comP. involutos Os isolados deisolithusmostram-se promissores em areas contaminadas
por metais pesados, necessitando, contudo, dedsef@@via pois ha diferenca em sua

resposta aos metais ao nivel de espécie ou ddasola

mUFSC-Pt24 ¢ UFSC-Pt116 A UFSC-Sc124 e UFSM MC mUFSMRA 2.8

y =-0,2502x? - 0,0389x + 0,2777 y =-0,2053x? - 0,0084x + 0,2011

0,30
R? = 0,9563 R?=0,9878

0,25
0,20
0,15
0,10
0,05
0,00 -

0 0,32 0,64 0,96

Doses de cobre (mmol L '1)

y =-0,1911x? + 0,0886x + 0,0953
R? =0,9439

y =-0,1713x + 0,1596
R? =0,9875

y =-0,0836x + 0,0841
R? =0,9335

Massa seca do micélio (g)

Figura 6 - Massa seca do micélio de fungos ectomicorrizicoS@Pt24, UFSC-
Pt116, UFSC-Scl124, UFSM MC e UFSM RA 2.8 em respastioses de

cobre em meio de cultura MNM liquido.

Verifica-se, também, que o fungo UFSM MC, isolagcadea contaminado por cobre,
apresenta Gl inferior ao fungo UFSC-Pt116, o qual nado foi isldade area contaminada,
indicando n&o haver relagéo entre a toleranciarggam do fungo ectomicorrizico (Figura 7).
Esse resultado corrobora com o encontrado por @Gtazzt al. (2001), os quais verificaram
que os isolados PT-306 e PT-RV82, embora tenham msidpectivamente tolerante e

medianamente tolerante a solo contaminado por raiskel metais pesados, nenhum deles foi



53

isolado de locais contaminados por metais pesaddsando ndo existir relagdo entre a
contaminagéo do solo de origem e a tolerancia aaisnpesados. Denny & Wilkins (1987)
trabalhando com dez isolados Be involutus também nédo encontraram relacdo entre a
tolerancia a metais pesados e o sitio de origefrug. Howe et al. (1997) observaram para
trés isolados deaccaria laccata cinco dePaxillus involutuse um deScleroderma citrinum
que a tolerancia ao cobre nédo estava relacionadataminacao dos sitios de origem por esse
metal pesado. Blaudez (2000b) também observaramoguvalores de Gb de isolados
originados de solos poluidos nao diferiram estadisiente dos valores de glde isolados
originados de solo ndo contaminado. No entanttypslautores evidenciaram a existéncia
dessa relacdo (EGERTON-WARBURTON & GRIFFIN, 1995)tungo UFSM MC, embora
tenha sido isolado de area contaminada por colpesentou reducdo linear em seu
crescimento com adicdo de cobre ao meio de cultie@onstrando baixa tolerancia a esse
elemento.

Certos fungos podem, ainda, apresentar elevadancia a metais pesados (MEDVE
& SAYRE, 1994). Este efeito tem sido atribuidoabitidade dessas associacdes em reter 0s
metais pesados no micélio fungico, evitando a kbaagsdo destes para a parte aérea da
planta, aumentando sua tolerancia (AGGANGAN et1#898). Moreira & Siqueira (2002)
atribuem essa habilidade a mecanismos que incluecegsos externos as hifas, ligacdo a
polimeros da parede celular e processos internesc@élalas dos fungos, onde o0s metais
pesados podem ser complexados, compartimentalizadeslatilizados. Segundo Doelman
(1986) alguns fungos ectomicorrizicos podem acumukas de 30 vezes a concentracédo de
Cd presente no solo de sua ocorréncia. Contudo,ps@icos os trabalhos que visam
selecionar fungos ectomicorrizicos tolerante aeobr

A analise de pigmentos extracelulares revelou gdango UFSC-Scl124 tem seu
ponto de méaxima producdo em 0,28 mmolde cobre, sendo superior ao UFSC-Pt116 de
0,21 mmol..* de cobre (Figura 7a), contudo, o fungo UFSC-Ptlpfesentou maior
producdo de pigmentos extracelulares que os desw&los, em todas as doses de cobre
testadas. Na producdo especifica de pigmentoscektiares o fungo UFSC-Pt116 foi
superior a0 UFSC-Sc124, apresentando maxima prodeigé 0,36 mmol £ contra 0,32
mmol L* do segundo isolado. O seqiiestro de metais pa@minel fingicas representa um
mecanismo de protecao para microrganismos queetresen ambientes contaminados por
metais pesados (FOGARTY & TOBIN, 1996). Gadd & Reme (1988), observaram que a
ligacdo de cobre (C6 por melanina extracelular e biomassa intacta dedsoalbino e

pigmentada deAmorphotheca resina@ Amorphothecapullulans e quantidade de cobre
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adsorvido por unidade de peso do adsorvente foramemtadas com o incremento da
concentracdo de cobre na solucdo. A producdo danmal porA. resinaee A. pullulans
aumentou na presenca de cobre (GADD & GRIFFITH801SGADD & DE ROME, 1988).

A estreita relacdo entre melanina e cobre deve-f$ata da capacidade maxima de ligacao de
metais por melaninas fangicas variar em funcaolelmento e tem sido demonstrado ocorrer
na seguinte ordem: Cu> Cd> Mn> Zn (ZUZINO & MARTING77; SAIZ-JIMINEZ &
SHAFIZADEH, 1984). Desse modo, a melanina pode esgrtar um mecanismo de

tolerancia ao cobre pelos fungos ectomicorrizicos.
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& UFSC-Pt116
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R?=0,9525 ¢ UFSM MC
WUFSM RA 2.8
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Figura 7 - Producado total de pigmentos extracelulares (a)cglymdo especifica de
pigmentos extracelulares (b) expressa pela absoebar860 nm na solucéo
do meio de cultura (MNM) com doses crescentes tdesco

A producdo de massa é uma caracteristica importamnte o crescimento de um
organismo, pois pode estar indicando a sua capbeida adaptar-se a um solo contaminado.
Associada a essa caracteristica, a producdo ddeggvatume de propagulos pode aumentar a
probabilidade da ocorréncia da associacdo simbiotiessim, ndo somente o fungo UFSC-
Scl24, mas também o UFSC-Pt116, por apresentadeyrgnantidade de massa seca e
diametro médio do micélio, pode se tornar impogand estabelecimento da associacéo

micorrizica em area contaminada por cobre.
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4 CONCLUSOES

Os fungos UFSM RA 2.8, UFSC-Pt116 e UFSC-Scl24saptam maior tolerancia
ao cobre em meio de cultura sdlido.

O fungo UFSC-Pt24 apresenta maior tolerancia acecséguido pelo fungo UFSC-
Scl124 em meio de cultura liquido.

A maior producdo de pigmentos extracelulares @ahltom o fungo UFSC-Pt116 e a
maior producao especifica de pigmentos extracelsifmi com o fungo UFSC-Sc124.
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CAPITULO Ill: CAPACIDADE DE FORMACAO DE
ECTOMICORRIZAS ENTRE UM ISOLADO FUNGICO E ESPECIES
FLORESTAIS ARBOREAS

RESUMO

As espécies florestais nativas podem apresentadgrpotencial na recuperacdo de solos
degradados. Os fungos ectomicorrizicos podemiauxilestabelecimento de plantas nesses
ambientes impactado. Contudo pouca énfase tendseads estudos relacionados a formacgéo
da simbiose micorrizica em espécies florestais stadd do Rio Grande do sul. O trabalho
objetivou a observacédo da formacéo de ectomicarena plantulas dearapiptadenia rigida
(Benth.) Brenan (angico-vermelho-vermelholPeltophorum dubium (Spreng.) Taub.
(canafistula) Apuleia leiocarpa(Vogel) J.F. Macb. (grapia) Eenterolobium contortisiliquum
(Vell.) Morong timbalva. O experimento consistiuidaculagéo in vitro do fung®isolitus
microcarpusUFSC-Pt116 em plantulas das espécies arbéreamitaD fungo e as plantas
foram cultivados em meio MNM solido contido em erteeyer de 250 mL. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado em unuesw monofatorial (1 x 2), sendo a
espécie de planta nativa, inoculado ou ndo conmgofectomicorrizico, com sete repeticoes.
Apo6s 35 dias as plantas foram coletadas e avaliqdasto a associacdo ectomicorrizica,
comprimento radicular, altura de plantula e massscé radicular. Os resultados mostram
colonizacdo ectomicorrizica nas plantulas de angicmelho, canafistula e timbaldva e
indicios de colonizacdo nas plantulas de grapiandculacdo do fungo ectomicorrizico
UFSC-Pt116 reduziu a altura das plantulas de angiomelho e canafistula. O comprimento
radicular foi reduzido nas plantulas de angico-wdhm, canafistula e timbalva quando
inoculadas com o fungo ectomicorrizico. Concluiggee as plantulas de angico-vermelho,
canafistula e timbalva formam associacdo com fewstmmicorrizico UFSC-Pt116. O fungo
UFSC-Pt116 ndo demonstrou efeito positivo pardéasydas de angico-vermelho, canafistula

e timbadva no comprimento radicular, altura de tpllare massa fresca radicular.

Palavras-Chave: ectomicorriza, angico-vermelhoafistula, grapia, timbauva.
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1 INTRODUCAO

A revegetacao de &reas degradadas ou contaminadaspgcies florestais nativas do
estado do Rio Grande do Sul vem sendo dificultaeldidd ao lento crescimento dessas
plantas. Estas plantas, por serem adaptadas a@s;@es ambientais poderdo apresentar
vantagens ecoldgicas em relacdo as espécies exdtimano pinus e eucalipto. Os fungos
ectomicorrizicos destacam-se por auxiliar no estaleento de plantas em areas de dificil
adaptacdo. Ao se associarem com as raizes daagpldesenvolvem estruturas muito habeis
na absorcao de agua e nutrientes, os quais s&riposente transferidos as plantas (SMITH
& READ, 1997; SILVA, 2002; SILVA et al., 2003a; SHA et al., 2003b; ANDREAZZA et
al., 2004; MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). Dessa fornmarnan-se necessario estudos
relacionados ao estabelecimento e crescimento dmastap nativas, maximizando a
caracteristica de serem adaptadas as condi¢cdesraaibido Rio Grande do Sul.

O angico-vermelho é uma arvore da familia Fabace®essui madeira pesada,
elastica, muito duravel e resistente a umidadeagca € rica em tanino, sendo aproveitada
nas industrias de curtume (REITZ et al., 1988)guido Backes & Irgang (2002), € uma
espécie ideal para recuperacdo de areas degradadagservacido permanente e usada na
construcao civil e carpintaria.

A canafistula € uma espécie arbérea também perntienadamilia Fabaceae, utilizada
com sucesso em projetos paisagisticos. E uma espiécieira, de crescimento rapido, 6tima
para reflorestamentos mistos de areas degradadpsedervacdo permanente (LORENZI,
1992). Em funcdo da sua qualidade é indicada pa@dupado de madeira no Centro-Sul do
Brasil (CARVALHO, 1998). A madeira pode ser utiliizana construgdo civil, industria de
moveis, construgdo naval, marcenaria e carpintafaviavel para producido de papel e
apresenta tanino na casca com teores de 6 a 8% 4REhI., 1988).

A grapia também pertence a familia Fabaceae, ajieesena madeira de lei, sem-
falhas ou cavidades, dura, pesada e muito durB&TTOS, 2002). E uma planta florestal
nativa que apresenta ampla distribuicdo geograficerritorio brasileiro.

A timbadva também é uma leguminosa, cuja distrémuigatural ocorre em todos os
paises da América do Sul. E ecologicamente impirtpara a recuperacdo de areas
degradadas sendo uma espécie de rapido cresciprarftrmacfes secundarias (BACKES &

IRGANG, 2002). Esta espécie € muito utilizada peaaspintaria civil e como planta
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ornamental (REITZ et al., 1988).

Apesar da grande importancia ecoldgica e econOmpicgorcionada por essas
espécies, poucos estudos tém sido desenvolvididodaw lento crescimento dessas plantas,
guando comparado as espécies exaticas, como pauakpto. A associacdo dessas plantas
com fungos de solo podera ser uma alternativa gaeerar o crescimento no viveiro ou em
condicbes de campo. As micorrizas sdo definidasocama simbiose especializada entre
raizes e alguns fungos de solo (FRANK, 1885), qqdem melhorar a absorcéao de nutrientes
e agua pela planta, como também, promover a ptag#ra patdbgenos.

As ectomicorrizas sado um tipo particular de miearrna qual a estrutura fungica das
mesmas se desenvolve na raiz e nos espacos intaresl do cortex, sem que ocorra
penetracdo celular (PETERSON & BONFANTE, 1994). Asaxiacdo com fungos
ectomicorrizicos € caracterizada por uma alteragasistema radicular da planta. A hifa do
fungo micorrizico serve como uma extensao do sesteadicular e € um 6rgao fisioldgica e
geometricamente mais eficiente para a absorca@s|peoprias raizes (TRAPPE, 1981). Em
espécies florestais comokmucalyptus grandisfoi observado aumento na producéo de massa
seca da parte aérea e da altura de plantas quatmltizadas por fungo ectomicorrizico
(SILVA, 2002; SILVA et al., 2003a; SILVA et al., PBb). EmPinus elliottii foi observado
gue plantas inoculadas com fungo ectomicorriziotbtam apresentaram maior altura e massa
seca da parte aérea (SILVA et al., 2003c). Traisaklh campo também tém demonstrado
efeito positivo dos fungos ectomicorrizicos. Ky#894) encontrou maior desenvolvimento e
porcentagem de mudas dRinus sp. sobreviventes no campo. Andreazza et al. {2004
observou melhoria na estabilidade de mudas deiptacab campo em condi¢gfes de solo em
processo de arenizagdo. Essa associacdo podéiduwotambém, de maneira eficiente, para
o crescimento das plantas florestais nativas.

A resposta na planta se deve ao estabelecimerdiontdéose ocorrer por um processo
complexo que envolve complexacdo morfogenéticaguimica, fisiolégica e mudancas
moleculares (HILBERT et al., 1991; KASUYA & IGARASH1996; COSTA et al., 2002;
MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). Desse modo, isoladosrdesmo género podem apresentar
rotas, estagios e tempos de colonizacdo diferentesp podem ocorrer com espécies de
hospedeiros diferentes. Como observado por Malkjezal. (1990), na qual dois isolados de
Pisolithus tinctorius, embora tenha iniciado o atmtcom as raizes do hospedeiro
(Eucalyptus urophyllaS.T. Blake) ao mesmo tempo, apresentaram tempaldaizacéo
diferente.

Dessa forma, parece ocorrer especificidade entkadss e hospedeiros. Essa
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especificidade tem, em alguns casos, dificultadc@réncia da associacdo simbittica de
fungos ectomicorrizicos com certas espécies flaiesvoigt et al., (2000), observaram que o
fungo Rhizopogon nigrescen@JFSC-Rh95) ndo colonizou plantas Hecalyptus dunnii
Maiden, e apresentou alta especificidadBirus taeda(VOIGT, 1996). Alguns isolados
fungicos podem apresentar especificidade mesmoetagdo a plantas do mesmo género,
como observado por Oliveira et al. (1994), par&eigs do génerBucalyptus

Apesar do grande potencial das plantas nativag;gsosdo os estudos mostrando a
formacdo da simbiose micorrizica em espécies taieslo Rio Grande do Sul. O trabalho
teve o objetivo de avaliar a capacidade de formdedectomicorrizas de plantulas de angico-
vermelho, canafistula, grapia e timbalva inoculaes o fungo ectomicorrizicBisolithus

microcarpussob condi¢dem vitro.



64

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Espécies nativas estudadas e origem das semgnte

As espécies nativas estudadas foram: angico-veoni@drapiptadenia rigidgBenth)
Brenan), canafistulaPgltophorum dubium(Spreng.) Taub.), grapiaAgfuleia leiocarpa
(Vogel) J.F. Macbr.) e timbauv&ifterolobium contortisiliquuniVell.) Morong).

As sementes foram doadas pelo Centro de Pesquis®edarsos Florestais
(FEPAGRO - FLORESTA), Santa Maria-RS. As semedéesanafistula foram coletadas no
proprio Centro de Pesquisa, as de angico-vermgtiapja e timbalva em area de preservacao

permanente de propriedades rurais do distrito npalide Boca do Monte, Santa Maria, RS.

2.2 Fungo ectomicorrizico

O experimento consistiu da inoculacdo in vitro dmgo Pisolithus microcarpus
UFSC-Pt116 em plantulas de angico-vermelho, canédjsgrapia e timbadva. O fungo foi
cedido pela Universidade Federal de Santa Cataimaltivado em placa de Petri, em
incubadora microbiolégica a 28 °C, em meio de caltsdlido MNM - Merlin Norkrans
Modificado (MARX, 1969) durante 20 dias, sendo pastmente repicado para erlenmeyer
de 250 mL, contendo 60 mL do meio de cultura MNNidso

2.3 Preparo das sementes

As sementes de angico-vermelho, grapia e timbaonzarf esterilizadas pela imersao
em hipoclorito de sodio 10 % por 30 min. e lavadas agua esterilizada, por trés vezes
consecutivas. Posteriormente, as sementes foraamente esterilizadas, em éalcool a 70 %
por mais 30 min. As sementes de canafistula forsterikzadas com hipoclorito de sodio 10
% por 20 min. e lavadas em agua esterilizada,rpernvezes consecutivas. Posteriormente, as

sementes foram desinfetadas, em alcool 70% poriR0Apos a esterilizacdo em alcool 70%,
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as sementes foram lavadas novamente, em agudizsderi por trés vezes. Para a lavagem
das sementes foi utilizado um infusor de cha neuetdlie Marca Tee-la-Spoon 1 (Tee

Gschwendner). Apos a esterilizacdo as sementas forbbcadas para germinacgao.

2.4 Germinacédo das sementes

Para a germinacédo, conforme Andreazza (2004) te&s stmentes previamente
esterilizadas foram colocadas em placa de Petrimeno de germinacado esterilizado em
autoclave. O Meio de germinacdo continha 500 (MCd804 . 2H20, 3(M de H3BO3, 7,59
de agar e 2g de glicose por litro de agua, com @jpbtado para 5,7. Em seguida, as placas
de Petri foram incubadas a 25°C por 7 dias. Quasdsementes germinaram e atingiram a
fase de plantula, foram transferidas para os edgers com capacidade de 250 mL, com 60
mL de meio MNM sdélido. Apos a solidificacdo do mew frasco foi fechado com papel
aluminio e plastico de PVC transparente, paraikségfo em autoclave a 1 atm., durante
20min. Apoés a autoclavagem, os erlenmeyers estgwamtos para a inoculacdo das

plantulas com o fungo ectomicorriziBisolithus microcarput/FSC-Pt116.

2.5 Procedimento experimental

Trés discos de 10 mm de diametro foram transfendoa os erlenmeyer de 250mL
contendo 0 meio MNM sodlido. Esses erlenmeyer foirmmubados em estufa a 28°C, durante
30 dias para o crescimento do micélio fungico. Apdpreparacdo das sementes, duas
sementes pré-germinadas foram adicionadas em chaneyer. Os erlenmeyers foram
mantidos em incubadora com fotoperiodo de 12 heexkt1°C, durante 35 dias.

Durante a condugéo do experimento, foi realizaddzio dos erlenmeyers, duas vezes
por semana, atendendo as exigéncias do delineaegréamental, cujo objetivo foi eliminar
possiveis diferencas quanto a incidéncia de luzpéeatura e sombreamento.

O delineamento experimental foi inteiramente cazadb em um esquema
monofatorial (2 x 4 x 7), sendo dois tratamentom a® sem fungo, em quatro espécies

vegetais, com sete repeticoes.
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2.6 Avaliacdo dos resultados

Ao término do experimento, as plantulas das quegpecies foram avaliadas quanto a
sua associagdo micorrizica, comprimento da raincypal, altura de plantula e massa
radicular fresca. A associagcdo micorrizica foiliada pela identificacdo visual do sistema
radicular, procurando-se detectar alteracdo naatogif externa da raiz, que possivelmente
fossem provocadas por fungos ectomicorrizicos,ararég Brundrett et al. (1996). Mediante
cortes histologicos transversais das raizes em, lufiizando lamina de corte de marca
Gillete ®, observou-se em microscopio Optico a wlogia interna, visualizando a presenca
de manto fungico e rede de Hartig (BRUNDRETT et1896).

Para medir a altura e o comprimento da raiz praicga plantula a parte aérea foi
separada do sistema radicular. A altura de planfkil medida utilizando-se uma régua
graduada de 20 cm de comprimento. Essa varidveltida pela distancia do colo da planta
até a extremidade das Ultimas axilas foliares. dnprimento da raiz principal foi
determinado com régua de 20cm, medindo a distalwiaolo da planta ao apice da raiz
principal.

Na determinacdo da massa fresca radicular, assrédram lavadas em 4gua para
retirada de residuos de meio de cultura e fungosrecorrizicos, secas em papel mata-borrao
e entdo determinado a massa verde radicular enmdaalde precisdo com quatro casas
decimais. As raizes foram conservadas em solucatcdel 50% para a realizacdo da analise

da associagdo ectomicorrizica.

2.7 Analise estatistica

Os resultados de altura de plantula, comprimentsada principal e massa fresca
radicular foram submetidos a analise de varianciguando da significancia dos efeitos
apontados pela analise, comparou-se as médiaggstdode Tukey, tomando como base os
niveis de significancia maiores que 95 % (p ( Q,08)zando o programa estatistico SISVAR
(FERREIRA, 2006).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A visualizacdo das raizes de angico-vermelho madtesacées em sua morfologia
externa quando associada ao fungo ectomicorrizik®QJPt116 (Figura 8). Essas alteracfes
indicam a presenca de estruturas como o manto doOn@BRUNDRETT et al., 1996).
Internamente (Figura 9 d, e), as raizes de angamelho também mostraram modificacao
em sua estrutura em relacdo ao controle sem funggmeorrizico (Figura 8 c). Esta
modificacdo pode ser observada pela presenca dauestflingica denominada rede de
Hartig, que € responsavel pelas trocas de elemenitgentes e carboidratos, entre fungo e o
sistema radicular das plantas (BRUNDRETT et al,6199MITH & READ, 1997). A
presenca dessas estruturas fungicas associadat@masiradicular indicam a capacidade da
planta em formar associa¢do ectomicorrizica coomgd inoculado. O manto fungico € uma
estrutura composta por hifas, responsavel pelo zsnanento temporario de elementos
nutritivos absorvidos pelo fungo (SMITH & READ, 199

A b o d e
Figura 8 - Morfologia externa (a) e interna (c) de raizesPdrapiptadenia rigidasem
colonizacdo micorrizica; morfologia externa (b) reeina (d,e) mostrando

raizes com colonizagdo micorrizica. Santa Mari@620

As raizes de canafistula do tratamento sem funggurd@ 9 a, c) apresentaram
desenvolvimento normal, enquanto que as raizesuls&s com o fungo UFSC Pt 116
demonstraram indicios de colonizacdo micorrizica ®rm morfologia externa e interna
(Figura 9 b, d, e). Em trabalho anterior, Andr@ag2006) ndo verificou a ocorréncia de

colonizagdo micorrizica pelo fungo UFSC-Pt116 eémpllas de canafistula. Entretanto, este
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comportamento foi atribuido a dificuldade de camtamtre as raizes da plantula e o fungo
ectomicorrizico, devido a utilizacdo do papel cahaf que separava o meio de cultivo MNM
do fungo e da semente, conforme técnica propost&pitvers et al. (1986). No entanto, a
metodologia adotada neste trabalho foi uma modificada técnica de Chilvers et al. (1986),
na qual ndo se utilizou o papel celofane. Porfaasoalteracbes na morfologia externa e
interna do sistema radicular da canafistula obslassaesse trabalho, indicam a presenca da

colonizacéo micorrizica do fungo UFSC-Pt116 em fiatuda.

a b C d e

Figura 9 - Morfologia externa (a) e interna (c) de raizesPeltophorum dubiunsem
colonizagdo micorrizica; morfologia externa (b)néeina (d, €) mostrando

raizes com colonizagdo micorrizica. Santa Mari@620

A literatura ndo apresenta relatos de ocorrénciaademicorrizas e nem micorrizas
arbusculares em grapia em ambiente natural (FREDMI., 1999; ZANGARO et al., 2002).
Isso pode ser devido a fatores ambientais, conaofeitilidade do solo e pouco inéculo no
ambiente (BRUNDRETT et al., 1996; SMITH & READ, I99ou a incompatibilidade de
fungos ectomicorrizicos e essa espécie vegetalentemto, neste trabalho, observou-se que
as raizes de grapia apresentavam modificagbes anmetfologia interna na presenca do
fungo ectomicorrizico UFSC-Pt116 (Figura 10 c, d, Essa modificacdo parecia um inicio
de formacdo do manto fangico. Observou-se tambémdjfitacdo na morfologia externa das
raizes submetidas ao fungo ectomicorrizico UFS@4°(Figura 10 b), sendo caracterizada
pela presenca de raizes mais curta e grossa egaoela raizes ndo colonizadas (Figura 10 a).
Conforme Smith & Read (1997), alteracdes do sistemdécular de plantas submetidas a
fungos ectomicorrizicos sdo comuns, e podem esthcando a capacidade do fungo de

formar simbiose com a planta. Desse modo, verfecgue as raizes de grapia interagiram
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com o fungo micorrizico, sob condi¢des controladiadaboratorio. Contudo, ndo é possivel
afirmar que as modificagées no sistema radiculagrdpia sdo em decorréncia da formagéo

da micorriza.

a b C D e
Figura 10 - Morfologia externa (a) e interna (c) de raizesAghuleia leiocarpando
colonizadas; morfologia externa (b) e interna (dmestrando a possivel

presenca da associacao micorrizica. Santa Mati&, 20

A morfologia externa das raizes de timbalva moatam espessamento dos apices
radiculares quando inoculado com o fungo ectomiwico UFSC-Pt116 (Figura 11 b), em
relacdo a raiz sem a inoculacdo como fungo (Figjira). O espessamento radicular pode ser
devido a formacdo da micorriza que, conforme janfieincionado, estabelece estruturas ao
redor da superficie radicular denominado manto ifimgo que possibilita observar a
associacado micorrizica ao olho desprovido de equepto eletronico (BRUNDRETT et at.,
1996). A observacdo da morfologia interna confiressa hipétese, pois também indica
alteracao interna do sistema radicular das plafgasmbalva, na qual se observa formacéo
de pequena camada de manto e rede de Hartig (Hijudae) em comparagdo com a raiz sem
a inoculacdo (Figura 11 c). Embora ndo se temcargrado associacdo ectomicorrizica a
campo para a timbalva, as raizes desta plantaanmoatgum tipo de interacdo com o fungo
ectomicorrizico UFSC-Pt116, indicando a possibdelale formar micorriza em condi¢cdes

controladas.
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Figura 11 - Morfologia externa (a) e interna (c) de raize&dterolobium contortisiliquum
ndo inoculadas; morfologia externa (b) e interng)(ihdicando raizes com

colonizac&o micorrizica. Santa Maria, 2006.

O comprimento da raiz principal das plantulas dgiamvermelho, canafistula e
timbauva foi reduzido em 38, 37 e 23,7 % respecterste com a presenca do fungo UFSC-
Pt116 (Tabela 3). Reducdo do comprimento radictdés plantas tem sido atribuida aos
efeitos morfogenéticos proporcionado por fungo®raitorrizicos quando associados ao
sistema radicular e essas alteracdes incluem dafdiondas raizes e reducdo da dominancia
apical (SMITH & READ, 1997). Esses resultados iadica possibilidade dessas raizes
estarem associadas ao fungo testado. As raizesripga gndo apresentaram diferenca
significativa em relagcdo ao controle no comprimed#oraiz principal, mas apresentaram
diferencas na altura de plantula e na massa raditresca radicular (Tabela 3).

A massa fresca radicular mostra diferenca signifiagpara as plantulas de angico-
vermelho, gripia e timbalva, entre as plantas Iades e controle, sendo reduzida na
presenca do fungo ectomicorrizico (Tabela 3). Nesgmca do fungo ectomicorrizico, as
raizes podem apresentar pequena reducado em sua p@Esn acompanhado de um aumento
da area de absorcéo radicular pela presenca das dof fungo (SMITH & READ, 1997).
Desse modo, a presenca do fungo ectomicorrizicopndporciona dano a planta e ainda
tende a aumentar a absor¢do de nutrientes e &esultado semelhante foi observado por
Andreazza (2006) em plantulas de grapia e mostraen agsa espécie florestal pode se
associar ao fungo ectomicorrizico UFSC-Pt116. lAstplas de canafistula ndo apresentaram
diferenca estatistica na massa fresca radiculae entratamento de inoculagéo e o controle.
Esse resultado pode ser devido ao espessamentmidas quando submetidas a fungos
ectomicorrizicos, conforme mostrado por Brundrétale (1996). O fungo ectomicorrizico

quando presente na raiz da planta pode estar caanuem a diminuicdo do comprimento da
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raiz principal, pela presengca do manto fungicordianto, se as condi¢cdes de crescimento

forem satisfatérias para a planta, o fungo podsté etuando como parasita, consumindo 0s

carboidratos produzidos pela planta e desse medando o crescimento vegetal (SMITH &

READ, 1997).

Tabela 3 -Comprimento radicular, massa radicular fresca (M&Rltura da parte aérea de

plantulas de grapia, canafistula, angico e timbalo&a tratamentos sem e com

inoculagéo do fungo ectomicorrizico UFSC Pt 116SVI- Santa Maria, 2006.

Planta Tratamento Comprimento Altura MRF
Radicular (cm) (cm) (mg)
Sem fungo 11,1*a 6,21 a 31,1a
Angico
Com fungo 2,69 b 4,16 b 110b
CV % 12,19 5,49 0,70
Sem fungo 7,4 a 2,89 a 48,4 a
Canafistula
Com fungo 4,66 b 2,37b 37,8a
CV % 16,25 7,11 3,21
Sem fungo 5,24 a 8,71 a 95,4 a
Grapia
Com fungo 5,38 a 6,67 b 80,0b
CV% 10,14 8,12 0,76
Sem fungo 7,62 a 11,18 a 1114 a
Timbaulva
Com fungo 581b 11,16 a 65,9 b
CV% 3,68 8,48 1,4

*Médias seguidas de mesma letra minlscula na cplu@a diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade (p< 0,05).

A altura de plantulas de angico-vermelho, candfista grapia foi reduzida

significativamente em 33, 18 e 23,4 % respectivdmmetom a presenca do fungo
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ectomicorrizico (Tabela 3). A resposta do fungmmitorrizico ndo depende somente da
espécie fuingica e planta envolvida, mas tambématbees, como o0 substrato no qual esta
sendo estabelecida a associacdo (BRUNDRETT et386). Estudos mostram ainda que o
efeito das ectomicorrizas sob as plantas tendemandir com o aumento do nivel de
disponibilidade de fosforo (VIEIRA & PERES, 1990)Esse comportamento tem sido
atribuido a um provavel dreno de fotossintatos dsphdeiro pelo fungo micorrizico
(HARLEY, 1978). Esse comportamento foi comprovado yarios autores, os quais indicam
que na presenca de um substrato com alta dispdaid de nutrientes, principalmente
fésforo, o fungo ectomicorrizico pode atuar comoapia e ndo como simbionte da planta
(VIEIRA & PERES, 1988; SILVA et al., 2003a).

As plantulas de timbalva inoculadas com o fungomeitorrizico ndo mostraram
diferenca significativa na altura em relacdo aotrode (Tabela 3). A igualdade de
crescimento entre mudas inoculadas e os contreles isoculagdo, na presenca de altos
niveis de fosforo tem sido relatada (RUEHLE & MARX977; MARX et al.,, 1985).
Contudo, devido a interacdo existente entre pldotggo e 0 ambiente esse comportamento
pode ndo se repetir apds o transplante da mudaopeaapo. E possivel que a associacio
traga vantagens nessa nova condicao.

A importancia da formacdo de ectomicorrizas estaanmento da eficiéncia de
absorcgéo de alguns nutrientes. Foram encontrad@ses concentragdes de Cu, Mn, Mg, Ca,
Fe e Zn nos rizomas e nas frutificacbes dos furdgpgiue nos érgdos das plantas sem
micorrizas (SMITH & READ, 1997; BELLEI & CARVALHO1992). Desse modo, espera-
se que as plantas micorrizadas apresentem umacéondiutricional favoravel ao seu
desenvolvimento, proporcionando maior produtividade

Além disso, plantas micorrizadas parecem suportathan as condi¢cdes de solo
desfavoraveis. Plantas cultivadas em solos dealfaitilidade, acidos ou arenosos, quando
inoculadas com fungos ectomicorrizicos, apresemtai@senvolvimento superior variando de
1,5 a 3 vezes em relacdo as plantas sem inocul@ABBAYE, 1990; MOREIRA &
SIQUEIRA, 2006). Assim, mesmo em situacdes deséwais, as plantas teriam melhores
condicOes de se estabelecerem quando inoculadasuogws ectomicorrizicos. No entanto,
torna-se necessério a selecdo de fungos que catomilantas nativas do Rio Grande do Sul e
gue, a0 mesmo tempo, sejam resistentes a solotio@aido por cobre.
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4 CONCLUSOES

As raizes das plantulas dParapiptadenia rigida, Peltophorum dubiume
Enterolobium contortisiliguumformam micorriza com o fungdlisolithus microcarpus
UFSC-Pt116, enquanto que nao foi possivel defistia @ssociacdo codpuleia leiocarpa
em cultivo in vitro.

A presenca do fungBisolithus microcarpusJFSC-Pt116 reduziu o comprimento da
raiz principal, altura e massa fresca radicular pintulas deParapiptadenia rigida

Peltophorum dubiugApuleia leiocarpae Enterolobium contortisiliquum
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CAPITULO IV: ANALISE DE POLIMORFISMO DA REGIAO DO
ESPACO INTERNO TRANSCRITO (ITS) DO FUNGO
ECTOMICORRIZICO Pisolithus microcarpugCooke & Massee) Cunn.
UFSC-Pt116

RESUMO

O gene que codifica para a sintese do acido ridéicocribossémico (rRNA) é
utilizado como uma ferramenta importante para taraacado de polimorfismo entre os
fungos. Nos eucariotos existem muitas cépias dgmse que sdo arranjadas por espagos nao
codificados. Estas copias sdo altamente consenemtas espécies de fungos. O objetivo
deste trabalho foi estudar a regido do Espaconat€ranscrito (ITS) e analisar as diferencas
no polimorfismo da sequéncia dessa regiao no fuigolithus microcarpusUFSC-Pt116,
com sequéncias dos isoladosRisolithus, Scleroderma, Rhizopoge®buillusdo GenBank.

O DNA do isolado déisolithusUFSC Pt 116 foi extraido utilizando-se a técnioaCT AB.

A partir do DNA foram realizadas reacdes de PCR amoligonucleotideos iniciadores
universais ITS1 e ITS4, cujo produto amplificado garificado e sequenciado. A regido do
ITS do fungo mostrou uma banda simples de aproxamadte 650 pares de base. Na analise
da sequéncia dessa regido em comparacao com algemasitadas no GenBank, observou-
se a formacdo de agrupamento com o géReolithus Os resultados mostraram que esta
técnica favorece a identificacdo de espécied’idelithus Foi confirmada a identificacédo
morfoldgica do isolado como pertencente ao gémésolithus Contudo, com os resultados
moleculares nao foi possivel confirmar a espécidudgo, devido ao reduzido nimero de

sequéncias de organismos classificados d@mmicrocarpusio GenBank

Palavras chave ectomicorriza, andlise sequiencial, analise mddecu
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1 INTRODUCAO

Os meétodos usuais de identificacdo de espécieardmd ectomicorrizicos (fECMs)
sdo baseados em critérios morfoldgicos, observaadis caracteristicas dos carpoforos e dos
critérios das chaves de classificacdo conforme BBRETT et al., (1996)A morfologia é
uma caracteristica importante para a identificagdan muitos casos, pode proporcionar uma
rapida e confidvel caracterizacdo. As técnicasm@meaancadas de identificacdo de espécies de
fungos ectomicorrizicos envolvem a determinacaacataposicdo e sequéncia do material
genético. O uso de técnicas moleculares, por mei@ndlise de DNA, possui a vantagem de
ser sensivel, além de néo estar sujeito a varide@esipicas, a acdo do ambiente, ao estagio
de desenvolvimento do fungo e a outros fatores pp®sam alterar a morfologia do
organismo (MARTIN, 2007).

O genoma nuclear possui vasta complexidade e mugta8es tém se tornado Uteis
para inferir relagbes filogenéticas. Em microrgamds, a diversidade e as relacbes
filogenéticas podem ser determinadas através dsen® acido desoxirribonucléico (DNA).
Em organismo eucariéticos, como fungos micorriziessrelacdes filogenéticas e a estrutura
genética de populacdes sdo freqientemente baseadssiilaridade da molécula de RNA
ribossomal (rRNA) através do seqienciamento dosgygne a codificam.

A utilizacdo da molécula de DNA como fonte basiaavdriacdo tem sido utilizada na
resolucdo de questbes taxondmicas e filogenétioasmeio de técnicas como RAPD -
Polimorfismo do DNA Amplificado ao Acaso (WILLIAMS1990), RFLPs — Polimorfismo
no Comprimento dos Fragmentos de Restricdo (BOTSTEl al.,, 1980), AFLPs —
Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos Ampldzs (VOS et al., 1995), STR —
sequéncia curtas repetidas em microssatélites (KITIUTY, 1989), DGGE - eletroforese
em gel com gradiente de desnaturante (ROSADO & DUAR2002), PCR — Reagcao em
Cadeia pela Polimerase (MULLIS & FALOONA, 1987) cqusterior sequenciamento de
bases da fita de DNA e a recente técnica de Piiesetamento. A técnica mais utilizada
para a identificacdo e caracterizacdo de fungammectbrrizicos € a amplificacdo de rRNA
por PCR. Essa técnica permite a amplificacdo d@éesgespecificas do genoma, como o
Espaco Interno Transcrito (ITS), localizado enegidGes altamente conservadas dos genes
18S e 28S. A sequencia do ITS é altamente consemadespécie, mas é variavel entre
espécies, sendo muito utilizada para taxonomia ulegds (BRUNS et al., 1991;
ANTONIOLLI et al., 1998; ANTONIOLLI et al., 2000GOMES et al., 2002).
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Conforme a classe taxondmica, varias sequénciasgifees especificas do DNA tém
sido utilizadas para identificacdo de microrganismale acordo com o grau de
conservacionismo. Com a utilizacdo de técnicas cntdees, diversos autores mostraram ser
possivel a identificacdo de organismos mantidosnaio de cultura, em raizes, ou por meio
da analise direta do solo (BONITO et al., 1995)s rala¢Oes filogenéticas de organismos
eucariéticos podem ser inferidas pela andlise dgié&eia dos genes que codificam a
molécula de rRNA. As vantagens do uso do rRNA emmdes filogenéticos sdo que todos as
células possuem rRNA, estas ndo precisam ser add#tss em laboratorio e 0s genes
codificadores apresentam poucas modificacdes @wldas anos (TORTORA et al., 2000).

Os genes que originam a molécula de rRNA fazene glirtchamado DNA repetitivo.
O rRNA é uma sequéncia de bases organizada emesegifada unidade de rRNA é
composto por uma regido promotora lider chamadadgesjinterno Transcrito (ITS), uma
regido codificadora de rRNA, a sub-unidade menomRIMNA ou gene 18S, um espaco interno
nao codificante (ITS1), uma regido codificante &\NA de nome 5.8S, outro espago néo
codificante (ITS2), uma regido codificadora a suttade maior do rRNA ou gene 28S, e por
fim, um segmento intergénico espacador ndo trangMiTS) ou espaco intergénico (IGS). A
sequéncia de DNA gque agrupa as regides ITS1, 5I8S2é chamada de regido ITS (Figura
12) (HILLIS & DIXON, 1991, MARTIN & RYGIEWICZ., 206).

Unidade rRNA IGS  Unidade rRNA IGS Unidade rRNA

Gene 18S Gene Gene 28S
ETS ou SSU ITS1 5.8S ITS2 ou LSU NTS

Figura 12 —Esquema de uma seqiiencia do DNA mostrando a estrddugene do
rRNA das células de eucariotos. Espaco intergéfi@8s), subunidade
pequena (SSU) do rRNA; subunidade maior (LSU) ddARespaco
interno transcrito (ITS1 e ITS2), espaco ndo trats¢NTS) e espaco

interno transcrito (ITS).

As regides que codificam para rRNA, isto é, os gelS, 5.8S e 28S, ndo sao Uteis

em termos de polimorfismos em nivel intraespecifipois essas regifes evoluem muito
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lentamente na seqUéncia de bases e quase nada raprincento, sendo, portanto,
particularmente Uteis para analise em nivel deli@raiclasses taxonémicas mais elevadas.
As regides ITS1 e ITS2, por ndo serem codificagadem acumular mutacdes ao longo do
tempo, apresentando, assim, um nivel intermeddeiosariacdo, isto € o que torna essas
sequéncias apropriadas para identificacdo de @g@si em nivel de género e/ou espécie. A
heterogeneidade apresentada pela regido ITS podiegedo a polimorfismos de tamanho,
insercdes e delecbewlelse/ou mutacdes na seqiéncia de bases (DAVID di9812).

O uso da técnica de PCR, associada ao sequencmrtegnbu-se de grande utilidade
para inferir relacbes filogenéticas, determinanerdidade de microrganismos e estudar os
efeitos das modificagbes ambientais sobre os @gers. Estes estudos possibilitam a
obtencéo de sequéncias de nucleotideos de uma egpé@cifica do DNA, podendo esta ser
alinhada com sequéncias de taxons similares otedifess em softwares especializados para
reconstrugcdo de arvores filogenéticas (NILSSON let 2006; GUIDOT et al., 1999;
ANDERSON & PARKIN, 2006).

O estudo do polimorfismo da regidao ITS para fungogomicorrizicos tem sido
determinado para muitas espécies. A analise daad@b foi eficaz para identificacéo de 26
isolados, de 8 géneros e 19 espécies de ectorma®em Vicosa-Brasil, entre os quais estéo,
Suillus brevipes (Peck) Kuntze Hebeloma cylindrosporumRogmanesi Cenococcum
geophilumFr. e Sclerodermap. (GOMES et al., 2002). Em florestas de pinuscalgto, na
Tailandia, foram identificadas algumas espéciesudgos, comaPisolithus albuse outras
ainda nao relatadas na literatura (KANCHANAPRAYUD#t al., 2003). Através do
sequenciamento da regido ITS, descobriu-se um fumgn micorrizico associado as floresta
nativas deVateria indicana India (REDDY et al., 2005) e uma nova espési@ada a
eucalipto, no Brasil, com resultados promissores estabelecimento dessa espécie
(LUPATINI et al., 2007- ndo publicado). O uso da regido ka8ibém pode ser analisada
para se conhecer as relacdes filogeograficas fmtges, como mostram Martin et al. (2002),
gue estudaram 102 isolados de varias localidadegré@ficas do mundo, onde encontrou-se
polimorfismo com oito géneros, entre os quais estd8uillus brevipes(Peck) Kuntze
Hebeloma cylindrosporuiRogmanesiCenococcum geophiluRr. e Sclerodermap.

Além de medir as relacdes filogenéticas, o seqaer@ito da regido ITS permite o
desenvolvimento de oligonucleotideos iniciadorgseesicos para diferenciacdo e deteccao
de fungos micorrizicos especificos (MARTIN & RYGIE®@Z., 2005). A exemplo disto, a
regido ITS do fung®isolithus microcarpu®JFSC — Pt116 foi escolhida para ser estudada e

comparada com outras sequéncias oriundas do GenBadlkado no National Center for
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Information (NCBI). Este trabalho teve por objetraracterizar e analisar a regido do ITS do
DNA do isolado do fungo ectomicorriziédsolithus microcarpu®JFSC — Pt116, oriundo de

floresta deEucalyptus duniw. Hill ex Maiden.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Manutencgao do isolado

O fungo foi multiplicado no Laboratorio de Microbldgia do Solo Prof. Marcos
Rubens Fries, Universidade Federal de Santa MRfa,O isoladdPisolithus microcarpus
UFSC-Pt116 foi cedido pela Prof. Veturia Lopes devéla, da colecdo de culturas de
Fungos ectomicorrizicos, da Universidade Feder&8aiga Catarina - UFSC.

O isolado foi mantido em meio de cultura solido k&lorkans Modificado - MNM
(MARX, 1969), em placa de Petri de 9 cm de diametro incubadora a 25°C, por 15 dias.
Em seguida, foram feitas suspensdes micelianasseml.2de MNM liquido em erlenmeyers
de 250 mL, a partir de discos de 8 mm de diamditia@s das culturas em placa. O material

foi incubado a 2% por 30 dias.

2.2 Extracao do DNA

A extracdo de DNA foi realizada conforme Garden8i&ns (1993), sendo o DNA
extraido a partir do micélio produzido em meio idguMNM. As suspensdes micelianas,
apos serem retiradas do meio liquido, foram setapapel toalha e submetidas a maceracao
com nitrogénio liquido até atingirem aparéncia de este estagio, foram adicionados 600
puL de tampéo CTAB (Cetyl Trimethyl Ammonium Bromid@pbo (1,4 M de NacCl, 0,2 M de
EDTA, 2% de CTAB e 0,1 M de Tris-HCI) e as amosfaaam incubadas em banho-maria a
65°C por 1 hora. Em seguida, foram adicionadasrastaas 60QuL de fenol: cloroformio:
alcool isoamilico (25:24:1), para promover a seg@rado DNA do residuo. As amostras
foram novamente submetidas a homogeneizacdo eraraust por 5 min e centrifugadas a
18894 g por 10 min a 16, em centrifuga Sigma Laboratory Centrifuge 4KApds a
centrifugacdo das amostras, o sobrenadante fafémgao para outro tubo e adicionaram-se
novamente 60QL de fenol: cloroformio: alcool isoamilico (25:24:& foram centrifugadas a

18894 g por 10 min a 6. O sobrenadante foi, entdo, retirado e adiciormadm novo tubo
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contendo igual volume de isopropanol, para preaggid dos acidos nucleicesos tubos
permaneceram em temperatura ambiente por 5 mins Agte periodo as mesmas foram
centrifugadas a 18894 g por 10 min. Apos este geua;alescartou-se o liquido sobrenadante
com a inversado do tubo por 5 min para retirar prgpanol. Adicionou-se 100L de etanol
gelado 70% (para retirar impurezas presentes na&tea@® as amostras permaneceram em
temperatura ambiente por 5 min. Apés este tempamastras foram centrifugadas a 18894 g
por 10 min. Descartou-se o sobrenadante e deixousstante do etanol evaporar por 1 hora.
O pellet foi ressuspenso em 0. de agua ultrapura e as amostras foram armazemadas
20°C.

Posterior a extracdo do DNA, as amostras foram etidas ao tratamento com
RNAse A (10 mg/mL). Adicionaram-se as amostras 24@ume da amostra de RNAse A.
As mesmas permaneceram em banho - maria®’@ p@r 30 min. Em seguida o DNA foi
visualizado em gel de agarose 1,5%. O gel de agamssiste de 100 mL de solugéo TBE 1X
(Tris-borato-EDTA) (89 mM de Tris, 89 mM de acidérizco, 2 mM de EDTA, pH 8,0) e 1,5
g de agarose. Esta mistura foi dissolvida em fa@onicroondas. Apos esfriar, adicionou-se
0,5 pL de brometo de etideo para promover a vizagio da presenca do DNA gendmico.

O gel foi submetido a eletroforese em voltagem @en®/ por duas horas. Em

seguida, foi visualizado sob luz ultravioleta eofpifado com camara Kod&k

2.3 Reacédo da Polimerase em Cadeia

As amostras de DNA gendémico foram submetidas a P&R a amplificacdo da
regido ITS usando os oligonucleotideos iniciadof@s$1 (5 TTC CGT AGG TGA ACC
TGC GG 3’ - Forward) e ITS4 (5 TCC TCC GCT TAT TGPAT GC 3'- Reverse) (Figura
13) (WHITE et al., 1990).

Gene 18S Gene Gene 28S
ou SSU ITS1 ITS1 ITS2 ou LSU

5.8S

<+
ITS4

Figura 13 - Posicéo dos oligonucleotideos iniciadores ITS1®4lTtilizados para amplificar
aregido ITS do rRNA.
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Na reacéo de PCR utilizou-se a seguinte soluc@oull,de DNA; 2,5 pL de tampéao
10X; 3,0 pL de DNTP’s (estoque com 1,5 mM); 2,0 g MgCh (20 mM); 3,0 pL dos
oligonucleotideos iniciadores ITS1 e ITS4 (gBoles); 0,5 unidades da enzima Taq
polimerase (5 unidades/pL); 10,5 puL de agua ult@amara completar o volume da reacao
para 25 pL.

A reacdo de PCR foi realizada nas seguintes coesti€#°C por 2 min, seguidos por
30 ciclos de 94°C por 45 s, 55°C por 30 s e 729@He e com uma extensao final de 72 °C
por 10 min e mantidas a -4 °C. Um controle negatem DNA foi incluido. A reacédo de PCR
foi realizada em termociclador marca PTC — 100 daRdsearch, Inc. O DNA do isolado foi
amplificado em mais de 10 repeticdbes com as mesowaslicOes para garantir a
reprodutividade dos resultados. Os fragmentos dé& D&rados pela PCR foram separados
por eletroforese (1,5% gel de agarose) por 2 @ mV em TBE 1X e seguidos 0s passos

para visualizagdo conforme feito na etapa da extrdo DNA.

2.4 Purificacdo e sequenciamento do DNA

O produto da PCR foi submetido a purificacdo adiato-se 1 volume de polietileno
glicol 8000 13% (PEG 8000) (PEG 13% e 1,6M de NaBSphos esse periodo, as amostras
foram deixadas 16 horas em geladeira e centrifiggadb8894g por 15 minutos. A solucéo
PEG 13% foi, entdo, descartada e foram acrescen2@faplL de alcool 70%. As amostras
foram novamente centrifugadas a 188949 durante ihQtos. Apds esta etapa, o alcool foi
descartado, e deixado evaporar por 1 hora. O DNArdssuspenso em 8 pL de agua
ultrapura.

Para o sequenciamento do DNA, foi utilizado o dpareMega BACE 500,
desenvolvido pela Amersham Biosciences. O procdsssequienciamento foi realizado no

LabDros - Laboratério de Biologia Moleculda Universidade Federal da Santa Maria.

2.5 Andlise da sequiéncia do DNA

Apdbs o seglienciamento, a sequéncia foi editadaphcativo SeqMan do software
DNASTAR (LASERGENE, 1994). Posteriormente a obfenga sequéncia consenso, foi



86

construida uma arvore filogenética (cladograma) cequéncias de fungos obtidas no
GenBank (ALTSCHUL et al., 1990). Para construc@&oraparacao da arvore filogenética, as
sequéncias do GenBank que apresentaram os dezssioresforam selecionadas. Desse
modo, escolheu-se arbitrariamente, sequéncias deokidos de fungos ectomicorrizicos,
pertencente aos génemsolithus,Suillus SclerodermaRizopogon(Tabela 4). A sequéncia
obtida neste trabalho também foi adicionada ao d&enBank, onde recebeu o nimero de

entrada (locus).

Tabela 4 - Lista de fungos ectomicorrizicos do GenBank utilzm para comparacdo da

sequéncia ITS com o fundtisolithus microcarput/FSC-Pt116.

Isolado Numero de Referéncia
acceso*
Pisolithus tinctorius AF374701 MARTIN (2002)
Pisolithus tinctorius AF374704 MARTIN (2002)
Pisolithus tinctorius AF374699 MARTIN (2002)
Pisolithus tinctorius AF374695 MARTIN (2002)
Pisolithus microcarpus AMO084706 ANDERSON (2007)
Pisolithus tinctorius AF270778 ANDERSON (2001)
Pisolithus tinctorius AF374696 MARTIN (2002)
Pisolithus tinctorius AF374681 MARTIN (2002)
Pisolithus tinctorius AF374680 MARTIN (2002)
Pisolithus tinctorius AF374720 MARTIN (2002)
Scleroderma bovista AB211267 NARA, K., 2006
Scleroderma bovista AB099901 KANCHANAPRAYUDH (2003)
Scleroderma citrinum AY935514 RUIZ-DIEZ (2006)
LSJncuItured AMO087282 FONS (2005)
clerodermataceae
Scleroderma cepa DQ453694 FRANK (2006)
Rhizopogon roseolus AJ810072 MARTIN (2004)
Rhizopogon roseolus AJ810073 MARTIN (2004)
Rhizopogon vulgaris DQ822823 PEAY (2007)
Rhizopogon salebrosus DQ822822 PEAY (2007)
Uncultured Suillus EF619770 PARRENT (2007)
Suillus tomentosus EF458018 BALOGH (2007)
Suillus brevipes DQ822826 PEAY (2007)
Suillus luteus DQ658862 NYGREN (2007)
Suillus luteus DQ658861 NYGREN (2007)

* NUmero de acesso ao GenBank.
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Essas sequéncias foram alinhadas pelo algoritmstdlW e as relagdes filogenéticas
foram conduzidas utilizando o método vizinho mais&pno combootstrapvalor 1000 pelo
programa MEGA versao 4 (TAMURA et al., 2006).

Para a construcdo do cladograma, a seqiéncia dbtidabmetida ao alinhamento
pelo programa Basic Local Alignment Search Tool ABI) (PIPOLO & GARCIA, 2006),
por meio do algoritmo Megablast, o qual busca ehalisequéncias similares a sequéncia
consultada, além de fornecer pontuacdo de alinh@ames quais medem o ndamero ou

proporcao de residuos que pareiam por apresenideatidade em suas caracteristicas.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A visualizacdo do gel de agarose sob luz UV mosijae o fungoPisolithus
microcarpusUFSC-Pt116 apresenta a regido ITS com aproximaden®s0 pares de bases
(Figura 14).

1 206 329 650
I I I |

I
ITS1 5.8S ITS4

850
650

@

(b)

Figura 14 - Regido ITS amplificada do fungPisolithus microcarpudJFSC-Pt116 e o
numero de bases encontradas (a). Foto do prodlR&€BRaem gel de agarose (b).
Marcador molecular 1 Kb Plus DNA Ladder, Gibco (Mglicando amostras da
amplificacéo da regido ITS via PCR (P1 e P2).

De acordo com o alinhamento realizado pelo progr&taat, as seqiéncias mais
similares com a sequéncia do isolado em estudermain a nove isolados &e tinctoriuse
um deP. microcarpus(Figura 15). Quando as sequéncias foram subnseéidanalise de
filogenia pelo método de ligacdo simples (vizinhaisnproximo), o isolad®. microcarpus
UFSC-Pt116 foi claramente agrupado com os fungoméemo género. De acordo com a
arvore filogenética e com observacdes feitas pao me alinhamento das sequéncias, nota-
se, entre os fungos do géné@isolithus maior similaridade na sequéncia de nucleotidens c
o fungo AF374701.
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AMO084706 ] Pisolithus microcarpus
AF270778 ] Pisolithus tinctorius
AF374699 ] Pisolithus tinctorius
AF374696 | Pisolithus tinctorius
AF374704 ] Pisolithus tinctorius
AF374695 | Pisolithus tinctorius Pisolithus spp.
AF374681 ] Pisolithus tinctorius
AF374680 | Pisolithus tinctorius
AF374720 T]Pisolithus tinctorius

—I_ UFSC-Pt116 ] Pisolithus microcarpus
57 L AF374701 7] Pisolithus tinctorius

DQ453694 | Scleroderma cepa

99

32

—

AMO087282 :| Uncultured ectomycorrhiza (Sclerodermataceae)
AY935514 | Scleroderma citrinum Scleroderma spp.
5g|| AB211267 ] Scleroderma bovista
720 AB099901 ] Scleroderma bovista
731AJ810073 ] Rhizopogon roseolus
AJB810072 :| Rhizopogon roseolus
6 Rhizopogon spp.
DQ822823 ]Rhizopogon vulgaris
DQ822822 :| Rhizopogon salebrosus
10079 r EF619770 JUncultured Suillus
EF458018 ] Suillus tomentosus
70 | 1 DQ822826 ] Suillus brevipes Suillus spp.
74 || DQ658862 T suillus luteus
761 DQ658861 ] Suillus luteus

H
0.05
Figura 15 - Cladograma baseado na analise de grupamento pé&balonge ligacdo simples
(vizinho mais proximo) da regido ITS com base er0l@plicas déootstrap
Os numeros das ramificagcdes representam o daldmootstrap Os Fungos de
géneroSuillus spp., Rhizopogonspp. eSclerodermaspp. foram adicionados

como “outgroup”.

No GenBank foi encontrada somente duas sequéneiasicdeotideos da regido ITS
referentes a espédiet microcarpu§AM084706 e AF440867). Embora, haja trés baneos d
dados de nucleotideos, como o EMBL-Bank, sediad&ummpean Bioinformatics Institute
(EBI), o DDBJ, no Center for Information Biology I®) e o proprio GenBank, no NCBI, eles
trocam de informacfes diariamente e fazem parténtianational Nucleotide Sequence
Database CollaborationPortanto, sdo poucas as sequenciaB.dmicrocarpusdisponiveis
para comparacdes. Ainda, por apresentar sequénician@ior escore, somente a sequéncia
AMO084706 foi utilizada para comparagéo com o isoladéFSC Pt116.

Quando analisada a sequéncia obtida com as dafassit@ GenBank, observou-se a

formacdo de grupos em quatro niveis, sendo um grep@ dos isolados da espécie
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Pisolithusspp. com uma similaridade minima de 99%, um grupémeferente a isolados da
espéciesSclerodermaspp. com similaridade minima de 98%, um grupameaoio isolados de
Rhizopogorspp. com similaridade minima de 86% e outro catados deSuillus spp. com
similaridade minima de 70%. A sequéncia do isol&isolithus UFSC-Pt116 formou
grupamento com as sequéncias de isoladoRis@ithus spp. E importante salientar que
houve formacdo de grupamentos distintos dos grupms Pisolithus Scleroderma,
Rhizopogone Suillus (Figura 4). O agrupamento do isolado da espBEcienicrocarpus
guando comparados com o isolado em estudo, apoes@@nor escore ou numero de “gaps”.

Contudo, verificou-se que os fungos que formaraagropamento com o isolado em
estudo foram os que apresentaram maior escorent@am@lento pelo BLAST, mostrando uma
grande relacéo filogenética do fungo estudado aorgds da espéck. tinctorius(Figura 4).

Os altos valores de bootstrap mostrados nos “nmdlpooting” (ponto que distancia as taxas
na arvore) revela grande consisténcia nos dadas,vadores de Bootstraps acima de 95
representam correta construcao na topologia doss&@hAMURA et al., 2006).

O alinhamento do gene 5.8S entre os isolados mogtre essa regiao ndo variou em
tamanho, nem mesmo entre 0s géneros, mas sim heanvacdes na sequéncia de
nucleotideos. Essa pequena variacdo da regido nfr§ es fungos era esperada, pois de
acordo com Bruns et al. (1991), Gomes et al. (2@0®Rartin & Rygiewicz (2005), a regiao
5.8S € melhor utilizada quando a intengéo for separeis taxondmicos ao nivel de espécie,
pois embora o ITS seja altamente conservado n&iespé ¢é variavel entre espécies.

Os resultados mostrados neste trabalho indicamdgramriacdo interespecifica e
pouca variagdo intraespecifica na regido ITS dogds analisados, 0o que permitiu ao
programa efetuar o agrupamento dos fungos em gértessa variacdo representa
modificacdes graduais que ocorrem ao longo daggesae que incluem a formacéo de racas
e novas espécies.

Por meio do alinhamento das sequéncias também gedebservada a diferenca
existente entre o isolado estudado e outro fungomizico da mesma espécie encontrado no
GenBank. As diferencas pontuais (indels ou mutgc¢éecontradas nos isolados podem ser
devidas ao fato desses fungos estarem submetidmmbéentes diferentes, ou devido a
existéncia de apenas duas sequéncias de organistassificados comoPisolithus
microcarpusno GenBank, dos quais, um deles estava entre igogumais similares ao
isolado UFSC-Pt116 e a outra ndo apresentou sidatde entre as 25 primeiras mostradas no

BLAST. Os resultados moleculares ndo puderam confirmgpécee a qual o fungo pertence.
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5. CONCLUSOES

Pela anélise da regido do espaco interno transorismlado UFSC-Pt116 pertence ao
géneroPisolithus

Os resultados moleculares de DNA nao permitiranfiicoar a espécie do fungo.
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CAPITULO V: COMPORTAMENTO DE CANAFISTULA, CEDRO,
ANGICO-VERMELHO E TIMBAUVA A SOLO CONTAMINADO DE
COBRE

RESUMO

A contaminacdo do solo por cobre tem contribuidagyatieamente para o
estabelecimento de plantas em areas de mineraé@eas vinicolas em varias regides do
Estado do Rio Grande do Sul. As espécies floesiaiivas podem ser uma alternativa na
revegetacdo de areas contaminadas. O objetivaataltio foi avaliar a toleréncia de quatro
espécies florestais nativas ao excesso de cobmsoloo As espécies nativas utilizadas no
trabalho foram a canafistulR€ltophorum dubiuniSpreng.) Taub.), o cedr@édrela fissilis
Vell.), o angico-vermelho Rarapiptadenia rigida (Benth.) Brenan) e a timbaulva
(Enterolobium contortisiliquuniVell.) Morong). As unidades experimentais foransagcom
capacidade de 500 mL de volume, contendo 500 gndeArgissolo Vermelho-amarelo
distréfico tipico.  Desenvolveu-se um experimentarap cada espécie florestal. O
delineamento experimental foi inteiramente casadbznum esquema (1 x 5) sendo a espécie
florestal nativa e cinco doses de cobre aplicadtomaa de uma solugéo de sulfato de cobre
[x (nivel natural do solo), x + 64, x + 128, x +218 x + 256 mg K{ de cobre], com seis
repeticbes. Foram avaliados 0s seguintes par&netrassa seca da parte aérea,
comprimento radicular, area superficial especiféchcular, teor de cobre na raiz e parte aérea
da planta. Os resultados foram submetidos & anddiseariancia e quando da significancia
dos efeitos apontados pela andlise de variancipax@snetros avaliados foram submetidos a
analise de regressdo. Mudas de cedro pode acunudame tanto na parte aérea como
radicular da planta. Mudas de timbalva acumularaionecna raiz da planta, ndo translocando
para a parte aérea. O angico-vermelho pode serdesado uma planta exclusora de cobre.
As espécies canafistula, angico-vermelho e timbaprasentam maior tolerancia a solo

contaminado por cobre, seguido pelo cedro.

Palavras-chave: Metal pesado, plantas nativasataie
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1 INTRODUCAO

O cobre € um micronutriente essencial ao desemuehio das plantas. Sua funcao
biologica é de doar e receber elétrons, assumiadibmfente as forma de Cijreduzido) e
Cu™ (oxidado), agindo no transporte de elétrons usguelas metalo enzimas como
citocromoc oxidase, lisil oxidase ou superéxido dismutase (€2L& STOYANOV, 2003;
PEDLER & PARKER, 2002). Portanto, toda espécie tageecessita de cobre para realizar
suas fungdes vitais basicas, como a producdo dgiare nivel de cadeia respiratéria, ou
para detoxificacdo das formas toxicas de oxigé@imntudo, a contaminacdo do solo por
cobre tem contribuido negativamente para o estibedato de plantas em areas de
mineracgao e areas vinicolas do sul do Brasil.

A matéria organica e os 6xidos de manganés sdaornpanentes que retém a maior
quantidade e mais fortemente o cobre néo dispodiveiolo (McLAREN & CRAWFORD,
1973a; 1973b). A concentracdo de cobre na soldgasolo € controlada pelo equilibrio
quimico, envolvendo a formacao de complexo de a$fikerna com a frag@o organica do solo
(McLAREN & CRAWFORD, 1973a). A especificidade desad;do do cobre ao solo é o
processo mais importante no controle da concemtradg cobre na solucdo do solo
(McLAREN & CRAWFORD, 1973b). Isto se deve ao famalcobre estar na solucéo do solo
na forma i6nica e complexada, nos sitios de tromamal do solo, nos sitios de troca
especifica, oclusos nos 6xidos do solo, nos resibioddgicos e organismos vivos do mesmo
(MCLAREN & CRAWFORD, 1973a; 1973b). Também o ion’Cpode formar ligacdo de
complexo de esfera interna com os oxidos do swiando indisponivel aos organismos vivos
(PEDLER & PARKER, 2002). Desse modo, o maior palte cobre esta adsorvido as
particulas do solo com diferentes forcas de ligag@ando uma pequena quantidade
disponivel na solucdo do solo. No entanto, o callsorvido nas particulas do solo pode
funcionar como um compartimento de reserva, repoggk®e elemento para formas mais
disponiveis.

O pH apresenta um consideravel efeito nas quarside cobre adsorvido pelos solos
(McLAREN & CRAWFORD, 1973b). O pH do meio pode undhciar na formacédo de
complexos do Cu com substancias humicas, diminuadoxicidade de cobre do solo aos
organismos. Os micronutrientes em geral, inclusieebre, sdo mais sollveis ou disponiveis

em pH mais acido e sua solubilidade no solo dimiguando € aumentado o pH (McBRIDE,
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1994; MEURER, 2004; 2006). Alguns autores afirmara g pH € o ponto chave que altera a
variabilidade da especia¢gdo quimica dos metaiseio (MWISS et al., 2001).

A acumulacéo de cobre, nos solos das regides lasicocorre nas primeiras camadas
do solo em funcéo da interacéo que esse metalesgpaesom as fracbes de matéria organica e
argila (EPSTEIN & BASSEI, 2001). Contudo, a camadgerior do solo também é a camada
em que se localiza a maior parte do sistema raticas plantas, chamada de rizosfera. As
plantas podem sofrer um efeito deletério em sescorento quando cultivadas em ambiente
com excesso de metais (PAIVA et al., 2003). Es$sitoepode estar relacionado a inducéo,
pelos metais, de distarbios fisiolégicos e nutneis (MARSHNER, 1995; SOARES, 1999;
PAIVA et al., 2000; PAIVA et al., 2001). Desse aog plantas pouco resistentes ao excesso
de cobre apresentariam dificuldades em se est&belessas areas. Necessita-se, portanto, de
estudos que selecionem espécies de plantas paregetacdo de solos contaminados com
metais, entre eles o cobre. A sele¢do de espédoiesthis tolerantes a solo contaminado por
cobre pode ser uma alternativa para o restabelatinvegetal em areas, onde naturalmente
as plantas nao se estabeleceriam devido ao pdteantaminante presente.

A revegetacdo de areas contaminadas por metamaédesnvolve o desenvolvimento
de tecnologias apropriadas que vém sendo empregad@superacdo destas areas, como a
fitorremediacédo. Conforme O’'LEARY (1994), as planfgdem ser consideradas exclusoras,
indicadoras ou acumuladoras de metais. Nas exelsisarconcentragdo interna do metal &
mantida constante até que seja atingido o niveéterdo metal no solo, sendo recomendadas
para fitoestabilizacdo do contaminante. Nas indica&] a concentracdo interna do metal
reflete a concentracdo externa do metal. Nas @adamuladoras, a concentragdo no tecido
da planta é superior a do solo, permitindo sereiizadas para fitoextracdo dos
contaminantes. A fitorremediacéo utiliza, portapientas adaptadas a excesso de metais para
filtrar ou absorver esses elementos do solo (CHANDHet al, 1998). Segundo Khan
(2001), esta tecnologia vem sendo muito usada noepso de descontaminagcdo do solo
devido & acdo menos destrutiva para a fauna edéfectem como fator limitante a pequena
quantidade de plantas adaptadas para crescer elenéentontaminado e pobre em nutriente.

A escolha adequada de espécies utilizadas em poscele revegetacdo € muito
importante, devido a necessidade de adaptacdoadmed limitantes de crescimento da
planta, principalmente quando relacionados a sdéggadados (PRALON & MARTINS,
2001). Em 20 anos de pesquisa, Carvalho (1998;aras espécies madeireiras nativas nao
leguminosas do Sul do Brasil, como sendo uma altiean para o reflorestamento, como o

pinheiro-do-paranaAfaucaria angustifolia(Bertol.) Kuntze), pau-marfimBalfourodendron
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riedelianum (Engl.) Engl.), a canjeranaCébrelea canjerana(Vell.) Mart.), pau-ferro
(Myracrodruon balansagEngl.) Santin), pessegueiro-bravBrynus myrtifolia(L.) Urb).
Entre as espécies florestais nativas leguminosastar cita o angico-vermelho-vermelho
(Parapiptadenia rigida(Benth.) Brenan, angico-brancénadenanthera colubringVell.)
Brenan var. colubrina), angico-cascudang§denanthera peregringWell.) Brenan var.
falcata), timbalvaEnterolobium contortisiliquun{Vell.) Morong), a bracatingaMimosa
scrabella Benth.), canafistula Peltophorum dubium(Spreng.) Taub.) e guapuruvd
(Schizolobium parahybgVell.) Blake). Outras espécies florestais impotés pela sua
adaptacdo as condi¢cbes ambientais do Rio Grand&ullopodem ser encontradas no
Inventério Florestal Continuo/RS (RIO GRANDE DO SD02).

As plantas nativas podem ser uma alternativa negegacao de areas degradadas. A
canafistula € uma leguminosa (Fabaceae) de amgtpressiva dispersao, muito frequente
nas matas da bacia do rio Parana, considerada xceteste espécie para recuperar areas
degradadas. O cedro pertence a familia Meliaceagntmado em todo Brasil, recomendada
como espécie ornamental com grande importanciagical, sendo utilizada na recuperagao
de areas degradadas, pois cresce em vegetacabmeiote secundaria. O angico-vermelho &
uma leguminosa encontrada do Rio de Janeiro a&sRinde do Sul, ideal para recuperacéo
de areas degradadas de preservacao permaneritel@mévia também é uma leguminosa com
distribuicdo natural em todos os paises da Amélic8ul, sendo considerada ecologicamente
importante para a recuperacdo de areas degradamasapresenta rapido crescimento em
formacbes secundarias (BACKES & IRGANG, 2002). daor pouco se sabe sobre o
comportamento dessas plantas em solo contaminacdmpice.

Deve-se destacar que é grande o potencial de kstabento de espécies florestas
nativas. Isso decorre do fato de essas plantaesstaidaptadas as condi¢cdes predominantes
de clima e solo. Assim, o trabalho teve como olgedvaliar o comportamento e selecionar

dentre quatro espécies florestais nativas as wlaishtes a solo contaminado com cobre.



99

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Solo

O experimento foi conduzido em casa de vegetacacCelntro de Pesquisas de
Recursos Florestais (FEPAGRO — FLORESTA) de SaradaMIRS, no periodo de outubro
de 2005 a Marco de 2006. O solo utilizado paraygédo das mudas foi classificado como
Argissolo vermelho-amarelo distréfico tipico (EMBRA, 1999). O solo foi coletado sob
campo nativo, na profundidade de 0 — 20 cm. Estsefto ao ar, destorroado e tamisado em
peneira de 4mm. Adicionou-se mistura de carbodataalcio e carbonato de magnésio
(relacdo molar 3/1) em quantidade equivalente adhéladas de calcario por hectare, cuja
finalidade foi elevar o pH para 5,5. O solo foiubado por 20 dias com contetdo de agua de
aproximadamente 80 % da capacidade de campo, pexaoqgcarbonato de calcio e o
carbonato de magnésio pudessem reagir. Aplicauespiivalente a 30 kg Hale N na forma
de uréia no momento do plantio. Nao foi realizadabacdo de base e cobertura para fésforo
e potassio, pois 0 solo apresentou alto teor desse®ntes. A analise quimica do dolo
revelou pH-4gua: 5,0, Ca+Mg: 8,4 cgiof, H+Al: 5,5 cmokL™, P: 20,8 mg kd, K: 212 mg
kg, matéria organica: 2,5 g Rgargila: 21 g kg e cobre extraido por HCI: 0,8 mgkg

2.2 Esséncias florestais

As espécies arboreas utilizadas no trabalho forasmafistula Reltophorum dubium
(Spreng.) Taub.), o cedr&€édrela fissilisVell.), o angico-vermelhoRarapiptadenia rigida
(Benth.) Brenan) e a timbauvar(terolobium contortisiliquunfVell.) Morong). As sementes
foram doadas pelo Centro de Pesquisa de Recureosstis (FEPAGRO — FLORESTA),
Santa Maria-RS. As sementes de canafistula fodetaclas no préprio Centro de Pesquisa,
as de angico, grapia e timbaldva em area de preserypermanente de propriedades rurais do
distrito municipal de Boca do Monte, Santa Mari&, Ro ano de 2005. As mudas foram
inicialmente produzidas em areia lavada e quandesaptaram um par de folhas definitivas,

foi transplantada uma muda por vaso de cultivo.
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2.3 Delineamento experimental

Foi desenvolvido um experimento para cada espdoimestal. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado num esguél x 5) sendo a espécie florestal
nativas e cinco doses de cobre [x (nivel naturadalo), x + 64, x + 128, x + 192 e x + 256
mg kg* de cobre], com seis repeticdes. O cobre foi agiccomo solucdo de sulfato de
cobre, de forma suplementar, em cada unidade exgetal. No total, foram 120 unidades
experimentais. Como unidade experimental foramzatlbs vasos com capacidade de 500
mL de volume, contendo 500 g de solo.

2.4 Condugao do experimento

O experimento teve duracéo de seis meses, semdosplante das mudas realizado no
dia 01/10/2005 e colhido no dia 31/03/2006. Duraotexperimento, foram realizadas
irrigacdes diarias, por pesagem de cada vaso. iohdiam-se 150 ml de agua destilada,
correspondente a 15% do peso do solo seco, o grespondia a aproximadamente a 80 %
da capacidade de campo. A irrigacao foi realizatapdo-se todos 0s vasos e completando a
diferenca do peso com agua até 650 g.

O rodizio dos vasos foi realizado semanalmentendatedlo as exigéncias do
delineamento, com o objetivo de eliminar possikisrencas quanto a incidéncia de luz

solar, temperatura e sombreamento.

2.5 Parametros analisados

Avaliou-se a altura de planta, massa seca da pantea (MSPA), comprimento
radicular (CR), area superficial especifica radgicASE), conforme Tennant (1975), teor de

cobre na raiz e parte aérea da planta (SILVA, 1999)
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2.5.1 Altura de planta

A altura de planta foi medida utilizando-se umaueegraduada de 50 cm de
comprimento. Para evitar a interferéncia da iraugade da superficie do solo contido nos
potes, colocou-se uma pequena lamina de isopoomto gero da régua formando um angulo
de 90°.

2.5.2 Massa seca da parte aérea e do sistemalaadicu

As plantas foram cortadas rente ao solo, separs@ada-parte aérea do sistema
radicular. As raizes foram separadas do solo elémvaom agua destilada. Em seguida, a
parte aérea das plantas e as raizes foram coloeatdascos de papel, identificadas e secas
em estufa a 65°C, onde permaneceram até atingirpes®@ constante. ApOS pesou-se em
balanca digital com trés casa decimais, obtendofeassa seca da parte aérea. A massa seca
radicular foi utilizada para determinagéo de colar@aiz.

2.5.3 Comprimento radicular

Na analise do comprimento radicular, separou-se amastra de 0,2 g de raizes
cortadas em 1lcm e distribuiu-se em uma placa gquddda de 1cm x 1cm e, em seguida,
contou-se 0 numero de intersec¢cdes das raizes solinhas da placa. O comprimento
radicular foi estimado seguindo-se o0 método de aenfl1975), conforme a férmula abaixo.

L = N° interseccbes x Fc
Sendo,
L: Comprimento radicular

Fc: Fator de correcéo, que foi de 0,7857, porqoe-se quadricula de 1cm x 1cm.
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2.5.4 Area superficial especifica radicular

A area superficial especifica do sistema radictibérestimada segundo Tennant
(1975), conforme a formula abaixo.
S=2tixRxL
sendo,
S: Area Superficial Especifica
L: Comprimento Radicular
R: Raio
Para o calculo do raio, utilizou-se a formula:

VY

L. 1t

sendo, V = Volume da massa verde do sistema radicul
2.5.5 Andlise quimica

O material utilizado para esta andlise foi a massa da parte aérea e massa seca
radicular. Estas foram moidas separadamente emhmdipo faca, passada em peneira de 2
mm e entdo submetida a analise quimica para det@ras concentracdes de cobre (Cu). Na
andlise de Cu empregou-se a digestdo por via Uooishasolucdo Nitro-perclorica (HNGr
HCIO,) na proporgéo 3:1, segundo metodologia descrita$iéva (1999). As concentracdes

de Cu foram determinadas em Espectrofotdmetro dersbo Atdmica.

2.6 Anélise estatistica

A analise estatistica foi efetuada por meio daismale variancia e quando da
significancia dos efeitos apontados pela analiseadi&ncia, os parametros avaliados foram
submetidos a analise de regressao pelo programdARISFERREIRA, 2006), tomando

como base 0s niveis de significancia maiores qée @ 0,05).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na comparacao das medias de massa seca da pageaizerva-se que a canafistula,
0 cedro e a timbauva apresentam diferenca sigtificaom aplicacdo das doses de cobre
(Tabela 1). A melhor dose para a canafistula fango se aplicou 192 mg kgle Cu, para o
cedro 128 mgkd nao diferindo do controle e para a timbalva féi adose de 192 mgkg
também nao apresentando diferenca em relacdo amleonA dose mais alta 256 mgkg
proporcionou decréscimo na massa seca da pari@ @&seas plantas. O angico nao mostrou

diferenca na massa seca da parte aérea nas dasgweléestadas (Tabela 5).

Tabela 5. Massa seca da parte aérea (g) de mudas de calaaffltophorum dubiuin
cedro Cedrela fissili3, angico-vermelho Rarapiptadenia rigida e timbauva

(Enterolobium contortisiliquujmas diferentes doses de cobre. Santa Maria, 2006.

Dose Cobre Canafistula Cedro Angico Timbalva
mg kgt S =Y N () e —

0 1,24*c 2,08 ab 193a 3,07 ab
64 2,63Db 1,99 ab 1,30 a 3,37 a
128 2,71 ab 2,19a 135a 3,50 a
192 3,33 a 1,64 ab 1,66 a 3,38 a
256 2,66 b 1,18 Db 1,77 a 2,66 b
CV % 5,28 10,7 7,94 511

* Médias seguidas de mesma letra minlscula na ach#o diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade (p<0,05).

Entretanto, na analise de regresséo para massdapesate aérea observou-se reducao
na producéo do cedro a partir da dose de 63,3 Mgl&gobre. J& na timbaliva essa reducao
se deu a partir da dose de 112,5 m( d#tg cobre (Figura 16). Esses resultados indicagraqu
timbalva, além de produzir mais massa seca quedm,célera niveis mais altos de
contaminacado por cobré massa seca da parte aérea do angico-vermelhonsaimeom

adicdo de cobre superior a 145 mg-ké canafistula reduziu sua producdo de massaaseca

partir de 158,33 mg ké de cobre (Figura 16). Plantas de aveia tém api@icrescimento

fraco, clorose e morte, inviabilizando a producg&@oneanejo de cobertura verde em areas com
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alta concentracdo de cobre (SANTOS et al., 2064ynandes & Henriques (1991) relataram
que alta concentragdo de cobre na solucdo do pudi® proporcionar alteragdes nos tecidos
vegetais, em nivel bioquimico e fisiolégico, osigysdem resultar em perdas consideraveis
do potencial produtivo das plantas. Tem-se dedecitteracéo na atividade da enzima nitrato
redutase em plantas expostas ao excesso de cadueindo o N total na planta e o tamanho

da planta devido a reducao na producéo de clorhfildNA et al., 1997).

¢ Canafistula mCedro aAngico @ Timbalva

y = 4E-05%° + 0,009 + 3,0267
R?=0,9574

3,00
e y=-6E05¢ +0,019x+ 1,4800
2,50 R? = 0,9072
= 200 y = -3E-052 + 0,0038 + 2,0801
22
o A
(7]
S 1,50 )

y =4E-05x% - 0,0116x + 2,1245
R? = 0,7475

0 64 128 192 256
Doses de cobre (mg kg-1)

Figura 16 - Massa seca da parte aérea (MSPA) de mudas deistal@afPeltophorum
dubium), cedro Cedrela fissili}, angico-vermelho Rarapiptadenia rigida e
timbaltva Enterolobium contortisiliguuinsubmetidas a doses de cobre. Santa
Maria, 2006.

A andlise de regressao para altura de planta mgg&as mudas de cedro reduziram
seu crescimento a partir da dose de 87,17 rifgllegcobre, enquanto que na timbadva o efeito
negativo somente foi observado a partir de 112,4kaiyde cobre.O angico-vermelho
apresenta decréscimo em seu crescimento nas ddsaside cobre, aumentando a partir de
157,16 mg kg de cobre, enquanto que a canafistula apresentandmr@m seu crescimento
nas doses analisadas (Figura 17). Marques et @00)2verificaram que entre 20 espécies
arbéreas, plantas d€edrella fissilis destacaram-se por terem seu crescimento pouco
influenciado em solo contaminado por cobre e outmetais como zinco, chumbo e cadmio.
Os resultados do presente trabalho concordam cate Marques et al. (2000), pois somente
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na dose mais alta o cedro apresentou influéncdode de cobre, mostrando reducgéo de 20 %

na altura de planta em relag&o ao controle.

¢ Canafistula mCedro A Angico @ Timbalva

y = -0,0005x” + 0,1124x + 40,275
R? = 0,9857

50,0

§ 400
S
& 300 y = 0,0003x” - 0,0943x + 50,974
[« 2 —
R%=09924
[ S T— '
© 20,0 L —.—*‘*‘*\1
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2
< 100 y =-0,0002x" + 0,1119 + 23,92 y = -00003" + 0,0523x +19,768
R’ = 0,8683 R’ =0,9387
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Figura 17 - Altura de mudas de mudas de canafistBiltophorum dubiuincedro Cedrela
fissilis), angico-vermelho Rarapiptadenia rigidy e timbalva Enterolobium

contortisiliquun) submetidas a doses de cobre. Santa Maria, 2006.

O comprimento radicular de canafistula, cedro ebdifva foram inicialmente
beneficiados pelas doses de cobre aplicado (FitgxaNo entanto, a partir da dose 137,54
mg kg* de cobre para a canafistula, 112,5 mg &g cobre para o cedro e 166,36 md kg
cobre para timbalva o comprimento radicular tendedazir. Adalsteinsson et al. (1997)
observaram efeito deletério na estrutura e fundéegaizes dBetula pendulaom o excesso
de cobre. Estes resultados corroboram com os dezi@tti (1999), que verificou que o
excesso de metais reduz o crescimento de raizesvabtes, podendo causar necrose nessas
raizes. Soares et al. (1999), verificaram queigdiadie 192umol L™ de cobre, reduziu em
95 % a matéria seca de raizes de duas espéciaxccalg®. Embora haja reducdo nesse
parametro, as mudas de timbalva apresentaram owigurimento radicular em relacéo a
canafistula, ao cedro e também, em relacdo aocotentnesmo na dose mais alta de cobre.
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+ Canafistula m Cedro a Angico e Timbalva
y =-0,0891x2 + 29,164x + 2000,1

5000,0 -+ )
4500.0 R2 =0,9926
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Figura 18 - Comprimento radicular (CR) de mudas de canafidfe&tophorum dubiuim
cedro Cedrela fissili$, angico-vermelhoRarapiptadenia rigida e timbauva
(Enterolobium contortisiliquuinsubmetidas a doses de cobre. Santa Maria,
2006.

Observou-se que o comprimento radicular do angeroielho apresentou
inicialmente um decréscimo, aumentando a partidate de 68,84 mg Kgde cobre. Esse
resultado indica que o sistema radicular dessaciespé planta apresenta mecanismos para
exclusdo ou compartimentalizacdo do cobre reduzimdsim, o potencial toxico desse
elemento.

A rizosfera é considerada um ambiente diferenciado solo, pois as plantas
modificam o ambiente em varios aspectos relacionadaoncentracbes de nutrientes, pH,
temperatura e exsudatos radiculares, como acidganiocos de baixo peso molecular
(MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). Alem disso, os organigsnque estao localizados na regiao
da rizosfera podem melhorar ou aumentar a absaded@oetais pesados, como o Cu e Zn que
estdo poluindo o solo, removendo esses metais ldgdsodo solo (CHEN et al., 2005).
Desse modo, tornam-se necessarios estudos, pdaeeesc 0s mecanismos que permitem as
plantas de angico-vermelho aumentar seu sistenuladem doses mais elevadas de cobre.

A canafistula, o cedro e a timbalva mostraram dhigéinte um aumento na area
superficial especifica radicular, sendo posteriotmeeduzida (Figura 19). A area superficial

especifica da canafistula reduz a partir da dos&48e07 mg kg de cobre. No cedro foi
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reduzida quando se aplicou 109,73 mg kig cobre e na timbatva 135,26 mg'kig cobre

(Figura 19). Esses resultados mostram que o sastadicular do cedro é mais sensivel ao
excesso de cobre que o sistema radicular da tinabalsanafistula. Observa-se também,
tanto para o cedro como a timbaulva, que a areafsuglesspecifica (Figura 19) reduz-se em
dose mais baixa de cobre, em relacdo ao comprinmmadicular (Figura 18), indicando desse
modo, um provavel engrossamento da raiz, o que pogladicar a planta na absor¢do de

outros elementos nutritivos.

¢ Canafistula mCedro A Angico @ Timbaulva

800,0 -
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Figura 19 - Area superficial especifica radicular (ASE) de mmidde canafistula
(Peltophorum  dubiup cedro (Cedrela fissiliy, angico-vermelho
(Parapiptadenia rigidqa e timbalva Enterolobium contortisiliquuin

submetidas a doses de cobre. Santa Maria, 2006.

As mudas de angico-vermelho aumentam sua areafisiglegspecifica a partir da
dose de 71,68 mg Kgde cobre. A &rea superficial especifica radicélam parametro de
grande importancia para obtencéo de sistemas fadisucom maior capacidade de absorcéo
de nutrientes. Isso significa que para um mesrso fe raizes, aquela que apresentar maior
area superficial especifica, ird possuir maior tjdade de raizes finas (TENNANT, 1975),
consequentemente tera maior capacidade de abstegdatrientes. O maior comprimento e
area superficial especifica radicular das planasamgico-vermelho, em doses elevadas de

cobre, em relagdo aos demais tratamentos podenictorad 0 estabelecimento de espécies
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florestais em solos contaminados por cobre. O atondga area superficial de absorcéo se
traduz em um incremento na area de solo exploratis paizes e consequientemente, plantas
com maior area de absorcéo.

Mudas de canafistula e timbalva nédo alteram odemobre na parte aérea da planta
com a aplicagéo das doses de cobre (Figura 20)-seedetectado que em plantas com alta
capacidade de extracdo de metais pesados, combre eazinco, a maior acumulacao de
cobre € no sistema radicular (CHEN et al., 200Bgsse modo, a planta evita 0 excesso de
cobre nos tecidos da parte aérea. O cedro apresamd#mente aumento no teor de cobre, até
a dose estimada em 168,12 mg kg-1 de Cu, postendenocorre reducao nesse parametro.
Esse aumento inicial indica que o cedro pode serplanta acumuladora de cobre até a dose
testada. O angico-vermelho apresenta reducéo daéeal28 mg kg-1, permanecendo baixo
nas doses subsequentes. Isso pode indicar quefistala, o angico-vermelho e a timbaudva
possuem mecanismos biogquimicos para evitar o acidrilcobre na parte aérea da planta,
comportando-se como planta exclusora de metais§8RY, 1994).

¢ Canafistula mCedro A Angico @ Timbalva

— 2
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Figura 20 - Teor de cobre na parte aérea (Cu PA) de mudasfistula Peltophorum
dubium), cedro Cedrela fissili}, angico-vermelho Rarapiptadenia rigida e
timbauva Enterolobium contortisiliguuinsubmetidas a doses de cobre. Santa
Maria, 2006.
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Mudas de cedro e timbalva apresentam inicialmanmtento no teor de cobre na raiz
com as doses de cobre testadas (Figura 21). © aedmula cobre até a dose de 170 mg kg
! Nota-se que o cedro além de apresentar aumerteonde cobre na raiz e parte aérea da
planta, também aumenta sua massa seca da pade(Rig@a 16). A timbaulva seria capaz
de acumular cobre até a dose de 182,5 myekg seu sistema radicular evitando que seja
translocado a parte aérea da planta, conseguindtena mesma massa seca da parte aérea
em doses mais elevadas (Figural6). Para a extogdoetais do solo buscam-se plantas
com capacidade de absorver contaminantes, acunoutanda matéria seca. Estas plantas sédo
proprias para fitoextracdo do elemento contaminasé:mdo consideradas plantas com
capacidade acumuladora (BAKER, 1981).

¢ Canafistula mCedro A Angico @ Timbalva

2100
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Figura 21 - Teor de cobre na raiz de mudas de canafisRddtqphorum dubiuin cedro
(Cedrela fissiliy, angico-vermelho Rarapiptadenia rigida e timbalva
(Enterolobium contortisiliquuinsubmetidas as doses de cobre. Santa Maria,
2006.

Contudo, as plantas testadas ndo podem ser cadddehiperacumuladoras de
metais. Plantas hiperacumuladoras sdo capazestrd@ € acumular mais de 1000 mg de
cobre por kg de tecido seco (RASKIN et al., 19®cedro e a timbalva podem entéo ser
considerados plantas extratoras de cobre. Mudaand&o-vermelho inicialmente nao

alteraram o teor de cobre na raiz, indicando seax planta com capacidade de exclusédo de
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cobre até a dose 92,5 mg'kga a canafistula mostra um comportamento linearedacdo o
teor de cobre na raiz. Comportamentos linearesmarassificar plantas como indicadoras
da contaminacéao de metal no solo (O'LEARY, 1994).

O uso de plantas para a revegetacdo de areas et depende do objetivo
proposto para a recuperacdo da area. Nesse sqmaidofitoextracdo de um contaminante
sdo utilizadas plantas extratoras ou acumuladoeasnetal, para a fitoestabilizacdo séo
utilizadas plantas exclusoras de metal. Desse mpdde-se utilizar o cedro para a
fitoextracdo, o angico-vermelho para fitoestabdéa e canafistula como indicadoras da
contaminacgdo por cobre. Por apresentar aumentaasanseca da parte aérea, até a dose 192
mg kg" de cobre, a canafistula pode ser indicada paegetacdo de solo contaminado por
cobre.

A fitorremediacédo tem muitos problemas, um delagpéuca eficiéncia na retirada dos
metais pesados do solo. Mas este problema podaliseénuido quando for utilizado
juntamente com outras técnicas como a remediacdimi@giose com fungos micorrizicos,
podendo ser uma alternativa mais eficaz a médimgol prazo para a biorremediagacsitu
de locais contaminados com metais pesados, semdestg interacdo de praticas reduz custos
extras em comparacdo com a utilizagcdo de somentgnadiacdo quimica (KHAN et al.,
2000).
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4 CONCLUSOES

Mudas de cedro podem acumular cobre tanto na @éréa como radicular da planta e
as de timbalva acumulam cobre na raiz da plant&radslocando para a parte aérea.

O angico-vermelho € uma planta exclusora de cobre.

As espécies canafistula, angico-vermelho e timbapvasentaram maior tolerancia a

solo contaminado por cobre.
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CAPITULO VI: TOLERANCIA DE CANAFISTULA INOCULADA COM
O FUNGO Pisolithus microcarpudJFSC-Pt116 A SOLO CONTAMINADO
DE COBRE

RESUMO

A associacdo de fungos ectomicorrizicos com esa€rlorestais nativas pode ser
uma alternativa para revegetacao de solos contdosngor metais. O objetivo do trabalho
foi determinar o comportamento de mudas de cankfigeeltophorum dubiuininoculadas
com fungo ectomicorrizico cultivadas em solo contaio de cobre. O experimento foi
desenvolvido em casa de vegetacao pertencenterdam Ce Pesquisa de Recursos Florestais
(FEPAGRO — FLORESTA) de Santa Maria, RS. O soldizatio foi um Argissolo
Vermelho-amarelo distréfico. O fungo ectomicoriutilizado como inoculante foi o
isolado UFSC-Pt116 Fisolithus microcarpus produzido em substrato contendo turfa-
vermiculita (3:1). As mudas de canafistula foramsahvolvidas em areia lavada e
transplantadas para unidades experimentais quapidisemtaram duas folhas definitivas.
Como unidade experimental foram utilizados vases capacidade de 1 L contendo 1 kg de
solo. A inoculagéo foi realizada no momento dodpdente das mudas, sendo adicionado 2 g
de inoculante por unidade experimental, imediataenabaixo do sistema radicular da muda.
O delineamento experimental foi inteiramente cazadb num esquema bifatorial (2 x 4),
com e sem inoculante do fungo e controle, adicabS@emg kg, 300 mg ki e 450 mg kg
de cobre, com sete repeti¢cdes. Determinou-se aligaglanta, diametro do colo, massa seca
da parte aérea, teor de cobre na planta, porcentatge colonizacdo micorrizica, area
superficial especifica radicular e comprimentocal#ir. O incremento das doses de cobre no
solo reduziu o comprimento radicular, area supeifespecifica radicular, altura e diametro
das plantas de canafistula. Observou-se respgsiificativa das plantas inoculadas com o
fungo UFSC-Pt116 no teor de cobre na planta. Mud@asanafistula inoculadas com fungo
ectomicorrizico apresentam menor teor de cobreeentexido e reduzem a absorc¢éo de cobre

em dose mais elevada.

Palavras-chave:ectomicorrizaPeltophorum dubiupmetal pesado
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1 INTRODUCAO

A intensa demanda por produtos manufaturados tertrilboido para contaminacgéo
do ambiente por metais potencialmente toxicos. e€swetais podem contaminar 0s
ecossistemas de forma irreversivel (LEYVAL et &B97), causando reducdo da atividade
microbiana do solo (DIAS JUNIOR et al., 1998) ee@hdo a composicao das espécies de
fungos (NORDGREN et al., 1985; RUHLING & SODERSTRQNDP90). Desse modo,
quando uma area atinge nivel de contaminacao elgvadiera ocorrer a morte da vegetacao.
Nesse sentido, a selecédo de organismos toleraptssedipo de ambiente, torna-se necessaria,
na busca de alternativas para a revegetacio dessas

Embora o cobre seja um elemento essencial as plPEDLER & PARKER, 2002;
SOLIOZ & STOYANOV, 2003), areas contaminadas poseeslemento tém se tornado
comuns na regidao sul do Brasil. A contaminacdo &sapor cobre, ocorre devido a
mineracdo desse elemento e em regides vinicolasyrdates da aplicacdo de fungicidas a
base de cobre (GIOVANNINI, 1997). A dificuldade astabelecimento e desenvolvimento
da vegetacdo nessas areas implica no estudo dwmasitas que envolvam plantas e
organismos do solo, que apresentem toleranciargaromante.

As esséncias florestais nativas podem ser umanalies para revegetacdo de areas
contaminadas por cobre. Essas plantas, além decavacteristicas fisiolégicas desejaveis,
apresentam também, grandes vantagens comerciaigogqaamadeira e subprodutos, em
relacdo as comercialmente mais utilizadas comocalipto e pinus (SCHROEDER, 1991).
A canafistula € uma Fabaceae de ampla e exprafispersdo, muito freqiiente nas matas da
bacia do Rio Parand, indicada para recuperar despadadas (BACKES & IRGANG, 2002).
No Rio Grande do Sul, embora as espécies floresttivas tenham sido estudadas nos
altimos anos, principalmente em solos com procdssoegradacéo, poucos estudos tém sido
realizados com énfase na ecologia e associa¢cfesoutws organismos, como os fungos
ectomicorrizicos que podem favorecer o estabeletdmdas plantas.

A associagdo simbidtica de espécies florestaisasmtio Estado do Rio Grande do Sul
com fungos ectomicorrizicos podera ser uma alteangiara o estabelecimento de mudas, e
para o desenvolvimento de plantas arboreas em éoesaminadas por metais no Estado do
RS. Os fungos ectomicorrizicos, ao associarenvse &s plantas, desenvolvem estruturas

muito eficientes na absor¢cdo de agua e nutrientesotb, os quais sdo posteriormente
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transferidos para as plantas (SMITH & READ, 199I;V#, 2002; SILVA et al., 2003).
Estes fungos destacam-se por interagir com as iespéegetais formando uma associacao
simbidtica mutualistica, que através da maior a@soide nutrientes e protecdo das raizes,
contribuem para o desenvolvimento das plantas (BHEE et al., 1994; PEROTTO &
BONFANTE, 1997). Estes fungos conferem as planta®miolerancia aos metais pesados,
indicando a possibilidade de uso dos mesmos emegsos de biorremediacdo de solos
poluidos através do acumulo destes elementos aatapl (LEYVAL et al., 1997; KHAN,
2001; SCHELOSKE et al., 2001).

Os fungos ectomicorrizicos sdo benéficos ao crestionda planta hospedeira,
principalmente em situacées em que fatores climstec edaficos séo limitantes (SMITH &
READ, 1997). Sabe-se que certos fungos podem aapiesentar elevada tolerancia a metais
pesados (MEDVE & SAYRE, 1994). Este efeito temosatribuido a habilidade dessas
associagfes em reter os metais no micélio fungidtando a translocacdo destes para a parte
aérea da planta, aumentando sua tolerancia (COLPABRVAN ASSCHE, 1993;
AGGANGAN et al.,, 1998). Moreira & Siqueira (2002atribuem essa habilidade a
mecanismos que incluem processos externos as lig@sio a polimeros da parede celular e
processos internos nas células dos fungos, ondenetais podem ser complexados,
compartimentalizados ou volatilizados.

Quando em excesso, 0s metais pesados podem infuergativamente os fungos
ectomicorrizicos (DIXON & BUSCHENA, 1988). Trabakl de pesquisa tém demonstrado
que a contaminacao por metais pesados pode inimiodizacdo ectomicorrizica (BELL et
al., 1988; GRAZZIOTTI, 1999). Ruhling & Sdderstro(h990) observaram reducdo no
namero de frutificacdes e espécies de Basidionmscatonedida que aumentava o nivel de
contaminacgao por As, Cd, Cu, Pb e Zn. Os fungt@m@corrizicos respondem de maneira
diferenciada a contaminacéo do solo, de acordosuarespécie e o tipo de metal envolvido
(HARTLEY et al.,1997).

O estabelecimento de esséncias florestais native®rnmadas pode ser uma
alternativa na revegetacdo e aproveitamento des degradadas, contaminadas por cobre.
Nesse sentido, esta etapa do trabalho teve consiv@bdeterminar o comportamento de
mudas de canafistula inoculada com fungo ectoniioorPisolithus microcarpusUFSC-
Pt116, em solo contaminado de cobre.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Solo

O experimento teve duracdo de 180 dias e foi debade na casa de vegetacdo do
Centro de Pesquisas de Recursos Florestais (FEPAGR@RESTA) localizado no distrito
de Boca do Monte, Santa Maria, RS.

O solo utilizado no experimento foi coletado naadeeperimental do Departamento
de Solos da Universidade Federal de santa Marig &&ssificado como Argiloso Vermelho-
amarelo distréfico. O solo foi seco, destorroadasspdo em peneira de 2 mm e em seguida
esterilizado em autoclave. O processo de esta@@aonstou em colocar o solo em sacos de
pano e submeter a temperatura de 121°C por 1 emdp essa operacao repetida por trés
vezes consecutivas. N&o foi utilizada adubacéo de K pois o0 solo apresentava teores
satisfatérios desses nutrientes. Trinta dias alddsansplante das mudas, aplicou-se calcario
dolomitico para elevar o pH do solo para 5,5 e §th&’ de N na forma de uréia como

adubacdo (Tabela 6).

Tabela 6 - Caracteristicas gerais do solo utilizado no expento em casa de vegetacao.
Santa Maria, RS, UFSM, 2006.

pH- agua Ca+Mg Al H + Al P K Cu MO Argila
11 e CMOYL =mmmmmmemee eeee- O L1 Rp— 7 YE—
4,8 5,5 13 6,2 12,6 28 0,6 1,2 19

2.2 Espécie florestal

A planta utilizada no experimento foi a canafist{ifaltophorum dubiuniSPRENG.)
TAUB.). As mudas foram produzidas em areia lavadsierilizada em autoclave.

Posteriormente, foram transplantadas para vasasiltieo quando apresentavam dois pares
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de folhas definitivas. Os vasos de cultivo apriesemm capacidade de 1L, no qual foram
colocados 1kg de amostra de solo. Cada vaso f@iderado uma unidade experimental. A
umidade do solo foi mantida a 80% da sua capacidadampo, completando-se a diferenca

do peso dos vasos, com agua destilada até 1,2 kg.

2.3 Inoculante ectomicorrizico

O inoculante utilizado no experimento foi produzalpartir do fungo ectomicorrizico
Pisolithus microcarputJFSC-Pt116. O fungo foi cultivado em 50mL de nml&oido MNM
- Merlin Norkrans modificado (MARX, 1969) em erleayer de 250mL. Quando o fungo
apresentou crescimento cobrindo toda superficieri@dmmeyer foi transferido para substrato,
previamente esterilizado, contendo trufa + vernii@ula proporcéo 3:1, acrescido de 200mL
de meio MNM liquido. Apos 40 dias o fungo apresardescimento por todo o substrato, foi
entdo homogeneizado e aplicado 2 g dessa misturacagta tratamento com fungo.
Aplicaram-se também, 2 g do substrato turfa + veutita sem fungo nos tratamentos sem o
inoculante. Essas aplicacdes foram realizadas moemim do transplante das mudas para os

vasos de cultivo, ficando localizado abaixo dcesist radicular da planta.

2.4 Delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente cazadb num bifatorial (2x4)
qualitativo em A (com e sem fungo ectomicorrizieajuantitativo em D (controle, adicao de
150 mg kg, 300 mg ki e 450 mg kg de cobre), com sete repeticdes, totalizando 56
unidades experimentais. O cobre foi aplicado na#&ode solugcéo de sulfato de cobre.

2.5 Determinacao na planta

Avaliaram-se 0s seguintes parametros: altura deglaiametro de colo, massa seca

da parte aérea (MSPA), comprimento radicular, asaperficial especifica radicular,
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conforme Tennant (1975) teor de cobre na plantaV&] 1999), e porcentagem de
colonizacéo radicular (GIOVANNETTI & MOSSE, 1980).

A altura de planta foi medida utilizando-se umaueegraduada de 50 cm de
comprimento. Para evitar a interferéncia da ir@glade da superficie do solo contido nos
potes, colocou-se uma pequena lamina de isopoomto gero da régua formando um angulo
de 90°.

Para a medida do diametro de colo, foi utilizado paguimetro digital, marca
Mitutoyo.

A determinacdo da massa seca da parte aérea da ptenstou em cortar as plantas
rente ao solo, separando a parte aérea do sistelicalar. As raizes foram separadas do solo
e lavadas com agua destilada. A parte aérea datapla as raizes foram acondicionadas
individualmente em sacos de papel, identificadadevadas a estufa a 65°C, onde
permaneceram até atingirem o peso constante. Buidse pesou-se em balanca digital com
trés casas decimais, obtendo-se a massa secatdaagera. As amostras da massa seca
radicular foram utilizadas para as determinacde®dode cobre na planta.

Na analise do comprimento radicular, separou-se amastra de 0,2 g de raizes
cortadas em 1cm e distribuiu-se em uma placa quddda de 1cm x 1lcm e, em seguida,
contou-se 0 numero de intersec¢cdes das raizes solinhas da placa. O comprimento
radicular foi estimado seguindo-se o método de @enr{1975), conforme descrito no
Capitulo 5.

A area superficial especifica do sistema radicéibarestimada segundo Tennant
(1975), conforme descrito no capitulo 5.

Na determinacdo do teor de cobre na planta utd&ma massa seca da parte aérea e
massa seca radicular. Essas foram moidas em mbpthéacas, passada em peneira de 2
mm e entdo submetida a analise quimica para det@r@as concentracdes de cobre (Cu). Na
andlise de Cu empregou-se a digestdo por via Ucadasolucao nitro-perclérica (HNG-
HCIO,;) na proporcdo 3:1, segundo metodologia descrite g8ILVA, 1999). As
concentracdes de Cu foram determinadas em Espméireétro de Absorcéo Atdmica.

Para determinacdo da percentagem de colonizacdouleadas amostras foram
coletadas por ocasido da colheita do experimeA®raizes das plantas foram separadas do
solo, através de peneiras e lavadas com aguaadiesél em seguida, retirou-se uma amostra
de 0,1 g de raizes, as quais foram cortadas emelarmazenadas em solu¢cdo com alcool
comercial a 50 %. No laboratério, essas raizesi@ubmetidas ao processo de clareamento

e coloragcdo. O procedimento de clareamento e @dlordas raizes constou em deixar uma
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amostra de 0,1 g de raizes imersas em solucdo ¢e10@, a 8CC durante 1h 30 minutos.
Apbs, lavou-se com agua e posteriormente foranmcadis em HCI 0,1N durante 2 minutos.
Lavou-se novamente com agua e colocou-se em Trigha@ (corante) a 80C por 30
minutos. Posteriormente, as raizes foram lavadaamente com agua e armazenadas em
lactoglicerol, conforme Brundrett et al. (1996).

A avaliacdo da percentagem de colonizacdo micoaifCM) foi estimada pelo
método da placa quadriculada (GIOVANNETTI & MOSSE80), através da formula

abaixo.

N° total de raizes colonizadas

CM : , , X 100
N” total de raizes

2.6 Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a analise de vai&nquando da significancia da
analise as médias foram comparadas pelo teste kieyTau5 % de probabilidade de erro.
Equactes de regressao foram ajustadas para os tEoembre na planta, tomando-se como
base os niveis de significAncia maiores que 95 %Qj05), utilizando o programa estatistico
SISVAR (FERREIRA, 2006).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos mostram que quanto maiorsa de cobre maior é o teor de
cobre no tecido das mudas de canafistula (TabelaEfjtretanto, na presenca do fungo
ectomicorrizico o teor de cobre no tecido foi mendlas mudas sem fungo micorrizico, a
dose de 156ng kg* mostrou diferenca significativa em relacdo ao et enquanto que nas
mudas de canafistula com fungo ectomicorrizicderefica foi com 300 mg Ky Tabela 7).
Isso indica que a presenca do fungo esta reduzandbsorcdo de cobre pelas mudas de
canafistula. Os fungos micorrizicos podem retemesais em seu micélio, retardando a
translocacao destes para a parte aérea da plantabuaindo para a tolerancia (AGGANGAN
et al., 1998). Os fungos ectomicorrizicos poderohbitizar metais por meio de ligacdes a
polimeros da parede celular e também, por procesga®mos nas células, onde os metais
podem ser complexados, compartimentalizados ouiNzdaos (MOREIRA & SIQUEIRA,
2002). Ainda, parece haver estreita relacdo enm®a@ucao de pigmentos extracelulares por
fungos e a bioadsorgdo de metais (GADD, 1993; FOGARTOBIN, 1996). A melanina,
por exemplo, contém grupos carboxilicos, fendlitidrdxidos e aminas que fornecem sitios
potenciais de bioadsorcdo para o cobre (GADD & DdVIE, 1988). Desse modo, o isolado
UFSC-Pt116 pode estar retendo metais no seu megroduzindo pigmentos extracelulares

capazes de adsorver o cobre evitando que sejavalispelo sistema radicular da canafistula.

Tabela 7 -Teor de cobre (Cu) e porcentagem de colonizac@orngica (CM) de mudas de
Peltophorum dubiuntultivada nas diferentes doses de cobre inoculadado
inoculadas com fungBisolithus microcarpu¥)FSC-Pt116. Santa Maria, 2006.

Doses de cobre Cu (mg plania CM (%)
mg kg* sem fungo com fungo sem fungo com fungo
0 11,dA 11,4 bA 0,0 aB 2,6 bA
150 103,8 cA 54,4 bA 0,0 aB 4,4 abA
300 264,4 bA 227,8 aA 0,0 aB 6,6 aA
450 489,6 aA 304,0 aB 0,0 aB 4,2 abA
CV% 10,9 24,4

* Médias seguidas de mesma letra mindscula na actumailscula na linha dentro de cada variavelréceb
CM), nao diferem entre si pelo teste Tukey a 5 %prdbabilidade de erro  0,05).
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Observa-se diferenca significativa entre os tratdoge com e sem fungo na
colonizagdo micorrizica e um efeito significativasddoses de cobre sob a colonizagédo
(Tabela 7). A colonizacdo aumentou com as dose®hie ao solo. A dose de 300 mg'kg
de cobre foi a que apresentou maior colonizacdmoseeduzida na dose mais alta. Os metais
podem expressar efeito deletério sob os fungosmémbarizicos, reduzindo a colonizacdo
micorrizica (GRAZZIOTTI, 1999). Nesse caso, embmfango UFSC Pt 116 tenha reduzido
a absorcao de cobre pela planta de canafistulssaciacdo pode ter sido influenciada pela
toxidez deste metal. Além disso, tem se obsergadoo teor de fésforo no solo é tido como
fator limitante para o estabelecimento da colordiapicorrizica. Soares (1986) obteve alta
taxa de colonizacéo efBucalyptus grandigjuando o substrato apresentava 4,5 mg de
fosforo extraivel (Mehlich 1). Andreazza et al0@), observaram reducdo de 59% na
colonizacéo por fungos ectomicorrizicos tambémEarmalyptus grandisquando adicionou
30 mg kg* de fosforo em solo arenoso com teor inicial degBkm’ de fosforo disponivel,
encontrando uma média de 27% de coloniza¢édo radicom a adigcdo do fosforo. Desse
modo, o nivel de disponibilidade de fésforo no sddoexperimento (12,6 mg Rypode nédo
estar favorecendo uma alta taxa de colonizacaorridgma. No entanto, ndo ha referéncia na
literatura sobre a relagdo fungo ectomicorriziciveis de cobre em canafistula.

A diferenca significativa em relacdo a presencéudgo na dose de 4589 kg* e na
colonizag&o micorrizica quando se aplica cobreotm (§abela 7), confirma o efeito do fungo
ectomicorrizico na reducao da absorcdo de metéas p&antas, em doses mais elevadas. Os
fungos ectomicorrizicos mostram habilidade em alesanetais pesados do solo podendo ser
usado como atenuadores da fitotoxidade causads pedtais (LEYVAL et al., 1997) e
podem imobilizar os metais pesados diminuindo a disponibilidade para o solo
(GRAZZIOTTI et al., 2001; DORIA et al., 2002). O nta fangico e a rede de Harting séo
estruturas fungicas que imobilizam os metais do dwoincionando como um filtro,
configurando um importante mecanismo de protecguagas (COSTA et al., 2000). Jones
& Hutchinson (1986) observaram crescimento supenar ordem de 54%, em mudas de
Betula papyryferacolonizadas poScleroderma flavidur®Pers. na presenca de 85 niblde
Ni e atribuiram esse comportamento a retencao dzaisnno micélio. Os resultados do
presente trabalho indicam a capacidade do fungoméobrrizico UFSC-Pt116 em promover a
retencdo de cobre em seu micélio fungico evitanaosgja absorvido pelas raizes das mudas
de canafistula.

Observa-se decréscimo no comprimento radicularea auperficial especifica com

adicdo das doses de cobre (Tabela 8). Trabalhpestpiisa tem demonstrado que 0 excesso
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de cobre exerce efeitos deletérios sobre a estrwgufuncbes das raizes (JENSEN &
ADALSTEINSSON, 1989; ADALSTEINSSON et al., 1997gduzindo o crescimento ou
causando necrose nas raizes absorvente (SOARES 200®). O fungo ectomicorrizico foi
benéfico para o comprimento radicular e area siggeriespecifica radicular das mudas de
canafistula apenas na dose O fgle Cu, ndo exercendo efeito nas demais dosesor&mb
fungos ectomicorrizicos também possam alterarterse radicular, proporcionando reducéo
da dominancia apical (SMITH & READ, 1997), estingaegie a superficie da area explorada
por ectomicorrizas é 1000 vezes superior aquelaafies sem a presenca do fungo
ectomicorrizico (HARLEY, 1969). Assim, mesmo reithaio os parametros radiculares,
espera-se maior capacidade de absor¢cdo de nuirientggua pelas plantas micorrizadas

cultivadas em solo com excesso de cobre.

Tabela 8 -Comprimento radicular e area superficial espexifadicular (ASE) de mudas
de Peltophorum dubiuncultivadas nas diferentes doses de cobre, inoasilad

nao inoculadas com fungo ectomicorrizico UFSC-Pt13é&nta Maria, 2006.

Doses de cobre Comprimento radicular (cm) ASEcm
mg kg* sem fungo com fungo sem fungo  com fungo
0 3019,84*aB  4734,58 aA 232,17 aB 367,47 aA
150 2439,28 abA  1553,32 bA 201,27 abA 148,71 bA
300 1252,00 bA  1411,12 bA 112,29 abA 131,25 bA
450 1663,74 abA  1476,94 bA 112,07 bA 125,33 bA
CV % 23,44 22,72

* Médias seguidas de mesma letra mindscula na a@umailscula na linha dentro de cada variavel,
nao diferem entre si pelo teste Tukey a 5 % deghitidade de erro (§0,05).

Na analise da variancia para diametro de caulaiaatie planta e massa seca da parte
aérea, observou-se que néo houve interacdo sagiificentre o fungo testado e as doses de
cobre (Tabela 9). Ao analisar o efeito do fungtomicorrizico UFSC-PT116 sobre esses
parametros, nota-se que a presenca deste ndaiat@roducdo desses parametros. Contudo,
espera-se que as plantas possam apresentar cragscsigmificativo em relacdo ao controle
sem fungo, pois os fungos ectomicorrizicos tambeéntribuem para aumentar a absorcéo de
nutrientes e 4gua pelas raizes (SMITH & READ, 19BRAZZIOTTI et al., 2001). Nesse



126

caso, pode ser que as espécies florestais, coranadistula, necessitem de maior tempo de

crescimento para expressar o efeito benéfico dam@mrrizas.

Tabela 9 —Diametro do colo, altura de planta e massa seqada aérea (MSPA) de
mudas dePeltophorum dubiumnoculadas e n&o inoculadas com fungo
Pisolithus microcarput)FSC-Pt116. Santa Maria, 2006.

Fungo Diametro Altura MSPA
(mm) (cm) (9)
Controle 3,0465 a 18,51 a 0,7675 a
UFSC-Pt116 3,2510 a 18,11 a 0,8175a
CV % 7,09 3,96 9,38

* Médias seguidas de mesma letra minUscula na aphéo diferem entre si pelo teste Tukeg (@,05).

Analisando-se apenas o efeito do cobre sobre é@snediros sem interacdo, observa-se
gue o diametro e altura das mudas de canafistoésetam a tendéncia de resistir ao efeito
do cobre até a dose 150 mg'k@Figura 22). Sabe-se que o uso de plantas poeiaahs
formas dos metais pesados, reduzindo sua mobilidatieponibilidade no solo (TORDOFF
et al., 2000). As plantas podem ainda, contritndiretamente na remocéo de metais atraves
do efeito rizosférico, por meio da microbiota owraclando o metal em suas raizes
(MOREIRA & SIQUEIRA, 2002). Desse modo, as mudas cdmafistula podem estar
apresentando um certo grau de tolerancia até ad#$60 mg kg de cobre. Torna-se entao,
recomendavel que se avalie o comportamento detmateip em doses intermediarias a 150
mg kg* de cobre, para que se tenha resultado mais preciso

Observa-se também que as doses testadas reduzerpsa seca da parte aérea das
mudas de canafistula (Figura 22c). Grandes corazgigs de cobre causam necrose das
folhas, desfolhnamento precoce e diminuicdo do sresuo (FILHO, 2005). Estes sintomas
estdo diretamente relacionados com a reducdo dassrague diminui a capacidade de
absorcdo de agua e nutrientes (PANOU-FILOTHEU gt28i01). As mudas de canafistula
apresentaram reducdo no comprimento e area suakeefpecifica radicular com as doses de
cobre (Tabela 8).
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Figura 22 - Diametro (a), altura (b) e massa seca da parea dBtSPA) (c) de mudas de

Peltophorum dubiumas diferentes doses de cobre. Santa Maria, 2006.

O cobre € um elemento essencial para planta ecipartdo metabolismo de
carboidratos, do nitrogénio, da sintese de ligrenae clorofila (MARSCHNER, 1995;
FILHO, 2005). Contudo, quando eaftas concentragdes na solugcéo do solo o cobre pod
proporcionar alteracbes nos tecidos vegetais, eml hioquimico e fisiolégico, os quais
podem resultar em perdas consideraveis do potgmadutivo das plantas (FERNANDES &
HENRIQUES, 1991). Quando plantas sado expostaxe®sso de cobre, estas apresentam
alteracdo na atividade da enzima nitrato redutasieizindo o N total na planta e o tamanho
da planta devido a reducdo na producéo de clor@flliNA et al., 1997). Esse efeito pode

canafistula com a aplicacédo das doses de cobre.
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4 CONCLUSOES

O isolado de fungo ectomicorrizico UFSC-Pt116 resignificativamente a absorcéo

de cobre pelas mudas de canafistula na dose degkg™.
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3 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

As espécies florestais estudadas ndo apresentarocisggs® com fungos
ectomicorrizicos em ambiente natural, mas apreseatsociacdo com micorriza arbuscular,
na fase adulta de desenvolvimento. Contudo, essatap apresentam a capacidade de formar
ectomicorriza em condi¢do de laboratorio.

O angico-vermelho pode ser considerado uma plartdusora de cobre. A
canafistula uma planta indicadora de contamina@aocedro uma planta acumuladora de
cobre. Nenhuma das espécies estudadas pode silecada hiperacumuladora de cobre.

A adicdo de cobre ao solo n&do reduziu a colonizagdicular de mudas de
canafistula, por fungo ectomicorrizico, produziégms casa de vegetacdo. No entanto, as
porcentagens de colonizagdo radicular observadaens#gbalho, foram baixas quando
comparadas a outros trabalhos. Recomenda-se avdésmento de trabalhos que visem
testar formas de inoculacao radicular, para propoac maior porcentagem de colonizacao
micorrizica nas plantas de canafistula.

O desenvolvimento das mudas de canafistula em oio excesso de cobre néo
depende da inoculacdo pelo fungo ectomicorrizic®@HRt116. Contudo, a inoculagcdo do
fungo ectomicorrizico reduziu a absorcéo de cobta planta, na dose mais elevada de cobre.
No entanto, recomenda-se o desenvolvimento delli@btestando diferentes tipos de fungos,
nao somente com plantas de canafistula, mas tamtm@noutras espécies florestais nativas.

Os fungos ectomicorrizicos apresentam resposteedifeada em relacdo a adicdo de
cobre ao meio de cultura. A tolerancia ao cobre esié relacionada ao sitio de origem do
fungo. Dessa forma, um fungo isolado de uma areacnftaminada pode apresentar maior
tolerancia que um fungo isolado de area contamipadasse elemento.

A populacdo de fungos micorrizicos arbuscularesvagto Estado do Rio Grande do
Sul podera ser uma alternativa para revegetacadcmas contaminadas por cobre, com
espécies florestais nativas. Os resultados indicpra esses fungos, ndo sdo importantes
apenas, para fase inicial de desenvolvimento dpéces florestais nativas do RS, mas
durante todo seu desenvolvimento. Portanto, a edlgho de pesquisa envolvendo micorriza
arbuscular e espécies florestais nativas podemmeraminho promissor para vegetacao de
areas contaminadas por cobre.

Esta sendo desenvolvido um experimento com osrieattos do capitulo VI, para que

se possam obter informacgdes do comportamento ddasmuoculadas no campo.



