Revista Arvore

Revis faj rvore SSN: 0100-6762

r.arvore@ufv.br
Universidade Federal de Vigosa
Brasil

Lucchesi Targhetta, Bianca; Lopes de Oliveira, Veturia; Marcio José, Rossi
TOLERANCIA DE FUNGOS ECTOMICORRIZICOS E PLANTAS ASSOCIADAS A NiVEIS TOXICOS
DE METAIS
Revista Arvore, vol. 37, nim. 5, septiembre-octubre, 2013, pp. 825-833
Universidade Federal de Vigosa
Vicosa, Brasil

Disponible en: http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=48829247005

Cémo citar el articulo &\ ( //! @

Numero completo . ., o
P Sistema de Informacion Cientifica

Red de Revistas Cientificas de América Latina, el Caribe, Espafa y Portugal
Pagina de la revista en redalyc.org Proyecto académico sin fines de lucro, desarrollado bajo la iniciativa de acceso abierto

Mas informacion del articulo


http://www.redalyc.org/revista.oa?id=488
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=48829247005
http://www.redalyc.org/comocitar.oa?id=48829247005
http://www.redalyc.org/fasciculo.oa?id=488&numero=29247
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=48829247005
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=488
http://www.redalyc.org

TOLERANCIA DE FUNGOS ECTOMICORRIZICOS E PLANTAS ASSOCIADAS A
NIVEIS TOXICOS DE METAIS!

Bianca Lucchesi Targhetta?, Veturia Lopes de Oliveira® e Marcio José Rossi?

RESUMO — As ectomicorrizas sao associagdes entre raizes de plantas e fungos, de grande importéancia para
a sobrevivéncia e crescimento vegetal, por aumentar o aporte nutricional e a protegao contra fatores adversos.
Os fungos ectomicorrizicos podem quelar ions de metais toxicos, retirando-os do solo e diminuindo os danos
ao hospedeiro. Quatro isolados de fungos ectomicorrizicos foram utilizados neste estudo: UFSC-Sc68 (Scleroderma
sp.); UFSC-Ch163 (Chondrogaster angustisporus); UFSC-Pt116 e UFSC-Pt188 (Pisolithus microcarpus). Mudas
de Eucalyptus dunnii foram testadas quanto a sua tolerancia aos metais aluminio (Al), cadmio (Cd), cromo
(Cr) e manganés (Mn) misturados ao substrato de plantio, em dois experimentos em casa de vegetacdo. No
primeiro, em auséncia dos fungos e, no segundo, apos inoculagdo com esses organismos. No experimento sem
inoculagd@o, o metal mais toxico foi o Cr. Nenhuma planta sobreviveu nas doses 1000 ¢ 10000 mg.kg™' desse
metal. Para os outros metais, a matéria seca diminuiu com o aumento da dose. Ja no estudo com plantas inoculadas,
o Cd foi o metal mais toxico, que reduziu significativamente a sobrevivéncia e o crescimento das plantas.
Os isolados fungicos UFSC-Pt188 e UFSC-Ch163 foram os mais eficientes na prote¢do contra os metais, melhorando
a sobrevivéncia e a produgao de matéria seca das plantas. O isolado UFSC-Ch163, em particular, foi o mais
eficiente na tolerancia das plantas, o que indica seu potencial de utilizagdo em solos contaminados para favorecer
o estabelecimento e o crescimento das plantas.

Palavras-chave: Biorremediagao; Eucalipto; Contaminagao do solo.

TOLERANCE OF ECTOMYCORRHIZAL FUNGI AND PLANTS ASSOCIATED
TO TOXIC LEVELS OF METALS

ABSTRACT — Ectomycorrhizas are associations between plant roots and fungi.They are very important for
plant survival and growth since they increase nutrient uptake and protect plants against adverse conditions.
Ectomycorrhizal fungi are able to chelate ions of toxic metals, removing them from the soil and reducing
damages to the host. Four isolates of ectomycorrhizal fungi were used in this study: UFSC-Sc68 (Scleroderma
sp.); UFSC-Ch163 (Chondrogaster angustisporus); UFSC-Pt116 and UFSC-Pt188 (Pisolithus microcarpus).
Seedlings of Eucalyptus dunnii were tested for their response to aluminium (Al), cadmium (Cd), chromium
(Cr) and manganese (Mn) mixed to the planting substrate in two experiments under greenhouse conditions.
In the first experiment, in the absence of the fungi and, in the second experiment, after inoculation with those
organisms. In the experiment with non-inoculated seedlings, Cr was the most toxic metal. No plant survived
when submitted to 1.000 and 10.000 mg.kg* of this metal. Regarding the other metals, the dry matter decreased
as the concentration was increased. In the experiment with inoculated seedlings, Cd was the most toxic metal,
reducing significantly plant survival and growth. The isolates UFSC-Pt188 and UFSC—-Ch163 were the most
efficient in protecting plants against metals, improving the survival and the production of dry matter. The
isolate UFSC-Ch163, particularly, was the most efficient in improving metal tolerance by the plants, indicating
its potential for utilization in contaminated soils to promote plant survival and growth.

Keywords: Bioremediation; Eucalypt; Soil contamination.
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1. INTRODUCAO

Dentre os diferentes tipos de micorrizas, as
ectomicorrizas sdo de grande importancia para o setor
silvicultural. Essa associag¢do simbidtica ¢
particularmente importante para espécies dos géneros
Pinus e Eucalyptus, muito usadas nas indtstrias de
papel e celulose (ICEPA, 2004). Nessas plantas, a
associacao com fungos ectomicorrizicos aumenta a
produtividade e reduz os gastos com adubagao
(BRUNDRETT et al., 1996; SOUZA et al., 2008). O
micélio que se projeta externamente, a partir da raiz
colonizada (micorriza), aumenta a area de contato com
o solo e permite que maior quantidade de nutrientes
e agua sejam retirados do solo, incrementando seu
aporte tanto para o fungo como para a planta (SMITH;
READ, 2008).

Os fungos ectomicorrizicos produzem substancias
que inibem o crescimento de patdogenos e protegem
a planta contra doengas, ¢ hormdnios vegetais, que
estimulam o crescimento e a ramificagdo das raizes.
Sao capazes de armazenar metabodlitos e nutrientes e
funcionam, assim, como um sistema de reserva para
situagodes de escassez nutricional ou crescimento ativo
de ambos (SMITH; READ, 2008).

Alguns desses fungos podem quelar ions de metais
no interior de suas células ou em exsudatos, retirando-os
do solo e impedindo sua absorg¢ao pelas raizes. Dessa
maneira, evitam ou diminuem a contaminagao das plantas
com metais, a0 mesmo tempo em que contribuem para
aremediacao do solo. Além disso, foi demonstrado
que algumas espécies de fungos podem acumular altas
concentragdes de metais em seus corpos de frutificagdo
(TURNAU, 1991), ou em outros tecidos fungicos, na
parede celular e em compartimentos internos
(COLPAERT; VAN ASSCHE, 1987; GADD, 1993;
BLAUDEZ et al., 2000; GRAZZIOTTI et al., 2001;
BELLION et al., 2006).

Os metais, na forma de ions soluveis no solo, sdo
absorvidos pelas plantas e inibem o crescimento das
raizes, diminuem a integridade das membranas biologicas
e alteram o funcionamento normal das enzimas (KRUPA;
KOZDROJ, 2004), prejudicando o desenvolvimento
das plantas e a produ¢do de madeira.

O acumulo de aluminio acidifica o solo e restringe
o crescimento das plantas. A incidéncia de chuva acida
acelera o processo de quebra dos minerais ricos em
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aluminio e a lixiviagao dos cations, empobrecendo o
solo (MOYER-HENRY et al., 2005). Ja o cadmio ¢ um
elemento nao essencial, altamente toxico. Sua presenga
¢ caracteristica de areas contaminadas com residuos
de mineracgao e de industrias. O cromo € utilizado nas
etapas de curtimento do couro e seu descarte contamina
solos e cursos d’agua. Da mesma maneira que o cadmio,
o cromo ¢ toxico em pequenas quantidades (BLAUDEZ
etal., 2000).

A industria do couro € muito forte no oeste de
Santa Catarina e a contamina¢ao do solo e dos mananciais
por cromo ¢ muito comum. Em locais com atividade
de mineracdo de carvao, como também ¢é o caso de
Santa Catarina, sdo comuns areas de solo contaminadas
com manganés (FUNGARO; IZIDORO, 2006) e com
baixos valores de pH (COSTA; ZOCCHE, 2009). Sua
recuperacao pode ser obtida através da revegetacao
com plantas capazes de tolerar tais condi¢cdes (BERRY,
1982; BECKJORD; McINTOSH, 1984; MEHARG;
CAIRNEY, 2000; MEHARG, 2003).

Nesse contexto, este trabalho teve como objetivo
selecionar isolados fingicos ectomicorrizicos (fECM)
com potencial para proteger as plantas em solos
contaminados com niveis toxicos de metais, contribuindo,
assim, para a biorremediac@o dos solos e o aproveitamento
de areas contaminadas.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obteng&o e manutencao dos isolados de fungos
ectomicorrizicos (fFECM)

Foram utilizados isolados de fECM, UFSC-Sc68
(Scleroderma sp.), UFSC-Ch163 (Chondrogaster
angustisporus), UFSC-Pt116 e UFSC-Pt188 (Pisolithus
microcarpus), previamente selecionados por sua
eficiéncia na promogdo do crescimento de Eucalyptus
dunnii (SOUZA etal., 2004, 2008). Os trés primeiros
sdo provenientes de frutificagdes coletadas em plantagoes
de E. dunnii, em Santa Catarina e o Gltimo é proveniente
de plantagdes mistas de Eucalyptus spp., em Minas
Gerais.

As culturas matrizes foram obtidas junto ao
Laboratério de Ectomicorrizas da UFSC e foram repicadas
para meio sélido Melin-Norkrans modificado (MNM)
(MARX, 1969), em placas de Petri, e foram mantidos
em incubadora BOD a 25 £ 1 °C, com repicagens
periddicas durante o periodo experimental.
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2.2. Crescimento de plantas de Eucalyptus dunnii em
substrato contendo diferentes concentrac@es de
metais, sob condi¢des de casa de vegetacéo

Os metais empregados foram aluminio, cadmio,
cromo e manganés, nas concentragdes 0, 1, 10, 100,
1000 e 10000 mg.kg! de substrato de plantio. Esse
substrato era uma mistura de turfa e vermiculita, na
proporc¢ao de 1:3 (V/V), submetido a dois ciclos de
autoclavagem (120 °C por 60 min), num intervalo de
24 h. Apos esse processo, foi adubado com os seguintes
nutrientes (mg.pl™"): K, 16; Mg, 3; Mn, 0,15; Cu, 0,125;
Mo, 0,05; B, 0,05; Zn, 0,0375; Fe, 0,0375; P, 0,5; e N,
35; de acordo com Souza et al. (2004), e com a solugao
de cada metal, de modo a atingir as diferentes
concentragdes. Apos secagem, o substrato foi misturado
vigorosamente a fim de distribuir uniformemente os
adubos e o metal.

Em seguida, o substrato foi distribuido em
recipientes conicos de PVC, de 60 mL de capacidade,
previamente desinfetados com solucdo a 1% de
hipoclorito de soédio, durante 12 horas e enxaguados.
Cada um deles recebeu duas plantulas de Eucalyptus
dunnii.

As sementes de Eucalyptus dunnii foram
desinfetadas em alcool 70% por 30 s e lavadas trés
vezes em agua destilada esterilizada. Em seguida, foram
germinadas em solugao estéril de acido borico (3 mM),
glicose (2 g.L'") e sulfato de calcio (500 mM), pH 5,7,
sob agitagao durante 2-3 dias, a temperatura ambiente.
Ap0s germinacao, foram lavadas com agua destilada
estéril e plantadas duas sementes germinadas em cada
recipiente.

Utilizou-se um delineamento inteiramente
casualizado, com um arranjo fatorial compreendendo
quatro metais e seis doses, com cinco repeti¢cdes por
dose de metal, num total de 120 recipientes. O substrato
semeado foiregado diariamente com agua destilada.
As plantas foram mantidas em casa de vegetacao durante
dois meses, com temperatura e umidade controladas.
Durante o experimento, observou-se o crescimento
e a aparéncia da parte aérea das plantas (coloragao
das folhas) e, ao término do periodo experimental, foi
feita a avaliagdo da matéria seca. Os resultados foram
submetidos a analise de variancia e as médias comparadas
pelo teste LSD (p<0,05) utilizando-se o programa
STATGRAPHICS®.
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2.3. Efeito da associagdo entre Eucalyptus dunnii e
fungos ectomicorrizicos, na sobrevivéncia e
crescimento das plantas em substrato contaminado
com metais, sob condicdes de casa de vegetagédo

Com base nos resultados do experimento descrito
no item anterior, foram selecionadas as doses de metais
0,10, 100 e 1000 mg.kg™!, onde se verificou a capacidade
dos isolados de fECM de contribuir para a resisténcia
das plantas a esses niveis de metais. A dose de 10000
mg.kg! foi considerada muito toxica para as plantas
e ndo foi utilizada neste experimento.

A preparacdo dos materiais € a montagem deste
experimento seguiram os mesmos procedimentos
descritos para o experimento citado anteriormente, exceto
no que diz respeito a germinagdo das sementes e a
inoculac¢ao dos fungos ectomicorrizicos. A micorrizagao
foi realizada in vitro em frascos de conserva contendo
50 mL de meio MNM semi-soélido (5% de agar), onde
foram inoculados 2-3 discos de meio com micélio,
previamente testados quanto a viabilidade e mantidos
em incubagdo a 25 + 1 °C na obscuridade durante 15
dias.

As sementes foram desinfectadas em etanol 70%
por 30 s, e enxaguadas em agua destilada estéril. Em
seguida, foram imersas em solugdo de hipoclorito de
sodio 1% por 20 min e lavadas trés vezes em agua destilada
estéril. A germinacao foi feita em meio s6lido, contendo
acido borico (3 uM), glicose (2 g.L"), sulfato de célcio
(500 uM), agar (4 g.L'"), pH 5,7, durante 7 dias na
obscuridade. As plantulas foram transferidas para os
frascos contendo o micélio fungico, e mantidas por
1 més em camara de crescimento, com foto-periodo
de 14 horas e intensidade luminosa variando de 28,53
pmol.s'.m?a 36,83 umol.s'.m>.

O substrato de plantio com as doses dos metais,
0,10, 100 e 1000 mg.kg™, foi distribuido em recipientes
conicos de PVC de 60 mL, previamente desinfetados.
Utilizou-se um delineamento inteiramente casualizado,
com um arranjo fatorial compreendendo os quatro metais,
quatro doses e quatro isolados fingicos, com trés
repeti¢des para cada combinagao dose de metal-fungo.
Os recipientes foram distribuidos em bandejas de
poliestireno e cada um recebeu duas plantulas de
Eucalyptus dunnii colonizadas com fungos
ectomicorrizicos, com as raizes colocadas a
aproximadamente 1 cm de profundidade. As plantas
foram mantidas durante dois meses em casa de vegetacao
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eregadas diariamente com agua destilada esterilizada.
Ap0s esse periodo, foram colhidas e analisadas quanto
ao peso de matéria seca.

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

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Crescimento de plantas de Eucalyptus dunnii em
substrato contendo diferentes concentracdes de
metais, sob condicdes de casa de vegeta¢do

O Cr foi o metal que mais afetou a sobrevivéncia
e o crescimento das plantas. Nenhuma planta cresceu
na dose de 1000 mg.kg'. Na presenga dos outros metais,
o crescimento so foi inibido a 10000 mg.kg'. Na dose
mais alta de Mn, apenas uma planta sobreviveu, porém
com peso de matéria seca muito baixo (Figura 1). A
queda na producado de matéria seca das plantas, com
o aumento da concentragdo do metal no substrato de
plantio, seguiu um mesmo padrdo para o Al, Cd e Mn.
As plantas cultivadas em substrato com Cr tiveram
um padrao de queda mais acentuado (Figura 1).

Observaram-se varios sintomas foliares que
indicaram a toxicidade do metal para as plantas
(BRUNDRETT et al., 1996). O metal que proporcionou
maior variedade e intensidade de sintomas foi o Cr,
que causou clorose acentuada na dose 10 mg.kg!, sendo
esta mais intensa com o aumento da dose. O aparecimento
desse sintoma foi precoce, logo que as primeiras folhas
apareceram. O amarelecimento foi seguido de manchas

1,04
0,9 1
0,8 1
0,71
0,6
0,5
0,4
0,3 1
0,2
0,1
0,0

Matéria seca (g.planta™)

0 1 10 100 1000 10000
Doses de metais (mg kg")

Figura 1 —Peso de matéria seca de mudas de Eucalyptus dunnii
cultivadas em substrato contendo diferentes doses
de metal, em condigdes de casa de vegetagao. Aluminio
(#), Cadmio (m), Cromo (A) e Manganés (X).

Figure 1 — Plant dry matter of Eucalyptus dunnii growing in

substrate containing different concentrations of metal,

under greenhouse conditions. Aluminium (), Cadmium

(m), Chromium (A) and Manganese (X).
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avermelhadas nas bordas foliares. Manchas vermelhas
também apareceram ja no tratamento a 1 mg.kg™' nas
pontas das folhas. Nos tratamentos com Cd, a clorose
s0 foi visivel a partir de 100 mg.kg™'. Porém, formaram-se
manchas roxas espalhadas pelas folhas ja nas menores
doses. Na presenca do Al, as plantas apresentaram
manchas avermelhadas, bem como manchas amarelo-
palidas, a partir de 1 mg.kg™!, inclusive nas folhas mais
jovens. As pontas das folhas do tratamento com 100
mg.kg' de Al apresentaram manchas que comegaram
a secar rapidamente. No tratamento com Mn, uma leve
clorose teve inicio na dose de 10 mg.kg', também com
a presenga de pequenas manchas avermelhadas. Acima
de 100 mg.kg™!, a clorose foi mais acentuada e as folhas
mais novas ja apresentavam leve coloragdo avermelhada
na base e manchas amareladas espalhadas.

Sintomas de toxicidade e deficiéncia nutricional
semelhantes aos deste estudo foram observados por
Soares et al. (2005), que verificaram diminui¢éo na altura
de plantas de eucalipto e escurecimento das raizes
com o aumento da dose de Cd. No estudo feito por
Accioly et al. (2009) foram observados sintomas de
toxidez muito semelhantes aos observados no presente
estudo, que se agravaram com o aumento do tempo
de exposic¢ao ao metal no solo.

3.2. Efeito da associagdo entre Eucalyptus dunnii e
fungos ectomicorrizicos, na sobrevivéncia e
crescimento das plantas em substrato contaminado
com metais, sob condic@es de casa de vegetagédo

O crescimento das plantas também foi reduzido
com o aumento da dose do metal, mas observou-se
uma melhoria do crescimento, em termos de produgao
de matéria seca nos tratamentos inoculados. Esse efeito,
porém, dependeu do isolado fiingico inoculado (Figuras
2ab).

Corroborando os resultados do experimento descrito
no item anterior, observou-se que 0s metais menos
toxicos para as plantas, tanto inoculadas quanto nao—
inoculadas, foram o Al e o Mn. Nas plantas nio-
inoculadas, o metal que mais afetou o crescimento foi
o Cr, com os menores valores de peso de matéria seca.
Nesse tratamento ndo inoculado, a dose de 100 mg.kg™! ja
foi suficiente para inibir totalmente a sobrevivéncia
das plantas, colocando o Cr como o metal com a menor
taxa de sobrevivéncia. No experimento anterior, o Cr
também se destacou como o metal com maior efeito
inibidor.
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Esse padrao modificou-se substancialmente com
ainoculacdo das plantas com fungos ectomicorrizicos.
Nos tratamentos inoculados, o Cd passou a ser o metal
que provocou menor crescimento e sobrevivéncia. Dentre

1,0 7
0,9 1
0,8 1
0,7 1
0,6
0,5 1
0,4 1
0,3 1
0,2 1
0,1 1
0,0

Matéria seca (g.planta™)

0 10 100 1000
Doses de metais (mg kg")

Figura 2 — Peso de matéria seca de mudas de Eucalyptus
dunnii inoculadas com isolados de fungos
ectomicorrizicos e cultivadas em substrato com
diferentes doses de aluminio, em condigdes de
casa de vegetagdo. Testemunha nao inoculada (4),
UFSC-Sc68 (m), UFSC-Pt116 (A), UFSC-Ch163
(X) e UFSC-Pt188 (@).

Figure 2 — Plant dry matter of Eucalyptus dunnii seedlings,
inoculated with ectomycorrhizal fungi isolates and
cultivated in substrate containing different
concentrations of aluminium, under greenhouse
conditions. Non inoculated seedlings (¢), UFSC-
Sc68 (m), UFSC-Pt116 (A), UFSC-Ch163 (X) and
UFSC-P1188 (e).

o
o

Matéria seca (g.planta’)

0,0 T T T 1
0 10 100 1000

Doses de metais (mg kg")

Figura 3 — Peso de matéria seca de mudas de Eucalyptus
dunnii inoculadas com isolados de fungos
ectomicorrizicos e cultivadas em substrato contendo
diferentes doses de cadmio, em condi¢des de casa
de vegetagao. Testemunha nao inoculada (#), UFSC-
Sc68 (m), UFSC-Pt116 (A), UFSC-Ch163 (X)
e UFSC-Pt188 (@).

Figure 3 — Plant dry matter of Eucalyptus dunnii seedlings,
inoculated with ectomycorrhizal fungi isolates and
cultivated in substrate containing different
concentrations of cadmium, under greenhouse
conditions. Non inoculated seedlings (¢), UFSC-
Sc68 (m), UFSC-P1116 (A), UFSC-Ch163 (X) and
UFSC-P1188 (e).
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os tratamentos com inoculagdo, os isolados UFSC-
Ch163 e UFSC-Pt188 foram aqueles que se destacaram,
ao proporcionar maior sobrevivéncia e crescimento
das plantas. As plantas inoculadas com o isolado UFSC-

1,0
0,9 4

0,7 4
0,6 1
0,5 1

0,3 1
0,2
0,1
0,0 T T \ g +
0 10 100 1000
Doses de metais (mg kg")

Matéria seca (g.planta”)

Figura 4 — Peso de matéria seca de mudas de Eucalyptus
dunnii inoculadas com isolados de fungos
ectomicorrizicos e cultivadas em substrato contendo
diferentes doses de cromo, em condi¢des de casa
de vegetagao. Testemunha ndo inoculada (4), UFSC-
Sc68 (m), UFSC-Pt116 (A), UFSC-Ch163 (X)
e UFSC-Pt188 (o).

Figure 4 — Plant dry matter of Eucalyptus dunnii seedlings,
inoculated with ectomycorrhizal fungi isolates and
cultivated in substrate containing different
concentrations of chromium, under greenhouse
conditions. Non-inoculated seedlings (¢), UFSC-
Sc68 (m), UFSC-Pt116 (A), UFSC-Ch163 (X) and
UFSC-P1188 (e).
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0,9 1
0.8 1
0,7 4
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0,5
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0,3 1
0,2 1
0,1 1
0,0

Matéria seca (g.planta’)

0 10 100 1000
Doses de metais (mg kg)

Figura 5 — Peso de matéria seca de mudas de Eucalyptus
dunnii inoculadas com isolados de fungos
ectomicorrizicos e cultivadas em substrato contendo
diferentes doses de manganés, em condigdes de
casa de vegetacdo. Testemunha ndo inoculada (4),
UFSC-Sc68 (m), UFSC-Pt116 (A), UFSC-Ch163
(X) e UFSC-Pt188 (®).

Figure 5 — Plant dry matter of Eucalyptus dunnii seedlings,

inoculated with ectomycorrhizal fungi isolates and

cultivated in substrate containing different
concentrations of manganese, under greenhouse
conditions. Non-inoculated seedlings (¢), UFSC-

Sc68 (m), UFSC-P1116 (A) and UFSC-Ch163 (X)

and e UFSC-Pt188 (e).
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Ch163, em particular, apresentaram os maiores teores
de matéria seca de todo o experimento. Em um estudo
com Trema micrantha, inoculada com fungos micorrizicos
arbusculares, Soares et al. (2007) verificaram que os
sintomas de toxicidade causados por Cd eram amenizados
pela interag¢do simbidtica.

Para o tratamento com Al (Figura 2), a queda na
producao de matéria seca foi menos acentuada, embora
tenha havido uma redu¢do com o aumento da dose.
No tratamento inoculado com o isolado UFSC-Pt116,
houve aumento na matéria seca quando a dose passou
de O para 10 mg.kg!, com 0,452 g.planta € 0,633 g.planta™,
respectivamente. Nas plantas inoculadas com o isolado
UFSC-Sc68, ocorreu um ligeiro aumento na matéria seca
na dose de 100 mg.kg'. Na dose mais elevada desse
metal (1000 mg.kg!) ndo houve crescimento. A maior
producao de matéria seca foi atingida pelo tratamento
inoculado com o isolado UFSC-Ch163, que promoveu
os maiores valores nessa variavel em todas as doses
exceto na dose 1000 mg.kg! de Al, onde a matéria
seca do tratamento inoculado com esse isolado
igualou-se a do tratamento inoculado com o isolado
UFSC-Pt188.

A curva de matéria seca para o Cd (Figura 3) foi
semelhante para todos os tratamentos de inoculagao,
mostrando uma queda mais acentuada com o aumento
da dose do metal para o tratamento com o isolado UFSC-
Sc68. Para o tratamento nao-inoculado e o inoculado
com o isolado UFSC-Ch163, ndo houve crescimento
na dose de 1000 mg.kg™'. Para os tratamentos com os
isolados UFSC-Sc68 e UFSC-Pt116 ja ndo se observou
crescimento a partir de 100 mg.kg'. O tratamento com
o isolado UFSC-Ch163 se mostrou mais eficiente a 0
e 10 mg.kg!, ao promover maior producédo de matéria
seca.

Também para o Cr, a variagao da producgao de matéria
seca foi semelhante. As plantas do tratamento testemunha,
nado-inoculadas, se mostraram bastantes sensiveis a
presenca deste metal, ndo tendo sido observado
crescimento a partir da dose de 100 mg.kg™! (Figura 4).

As plantas dos tratamentos UFSC-Pt188 e UFSC-
Pt116 apresentaram valores de matéria seca semelhantes
nas duas menores doses (0 e 10 mg.kg™!), porém, na
dose de 100 mg.kg', as plantas do tratamento com
o isolado UFSC-Pt116 sofreram queda na producao
de matéria seca enquanto as do tratamento UFSC-Pt188
apresentaram um ligeiro aumento. Para o tratamento
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UFSC-Sc68, houve aumento na matéria seca na dose
10 mg.kg™', seguindo-se uma queda na dose seguinte.
A partir desse ponto, a matéria seca permaneceu constante.
As plantas desse tratamento de inoculag@o, apresentaram
o maior valor de matéria seca nesta dose (1000 mg.kg™),
dentre todos os tratamentos. Ja as plantas inoculadas
com o isolado UFSC-Ch163, apresentaram queda na
matéria seca com o aumento da dose de Cr ja a partir
de 10 mg.kg™.

O comportamento das plantas foi semelhante na
presenca de Mn, com aumento na produgao de matéria
seca na dose de 10 mg.kg! e queda na dose de 100
mg.kg' (Figura 5). A matéria seca das plantas inoculadas
com o isolado UFSC-Pt188 foi reduzida na dose de
1000 mg.kg™', ja as plantas inoculadas com o isolado
UFSC-Sc68 e as testemunhas nao-inoculadas aumentaram
a producao de matéria seca nessa dose. Houve aumento
da matéria seca nas plantas inoculadas com o isolado
UFSC-Pt116 nas doses de 10 mg.kg! e de 100 mg.kg™!,
mas a producdo diminuiu a 1000 mg.kg™'. Para as plantas
inoculadas com o isolado UFSC-Ch163, ocorreu queda
na producdo de matéria secaa 10 mg.kg™!, seguindo-se
um aumento nas doses seguintes. No caso desse
isolado, o maior valor foi observado na dose mais
alta (1000 mg.kg™'), embora a diferenca em relacdo a
dose imediatamente inferior (100 mg.kg™") néo seja
significativa (Figura 5).

Como no experimento do item 3.1., as plantas
apresentaram sintomas de toxicidade, como manchas,
perda foliar precoce e amolecimento, porém, de maneira
geral, os sintomas apresentados foram menos graves.
As plantas que ndo receberam metal mostraram-se
saudaveis, sem sintomas de toxicidade.

O Cr causou manchas roxas e clorose, principalmente
na dose de 1000 mg.kg™'. No tratamento nao-inoculado,
apareceram grandes manchas roxas e as folhas
comecaram a secar. O Cd provocou clorose e manchas
roxas em todas as plantas, mesmo nas doses mais baixas.
Esses sintomas foram mais acentuados nas plantas
ndo-inoculadas e nas inoculadas com o isolado UFSC-
Sc68. Em presenca de Al, as plantas apresentaram clorose
na dose 1000 mg.kg™' nos tratamentos com o isolado
UFSC-Ch163 e na testemunha nao-inoculada. No
tratamento com o isolado UFSC-Pt116, as plantas
apresentaram manchas roxas acentuadas na dose
100 mg.kg!'. Nos demais tratamentos ndo foram
observados sintomas de toxicidade pelo metal. Na
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presenca do Mn, as plantas inoculadas com os isolados
UFSC-Sc68 e UFSC-Pt188 apresentaram manchas nas
folhas e as mais antigas ficaram com uma coloragao
arroxeada nas doses 100 mg.kg' e 1000 mg.kg™'. Nesta
ultima dose, também houve clorose. No tratamento
nao-inoculado ocorreram manchas roxas nas folhas
antigas em todas as doses. A clorose esteve presente
apenas nas plantas crescendo em 100 mg.kg' e 1000
mg.kg'. J4 as plantas inoculadas com os isolados UFSC-
Pt116 e UFSC-Ch163 apresentaram ligeira clorose apenas
em presenca da dose mais elevada desse metal.

As alteragdes de coloragao das folhas em ambos
os experimentos pareciam indicar deficiéncia nutricional
causada pela preseng¢a do metal no substrato de plantio.
De acordo com Brundrett et al. (1996), boa parte dos
sintomas causados por deficiéncia nutricional € facilmente
distinguivel externamente, uma vez que cada deficiéncia
produz alteragdes bem definidas. Para os eucaliptos
esses sintomas sao bem caracterizados, facilitando
o trabalho em viveiros.

Utilizando-se a chave de Brundrett et al. (1996),
e de acordo com os sintomas apresentados pelas plantas,
observou-se que os metais causaram deficiéncia de
nitrogénio (N), enxofre (S), potassio (K), foésforo (P),
calcio (Ca) e ferro (Fe). Destes, os cinco primeiros sao
macronutrientes e o ultimo ¢ um micronutriente. Isso
explica a queda acentuada na producao de matéria seca
nas maiores doses de metais. Os sintomas de deficiéncia
foram mais acentuados nas doses mais elevadas de
Cd e Cr, e mostram que esses dois metais afetam mais
intensamente o aporte nutricional das plantas e dos
fungos. Segundo Shanker et al. (2005), a toxicidade
do Cr em plantas esta relacionada a baixa produgao,
inibi¢ao de crescimento de folhas e raizes, inibi¢do
de atividades enzimaticas e mutagénese. De acordo
com o estudo de Accioly et al. (2009), os sintomas
apresentados pelas mudas de E. camaldulensis foram
caracterizados pela deficiéncia de Fe, sugerindo a
interferéncia dos metais no aporte deste elemento. De
maneira geral, o Cd interfere no aporte, transporte e
uso de diferentes elementos (Ca, P, K e Mg) e também
da agua (DAS et al., 1997).

Outro ponto importante a ser considerado é que
apesar de os sintomas apresentados terem relacao direta
com a deficiéncia nutricional, os minerais essenciais
foram aplicados de maneira correta e na dose recomendada
por estudo anterior (SOUZA et al., 2004), indicando
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que os metais interferem no aporte e na utilizagdo dos
nutrientes pela planta.

Considerados em seu conjunto, os resultados
indicam que a inoculagdo com fungos ectomicorrizicos
promove uma melhor sobrevivéncia e melhor crescimento
das plantas. Essa melhoria foi notadamente mais
acentuada nas plantas inoculadas com os isolados
UFSC-Ch163 e UFSC-Pt188. A tolerancia de fungos
ectomicorrizicos a presenga de metais toxicos no solo
e em meios de cultura tem sido amplamente demonstrada,
embora os mecanismos de a¢do ainda ndo estejam
completamente esclarecidos (COLPAERT; VAN ASSCHE,
1992a,b; HARTLEY-WHITAKER etal., 2000; KRUPA;
KOZDROJ, 2004; MOYER-HENRY et al., 2005).

Os mecanismos de protecao podem ser divididos
em dois grupos, de acordo com a localizacao, sendo
os extracelulares (quelagao, ligacdo a parede celular
e controle de fluxo) mais relacionados a resisténcia
e os intracelulares (ligacao a metalotioneinas, melaninas
e compartimentalizacido) relacionados ao fendmeno da
tolerancia (BELLION et al., 2006). Entretanto, esses
mecanismos nao podem ser generalizados, pois
dependem da espécie fungica e do metal toxico. Raramente
ha um tnico metal poluindo o solo, o que dificulta
o entendimento de cada processo separadamente. As
interagoes entre os fungos podem alterar a maneira
como 0s metais serdo absorvidos ou imobilizados e,
também, a interacdo entre os diferentes metais pode
torna-los mais ou menos disponiveis (WILKINS, 1991;
COLPAERT; VAN ASSCHE, 1992b; WILKINSON;
DICKINSON, 1995; ANDERSON; CAIRNEY, 2007).

Para o isolado UFSC-Ch163, a eficiéncia na prote¢ao
das plantas em relagao a todos os metais testados pode
indicar que o mecanismo para detoxificagao nao seja
metal-especifico. Este isolado foi aquele que apresentou
maior eficiéncia na prote¢ao das plantas contra o aluminio,
o cadmio e o manganés, considerando-se a produgao
de matéria seca das plantas. Quanto ao isolado UFSC-
Pt116, sabe-se que ele produz grande quantidade de
pigmentos em cultura (ROSSI et al., 2002), possivelmente
melanicos, o que poderia permitir seu crescimento em
doses elevadas dos metais. Os isolados UFSC-Sc68
e UFSC-Pt188 também produzem grande quantidade
de pigmentos, que poderiam colaborar em sua capacidade
de detoxificagdo.

Esses resultados mostram que esse tipo de
associagao ectomicorrizica pode ser utilizada para ajudar
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o estabelecimento de vegetagcao em solos contaminados
com metais. E uma estratégia menos danosa ao meio
ambiente por poder permitir a revegetagao e a manutencao
da microbiota do solo, o que contribuiria para o processo
de descontaminac¢ao do solo.

6. CONCLUSOES

- Plantas de Eucalyptus dunnii, quando associadas
a fungos ectomicorrizicos, apresentam maior sobrevivéncia
e crescimento em substrato contaminado com metais.

-Osisolados UFSC-Ch163 ¢ UFSC-Pt188 apresentaram
a maior eficiéncia no aumento de producdo de matéria
seca das plantas nas diferentes doses e diferentes metais.
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