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RESUMO

SANTOS, Wolmen Oliveira dos. Universidade Vila Velha-ES, fevereiro de 2016.
Ecofisiologia do fungo ectomicorrizico Pisolithus tinctorius e da associacéao P.
Tinctorius - E. grandis sob estress por Cadmio. Orientador: Dr. Alessandro
Coutinho Ramos.

Para amenizar os efeitos das altas concentracfes dos metais pesados no solo, a
inoculacao de plantas com fungos micorrizicos pode ser considerada uma excelente
alternativa, principalmente, em programas de reflorestamento. Nesse contexto, a
hipotese deste trabalho descreve se a inoculagdo do fungo ectomicorrizico Pisolithus
tinctérius em plantulas de Eucalyptus grandis irA permitir uma maior tolerancia das
plantulas de E. grandis no seu desenvolvimento em ambientes com alta
disponibilidade de cadmio (Cd?*). Como objetivos: Avaliar o efeito da glicose no
crescimento de P. tinctorius submetido a diferentes doses de cadmio Cd?* e analisar
as respostas bioquimicas e ecofisiolégicas da associacdo E. grandis-P. tinctorius
nas diferentes doses de Cd?*. Para os estudos de crescimento, in vitro, as seguintes
doses de metal de Cd?* (0, 10, 50, 100 e 200 uM) foram avaliadas na forma de
CdCl2 sob duas concentracdes de glicose (0,1; 1g L' ). No experimento in vivo foram
utilizadas trés doses de Cd?* (0, 15 e 35 uM L ) em plantulas inoculadas e néo-
inoculadas. Como resultado foi observado que altas doses de glicose tornaram o
fungo mais sensivel a doses de Cd?* como mostrado pelo célculo da EC50. As
atividades enzimaticas mostraram um comportamento similar para a catalase (CAT)
e para a glutationa-S-transferase (GST). Ambas enzimas tiveram sua atividade
estimulada no sistema radicular quando submetidas as doses de Cd?* sem a
presenca do fungo, porém na presenca da micorriza a atividade de tais enzimas nao
foi significativa, comprovando a capacidade do fungo em amenizar o0 estresse
oxidativo causado pelo metal nas plantulas. Um reflexo positivo do efeito bioprotetor
da simbiose foi observado nas trocas gasosas e acumulacdo de nutrientes. A
fosfatase acida (FAC) radicular também teve a mesma resposta das enzimas citadas
anteriormente, entretanto esta resposta mostra que a plantula necessitou de uma
maior producdo de fosfato (P) no tratamento sem o fungo micorrizico, o que
corrobora com a ideia da ligacdo de ions fosfato ao Cd?* como um mecanismo de
defesa da planta, diminuindo assim a quantidade de P disponivel para o vegetal.
Ficou demonstrado neste estudo que o fungo ectomicorrizico é eficiente na reducéo
do stresse oxidativo das plantas imposta por Cd?*. Assim o fungo ectomicorrizico foi
eficaz para induzir fitoprotecdo de plantas de E. grandis sob alta concentracéo de
Cd. via respostas ecofisioldgicas e bioquimicas. Estudos adicionais da andlise da
expressao de alguns genes que codificam os mecanismos das bombas de prétons,
transportadores e enzimas envolvidas no estresse oxidativo, sdo importantes para
elucidar a regulacdo molecular da forma como esta simbiose permite resiténcia a
metais pesados.

Palavras-chave: Metal pesado, micorriza, tolerancia fingica, bombas de proétons e
atividade enzimatica.



ABSTRACT

SANTOS, Wolmen O. Universidade Vila Velha - ES, February 29, 2016.
Ecofisiologia the ectomycorrhizal fungus Pisolithus tinctorius and association
P. tinctorius-E.grandis under stress Cadmium. Advisor: Dr. Alessandro Coutinho
Ramos.

ABSTRACT

To mitigate the effects of high concentrations of heavy metals in soil, inoculation of
plants with mycorrhizal fungi can be considered a great alternative, especially in
reforestation programs. In this context, this study aimed to evaluate the effect of
glucose on the growth of the fungus Pisolithus tinctorius subjected to different doses
of cadmium (Cd?*) and analyze biochemical responses and ecophysiological the
Eucalipytus grandis association P. tinctorius the different doses of Cd?*.For growth
studies in vitro, the following metal doses were evaluated (0, 10, 50, 100 and 200 uM
Cd?* in the form of CdCl2 in two glucose concentrations (0.1,. 1g L-1) In the
experiment in vivo it used three Cd?* doses (0, 15:35 mMol L-1) in inoculated and
non-inoculated plants. High glucose doses become the most sensitive fungus to
doses of Cd?* as shown by calculating the EC50.The enzyme activity showed a
similar behavior for the catalase and GST. Both enzymes had their activity stimulated
in the root system when subjected doses of Cd?* in the absence of the fungus, but in
the presence of mycorrhizae the activity of such enzymes has not been significant,
demonstrating the fungi's ability to mitigate the oxidative stress caused by the metal
in plants. A positive reflection of bioprotector effect of symbiosis was observed in gas
exchange and nutrient accumulation. The root acid phosphatase also had the same
behavior of the enzymes mentioned above, however this behavior shows that the
plant required a greater production of phosphate (P) in the treatment without
mycorrhizal fungi, which corroborates the idea of phosphate ions connection to Cd?*
as a plant defense mechanism, thus decreasing the amount of available phosphorus

for the plant.

Key-words: Heavy metal, mycorrhiza, enzyme activity and ecophysiology.



1. INTRODUCAO

E bem conhecido que a contaminacgéo por metais pesados é resultado
das atividades industriais, tais como: mineracao, fundicédo e fabricacdo (Kabir
et al., 2012).

Solos contaminados por metais pesados muitas vezes induzem
mudancas significativas na vegetacao devido a seus efeitos sobre a fisiologia
das plantas, bem como outras alteracfes incluindo a biodiversidade do solo
(Giller et al., 1998); (Cobbett, 2003); (Dai et al., 2004); (Liu et al., 2012).
Alguns metais, tais como Fe, Zn, Cu, Ni, Co e Mn, sao micronutrientes
essenciais as plantas, mas pequenas alteracdes nas suas concentracfes
podem torna-los extremamente toéxicos (Ott et al., 2002; Adeleke et al., 2012;
Chen et al.,, 2010). Como consequéncia, a concentracdo de metal pode
influenciar na ecologia das plantas e seus microrganismos associados, tais
como as ectomicorrizas.

Ectomicorrizas sé@o associacdes simbiodticas entre fungos do solo e
raizes de plantas florestais. Nesta simbiose, a planta hospedeira cresce mais
rapido, € mais produtiva e possui uma maior capacidade de absorcao de
nutrientes do solo (Smith e Read 2008; Ramos et al., 2009), bem como o
aumento da resisténcia aos estresses (Blaudez et al., 2000); (Courbot et al.,
2004); (Colpaert e Assche, 1993); Van Hees et al., 2005; Finlay 2008;
Jourand et al., 2014).

Fungos ectomicorrizicos também tém se mostrado ativos na
remediacdo de solos contaminados com Cu, Zn, Cd, Pb e Ni (Brow e Wilkins
1985; Jones e Hutchinson 1986; Colpaert e Van Assche 1993; Van Tichelen
et al., 2001; Kim et al., 2003; Finlay 2008).

A tolerancia a metais pesados por fungos ectomicorrizicos é
possivelmente devido a ligacdo do metal eletronegativo a locais na parede
celular do fungo (Galli et al., 1994; Joner et al., 2000) ou a componentes
celulares, por exemplo, a melanina (Fogarty e Tobin, 1996). A tolerancia a
metais pode ser influenciada pela glicose, o que é a principal fonte de
carbono para fungos ectomicorrizicos e esta envolvida em sistemas de

desintoxicacdo de metais pesados (Kim et al., 2003).



Tolerancia a metais também pode ser devido a complexacdo no
vacuolo através de eventos de sinalizacdo em cascata que incluem
metalotioneina, glutationa e fitoquelatinas (Hall 2002; Courbot et al., 2004).
Assim, fungos ectomicorrizicos podem fornecer protecdo contra 0 estresse
oxidativo induzido pelo metal toxico através da sintese de glutationa (Ott et
al., 2002, Schitzendibel e Poole 2002). As ectomicorrizas, por conseguinte,
reduzem os efeitos toxicos de ions metalicos livres em células hospedeiras
através de uma eficaz acdo de acumulacdo do metal no vacuolo (Gadd 1993;
Joiner et al., 2000).

O cadmio (Cd) é um dos metais pesados mais toxicos para plantas e
animais, sendo, entre esses elementos, o que tem apresentado as mais altas
taxas de emissdo para o ambiente nas ultimas décadas (Alloway, 1990), em
decorréncia de atividades como: mineracdo, fundicdo, refinamento de Zn,
utilizacao de fungicidas, fertilizantes fosfatados e introducdo do elemento por
deposicdes atmosféricas (Page et al., 1972). Em solos ndo contaminados, 0
Cd encontra-se em concentracdes que variam de 0,01 a 0,7 mg/kg, podendo
esta concentracdo ser aumentada pela utilizacdo de insumos agricolas que
contenham o elemento, o que pode possibilitar a introducdo do metal na
cadeia alimentar mediante a absorcdo pelas plantas. Assim, Cd é conhecido
por causar varios problemas em plantas quando as concentracdes sao
elevadas, mas os seus efeitos na interacdo com fungos ectomicorrizicos
associados as plantas séo desconhecidos (Lindsay,1979).

Com base no exposto, a hipétese deste trabalho descreve se a
inoculagdo do fungo ectomicorrizico Pisolithus tinctérius em mudas de
Eucalyptus grandis ir& permitir uma maior tolerancia das plantas de eucalipto
no seu desenvolvimento em ambientes com alta disponibilidade de cadmio
(Cd?).

E para testar esta hipotese, abordamos o papel do fungo
ectomicorrizico Pisolithus tinctorius na tolerancia de plantas de Eucalyptus
grandis crescendo sob altas concentragbes de Cd. Inicialmente, o
crescimento in vitro de P. tinctorius foi testado avaliando-se a disponibilidade
da glicose poder aumentar a sua tolerancia ao metal Cd. Posteriormente, a
atividade de enzimas antioxidantes (catalase e glutationa-S-transferase e de
fosfatases &cida e alcalina) foi analisada no micélio de P. tinctorius crescidos

in vitro ou em simbiose com raizes de E. grandis expostas a diferentes
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concentracfes de Cd. Avaliou-se também, como o fungo pode influenciar na
tolerancia das plantas na concentracdo inibitoria obtida por estudos in vitro,
comparando o crescimento e a taxa fotossintética das plantas micorrizadas e
nao-micorrizadas.

Neste trabalho também discutiremos o envolvimento da catalase,
glutationa S-transferase e fosfatases sobre a tolerdncia de fungos
ectomicorrizicos e plantas inoculadas com P. tinctorius sob elevadas

concentracfes do metal Cd.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Metais pesados

Metais pesados referem-se ao grupo de transicdo e nao-transicdo da
tabela peridédica com valores altos de densidade e aos elementos e suas formas
ibnicas a que pertencem. Podem ser, metais, semi-metais e até ndo-metais. Mesmo
que alguns elementos sdo essenciais a manutencdo dos seres vivos, cOmo O
manganés (Mn), zinco (Zn) e ferro (Fe) se presentes em pequenas quantidades.
Mas normalmente estdo associados a contaminacéo e a poluicdo, como: 0 mercurio
(Hg), chumbo (Pb) e cadmio (Cd), além de ndo possuirem funcdo bioldgica,
produzem efeitos tdéxicos ao meio ambiente, tendo consequéncia na cadeia trofica,
principalmente quando se encontram na forma de ions ou ligados em cadeias curtas
de atomos de carbono. Por outro lado, eles ndo sdo toxicos em suas formas

elementares livres (Schmitt & Sticher, 1991).

Ultimamente, estudos dos metais pesados tem abordado a avaliacdo dos
efeitos da acumulacdo desses elementos nos organismos nos diferentes
ecossistemas, a transferéncia na cadeia alimentar e os meios alternativos para
recompor o equilibrio desses ecossistemas através da biorremediacéo e a tolerancia
com os problemas gerados pelos excessos ocorridos da sua contaminacdo (Cunha
et al., 2008).

Os metais pesados sdao componentes da biosfera, como consequéncia de
processos litogénicos ou de ac¢Bes antrOpicas, ocorrem naturalmente nos solos e
plantas, contudo, os seus niveis tém aumentado no meio ambiente (Schitrmann &
Markert 1998). O excesso de cobre (Cu), Zn, Pb e Cd presente na adgua ou no solo
estdo relacionadas as acOes degradacdo ambiental, tais como: mineracdo, as
aplicacoes de produtos fitoquimicos (pesticidas, fungicidas e inseticidas), adubacdes
na agricultura, descarte de materiais metallrgico, eletrénico, de bateria, residuos
sélidos industriais, pigmentos para tintas, lodo de esgoto e da industria de plasticos
(Marsola et al., 2005).

As acdes antropicas sao responsaveis por adicoes de até 1,16 milhdes de
toneladas de metais por ano em ecossistemas terrestres e aquaticos no mundo todo.
No Brasil, a mineracao de ferro, ouro, niquel e outros metais de interesse comercial,

tém contribuido com a liberacdo de rejeitos que se constituem como uma das
11



principais formas de contaminacdo do ambiente por metais pesados. O aumento nas
concentragbes desses rejeitos no solo e nos efluentes préximos a zonas de
mineracdo pode estar relacionado com processos quimicos e biolégicos que
controlam a disponibilidade biolégica, a solubilidade, e a mobilidade desses metais
nos ecossistemas (Nriagu & Pacyna, 1988; Teixeira et al., 2005; Alleoni et al., 2005;
Guilherme et al., 2005).

Os metais pesados no solo podem estar presentes em minerais na forma
de precipitados ou co-precipitados, adsorvidos na solugdo do solo ou em
microrganismos, plantas e animais. Apresentam ainda interacées com a fase soélida
do solo bastante complexas, envolvendo reacdes de adsor¢cdo e dessorcéo,
precipitacédo e dissolucéo, complexacéo e oxirreducao, tanto com a fase inorganica,
guanto com a organica (Cunha et al., 2008).

Os graus de mobilidade, atividade e biodisponibilidade dos metais
pesados dependem de varios fatores, tais como: temperatura, ph, potencial redox,
competicdo com outros metais, a capacidade de troca de céations (CTC), ligacdo com
anions e composicao e forca ibnica da solucdo do solo. A mobilidade dos metais
pesados no solo também é influenciada pela superficie especifica, textura, teor de
matéria organica, densidade aparente, tipo e concentracdo de minerais de argila,

além do tipo e do teor de metais disponiveis (Zanini & Bonifacio, 1991).

A presenca de metais pesados é um dos fatores que pode limitar o uso do
solo para fins produtivos além destes serem toxicos para as culturas eles podem
entrar na cadeia trofica, podendo vir a ser toxicos para animais e humanos. Segundo
Malavolta (1994), a vida util dos metais pesados no solo varia, sendo de 70-510
anos para o Zn, 13 -1100 anos para o Cd, 300-1500 anos para o Cu e 740-5900
anos para o Pb. A completa remog¢do dos contaminantes metélicos dos solos é

quase impossivel.

Vérias técnicas vém sendo desenvolvidas e consolidadas, uma que esta
em grande destaque é a biorremediacéo. Esta técnica de despoluicdo de ambientes
contaminados baseada na aceleracdo do processo natural de biodegradacdo de
determinadas substancias no meio ambiente. O processo depende de algumas
condi¢cdes ambientais, como temperatura, presenca de oxigénio, nutrientes e ph.

Essa técnica de limpeza usa microrganismos ou processos microbianos para reduzir
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a concentracao e/ou a toxicidade de determinados poluentes, acelerando o processo
de biodegradacao (Dinardi, 2003).

O uso da técnica de biorremediacao foi descoberta através de pesquisas
de investigacao da degradacao de hidrocarbonetos no ambiente natural, nas quais
foram identificados alguns microrganismos capazes de usar tais hidrocarbonetos
como fonte de carbono e energia (Santos et al, 1999). Mas, somente ap0s a analise
dos fatores bidticos e abibticos envolvidos no processo de biodegradacao, a técnica
passou a ser aplicada na purificacdo de ambientes contaminados por 6leo (Chekol,
2004).

As técnicas de biorremediacdo podem ser classificadas como ex situ ou in
situ. No tratamento ex situ o material contaminado € removido para outro lugar e
tratado e na técnica in situ envolvem tratamentos no proprio local contaminado.
Segundo Cunningham et al., (1996), outros paises vém pesquisando e estudando
esta tecnologia. Exemplo disso sdo os pesquisadores do Laboratério Nacional de
Pesquisa em fitorremediacdo (Coréia), que transferiram um gene da levedura
Saccharomyces cerevisiae para o DNA da Arabidopsis thaliana, planta utilizada em
pesquisas genéticas, este gene conferiu a Arabidopsis tolerancia a metais pesados,
absorver esses metais do solo, sem que haja prejuizo ao seu crescimento e
desenvolvimento (Abrabi, 2004).

2.2. Toxidade do Metal pesado Cd.

O cadmio (Cd) que tem densidade de 8,6 g cm=, é um dos metais
pesados que mais tém sido estudado nos ultimos anos, apesar de ser relativamente
raro, ndo encontrado em estado puro na natureza (Souza et al., 2009). E altamente
toxico, ndo essencial as plantas (Shah et al., 2001; Pereira et al., 2002), ocorrendo
na natureza na forma de impureza no minério de zinco. Além disso, ele pode ser
encontrado em concentracdes relativamente altas em areas naturais, agricolas ou
de mineragcdo, que tenham recebido aplicacdbes macicas de herbicidas e, ou
fertilizantes, em que ele esta presente como contaminante (Pereira et al., 2002). O
cadmio esta presente ainda em varios produtos industrializados como pigmentos,
plasticos, produtos da metalurgia e galvanoplastia, pilhas, baterias, esmaltes, vidros,

tintas, lampadas fluorescentes, residuos de pneus, 6leos combustiveis, lubrificantes,
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carvdo mineral, fungicida, etc. (Malavolta, 1994; Hall, 2002) e que, se lancados
indiscriminadamente na natureza, podem vir a constituir importantes fontes de
contaminagao. No ambiente, tende a se concentrar nos solos e nos sedimentos de
sistemas aquaticos, tornando-se disponivel ao sistema radicular de plantas. Dessa
maneira, o acumulo de Cd nos tecidos de espécies vegetais aumenta o risco de
transferéncia, por meio da cadeia alimentar, para seres humanos e animais (Vecchia
et al., 2005).

De modo geral, a exposicdo das plantas a concentragbes elevadas de
cadmio causa alteracdes morfoldgicas, fisiologicas e bioquimicas e, resulta em
rapido declinio da capacidade de absorcdo e acumulo deste elemento pelas raizes
principalmente em fungcéo da reducéo generalizada do metabolismo (Oliveira et al.,
2001; Andrade et al., 2008). Dentre os efeitos mais comuns da toxicidade de cadmio
em plantas estdo a reducdo do crescimento vegetal, principalmente o das raizes por
deficiéncias minerais (Shah et al., 2001; Fornazier et al., 2002), com forte influéncia
sobre a producdo de biomassa (Knecht et al.; 1994; Soltan & Rashed, 2003;
Benavides et al., 2005). Além disso, sdo observadas varias alteracbes nas
atividades de enzimas-chave de varias rotas metabdlicas, incluindo do Ciclo de
Calvin, da glicélise e da assimilacdo do sulfato (Cardoso et al., 2002; Pereira et al.,
2002).

2.3. Fitorremediacéo

Desde o surgimento das primeiras cidades, a humanidade vem utilizando
plantas para minimizar os efeitos nocivos das atividades antrépicas. Em 1910, nasce
na RuUssia a fitorremediacdo para o tratamento de solos poluidos com metais
pesados com a publicagdo dos trabalhos de Vernadsky (“A biosfera"). O estudo dos
fluxos biogeofisicos entre o solo (litosfera), os vegetais (biocenose) e a atmosfera
levaram a definicdo das regras de célculo de bioacumulacdo de metais pesados nos
vegetais. Na década de 90, nos EUA, o russo llya Raskin, inspirando nos antigos
trabalhos cientificos soviéticos sobre fitoacumulacdo, desenvolve o conceito de
fitoextracdo. Assim, surgem as primeiras empresas de despoluicdo através das

plantas em solos contaminados por metais pesados (Zhang et al., 2010).
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No ano de 2000, o conceito de fitorremediacdo se generaliza no mundo a
partir de varios programas de pesquisas cientificas. A Agéncia de Protecdo do Meio
ambiente dos EUA publica o primeiro guia de fitorremediacdo. Hoje os estudos
continuam evoluindo, para tornar a pratica deste processo uma ferramenta eficiente
e economicamente viavel. Sendo também, uma alternativa capaz de empregar
sistemas vegetais fotossintetizantes e sua microbiota com o fim de desintoxicar
ambientes degradados ou poluidos. Em virtude do aumento progressivo de teores
de metais pesados no ambiente através das atividades humanas, a sociedade esta
reagindo quanto as consequéncias dos poluentes ao meio ambiente aos seres Vvivos.
A ocorréncia de areas degradadas por tais elementos torna-se cada vez mais
frequente e preocupante. A fitorremediacdo € uma tecnologia acessivel, com
capacidade de atender uma maior demanda, e que apresenta 0 maior potencial de

desenvolvimento futuro (Chekol et al., 2004).

As substancias alvo da fitorremediacdo incluem metais chumbo, zinco,
cobre, niquel, prata, selénio e cadmio (Pb, Zn, Cu, Ni, Hg, Se, Cd), compostos
inorganicos (NO2 NH*, PQO4?®), elementos quimicos radioativos uranio, césio e
estréncio (U, Cs, Sr), hidrocarbonetos derivados de petréleo: Benzeno, Tolueno,
Etilbenzeno e Xilenos (BTEX), entre outros (Dinardi, 2003). Esta técnica oferece
algumas vantagens; grandes areas podem ser tratadas de diversas maneiras, a
baixo custo, com possibilidades de remediar, o solo e subsolo contaminados e ao
mesmo tempo ter uma camada de vegetacdo protetora no ambiente tratado.
Entretanto, o tempo para se obter resultados satisfatorios pode ser a longo prazo
(Gratéo et al., 2005).

Atualmente existe uma necessidade crescente de ampliar técnicas
biolégicas da remediacdo com a retirada de metais pesados do solo, como a
fitoremediacdo, que trata de plantas com a capacidade de remocdao, transferéncia,
estabilizacdo ou degradacdo dos metais pesados do solo em consércio com outros
organismos como as bactérias ou através também da mico-rremediacdo, que
consiste no uso de fungos micorrizicos para acumulacdo de metais, evitando que
estes sejam absorvidos pelos seus hospedeiros. Utilizando estas técnicas de
remediacdo, as propriedades biologicas e a estrutura fisica do solo s&o mantidas e
por ndo ser tdo impactante e de baixo custo, visualmente altera-se positivamente a
paisagem e ainda oferece a possibilidade de bio-recuperacdo dos metais

acumulados (Khan et al., 2000). A destruicdo das coberturas vegetais em areas
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contaminadas por elementos de alta toxidade potencializa a degradacédo do solo,
promovendo assim: a lixiviagdo dos contaminantes para o lengol freatico, erosédo
hidrica e edlica, e desta forma pode desencadear o processo de contaminagdo para
outras areas. A recuperacdo desses ambientes necessita de estudos de diversas
naturezas sobre solo, vegetacdo e a agua. A importancia na identificacdo de
espécies tolerantes ou com capacidade de acumular os contaminantes mostra-se
fundamental para o sucesso do processo de revegetacdo da area contaminada
(Cunningham et al., 1996).

Segundo Newman, (2004) existem alguns requisitos para a implantacao
de programas de fitorremediacdo que devem ser levados em consideracfes, como
as caracteristicas fisico-quimicas do solo e do contaminante, e sua distribuicdo na
area. E desejavel que as plantas que apresentem potencial para fitorremediacéo
possuam algumas caracteristicas que devem ser usadas como indicativos para
selecdo. Qualquer fator que venha ocasionar alguma interferéncia negativamente no
desempenho das plantas deve ser controlado ou minimizado, para favorecer sua

acao descontaminante (Baker, 1981).

Ha também estudos, desenvolvidos pela Universidade da Georgia, nos
EUA, nos quais a Arabidopsis thaliana foi modificada geneticamente, s6 que com
dois genes da bactéria Escherichia coli. e com isso, a nova variedade da planta se

torna capaz de absorver arsénico do solo (Dinardi et al., 2003).

Como citado anteriormente, a utilizacdo de apenas uma Unica técnica de
remediacdo as vezes ndo € eficiente para a retirada de substancias toxicas do
ambiente. Neste caso a Fitorremediacdo, torna-se uma técnica importante de
consorcio que utiliza plantas, bactérias e até fungos micorrizicos para ser aplicado
em solos contaminados por compostos organicos e/ou inorganicos. Como exemplo
neste processo pode ser empregado plantas associadas as bactérias para
descontaminar sitios com residuos quimicos organicos em sua por¢ao superficial.
De fato, as éareas contendo plantas apresentam uma biodegradabilidade mais
acelerada devido a expansdo da populacdo ativa dos microrganismos no solo
proximo as raizes das plantas (rizosfera), que se utilizam da fragcdo exudada das

raizes como fonte de alimento (Smith & Read, 1997; Chekol et al., 2004).

Para cada elemento, a espécie de planta e a fase de crescimento a
distribuicAo e acumulo de contaminantes metalicos variam a sua locacdo. No
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sistema metal-planta, o metal pode tender a se acumular nas raizes para uma
determinada espécie, enquanto que em outras espécies vegetais, o metal pode
tender a se acumular em outros 6rgdos como caule, folha e fruto (Baker, 1981).
(Malavolta,1994; Kabata Pendias & Pendias, 2000).

Seguindo na associacdo simbiotica entre planta e microorganismos.
Neste ambito Carneiro et al., (2001) avaliaram plantas herbaceas em solo
contaminado por metais pesados e inoculadas por fungos micorrizicos arbusculares,
e puderam observar que a mostarda (Brassica juncea), com a inoculacdo dos
fungos, teve o melhor resultado em relacdo a acumulacdo do chumbo, cadmio e

zinco.

Assim, todos os experimentos tém procurado por espécies que possam
tolerar e crescer sob as condi¢des indspitas das areas pds-mineracdo e que sejam
hiperacumuladoras de metais e, potencialmente, facilitadoras do processo
subsequente de revegetacao (Raskin et al.,1997). Uma planta pode ter habilidade de
extrair, em grande quantidade o0s metais pesados sendo consideradas
hiperacumuladoras, e desta forma podem extrair os metais do solo e armazena-las
preferencialmente nas partes aéreas. Além disso, em determinadas situacdes, a
dependendo do objetivo do projeto de revegetacdo, espera-se que estas espécies
possam também funcionar como nucleadoras, formando microhabitats propicios
para o surgimento de uma série de novas espécies, dando inicio ao processo de
colonizacdo e sucessdo ecoldgica, aumentando a diversidade de organismos,
melhorando as condicdes de solo, e consequentemente, restaurando alguns

processos ecossistémicos (Nascimento & Xing, 2006).

2.4 Uso do eucalipto como planta fitorremediadora.

O Eucalipto € uma planta pertencente ao género Eucalyptus sp da familia
das Mirtaceae, sendo nativo da Oceania e cultivado em diversos paises (Hass et al.,
2008). Em muitos paises utilizam esta cultura em plantios comerciais, entre eles o
india, Brasil, Africa do Sul, China, Italia, Israel, Chile e Argentina. No Brasil, existe
evidéncias desde 1825, ja se usava com a finalidade de ornamentacdo e quebra-
vento (Pereira et al., 2005). O Brasil destaca-se como a maior area plantada de

eucalipto do mundo, sendo a cultura arborea exética mais utilizada para
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reflorestamento (Pavan et al., 2010). E uma planta que produz grande volume de
fitomassa (Santana et al., 1999). Desse modo, verificou-se que o E. grandis em solo
de acidez média e baixa fertilidade, acumulou 99,4% do metal pesado (Zn) até os

seus 5 anos de idade (Bellote et al., 1980).

O eucalipto ja foi utilizado para fitoextracdo de césio e estroncio (Entry e
Emmingham, 1995). Devido a sua capacidade de transpiracdo de 200 a 800 litros
arvore-1 dia-1, foi utilizado no controle hidraulico de metais pesados como: cadmio,
cobre e sbdio, bem como, para a fitoestabilizacdo e rizodegradacdo de niquel e
mercurio. Magalhdes (2011), ao avaliar o potencial de duas espécies de eucalipto na
fitoestabilizacdo de solo contaminado com Zn, observaram que o E. urophylla,
acumula Zn principalmente no caule, e o E. saligna mantém maior parte do Zn retido
nas raizes. Sendo considerada uma espécie tolerante a metais pesados (Salt et
al.,1998).

Sabe-se que em E. grandis o Zn € o segundo micronutriente mais
exportado pela colheita, 258,92 mg de Zn por caule aos 7 anos de idade. Desse
modo, as espécies de E. grandis e E. urophylla aparentam uma promissora técnica

para fitorremediacédo de solos contaminados por metal pesado (Bellote et al., 1980).

2.5 Importancia da simbiose fungos micorrizicos - plantas e sua funcéao

biol6gica em areas com concentracfes de metais pesados.

As micorrizas sao associacdes simbidticas mutualisticas entre as raizes
das plantas e fungos do solo. Esta associagéo esta presente a mais de 450 milhbes
de anos e tem sido considerada fundamental para a evolucdo das plantas terrestres
(Smith e Read, 2008).

Existem trés grupos mais importantes de micorrizas: as ectomicorrizas
com crescimento de hifas ao redor da raiz forma uma estrutura chamada de manto e
ao redor das células do cértex formando a rede de Hartig, sem ocorrer a penetracao
de hifas nas células vegetais; as micorrizas arbusculares caracterizadas pelo
desenvolvimento de hifas inter e intracelular, formando intracelularmente estruturas
como arbusculos e vesiculas (Figural); e as micorrizas orquidoides, especifica as

plantas da familia Orchidaceae, possuindo desenvolvimento intracelular de hifas
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formando estruturas emaranhadas e enoveladas, os pelotons, cuja funcéo é fornecer

acucares simples para o embrido da planta (Smith e Read, 2008; Imhof, 2009).

As associac¢des ectomicorrizicas possuem um alto grau de especificidade
com o seu hospedeiro, sendo este mecanismo conduzido por uma interacao
genética entre o fungo e a planta hospedeira. Deve-se ressaltar que, a formacéo de
ectomicorrizas no campo depende de diversos fatores ambientais, tais como,
disponibilidade de nutrientes, fisiologia da planta hospedeira, pH do solo,
temperatura, disponibilidade de agua, aeracdo, intensidade luminosa, interacdes

com o0s microrganismos do solo, e a toxicidade de certos pesticidas (Santos, 2006).

Figural: Esquema modificado de corte transversal de raiz demonstrando o0s
diversos tipos de associacdo micorrizica entre plantas e fungos os mais frequentes:
ectomicorrizas (ECM) (a), micorrizas arbusculares (AM) (b), micorrizas ericoides (c),
micorrizas orquidaceas (d), micorrizas arbutoides (e), micorrizas monotrepéides (f) e
arbusculo (ar), “arbutdides” (arb), célula cortical (cc), esporo (e), enrolamentos (er),
“haustorios” (ha), manto (m), micélio extrarradicular (me), novelos (nov) e rede de
Hartig (rH) (Azul 2002, modificado a partir de Deacon 1997)
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A associacao das ectomicorrizas aumentam a area de absorcao radicular,
permitindo que nutrientes como P, N e K, e a 4gua, sejam mais bem aproveitados
pelas plantas hospedeiras. Contribuem desta forma, para o crescimento da planta
mesmo em solos pobres em nutrientes e degradados. Além disso, atribuem maior
resisténcia ao aumento de temperatura, estresses hidricos, acidez do solo e maior
tolerancia a patégenos da raiz e substancias toxicas presentes no solo (Souza et al.,
2004).

Em geral as plantas com esse tipo de associacdo produzem maior
guantidade de massa vegetal, tendo a capacidade de absorver e acumularem mais
metais pesados em comparacdo a plantas sem esta interacdo (Silva et al., 2006).
Através de programas de recuperacao de solos contaminados com varios metais, a
introducdo de espécies vegetais € uma alternativa favoravel principalmente se for
atrelada aos potenciais de microrganismos bioacumuladores de metais como 0s
fungos micorrizicos (Jones & Hutchinson, 1986; Dixon, 1988; Dixon & Buschena,
1988). (Shaw, 1989; Carneiro et al., 2001).

Com as raizes micorrizadas ocorre o aumento da area de superficie para
absorcao de nutrientes. O efeito desta simbiose repercute no aumento da absorcéo
de fésforo, na ciclagem de micronutrientes entre o solo e as raizes e no
fornecimento para plantas de diferentes formas de N (Street et al., 2007). Os fungos
micorrizicos produzem substancias que induzem alteracdes morfoldgicas nas raizes,
promovendo o crescimento de plantas. Beneficios indiretos a esta simbiose,
proporciona maior tolerancia a diversos estresses bidticos ou abidticos em que as

plantas sdo submetidas (Brundett, 2009; Sousa et al., 2006).

A inoculacdo de fungos ectomicorrizicos, para as aplicacdes
biotecnolégicas visando a producdo de mudas vigorosas e resistentes as condicdes
de estresse de campo, € um dos métodos hoje utilizado na inoculacdo das mudas
ainda no viveiro, contribuindo para o estabelecimento e desenvolvimento das plantas
na area de plantio. Além disso, antecipa a simbiose entre fungo e planta, gerando
mudas de maior qualidade. E possivel que as ectomicorrizas contribuam
significativamente para a tolerancia de espécies arboreas, como o eucalipto, a solo

contaminado por metais pesados (Moreira, 2006).
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2.6 O mecanismo de tolerancia e a importancia das enzimas anti-oxidantes a

metais pesados

O micélio fungico apresenta entre outras a capacidade de retencdo de metais
devido a sua densidade extraradicular, podendo reduzir a absor¢do de metais na
planta hospedeira (Brown & Wilkins, 1985; Colpaert & Van Assche, 1992). Desta
forma os mecanismos de tolerancia a metais por fungos ectomicorrizicos podem
envolver a ligacdo de metais pesados com componentes da parede celular, como:
quitina, melanina, celulose e seus derivados (Galli et al., 1994; Graziotti et al., 2001),
algumas proteinas, como: metalotioneina, fitoquelatinas e glutationa (Morselt et al.,
1986; Hall, 2002; Courbot et al., 2004) e granulos (Tam, 1995).

No caso dos fungos ectomicorrizicos, a grande maioria dos metais pesados
podem ser translocados para o interior do vacuolo fungico com gasto de energia
(Briskin, 1994). Esta energia é fornecida pelos sistemas primarios de transporte de
prétons (H*-ATPases), localizados na membrana plasméatica fungica, que irdo
energizar o transporte secundario de H* (Hall, 2002). Para o correto funcionamento
desta enzima € necessario um mecanismo exato de regulacdo da mesma, nos quais
varios fatores estédo envolvidos, principalmente pH acido e a glicose (Portillo, 2000).

O transporte de metais pesados na membrana plasméatica pode ocorrer
devido a presenca de transportadores primarios e secundarios. As bombas séo
proteinas de membrana que realizam o transporte ativo priméario de ions como o H*
ou Ca?", que gera um gradiente eletroguimico ao transportar fons contra um
gradiente de concentracdo, utilizando-se para isso compostos ricos em energia
como o ATP (Taiz e Zeiger, 2002).

Outro mecanismo é necessario para direcionar a absorcdo ativa da maioria
dos nutrientes, chamado transporte secundario de H*. Neste mecanismo, 0s solutos
podem ser transportados pela membrana, a favor de um gradiente eletroquimico, por
meio da combinacdo do H* com o ion. Este tipo de co-transporte € denominado de
transporte secundario de H*, em que a energia necessaria para esta acao é
proveniente da for¢a proton-motriz, gerada pela hidrolise do ATP realizada pelas H*
ATPases (Morsomme e Boutry, 1999).

O efluxo de ions na membrana plasmatica e o transporte destes para dentro
dos vacuolos sédo dois mecanismos potencialmente importantes para reduzir os

niveis de metais téxicos no citosol e garantir a tolerancia a tais metais (Hall, 2002).
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Segundo Rauser, 1999; Clemens, 2001, uma vez dentro da célula, a quelacao
dos metais por ligantes de alta afinidade, como exemplo, os amino&cidos, acidos
organicos e duas classes de peptideos, as metalotioneinas e as fitoquelatinas, pode
ocorrer. Um segundo sistema de defesa entre em acdo, a compartimentalizacao
vacuolar, em que o complexo metal-quelante é transportado e acumulado no
vacuolo através de um co-transporte do tipo antiporte Metal/H*, cuja energia €
proveniente do gradiente eletroquimico gerado pelas ATPases e ions de H*,
promovendo, desta forma, a reducdo da concentracdo dos ions téxicos no
citoplasma, prevenindo danos a fisiologia e bioquimica dos processos celulares e
mantendo a homeostase celular

Em plantas tolerantes especula-se que os sistemas de transporte do
tonoplasto sejam resistentes a estes metais téxicos uma vez que esta organela
exerce varios papeis chave no metabolismo vegetal. Um grande niamero de enzimas
esta presente no vacuolo como as proteases, ribonucleases, e outras hidrolases
acidas, o que lhe confere o carater de organela litica da célula vegetal, degradando
e reciclando compostos durante a senescéncia ou na morte celular programada
(Taiz, 1992).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material bioldgico

Este fungo ectomicorrizico Pisolithus tinctorius (isolado 24), originario de
Michigan-EUA, foi cedido da colecdo do Laboratério de Microbiologia do Solo do
Departamento de Microbiologia da Universidade Federal de Vigosa (UFV). P.
tinctorius (isolado ESO1) foi coletado em um solo latossolo vermelho-amarelo de um
plantio de eucalipto no distrito de Biriricas (20°22'16"S/40°35"08") no municipio de

Marechal Floriano, estado do Espirito Santo, Brasil.
Metal pesado (Cadmio)

As atividades desenvolvidas nas instituicdes de ensino e pesquisa empregam
substancias e produtos de diversas classes. Entre eles estdo os considerados
perigosos por apresentarem caracteristicas como inflamabilidade, corrosividade,
reatividade, toxicidade estabelecidas pela NBR 10.004 da Associacao Brasileira de
Normas Técnicas (ABNT_NBR 10.004) e que oferecem risco potencial aos seres
vivos e/ ou ao ambiente. Essas atividades, consequentemente, geram residuos
também considerados perigosos. Destinar corretamente esses residuos é
responsabilidade de seus geradores o que é determinado pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa). Desta forma todos os residuos de solo, solu¢des de
Cadmio e embalagens uitilizadas na casa de vegetacdo, foram destinadas a
Empresa Marca Ambiental, localizada no Municipio de Cariacica, que faz a
destinacdo correta dos materiais e substancias toxicas (Cadmio) utilizadas nesta

pesquisa.
3.2 Especiagédo e meio de cultura

Discos de agar contendo micélio de P. tinctorius (isolado 24) foram inoculados
em placas de Petri contendo 25 ml de meio de cultura MNM-Melin Norkrans
modificado (Marx, 1969).

No preparo do meio MNM, foram adicionados os seguintes reagentes para 1L:
CaCl2 (0,05¢/L), NaCl (0,025g/L), (NH4)2HPO4 (0,15g/L), MgS0O47H20 (0,15g/L),
FeCls (1g/L); e 4mL de KH2POa4 (0,125¢/L) e tiamina (25ug/ml), 10g de &gar-agar,
10g de glicose, 3g de extrato de malte e 0,055mg de cloranfenicol a fim de evitar o
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crescimento de bactérias. Em seguida, ajustou-se o pH para 5,6. ApoOs
autoclavagem a 121° C por 30 minutos, verteu-se 25 ml de meio em placas de Petri
(10 x 100 mm) em camara de fluxo laminar vertical, as quais foram incubadas na
auséncia de luz, a temperatura de 25+1°C em incubadora BOD. Transferéncias

quinzenais para meio fresco de igual composicéo foram realizadas.

A andlise da especiacao i6nica de nutrientes e dos metais cadmio, em meio
MNM, foi realizada através do programa Visual MINTEQ versdo 2.53, adaptado por
Ramos et al. (2009). Com estas andlises estimou-se com maior precisdao a
biodisponibilidade dos nutrientes, inclusive dos metais presentes no meio de
crescimento do fungo ectomicorrizico. Por meio destas andlises, obteve-se a
porcentagem de biodisponibilidade de cada nutriente e de Cd?*, pois a composicéo

do mesmo oscilava com a dose de metal estudada.

3.3 Experimento in vitro do crescimento do fungo Pisolithus tinctorius

Micélios de 11 mm de didmetro foram retirados das extremidades de
culturas puras de P. tinctorius (isolado 24) com 27 dias de idade e transferidos para
novas placas de Petri (um disco centralizado na placa de Petri) contendo 25 ml de
meio MNM especiado para as doses de metal: 0, 10, 50, 100 e 200 umol L't Cd?* na
forma de CdClz, sob trés status de glicose (1 e 1g L).0,1 e 1 gL Foi adicionada
uma baixa concentracdo de tampdo MES 100 pmol L, de forma a remover os
efeitos das variacbes no pH do meio como uma variavel adicional e, assim,
mascarando os resultados. O pH do meio MNM foi ajustado para 5,5 - 5,6. O
crescimento micelial radial foi medido com auxilio de um paquimetro digital, durante

25-30 dias de crescimento.

3.4 Experimento in vivo e anélise da associacao eucalipto-fungo sob doses de
Cd?

Sementes de Eucalyptus grandis, obtidas no Departamento de Silvicultura da
Universidade Federal de Vigosa, foram desinfestadas em hipoclorito de sodio a 10%
(v/v) durante 15 min, alcool 70% por 3 min, lavadas com agua deionizada e,

posteriormente, semeadas em uma bandeja plastica estéril contendo apenas areia
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esterilizada.

O plantio e inoculagéo foram realizados em substrato areia-vermiculita (1:1),
devidamente autoclavados e distribuidos em vasos de 500 ml. Plantulas de
eucalipto, selecionadas e uniformizadas por tamanho, foram inoculadas com o fungo
ectomicorrizico P. tinctorius de acordo com o método sanduiche, com o qual discos
de micélio fungicos séo colocados em contato direto com a raiz da plantula. O
experimento foi montado no delineamento experimental inteiramente casualizado e
consistiu de dois tratamentos microbiolégicos (inoculado e n&o inoculado), Controle
e mais duas doses de metal e 5 repeticbes. As plantas foram regadas com solucéo
de metal, pH 5,6, contendo as doses de 0, 15, 35 umol L' Cd?* duas vezes por
semana, e a solucdo de Clark diluida (4x) foi administrada nos tratamentos trés
vezes por semana. Apds 90dias no plantio as amostras de plantas foram
desidradatas em estufa de ventilacdo forcada, a uma temperatura de cerca de 75°C
por 48hs. Uma vez desidratado, o material vegetal foi pesado para determinacao da
matéria seca. A eficiéncia micorrizica foi calculada com base na massa de material
seco total (MStotal = MSPA + MSR) segundo a formula:

Eficiéncia Micorrizica (%) = [(MStotal planta micorrizada - MStotal planta-

controle)/(MStotal planta-controle)] 100

3.5 Parametros fotossintéticos

A taxa fotossintética liquida (assimilacdo fotossintética do carbono) foi
determinada por meio do sistema portétil de medicdo das trocas gasosas, modelo LI-
6200 (LI — COR, Lincoln, NE, USA). Para isso, foi utilizada uma camara de 0,25 L,
com area foliar de medicdo de aproximadamente 6,8 cm?. Utilizou-se um aparelho
com analisador de gas no infravermelho LI-6200 (Licor, NE, USA), com um conjunto
de lampadas tipo LED (“light emitting diode”) acoplado a superficie da camara do
IRGA, possibilitando a obtencéo de um fluxo de fotons fotossintéticos de 500 pmol

m/2st, sem aguecimento do tecido foliar.

3.6 Anédlise de nutrientes da parte aérea

A analise de nutrientes da parte aérea foi realizada somente aos 90 dias apés
o plantio. O contetudo de N, P, K, Ca e Mg na parte aérea foi determinado depois
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que as amostras foram desidratadas em estufa de ventilacdo forcada, a uma
temperatura de cerca de 75°C, por 48 horas (Malavolta et al., 1989). Uma vez
desidratado, o material foi pesado para determinacdo da matéria seca e, em
seguida, as amostras foram moidas em moinho tipo Willey, passadas em peneira de
20 “mesh” e armazenadas em frascos hermeticamente fechados. Ap6s submeter o
material vegetal a oxidacdo pela digestdo sulftrica, foi determinado o foésforo por
colorimetria pelo método do molibdato (Malavolta et al., 1997), N pelo método de
Nessler (Jackson, 1965), K por espectrofotometria de emissdo de chama e Ca e Mg
por espectrofotometria de absorcdo atdbmica, de acordo com as metodologias do
Manual de Analises de Solo e Plantas (EMBRAPA, 1997).

A quantidade total de nutrientes acumulada em cada parte analisada foi
avaliada com base no teor obtido e na producdo de material seco. A eficiéncia
micorrizica foi calculada com base na massa de material seco total (MS total = MS
PA + MSR) segundo a férmula: Eficiéncia Micorrizica (%) = [(MS total planta
micorrizada — MS total planta-controle)/(MS total planta-controle)] 100

3.7 Porcentagem de colonizagdo micorrizica

Aos 90 dias avaliou-se o grau de colonizacdo micorrizica das raizes de
eucalipto, determinada pelo método da interse¢cdo em placas de Petri reticuladas,
como descrito por Giovannetti e Mosse (1980), apos coloracdo com azul de tripano,

conforme técnica descrita por Phillips e Hayman (1970).

3.8 Determinagdo de proteinas totais de Pisolithus tinctorius e raizes de

Eucalyptus grandis ndo micorrizadas e em associacdo ectomicorrizica

A proteina foi quantificada segundo metodologia descrita por Lowry et al.
(1951), utilizando albumina sérica bovina (BSA) como padréo (Sigma A9418)

(f=889), a 660 nm. Todas as determina¢fes foram desenvolvidas em triplicatas.
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3.9 Determinacao da catalase em Pisolithus tinctorius e raizes de Eucalyptus

grandis ndo micorrizadas e em associa¢ado ectomicorrizica

Para a determinacgdo da catalase, o micélio do fungo P. tinctorius e as raizes
das plantas de E. grandis micorrizadas e ndo micorrizadas foram homogeneizados
em 50 uM tampéo TRIS-HCI, pH 8,0, contendo 5 mm de EDTA, e centrifugados a
15.000 x g, durante 15 minutos a 4° C. A atividade da CAT foi determinada segundo
método descrito por Beutler (1975). O meio de reagdo, 1 ml, continha 40 pum tampé&o
TRISH CI, pH 8,0 com 5 uM de EDTA e 12 uM de peroxido de hidrogénio (H202). A
reacao foi iniciada pela adigdo de 10uL do extrato bruto. O consumo do substrato foi
acompanhado, durante 30 segundos, a 240 nm. A atividade de CAT foi expressa em

porcentagem de estimulagédo em relagéo ao controle.

3.10. Determinacdo da glutationa S-transferase em Pisolithus tinctorius e
raizes de Eucalyptus grandis n&o micorrizadas e em associagao

ectomicorrizica

Para a determinacdo da glutationa-S-transferase, o micélio do fungo P.
microcarpus e as raizes das plantas de E. grandis micorrizadas e ndo micorrizadas
foram homogeneizados em 20 yuM tampao de fosfato de potassio, pH 6,5, e
centrifugados a 15.000 x g durante 15 minutos a 4° C. A atividade da GST foi
determinada segundo método definido por Habig et al., (1974). A reacéo foi iniciada
pela adicdo de 50uL de extrato enzimatico em meio de reacdo contendo 20 uM
tampéo fosfato de potassio pH 6,5, 80 uM de glutationa reduzida (GSH) (Sigma
G6529) e 20 pM de 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) (Sigma C237329). A
atividade enzimética foi acompanhada pela formacédo do produto a 340 nm. Uma
unidade de enzima foi definida como a quantidade capaz de transformar 1 pmol de
substrato por minuto. A atividade de GST foi expressa em porcentagem de

estimulacdo em relacdo ao controle.

3.11 Anéalise dos dados

Com as medidas obtidas foram realizadas analises prévias com Excel 2007

for Windows e as diferencas do crescimento entre o controle e as doses de metais
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em todos os experimentos foram analisados pelos testes ANOVA e Duncan (p<0.05)
utilizando o programa STATISTICA (versdo 5.5, STATSOFT, USA).

Em experimentos in vivo foram dispostos em blocos casualizados com quatro
repeticbes. O efeito da inoculacdo de fungos e tratamento Cd no crescimento total
da planta, massa seca, os teores de nutrientes, os parametros de atividades
enzimaticas, fotossintese e fluorescéncia da clorofila foram analisados
estatisticamente pela ANOVA de duas vias e quando um fator ou qualquer interagao
entre fatores foram considerados estatisticamente significativos, realizamos
comparacoes de pares, por meio de teste t e corrigir os resultados correspondentes
para comparagdes multiplas pelo teste de Tukey a p<0.05. Os dados de eficacia
micorrizica e raiz de coloniza¢do fungica foram analisados estatisticamente pela
analise de variancia apés Arc sen de transformacéo para porcentagens. Quando um
efeito significativo do tratamento foi encontrado, os valores médios foram
comparados pelo teste de Tukey's em p < 0.05. Todas as analises foram realizadas
no programa de R e Graph Pad Prism 6.0 utilizando um nivel de significancia de 5%
para testes de hipéteses. Analise multivariada de componentes principais (PCA) foi
usa para relacionar o teor de nutrientes, o crescimento das plantas e os parametros
ecofisiolégicos, bem como atividades de GST e CAT em tratamentos micorrizadas e
nao-micorrizadas com as doses de CD, utilizando o programa Fitopac 2.1.2.85.
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4. RESULTADOS

4.1 Biodisponibilidade dos nutrientes e metal pesado no meio de cultura.

De acordo com a especiacao feita através do programa Visual MINTEQ foi
possivel obter uma alta biodisponibilidade de Cd (entre 72% e 73%) e dos macros e
micronutrientes em torno de 89% a 99%. Para tal resultado ser atingido foi
necessario fazer um ajuste nos nutrientes do meio MNM. Neste caso, foram
reduzidas as concentracfes de fosfato e ferro, pois estes ions estdo em elevada
concentragdo no meio de cultura e reagem fortemente com o metal presente no
meio, formando ligacbes estaveis e fazendo com que a forma livre deste fosse
reduzida. A partir da especiacao foi possivel obter a concentracdo estimada dos

nutrientes e do metal no meio de cultura adaptado para este trabalho (Tabela 1).

Tabela 1. Concentracdes de ions prevé a biodisponibilidade (%) de cada metal no
de meio cultura MNM modificado e adaptado sendo utilizado tanto para o
crescimento ectomicorrizico e sintese in vitro. O estado ndo associado livre do ion é,
na maioria dos casos, assumido como sendo a forma biodisponivel do ion. As
leituras foram realizadas pelo Visual Minteq v.2.53 (Parker et al., 1995; Ward et al.,
2008; Ramos et al., 2009) e foi incluido na analise 180 uM de Fe-EDTA.

Cd*  H,PO; SO4? K* Ca* Mg?* Na* cr
Control 0 2,23 061 0918 0,38 0,61 0,42 1,38
0,010 M* 0,01 2,23 0,61 0,918 0,38 0,61 0,42 1,40
MM 0,050 M* 0,05 2,23 0,61 0,918 0,38 0,61 0,42 1,48
medium

0,100 M* 0,1 2,23 0,61 0,918 0,38 0,61 0,42 1,58
0,200 M* 0,2 2,23 0,61 0,918 0,38 0,61 0,42 1,78

Control 0,00 90,81 91,81 99,26 89,44 90,66 99,31 99,71

Predicted 0,10 M* 73,43 90,76 90,74 99,26 89,46 92,69 99,31 99,46
Availabity 0,050 M* 72,17 90,55 90,48 99,26 89,51 92,65 99,30 99,47
(%) 0,100 M* 72,93 90,29 90,16 99,26 89,57 92,72 99,31 99,21
0,200 M* 72,46 89,79 89,54 99,26 89,68 92,78 99,30 98,73
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4.2 Crescimento de micélio de P. tinctorius com a disponibilidade (0,1 e 1% de
glicose para avaliacdo da sua tolerdncia ao metal cadmio nas concentracdes
de (10, 50, 100 e 200 pM) por 27 dias.

Na concentracdo 0,1% de glicose houve uma inibicdo significativa do
crescimento do micélio fungico nas doses de 50, 100 e 200umol de Cd, quando
comparado ao controle Opumol de Cd. Na concentracéo de 1 % de glicose observou-
se uma inibicdo significativa em todas as doses de Cd analisadas, sendo que, as
maiores inibicdes ocorreram quando o fungo foi crescido sob 10 e 50 uM de Cd, em
ambas concentracfes de glicose. Nao foi observado nenhuma diferenca significativa
entre as doses de 0 e 10 pmol Cd na dose de 0,1% de glicose (Figura 2). Mesmo
com a inibicdo pode ser observado crescimento micelial de P. tinctorius em meio
MMN nas concentracfes 0;10 e 50uM em 0,1% (A) e 1% (B) de glicose.

E importante destacar que a maior velocidade méxima de crescimento
micelial foi de 2,222 mm/dia no controle e em ambas doses 0,1 e 1% de glicose. Nas
demais dosagens foi observado a diminuicdo da velocidade de crescimento com o

aumento das concentracfes de doses de Cd administradas (Tabela 2).
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Figura 2: Crescimento in vitro de miceélio fangico de P. tinctorius com adi¢do de
0,1% e 1% de glicose nas concentracdes (10, 50, 100 e 200 umol) de Cadmio por 27
dias. Fotografia de placas com fungos P. tinctorius com percentuais de 0,1 e 1% de
glicose e concentragbes no meio (10, 50, 100 e 200 pumol) de Cadmio por 27 dias.
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Tabela 2: Medidas de velocidade de crescimento do micélio fungico (mm/dia), nas
doses de Cd (0, 10, 50, 100, 200 pmol) e 0,1% e 1,0% de Glicose.

Medidas de velocidade de crescimento do micélio fungico (mm/dia), nas doses d
Cd (0, 10, 50, 100, 200 umol) e 0,1% e 1,0% de Glicose.

Dose de 0,1% Glicose Dose de 1,0% Glicose
Dose.
Cadmio UM Veloc. de Cresc. Veloc. de Cresc.

0 2,222 mm/d 2,222 mm/d

10 2,148 mm/d 1,111 mm/d

50 0,925 mm/d 0,444 mm/d
100 0,296 mm/d 0,295 mm/d
200 0,07 mm/d 0,111 mm/d

Apbs o periodo de 27 dias de crescimento em meio MNM, observou um maior
crescimento do P. tinctorius nas maiores concentracdes de Cd (100 e 200umol) e
nao apresentaram diferenca significativa na taxa de inibicdo independente das
concentracdes de glicose (0,1 e 1,0%). Em contrapartida, P. tinctorius crescido em
10 e 50 umol Cd mostrou uma maior inibicdo, de acordo com as porcentagens de -
46,1479 e -77,748 respectivamente, quando o P. tinctorius cresceu em meios

contendo 1% de glicose (Figura 3).
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Figura 3: Porcentagem de inibicdo do crescimento in vitro de micélio fungico de P.
tinctorius com adicédo de 0,1% e 1% de glicose nas concentracdes (10, 50, 100 e 200

HUM) de Cadmio por 27 dias.

4.3. Avaliacdo da atividade enzimatica da CAT, GST e FAC, no micélio de P.
tinctorius crescidas in vitro em concentragdes 0,1 e 1% de glicose (0 e 35 uM)

de Cadmio.

A atividade da CAT em P. tinctoruis foi estimulada por 35 um de Cd em
ambas concentracdes de glicose (Figura 4A). Ativacao promovida pela glicose na
atividade da Catalase foi observada nas duas doses de concentracdo de glicose.
Similar a atividade de CAT. a atividade da Glutamina-S-Transferase (GST) também
apresentou uma significativa estimulacdo na concentracdo de 35 pM de Cd. No
entanto devemos destacar que a maior estimulagdo foi observada na

concentracéo.de 1% de glicose (Figura 4B).
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Figura 4. Atividade das enzimas CAT e GST analisadas no micélio de P. tinctorius
crescidas in vitro, em concentracdes de 0,1e 1 % de glicose e na condicdo de

controle e 35 uM de Cadmio.

A atividade da Fosfatase acida mostrou-se ser elevada em 0,1% de glicose

quando comparada a 1% de glicose. A adicdao de 35 pM de Cd induziu uma
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significativa taxa de inibicdo quando comparado a 1% de glicose. Ja a Fosfatase
alcalina sofreu uma regulacdo negativa em 0,1% de glicose enquanto que foi
significativamente estimulada quando o fungo foi crescido na presenca de 35 uM de
Cd. (Figura5 A, B)
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Figura 5: Atividade das enzimas FAC (Gréfico A) e FAL (Gréfico B) analisadas no
micélio de P. tinctorius crescidas in vitro, em concentracdes de 0,1e 1 % de glicose e

na condi¢do de controle e 35 uM de Cadmio.
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4.4 Avaliacdo da Atividade enzimatica da CAT, GST, FAC FAL em raizes de

plantas Eucalyptus grandis micorrizadas e ndo micorrizadas.

Atividade da CAT em plantulas ndo micorrizadas foi significativamente
estimulada na presenca do Cd, enquanto em plantulas micorrizadas nao apresentou
efeito significativo. No entanto plantulas micorrizadas possuem elevadas atividade
dessa enzima mesmo na auséncia do metal (Figura 6A). Por outro lado, plantulas
micorrizadas apresentaram valores da enzima GST significativamente inferior
quando comparadas com o controle. As plantulas ndo micorrizadas apresentaram

significativo estimulo independente do tratamento com o metal (Figura 6B).

A atividade FAC foi relativamente superior em plantulas micorrizadas sem do
gue a maior estimulacdo foi em plantas controle (Figura 6C). Nao foi constatado

atividade da fosfatase alcalina (FAL) em raizes de E. grandis.
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Figura 6: Estimulacédo da atividade da Catalase (grafico A) glutationa-S-transferase
(grafico B) e da Fosfatase acida (grafico C) em raizes de plantas de Eucalyptus

grandis ndo micorrizada e micorrizada, crescendo em concentracoes de 15 e 35

pmol de Cd.

Porcentagem de estimulagcéo da atividade enzimatica da Catalase, glutationa-
S-transferase e da Fosfatase acida em plantas de E. grandis ndo micorrizada e

micorrizada nas concentracdes del5 e 35 umol de Cd.

Para a atividade enzimética da catalase com tratamento nas doses de 15,
35umol de Cd foi observado que nas plantulas micorrizadas ocorreu maior inibigao
da atividade enzimatica. Mas que para as plantas controle ocorreu estimulacéo na

atividade enzimatica mesmo com o tratamento de 15, 35 pmol de Cd.
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Para a atividade de Glutationa-S-Transferase também ocorreu inibicdo da
atividade enzimética das plantas micorrizadas e para as plantas de controle ocorreu
a estimulacdo da atividade enzimatica nas doses de 15, 35umol de Cd. Sendo

observado maior estimulo da atividade enzimatica na dose de 35 pmol de Cd.

Na atividade da enzima Fosfatase acida ocorreu estimulacdo da atividade
enzimatica nas plantas micorrizadas na dose de 15 pmol de Cd e inibicdo da
atividade enzimética GST nas doses de 35 pmol de Cd. Para as plantas controle
ocorreu estimulacdo da atividade enzimética, sendo que, com o aumento da

dosagem esta estimulacéo foi reduzida em 35 umol de Cd (Figura 7).
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Figura 7: Porcentagem de estimulacdo da atividade enzimatica da Catalase,
glutationa-S-transferase e da Fosfatase acida em plantulas de E. grandis néo

micorrizada e micorrizada, crescendo em concentracdes del5 e 35 umol de Cd.

4.5 Respostas ecofisiologicas

O resultado da altura das plantas ndo micorrizadas mostrou-se uma inibicdo
significativa 30 pmol Cd, enquanto que as plantas micorrizadas nao foram

influenciadas pelas doses de Cadmio (Figura 8).

39



A A3 Bl Mom- Myc

20 Ay
__E_ 154 Es
g
2 104 b
S

54

0-

] 35
cd (uM)

Figura 8: Grafico demonstrando o resultado da altura de plantas de E. grandis

micorrizadas e ndo micorrizadas com tratamentos de 0 e 35 pmol de Cd.

A capacidade fotossintética medida através da assimilacdo de carbono (A) em
plantas controle e micorrizadas diferiram significativamente tanto na dose de 0 pmol
Cd (p=<0.0053) quanto na dose de 35 pmol Cd (p<0.0177), tendo as plantas
micorrizadas apresentado maior capacidade fotossintética em relagdo as plantas
controle (Figura 9A). Entretanto as doses de Cd n&o afetaram significativamente a
capacidade fotossintética (p<0.4886) (Figura 9A). Plantas controle e micorrizadas
apresentaram valores semelhantes de transpiracdo (E) sem a adi¢cdo de Cd (Figura
9B). Entretanto plantas de E. grandis com adi¢cao de 35 uM Cd quando micorrizadas
apresentaram valores de transpiracédo 76,16% superior as plantas controles (Figura
9B), sendo este resultado semelhante ao da eficiéncia no uso d’agua intrinseco
(Figura 9D). A inoculacdo de plantas E. grandis nédo influenciou significativamente
nos valores de Carbono Interno (Ci) (p=0.3187), assim como as doses de Cd
(p=0.6232) (Figura 9C). Nas plantas controle a eficiéncia da carboxilagéo
instantanea (A/Ci) foi maior com a adicdo de 35 pM Cd (p=0.0447) (Figura 9E). Em
contrapartida a dose de Cd nao influenciou nas plantas micorrizadas, entretanto
quando n&o houve a adicdo de Cd os valores de A/Ci nestas plantas foram
significativamente superiores ao encontrado nas plantas controle (p<0.0417) (Figura
9E).
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Figura 9: Assimilacdo de Carbono (A) (A); Transpiracdo (E) (B); Concentragao
interna de Carbono (Ci) (C); Eficiéncia no Uso d’agua intrinseco (iWUE) (D);
Eficiéncia na Carboxilacdo (A/Ci) (E) nas folhas plantulas de E. grandis, controle e
micorrizadas, apos 90 dias de inoculacdo. Os dados foram analisados pela two-way
ANOVA combinada com o teste de Tukey. Para cada concentracdo de Cd, as barras
seguidas pela mesma letra mailscula nos diferentes tratamentos (Controle e
Micorrizado), néo sao significativamente diferentes pelo teste de Tukey a p<0.05.
Para cada tratamento (Controle e Micorrizado), as barras seguidas da mesma letra
minudscula, na mesma concentragdo de Cd, ndo sdo significativamente diferentes a

p<0.05(n=4).
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5. DISCUSSAO

Plantas de Eucalipytus grandis colonizada por P. tinctorius vem a ter um
beneficio muito importante nesta associagcdo de ectomicorriza sob a forma de
tolerancia a concentracdes de Cd no solo. Assim, as plantas micorrizadas podem ser
cultivadas em solos que contém o metal pesado Cd, como resultado das atividades
de mineracao ou industriais e contribuir para a sua recuperacéo (Marschner 2012). A
tolerdncia a metais pesados por fungos ectomicorrizicos é comum em condi¢cdes
axénicas (meio controlado sem contaminag¢do), no entanto, o grande problema
nestas condicdes é que o metal pode interagir com outros nutrientes no meio (Gadd,
1993). Para tal resultado ser atingido foi necessario fazer um ajuste nos nutrientes
do meio MNM, neste caso, foram reduzidas as concentracdes de fosfato e ferro, pois
estes ions estdo em elevada concentracdo no meio de cultura e reagem fortemente
com o metal presente no meio, formando ligacdes estaveis e fazendo com que a

forma livre do Cd fosse reduzida no meio de cultura.

Em geral, o crescimento in vitro de P. tinctorius ndo foi afetada por Cd em
qualquer concentracdo, mas foi fortemente estimulada por glicose no meio.
Similarmente, o crescimento de alguns fungos ectomicorrizos também foram
estimuladas pela glicose (Kim et al., 2003). A resposta in vitro de fungos
ectomicorrizicos tratados com metais (Zn, Cu, Cd, Pb, Ni e Al) é bastante variavel,
tanto inter e intra-especifica (Jones e Hutchinson 1986; Brown e Wilkins 1985;
Colpaert e Van Assche 1993; para 1995; Blaudez et al 2000; Kim et al 2003; Fomina
et al 2005).

A tolerancia de fungos ectomicorrizicos € tanto extracelular (micélio
extramatricial fornece os principais sitios de ligacdo para os metais toxicos) e
intracelular (ligacdo a sitios ndo proteicos e transporte em compartimentos
intracelulares), Bellion et al., 2006) Outro fator importante sdo os pigmentos de
melanina presente nos fungos, sdo responsaveis pela formacdo de compostos
fendlicos da polimerizacdo oxidativa e parece desempenhar um papel na ligacdo e

quelacdo de metal (Fogarty e Tobin 1996).

A glicose tem efeitos importantes sobre o metabolismo e fisiologia de fungos,

tais como em P. tinctorius com o aumento da producao de melanina na atividade da
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catalase e glutationa-S-transferase (GST) quando a glicose esta livremente
disponivel, sistemas de desintoxicacdo antioxidantes podem também ser parte de
mecanismos de tolerancia a metais por fungo ectomicorrizicos na desintoxicagao ou
reparacdo. Em Candida albicans, foi associado a tolerancia ao estresse, mesmo

com apenas 0,01% de glicose no meio nutritivo (Rodaki et al. 2009).

Defesas antioxidantes fungicas, como Catalase, sdo um mecanismo eficiente
para a remocao de H202 formado sob condi¢cdes de estresse em metais (Angelova et
al., 2000). As enzimas de desintoxicagcdo como a Glutationa-S-Transferase (GST)
sdo enzimas de desintoxicacdo envolvidas na desintoxicacao celular por catalisar a
conjugacao de GSH com a xenobidticos e produtos do stress oxidativo endégenos
(Hayes et al., 2005). Além disso, os genes de GST sé&o induziveis por uma variedade
de diferentes tratamentos, tais como 0s metais pesados e fungos podem produzir
uma variedade de GSTs (Sato et al., 2009). Em levedura, CAT e GST se sobrepdem
como mecanismos de desintoxicacdo, por exemplo como a CAT pode ser induzida
somente quando H20: exceder a capacidade de desintoxicacdo de GSH (Grant et
al., 1998). Assim, P. tinctorius pode ser protegido por ativacdo destes outros
mecanismos de desintoxicacdo. Por outro lado, seria de esperar que as enzimas
(CAT) envolvidas na desintoxicacdo de H202 seriam induzidos a manter o equilibrio
redox celular (Ott et al., 2002; Schiutzendubel e Polle 2002).

Durante a associacdo da planta colonizada por fungos micorrizicos
responderam fracamente ou nao a atividade CAT em 200 uM Cd, em contrario com
as plantas ndo micorrizadas. Atividade GST também foi ativado em plantas néo

micorrizadas.

Experimentos realizados com plantas que crescem em rejeitos de uma mina
de Cd apresentaram maior atividade da enzima antioxidante, incluindo CAT, do que
as plantas que crescem em outros lugares. Além disso, a atividade de CAT em
Vigna radiata em 500 uM Cd foi maior do que nenhuma das plantas tratadas (Sinha
et al., 2005). O Cd em grandes quantidades interfere com a absorc¢éo e utilizacédo de
outros minerais (Clark, 1982), afeta 0 metabolismo da energia, diminui a fotossintese
(Campbell e Nable 1988; Kitao et al., 1997). E provoca estresse oxidativo (Fecht-
Christoffers et al, 2003). O Cd em excesso influéncia na estrutura dos cloroplastos,
comprometendo as trocas gasosas e reduzindo a concentracdo de carboidratos

sollveis na planta. Alguns passos na fotossintese também podem estar seriamente
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e negativamente afetada pelo excesso de Cd (Mukhopadhyay e Sharma 1991;
Macfie e Taylor 2008).
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O fungo P. tinctorius beneficia a associacdo com plantas de E. grandis
tornando-se tolerante as concentracfes elevadas de Cd no solo, e especialmente,
esta tolerancia pode ser expressada na presenca de concentracfes de glicose em

meio de cultura.

As enzimas catalase e glutationa-S-transferase foram ativadas pela glicose,
sugerindo que estao envolvidas no mecanismo da tolerancia fungica ao Cd. Quando
associado com raizes de plantas de eucalipto, o fungo ectomicorrizico estimulou o

crescimento de acolhimento em um substrato com alta concentracéo de Cd.

Ficou demonstrado claramente que o fungo ectomicorrizico € eficiente na
reducdo do stress das plantas imposta por Cd. Assim, o fungo ectomicorrizico foi
eficaz para induzir fitoprotecdo de plantas de eucalipto sob alta concentragéo de Cd
via respostas de ecofisiologicas e bioquimicas.

Estudos adicionais da andlise da expressao de alguns genes que codificam
para as bombas de prétons, transportadores e enzimas envolvidas em estresse
oxidativo sdo importantes para elucidar a regulacdo molecular da forma como a

simbiose permite resisténcia a metais.
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