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TOLERANCIA DE FUNGOS ECTOMICORRIZICOS
A METAIS PESADOS EM MEIO DE CULTURA
ADICIONADO DE SOLO CONTAMINADO®

P.H. GRAZZIOTTI®, J. 0. SIQUEIRA®),
F. M. MOREIRA®) & D. CARVALHO®

RESUMO

Os fungos ectomicorrizicos podem proteger a planta hospedeira da toxidez
dos metais pesados. Contudo, a contaminacgao excessiva do solo por metais pode
inibir o crescimento e a atividade destes, prejudicando a simbiose micorrizica.
Avaliou-se o crescimento de nove isolados de Pisolithus tinctorius, dois de Suillus
bovinus e um de Scleroderma sp. quanto ao efeito da adi¢cdo de misturas de solo
contaminado por Zn, Cd, Cu e Pb com areia em meio Melin-Norkrans modificado
liquido, tendo sido a mistura testada em varias proporc¢des. A adicdo de solo
contaminado ao meio de cultura reduziu o crescimento de todos os isolados, exceto
o0 PT-306 em meio que continha a mistura de solo-areia com baixas proporc¢des
de solo contaminado. Os isolados apresentaram grande variagao intra e interespeci-
fica em relagéo a tolerancia a contaminacgéo do meio via solo contaminado. Em
geral, os isolados de P. tinctorius foram mais tolerantes que os de S. bovinus e o
de Scleroderma sp., destacando-se o isolado PT-306, que foi considerado tolerante.
Os demais isolados estudados apresentaram respostas variadas, mostrando-se
os isolados de S. bovinus considerados, na literatura, como tolerantes a Zn,
sensiveis a adicdo de solo contaminado ao meio. A producdo de pigmentos
extracelulares pelos isolados PT-306 e SB foi estimulada pela adi¢do de solo
contaminado ao meio de cultura e a maior producao de pigmentos do PT-306 pode
estar envolvida com a maior tolerancia deste a contaminacao por metais pesados.
O crescimento do isolado PT-306 aumentou com a adi¢do da mistura solo-areia
com pequenas proporc¢des de solo contaminado ao meio de cultura. A adi¢céao de
solo contaminado ao meio de cultura mostrou-se eficiente para avaliacdo do impacto
da contaminacgao do solo por varios metais sobre os fungos ectomicorrizicos.

Termos de indexacgao: fungos ectomicorrizicos, metal pesado, tolerancia, toxidez,
pigmentos.
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SUMMARY: TOLERANCE OF ECTOMYCORRHIZAL FUNGI TO HEAVY
METAL IN CULTURE MEDIA ADDED OF CONTAMINATED
SOIL

Ectomycorrhizal symbiosis can play a crucial role in protecting plant roots from heavy
metals. However, a high heavy metal contamination can inhibit ectomycorrhizal fungi
growth and activity, negatively influencing mycorhizal symbiosis. The growth of nine
isolates of Pisolithus tinctorius, two of Suillus bovinus and one of Scleroderma sp. was
assessed to evaluate the effect of Zn, Cd, Cu and Pb contaminated soil-sand mixes added
to the liquid culture media, at different proportions. Addition of contaminated soil to the
media reduced mycelial growth of all isolates, except of PT-306 at media with low proportion
of contaminated soil mixes. The isolates showed inter and intra-specific variations in
multiple contaminated soil. In general, Pisolithus isolates were more tolerant than those
of S. bovinus or Scleroderma sp., with PT-306 being the most tolerant. S. bovinus isolates
considered tolerant to Zn were sensitive to multiple soil contamination. Production of
extracellular pigments by PT-306 and SB was enhanced by either addition of contaminated
soil and a larger production of PT-306 pigments can be involved with its greater tolerance
to heavy metals. PT-306 growth was favored by the addition of a low proportion of
contaminated soil into the media. The addition of heavy metal contaminated soil into
media was efficient to assess the impact of heavy metal multi contamination on

ectomycorrhizal fungi.

Index terms: ectomycorrhizal fungi, heavy metal, tolerance, toxicity, pigments.

INTRODUCAO

Os fungos que formam as ectomicorrizas séo, em
sua maioria, Basidiomicetos, que, pela ocorréncia
generalizada em florestas de plantas hospedeiras e
pelos efeitos sobre estas, tornam-se componentes
importantes dos ecossistemas naturais e florestas
plantadas (Parke et al., 1983; Heinrich et al., 1988).
Em solos com excesso de metais pesados, esses
fungos em simbiose podem aumentar a absor¢do de
nutrientes pelas raizes e imobilizar os metais
pesados, reduzindo a translocagéo destes para a
parte aérea da planta, conferindo a planta maior
toleréncia a estes elementos.

Jones et al. (1986) observaram que mudas de
Betula papyrifera colonizadas por Scleroderma
flavidum, na presenca de 85 x 106 mol L1 de Ni,
cresceram 54% mais que as plantas nao colonizadas,
sendo este efeito devido a retengdo de metais no
micélio. A inoculacdo com Suillus luteus reduziu a
concentracao de Cd, Ni, Pb e Zn em aciculas de Pinus
banksiana e Picea glauca, exceto na concentragédo
mais elevada de metais no solo, as quais inibiram a
colonizagao micorrizica (Dixon & Buschena, 1988).
Entretanto, estes beneficios dependem dos fungos
ou isolados e dos metais, conforme demonstrado por
Jones & Hutchinson (1986). Estes autores
observaram que, entre quatro fungos, somente
Scleroderma flavidum foi capaz de aumentar a
tolerancia a Ni em B. papyrifera e nenhum dos
fungos foi capaz de alterar a toxidez ao Cu.

Para obter beneficios dos fungos para as plantas
hospedeiras em condigdes de toxidez de metais
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pesados, é necessario avaliar o impacto dos metais
sobre estes. Sabe-se que os fungos ectomicorrizicos
apresentam variagdes intra e interespecificas e de
ecoadaptacdo a fatores abidticos diversos, como
excesso de metais pesados. Variacdes intra-especificas
foram demonstradas entre cinco isolados de Paxillus
involutus, em que trés apresentaram crescimento na
concentracédo de Cu de até 4 x 103 mol L1 e foram
considerados tolerantes (Howe et al., 1997). Ja
Denny & Wilkins (1987) observaram que 10 isolados
de P.involutus, além de diferirem quanto a tolerancia
a Zn em meio de cultura, também diferiram quanto
a habilidade de colonizar raizes de Betulla sp. e de
promover maior crescimento das plantas em
substrato com 4 x 10-3 mol L1 de Zn.

O fungo Lactarius rufus exibiu menor sensibilidade
ao excesso de Cd do que Laccaria bicolor e Lactarius
hepaticus (Jongbloed & Borst-Pauwels, 1990),
enquanto S. bovinus foi menos sensivel ao excesso
de Zn do que outras quatro espécies de fungos
ectomicorrizicos (Colpaert & van Assche, 1987).
Outro isolado de S. bovinus, considerado tolerante a
Zn (Bucking & Heyser, 1994; Grazziotti et al., 2001),
mostrou-se sensivel ao Cu e Cd, sendo a concentragéo
suficiente para inibir 50% do crescimento (Clsp) de
0,12 x 103 mol L1, para o Cu, e de 7,2 x 10% mol L1,
para o Cd (Grazziotti et al., 2001). No entanto, os
mesmos autores observaram que Pisolithus
tinctorius foi capaz de tolerar os trés metais (Zn, Cu
e Cd) individualmente em meio de cultura. Isto
demonstra que, além das variacdes intra e
interespecificas dos fungos ectomicorrizicos a
tolerancia também é dependente do metal.



TOLERANCIA DE FUNGOS ECTOMICORRIZICOS A METAIS PESADOS EM MEIO DE CULTURA...

Os mecanismos pelos quais os fungos podem
tolerar os metais pesados sdo numerosos (Gadd,
1993), incluindo-se processos externos as hifas, como
precipitacdo dos metais, ligacdo a polimeros da
parede celular, tais como: quitina ou melanina, e
processos internos nas células fungicas, que resultam
na complexacdo ou compartimentalizacdo dos
metais.

O efeito simultédneo dos metais pesados sobre o
fungo, sobre a planta hospedeira e sobre a propria
associacao, dificulta a avaliacdo da tolerancia destes
aos metais pesados. Assim, estudos em cultura pura
tornam-se uma ferramenta importante para se
conhecer a relacdo fungo-metal, apesar da relacéo
variavel entre o comportamento em cultura e em
simbiose (Jones & Hutchinson, 1988; Hartley, 1997a).
Além disso, a maioria dos trabalhos realizados em
cultura pura estuda a tolerancia dos fungos
ectomicorrizicos aos metais individualmente, sendo
gue na natureza raramente ocorre a contaminacgéo
por um unico metal (Hunter et al., 1987).

Como demonstrado por Hartley et al. (1997b), as
interacdes entre os metais pesados influenciam sua
toxidez aos fungos ectomicorrizicos, ndo podendo a
inibicdo do crescimento fungico pela contaminacéo
multipla ser predita a partir da toxidez individual.
Colpaert & van Assche (1992a) verificaram que a
adicdo de 0,765 x 106 mol L de Zn ao meio de
cultura diminuiu a toxidez de Cd para dois isolados
de S. bovinus. Em outro estudo, Hartley et al. (1997b)
observaram que o antimonio reduziu a toxidez de
Cd para Lactarius deliciosus, S. variegatus e S.
gramulatus e que a toxidez causada pela mistura
de metais (Cd + Pb + Zn + antimdnio) foi semelhante
aquela verificada para o Cd.

Portanto, esses resultados evidenciam que a
contaminacéo do solo por uma mistura de metais
pesados pode nao ser tao toxica quanto o predito para
0Ss mesmos metais avaliados individualmente.
Apesar destes estudos, pouco se conhece sobre as
interacBes de metais e suas conseqiéncias para o
crescimento ou sobrevivéncia dos fungos
ectomicorrizicos.

Diante disto e da dificuldade de determinar a
biodisponibilidade dos metais pesados no solo por
extragbes quimicas (Ribeiro-Filho et al., 1999), no
presente trabalho, avaliou-se o comportamento de
12 isolados de fungos ectomicorrizicos pertencentes
as espécies de P. tinctorius, S. bovinus e
Scleroderma sp. em meio adicionado de solo
contaminado por varios metais, coletado de uma area
de rejeito de uma indudstria de Zn.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi desenvolvido em Laboratério de
Microbiologia do Solo da UFLA, de marco a dezembro
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de 1998, e constou de experimentos em que a fonte
de contaminacéo por metais pesados foi uma amostra
de solo misturada em diferentes proporgdes com
areia. O solo foi coletado em area de rejeito industrial
da Companhia Mineira de Metais (CMM), localizada
em Trés Marias (MG). Os teores totais extraidos por
agua régia, em mg dm-3, foram de: Zn = 17.937,
Cd =202, Pb = 359, Cu = 1.843, Co = 65, Ni = 35,
Fe = 30.800, Mn = 962 e Al = 500, e pH 6,6 (pH em
agua).

Para avaliar o comportamento de 12 isolados
(Quadro 1) quanto a contaminacéao do solo por metais
pesados, estes foram inoculados em meio Melin-
Norkrans modificado (MNM) liquido (Marx, 1969)
que continha trés niveis de contaminacdao
estabelecidos a partir de misturas solo-areia com as
proporcoes de 0, 30 e 75% de solo contaminado. O
experimento seguiu o delineamento inteiramente
casualizado, em esquema fatorial, com quatro
repeticdes.

As amostras de solo e areia foram previamente
secas ao ar e passadas em peneira com abertura de
malha de 1 mm para o solo e 2 mm para a areia.
Antes da mistura, a areia foi lavada em agua
corrente e seca em estufa a 180°C por duas horas;
em seguida, foi lavada com HCI 1,0 mol L1 e
novamente com agua corrente, com agua destilada
e, finalmente, seca em estufa.

Vinte gramas de cada mistura — solo contaminado
+ areia—foram colocados em Erlenmeyers de 125 ml
e adicionados de 60 ml de meio MNM liquido, com
pH 5,6. Em seguida, a suspensao foi autoclavada a
120°C por 20 min e deixada esfriar a temperatura
ambiente. Em seguida, determinaram-se, por
espectrofotometria de absor¢éo atémica, os teores
iniciais de Zn, Cd, Cu e Pb em solu¢éo no meio de
cultura (Quadro 2). As misturas 0, 30 e 75%
representaram, respectivamente, as seguintes
situacdes: sem contaminacdo, contaminacao
moderada e contaminagao elevada.

Os isolados estudados séo colonizadores de raizes
de Eucalyptus e Pinus, obtidos de varias origens
(Quadro 1). Os isolados de Pisolithus foram aqui
referidos como P. tinctorius, apesar de trabalhos
recentes de caracterizacdo genética (Gomes et al.,
1999) indicarem ndo serem todos os isolados
pertencentes a esta espécie. Os isolados foram
mantidos em meio MNM sélido, pH 5,6. Os isolados
de S. bovinus foram fornecidos pelo Dr. Heike
Buicking, — Universidade de Bremen — Alemanha,
onde o SB + Zn, uma subcultura do isolado SB
considerado tolerante a Zn, tem sido mantido desde
1990 em meio MNM que continha 5 x 103 mol L1
de Zn-EDTA. O in6culo utilizado constou de 10 discos
por erlemnyer. Os discos com 5 mm de didametro, que
continham micélio, foram retirados da borda de
colbnias crescidas por 20 dias, a 28°C, em placas de
Petri com 20 ml de meio sélido MNM, em pH 5,6.

R. Bras. Ci. Solo, 25:839-848, 2001
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Quadro 1. Isolados de Pisolithus tinctorius (Pers.) Coker e Couch (PT-), Suillus bovinus (Fr.) O. Kuntze
(SB) e Scleroderma sp. (Scl) empregados nos experimentos

Isolado Origem Fornecido®

PT-H6 - /Canada Universidade de Laval — Quebec
PT-H15 - /Canadéa Universidade de Laval — Quebec
PT-RV82 Eucalyptus/ Brasil Depte de Microbiologia — UFV
PT-90A Eucalyptus/ Brasil Depte de Microbiologia — UFV
PT-441 Eucalyptus/ Brasil/ESALQ Depte de Ciéncia Florestal - UFLA
PT-185 Pinus/USA-Marx Depte de Microbiologia — UFV
PT-270 Pinus/USA-Marx Depte de Microbiologia — UFV
PT-303 Pinus/USA-Marx Depte de Microbiologia — UFV
PT-306 Pinus/USA-Marx Depte de Microbiologia — UFV

SB Pinus/ - Depte de Ecologia Microbiana — UL
SB + Zn Pinus/ - Depte de Ecologia Microbiana — UL
Scl D® Eucalyptus/Brasil Depte de Microbiologia — UFV

@ UFV = Universidade Federal de Vicosa; ESALQ = Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz; UL = Universidade de Lund,
Suécia; Dep® = Departamento; UFLA = Universidade Federal de Lavras.

Quadro 2. Teores iniciais de metais pesados na
solucao do meio de cultura (MNM) que continha
mistura de solo e areia com trés proporcoes de
solo contaminado (SC)

Metal pesado

Proporcéo de SC

Zn Cd Cu Pb
——x10¢mol L1 — X 10-° mol L1
0 0 0 0 0
30 142,9 1,7 8,1 195,2
75 415,2 6,9 7,2 327,8

Apos a inoculagao, os frascos foram incubados a
28°C até que o crescimento micelial de cada isolado
cobrisse a superficie do meio no tratamento-controle.
Os periodos foram: de 10 dias, para os PT-185, PT-
303 e PT-306; de 15 dias, para os PT-270, PT-H6, PT-
441, PT-90A e SB, e de 30 dias, para os PT-H15, PT-
Rv82,SB + Zn e Scl D. Apés estes periodos, 0 micélio
foi coletado em peneira de 0,053 mm, lavado em 4gua
corrente, seco em estufa com ventilacdo forcada a
70°C, por 72 h, e a massa seca determinada.

Em outro estudo, dois isolados com comporta-
mentos distintos, o PT-306, considerado tolerante, e
0 SB, como néo-tolerante, foram avaliados quanto a

R. Bras. Ci. Solo, 25:839-848, 2001

curva de inibi¢ado do crescimento de acordo com a
proporcao de solo contaminado na mistura solo-areia
adicionada ao meio de cultura.

Os isolados foram inoculados e crescidos em meio
MNM liquido (60 mL) com as seguintes misturas de
solo-areia (20 g): para o PT-306, 0, 20, 40, 60, 80 e
100% (m/m) de solo contaminado; e, para o SB, 0, 5,
10, 15, 20 e 25% (m/m) de solo contaminado, sendo
cada isolado testado separadamente. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, com oito
repeticdes. Apds a inoculacéo, os frascos (125 mL)
foram incubados a 28°C no escuro.

Os teores iniciais de Zn, Cd, Cu e Pb em solucéo
no meio de cultura foram determinados por
espectrofotometria de absorcdo atdmica apds a
autoclavagem. A inoculagao dos isolados foi realizada
por meio de seis discos de 5 mm de didmetro por
frascos, e 0 experimento conduzido como descrito
anteriormente. A solugdo sobrenadante, meio de
cultura, foi filtrada em papel de filtro (Watman
N¢ 42) para a determinacéo dos teores finais de Zn,
Cd, Cu e Pb. Absorbancia a 350 nm foi avaliada, na
solugéo sobrenadante, como medida da producgéo
total de pigmentos extracelulares. Determinou-se
também a producéo de pigmentos extracelulares por
grama de micélio (produgao especifica de pigmentos).

Os dados foram submetidos a analise de variancia
pelo Sistema de Analises Estatisticas e Genéticas
SAEG 5.0-93 — UFV. No ensaio com todos os isolados
em trés niveis de contaminacao, a produc¢édo da massa
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seca de micélio de cada isolado foi comparada entre
os tratamentos de contaminagao (proporc¢éo de solo
contaminado) pelo teste de Tukey (P < 0,05),
empregando-se também o SAEG 5.0-93 — UFV. Na
comparacéao entre isolados, determinou-se o indice de
tolerancia (IT), obtido pela razéo entre a producéo de
massa seca de micélio nas misturas com solo conta-
minado e a do controle, expressa em percentagem.

Nos demais ensaios, apds a analise de variancia,
os dados de massa seca de micélio e de producéo
total e especifica de pigmentos foram submetidos a
analise de regresséao pelo programa TableCurve 3.01
(Jandel Corporation), e o valor de F foi calculado e
testado pelo programa F Calc32 versdo 1.1. A
proporcao de solo contaminado na mistura solo-areia
suficiente para inibir o crescimento em 50% foi
estimada pelas equagdes de regressao para produgao
de massa seca de micélio conforme a contaminacao.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A adigdo da mistura solo-areia, com 30% de solo
contaminado, reduziu o crescimento da maioria dos
isolados, exceto para os PT-306, PT-441 e PT-90A
(Figura 1). O PT-306 foi o Unico que nao teve seu
crescimento reduzido no tratamento que recebeu
mistura com 75% de solo contaminado, mostrando-
se pouco sensivel a contaminagao do meio por varios
metais pesados. Essa reducdo do crescimento da
maioria dos isolados, mesmo na menor proporcao de
solo contaminado, evidencia o impacto que a conta-
minacdo dos ecossistemas por metais pesados pode
causar a esses fungos e certamente ao meio ambiente.

Aumentando a proporc¢éo de solo contaminado de
30 para 75%, nao houve efeito na producgado de massa
seca de micélio dos isolados PT-185, PT-303, PT-306,
PT-441, SB, SB + Zn, Scl D e PT-Rv82 (Figura 1),

PT-303 PT-306

B i A A A
B
PT-H6 PT-441
B
] A
c AB B
PT-90A ] A PT-H15

PT-Rv82

B B - B B

30 75 0 30 75

PROPORCAO DE SOLO CONTAMINADO
NA MISTURA SOLO-AREIA, %

Figura 1. Producdo de massa seca de micélio de isolados de Pisolithus tinctorius, Suillus bovinus e
Scleroderma sp. em meio MNM que continha mistura de solo e areia com diferentes proporcgdes de solo
contaminado. Para cada isolado, as barras com letras diferentes diferem entre si, a 5% pelo teste de

Tukey.
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enquanto os isolados PT-270, PT-H6, PT-90A e PT-H15
tiveram menor crescimento na mistura com 75% de
solo contaminado, demonstrando resposta diferen-
ciada de acordo com a contaminagao no meio.

Baseando nos indices de tolerancia (I1T), 0 PT-306
foi 0 Unico isolado que apresentou elevada tolerancia
a mais alta contaminacao; sob contaminacao
moderada (30% de solo contaminado), além do PT-
306, 0 PT-90A também apresentou elevada tolerancia
(Figura 2). Os isolados SB + Zn, SB e ScID foram os
mais sensiveis, apresentando reducao de crescimento
superior a 80%. O PT-441, PT-H6, PT-Rv82 e PT-185
foram classificados como medianamente tolerantes
e 0 PT-303, PT-270 e PT-H15 como pouco tolerantes.
Ja na mistura com 75% de solo contaminado, apenas
0 PT-306 foi tolerante, o PT-RV82 foi medianamente
tolerante, PT-441, PT-185, PT-303 e PT-270 foram
pouco tolerantes e PT-90A, PT-H6, PT-H15, SB + Zn,
SB e Scl D foram néo-tolerantes. Portanto, verifica-
se um comportamento diferenciado entre isolados,
fato ja relatado em outros estudos que mostraram
variacges intra-especificas para P. involutus (Denny
& Wilkins, 1987), P. tinctorius (Egerton-Warburton
& Griffin, 1995) e Laccaria laccata (Howe et al., 1997).
Dentre cinco isolados de P. involutus, Howe et al. (1997)
verificaram que trés apresentaram crescimento na
concentracdo de Cu de até 4,0 x 103 mol L1 e foram
considerados tolerantes.

Dentre os isolados que apresentaram tolerancia
a contaminagao moderada, somente o PT-306, PT-
Rv82, PT-303 e PT-270 mantiveram o mesmo
comportamento na contaminacéo elevada (Figura 2).
Os demais isolados tiveram comportamento
diferenciado nos dois niveis de contaminacao,
destacando o PT-90A, PT-H6 e PT-H15, que
apresentaram reducédo no IT da ordem de seis vezes,
para o PT-90A; de quatro vezes, para o PT-H6; e de
cinco vezes, para o PT-H15.

E interessante observar que somente os isolados
de Pisolithus apresentaram alguma tolerancia a
contaminac&o do solo por metais pesados (Figura 2).
Este comportamento concorda com a grande
distribuicéo geografica do género e sua tolerancia a
uma variedade de ambientes adversos (Marx, 1991).
Isolados desta espécie apresentam grande
diversidade genética (Junghans et al., 1998) e
plasticidade quanto a adaptacao ecoldgica. Isto tem
grande relevéancia pratica, considerando que mudas
de arvores colonizadas por isolados de P. tinctorius
selecionados sobrevivem e se desenvolvem melhor
em areas degradadas que contém excesso de metais
(Marx, 1991; Cordell et al., 1987).

O isolado PT-306 apresentou elevada tolerancia
aos metais pesados (Figuras 2 e 3), sobrevivendo e
crescendo satisfatoriamente no meio com solo
contaminado simultaneamente por Zn, Cu, Cd e Pb.
Resultado esse também observado por Grazziotti et
al. (2001) para o Zn, Cu e Cd adicionados
individualmente ao meio de cultura. Tais resultados
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revelam que este isolado apresenta co-tolerancia a
estes metais, 0 que ja foi relatado por Tam (1995),
trabalhando com outro isolado de P. tinctorius. No
entanto, isto ndo parece regra, pois alguns fungos
apresentam tolerancia a diversos metais, enquanto
outros podem ser tolerantes a alguns metais e ndo
tolerantes a outros. Apesar da presenca simultanea
de diversos metais no meio, o efeito inibitério no
crescimento de algum isolado pode ter ocorrido pela
acdo de apenas um metal, o que explicaria o
comportamento de alguns isolados considerados
tolerantes a um metal especifico, como: PT-RV82 e
PT-185, tolerantes a concentracdes de Al de até
55,6 x 103 mol L1 (Vieira, 1984); e SB e SB + Zn,
tolerantes a Zn (Blcking & Heyser, 1994) e que, no
presente estudo, foram sensiveis ao solo
multicontaminado.

Blcking & Heyser (1994) observaram que o SB e
SB + Zn em simbiose com Pinus sylvestris, em meio
com até 3 x 103 mol L* de Zn, foram capazes de
proteger a planta hospedeira, sendo este efeito maior
para a subcultura SB + Zn, a qual foi pré-cultivada
em meio enriquecido com Zn-EDTA. No entanto,
Grazziotti et al. (2001) observaram que o isolado SB
apresentou tolerancia a Zn (Clsy=2,15 x 103 mol L),
mas foi sensivel ao Cu (Clsg=0,12 x 103 mol L) e
a0 Cd (Clsq=7,2 x 10 mol L1). Assim, a sensibilidade

100 1

- 30% Tolerantes

90 75%
80

70 | Medianamente tolerantes

INDICE DE TOLERANCIA, %

60 -
50 -
Pouco tolerantes

40 1

30 1

Né&o-tolerantes

20 1

10 A

ISOLADOS

Figura 2. Indice de tolerancia (1T%) e categorizacéo
de isolados de fungos ectomicorrizicos em meio
MNM que continha mistura de solo e areia, com
30 e 75% de solo contaminado. IT% < 25% = N&o-
tolerantes; 26 a 50% = Pouco tolerantes; 51 a
75% = Medianamente tolerantes; 276% =
Tolerantes.
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destes isolados observada no presente trabalho pode
ser devida a presenca de outros metais, Cu e Cd por
exemplo. Isto demonstra a importancia de se avaliar
a co-tolerancia de fungos ectomicorrizicos a contami-
nacdo multipla do solo por metais pesados, pois, em
geral, a contaminagao por metais pesados no ambiente
ocorre simultaneamente por mais de um metal.

Embora os isolados PT-306 e PT-RV82 tenham sido
tolerantes e medianamente tolerantes, respectivamen-
te (Figura 2), nenhum deles foi isolado de locais
contaminados por metais pesados, indicando nao
existir relagdo entre a contaminacao do solo de origem
e a tolerancia dos isolados aos metais pesados,
corroborando com os resultados de Denny & Wilkins
(1987) e com o verificado por Howe et al. (1997) para
trés isolados de L. laccata, cinco de P. involutus e um
de Scleroderma citrinum cuja tolerancia ao Cu néo
foi relacionada com a contaminac&o por Cu dos sitios
de origem. No entanto, outros autores evidenciam a
existéncia desta relacdo (Egerton-Warburton &
Griffin, 1995; Colpaert & van Assche, 1992b, 1993).

No ensaio em que a proporg¢ao de solo contaminado
na mistura solo-areia foi de até 100%, a producéo de
massa micelial do PT-306, considerado tolerante, n&o
sofreu inibi¢&o com até 20% de solo contaminado na
mistura, enquanto o SB, com adi¢do de apenas 5,4%
de solo contaminado, teve seu crescimento reduzido
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em 50%, o que s6 aconteceu para o PT-306 com a
adicéo de 65,4% de solo contaminado na mistura
(Figura 3).

O PT-306 teve seu crescimento estimulado quando
pequena proporcao foi adicionada, s apresentando
reducao no crescimento a partir de 15,2% de solo
contaminado. Grazziotti et al. (2001) demonstraram
gue esse mesmo isolado produziu mais massa
micelial quando foi adicionado até 0,51 x 103 mol L1
de Cu ao meio de cultura, mas nao respondeu
positivamente a adicdo de Zn e Cd. Assim, é provavel
que o Cu contido no solo contaminado adicionado
tenha sido responsavel pela maior producédo de
massa micelial. Ja para o SB, apesar de ter sido
submetido a proporgdes de solo contaminado muito
inferiores (0 a 25%), a producdo de biomassa foi
sempre decrescente. Esses resultados confirmam a
maior tolerancia do PT-306 em relacdo ao SB nesta
condicao de contaminacao.

A producéo total de pigmentos extracelulares do
PT-306 e SB aumentou com a elevagéo inicial da
contaminacéo (Figura 3). A produgdo maxima no PT-
306 ocorreu na mistura que recebeu 29,1% de solo
contaminado e, no SB, quando a mistura apresentava
3,6% de solo contaminado, tendo sido a produgé&o
méxima para o SB proxima da metade da maxima
do PT-306. Para o PT-306, a producdo total de
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Figura 3. Crescimento (massa micelial), producéo total de pigmentos extracelulares (Absorbancia total a
350 nm) e producao especifica de pigmentos extracelulares (Absorbancia total/g de micélio seco) no
meio de cultura do isolado PT-306 e do SB em meio MNM que continha mistura de solo e areia com
diferentes proporc¢des de solo com contaminacdo multipla por metais pesados.
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pigmentos extracelulares méaxima foi observada na
mistura préxima aquela em que ocorreu a produgao
méxima de micélio. Tal resultado mostra o envolvimen-
to da producgdo de pigmentos extracelulares com a
maior tolerancia do isolados PT-306, uma vez que
melaninas contém grupos carboxilicos, fendlicos,
hidroxilicos e aminas, os quais fornecem muitos sitios
potenciais para liga¢éo ou bioadsorgéo dos metais e
sdo consideradas um dos mecanismos de tolerancia
de fungos a metais pesados (Gadd & De Rome, 1988;
Gadd, 1993; Fogarty & Tobin, 1996).

Para separar o efeito da quantidade de micélio
na pigmentacédo, analisou-se a producéo especifica
de pigmentos extracelulares. Para o isolado PT-306,
observou-se 0 mesmo comportamento da producéo
total de pigmentos extracelulares, aumentando nas
misturas com pequenas propor¢des de solo

P.H. GRAZZIOTTI et al.

contaminado e diminuindo nas mais elevadas
(Figura 3). Para o isolado SB, a producao especifica
de pigmentos extracelulares foi induzida e aumentou
progressivamente com a elevagéo da contaminagéo
(Figura 3), enquanto a producéo total de pigmentos
foi reduzida.

Grazziotti et al. (2001) observaram que, somente
na presenca de Zn, a produgao total e especifica de
pigmentos do isolado PT-303 aumentou nas doses
iniciais, apesar de decrescer nas maiores doses. Além
disso, os valores de absorbancia foram entre 4,4 e
6,2, ou seja, resultados esses semelhantes ao
observado no presente estudo. Isto mostra que no
solo multicontaminado, o Zn foi 0 metal que, mais
influenciou a producao de pigmentos deste isolado,
provavelmente em razdo dos maiores teores deste
metal no solo.
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As concentracdes dos metais no meio de cultura
ao final do experimento com o Pt-306 atingiram
valores de até 1,25 x 10-3 mol L1, para o Zn,
0,029 x 103 mol L1, parao Cu, e 18,9 x 10 mol L1,
para o Cd. Esses valores séo inferiores a Clsy para
Zn (2,71 x 103 mol L) e Cu (1,18 x 103 mol L)
observados para esse isolado por Grazziotti et al.
(2001); no entanto, para o Cd, as concentracoes
observadas foram até mesmo maiores do que a Clsg,
(12,2 x 10¢ mol L™1). Isto demonstra que o Cd foi o
principal responsavel pela reducéo de crescimento
do Pt-306 na presenca de solo contaminado. Para
SB, as concentragdes dos metais no meio de cultura,
ao final do experimento, atingiram valores de até
0,1 x 103 mol L1, paraoZn; 0,02 x 103 mol L1, para
0 Cu, e 1,3x 108 mol L1, para o Cd, também
inferiores as Clgy (Zn = 2,15 x 103 mol L1; Cu =
0,12 x 103 mol L1; Cu = 7,2 x 106 mol L1), obtidos
por Grazziotti et al. (2001).

Tal resultado revela ter sido a presenga de varios
metais simultaneamente no meio de cultura,
promovendo um efeito somatério e sinérgico da
toxidez, a principal causa da redugao do crescimento
doisolado SB. Tem sido demonstrado que a interagao,
sinérgica ou antagbnica, entre os metais pesados
guanto a toxidez para com os fungos ectomicorrizicos
depende dos metais envolvidos e do isolado flngico.

Hartley et al. (1997) observaram efeito somatorio
ou sinérgico, em que a adicéo de Cd + Zn + Pb +
antimoénio resultou numa maior reduc¢do do
crescimento do que os metais isoladamente para S.
granulatus, S. variegatus e Lactarius deliciosus, mas
gque nem sempre foi a mais téxica entre as
combinagoes testadas, por exemplo, para S. granulatus,
a adicdo de Cd + Zn + antimdnio foi a combinacéo
gue mais reduziu o crescimento. No entanto, efeito
antago6nico também tem sido demonstrado (Colpaert
& van Assche, 1992; Hartley et al., 1997). A toxidez
de Cd para S. variegatus foi reduzida pela adi¢do de
Zn ou antimdnio, ja para S. granulatus pela adi¢ao
de Pb e, ou antiménio (Hartley et al., 1997). Portanto,
para garantir a sobrevivéncia e estabelecimento de
fungos ectomicorrizicos em areas contaminadas por
metais pesados, faz-se necessaria a selecao de
isolados em condigfes que melhor se aproximem da
realidade da area contaminada, como proposto por
Grazziotti et al. (2000).

Em geral, os teores iniciais dos metais na solugéo
do meio de cultura aumentaram com o incremento
da proporcéao de solo contaminado na mistura solo-
areia, exceto para o Cu no experimento com PT-306
(Figura 4). Neste caso, o maior teor foi observado
na mistura com 20% de solo contaminado, sendo
ligeiramente decrescente nas misturas subsequentes.
Isto pode ser devido a interagGes com o0s demais
metais presentes no solo. Os teores de Zn, Cd e Cu
na solugéo do meio de cultivo ao final do experimento
foram, em geral, maiores que os iniciais, em razao
da elevacgdo da acidez que mobiliza estes metais. Os
maiores teores de Cu, Cd e Pb na solu¢éo do meio de
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crescimento do PT-306 em relagdo ao SB devem-se
as maiores proporc¢des de solo contaminado nas
misturas empregadas para este isolado e indicam a
capacidade deste isolado de co-tolerar esses metais.

A adicéo de solo contaminado ao meio de cultura
mostrou-se simples e Util para avaliar o impacto da
contaminacdo sobre fungos ectomicorrizicos, que
apresentam grande importancia na revegetacgédo de
areas contaminadas com plantas hospedeiras destes
fungos, como eucaliptos e pinos. Também permite
melhor avaliacdo do efeito simultaneo dos metais,
pois considera as interagdes entre metais pesados e
suas interacgdes com o solo no crescimento dos fungos
ectomicorrizicos, 0 que ndo é possivel em estudos com
metais em meio de cultura. Faz-se necessario, ainda,
avaliar se tal método permitira prever a tolerancia
de isolados a metais pesados quando em simbiose.

CONCLUSOES

1. A adicdo de solo contaminado ao meio de
cultura reduziu o crescimento da maioria dos isolados
estudados, permitindo a categorizagdo destes quanto
atolerancia a metais pesados, mostrando-se eficiente
na avaliagcdo do impacto da contaminac&o do solo
por metais pesados sobre fungos ectomicorrizicos.

2. Os isolados estudados apresentaram variacoes
intra e interespecificas quanto a tolerancia a
contaminacao, sendo esta dependente do grau de
contaminacéo do solo.

3. O isolado PT-306 foi 0 mais tolerante a
contaminacao multipla do solo, indicando a co-
tolerancia deste isolado a Zn, Cu, Cd e Pb, principais
metais contaminantes do solo em estudo.

4. Osisolados de Suillus bovinus tolerantes a Zn,
SB e SB + Zn foram muito sensiveis ao solo
contaminado por varios metais pesados, indicando
a auséncia de co-tolerancia destes isolados.

5. A producéo de pigmentos extracelulares nos
isolados PT-306 e SB foi estimulada pela adigdo de
solo contaminado ao meio de cultura, e a maior
producao pelo PT-306 pode estar envolvida com a
maior tolerancia destes ao metais pesados.
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