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RESUMO

CABRAL, Lucélia. Retengdo de metais pesados em tecidos de fungos
micorrizicos arbusculares in vitro. 2008. 33p. Dissertagdo (Mestrado em
Ciéncia do Solo) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

A contaminacdo do solo por metais pode interferir no funcionamento
normal das plantas e da biota do solo. A revegetacdo de areas contaminadas é um
processo dificil e, por isso, uma atencdo especial vem sendo dada aos
microrganismos do solo, que podem favorecer a fitorremediagdo nestes ambientes,
destacando-se os fungos micorrizicos arbusculares (FMAs). Tem sido sugerido que
a imobilizacdo dos metais no micélio constitui o provavel mecanismo de protecao
das micorrizas as plantas, mas os mecanismos envolvidos ainda ndo sdo bem
conhecidos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade de retengdo de metais
pesados em tecidos de FMAS crescidos in vitro. Tecido micelial de Glomus clarum e
Glomus FDS1 foi obtido por meio do cultivo de raizes transformadas por
Agrobacterium rizogenes, enquanto Gigaspora gigantea foi obtido por meio da
inoculagdo deste em plantulas de batata-doce in vitro. Para a realizacdo dos ensaios
de reten¢do, foram utilizadas solu¢des contendo Cu, Zn, Cd e Pb, na concentrac¢do
de 15 pmol L', aplicados isoladamente ou em mistura, sendo os FMAs expostos por
um periodo de 1, 3, 5, 15, 30, 45 e 120 minutos. Foi observado que a retengdo de
metais pesados em tecidos de FMAs € um processo rapido, sendo mais intensa nos
20 minutos iniciais de exposi¢@o. A velocidade de reten¢do de Cu para G. clarum foi
elevada, atingindo valores da ordem de 595,7 pg de Cu g'1 tecido fungico/minuto,
enquanto, para Zn, esta foi de 138 pg de Zn g'1 tecido fungico/minuto para G.
gigantea. Independentemente dos isolados fungicos testados, a velocidade de
reten¢do decresce na seguinte ordem: Cu>Zn>>Cd>Pb. Dentre os isolados de FMAs
testados, G. clarum apresentou maior capacidade maxima de retengdo para Cu, Cd e
Pb, atingindo valores da ordem de 3.259, 69 e¢ 39 pg g' tecido fungico,
respectivamente, enquanto para Zn foi G. gigantea, com capacidade maxima de
retengdo de 729 pg de Zn g tecido fingico. Quando os metais foram aplicados
simultaneamente em solucdo, verificou-se que a capacidade de retengdo atingiu
valores de menor magnitude, tendo, para G. clarum e G. gigantea, a retengdo de Cu
sido de 295 ¢ 212 pg de Cu g tecido fungico, enquanto que, para Zn, foi de 113 e
210 pg de Zn g'1 tecido fingico, respectivamente. Os resultados evidenciam a
elevada capacidade de retengdo de Cu e Zn pelos tecidos fingicos de G. clarum e G.
gigantea, sendo estes isolados promissores para futuros estudos em programas de
fitorremediagao.

* Orientador: José Oswaldo Siqueira — Universidade Federal de Lavras
Co-orientador: Claudio Roberto Fonseca Sousa Soares — Universidade Federal de
Lavras.



ABSTRACT

CABRAL, Lucélia. Heavy metal retention in arbuscular mycorrhizal fungi
in vitro. 2008. 33p. Dissertation (Master Program in Soil Science) — Federal
University of Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brazil."

Soil contamination by metals can interfere with normal plant functioning
as well as with soil biota. Revegetation of contaminated areas is usually a
difficult task. As a result, a special interest has been directed towards the study
of soil microorganisms that might favor phytoremediation in such contaminated
soils, e.g., arbuscular mycorrhizal fungi (AMF). Metal immobilization in the
mycelium has been suggested as the most probable protecting mechanism of
mycorrhizae to plants, even though details on such protection mechanism are yet
not well known. The purpose of this work was to evaluate the metal retention
capacity of AMF tissues grown in vitro. Glomus clarum and Glomus FDS1
fungal tissues were obtained via roots culture transformed by Agrobacterium
rizogenes while Gigaspora gigantea was collected after its in vitro inoculation
in sweet potato plantlets. Retention tests were performed with 15 pmol L
solutions of Cu, Zn, Cd, and Pb applied either as a mono or multielementary
system during different AMF exposure periods: 1, 3, 5, 15, 30, 45 and 120
minutes. Results revealed that metal retention by AMF fungal tissue is a fast
process, with most of the retention occurring within the first 20 minutes of
exposure. The retention rate of Cu for G. clarum was high, reaching 595.7 ug of
Cu g fungal tissue/minute. Zinc was retained at a rate of 138 pg of Zn g’
fungal tissue/minute by G. gigantea. Regardless of the tested fungal isolates, the
retention rate decreased in the following order: Cu>Zn>>Cd>Pb. G. clarum
presented the highest retention capacity of Cu (3,259 ug g"), Cd (69 pg g), and
Pb (39 pg g') among all tested AMF. For Zn the maximum retention capacity
was observed in G. gigantea (729 ug of Zn g fungal tissue). Metal retention
decreased in multielementary systems when compared with monoelementary
ones, reaching 295 ug of Cu g fungal tissue and 113 pg of Zn g fungal tissue
for G. clarum and 212 pg of Cu g fungal tissue and 210 pg of Zn g fungal
tissue for G. gigantea. The high retention capacity of Cu and Zn by fungal
tissues of G. clarum and G.gigantea suggests a promising use of those isolates in
phytoremediation programs.

* Advisor: José Oswaldo Siqueira — Universidade Federal de Lavras
Co-advisor: Claudio Roberto Fonseca Sousa Soares — Universidade Federal de Lavras.
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1 INTRODUCAO

Devido a contaminagdo do solo por metais pesados e das suas
conseqlientes interferéncias nas diversas formas de vida e no funcionamento dos
ecossistemas, torna-se dificil a revegetacdo de areas contaminadas. Por isso, ha
um grande interesse no papel dos microrganismos do solo na amenizagdo da
toxidez destes metais no ambiente. Microrganismos que se associam as plantas
sdo de interesse especial na fitorremediagdo, em que se destacam os fungos que
formam simbioses radiculares denominadas micorrizas arbusculares (MAs).

A introdugdo de fungos que formam este tipo de simbiose na tolerancia
das plantas a elementos tdxicos exerce efeito positivo, atuando como agentes de
prote¢do das plantas (Soares & Siqueira, 2008) e também podem aumentar a
extragdo dos metais pesados do solo, contribuindo para a reabilitagdo destas.
Este processo ¢ de grande interesse, visto que a maioria das plantas forma
micorriza arbuscular, mesmo em condi¢des de elevada contaminacdo por metais,
em que podem ter ocorréncia abundante (Klauberg-Filho et al., 2005).

Embora haja suficiente evidéncia da contribuicdo das MAs para o
crescimento das plantas em solos contaminados, os mecanismos envolvidos sdo
ainda assuntos de pesquisa. Varios mecanismos tém sido sugeridos para explicar
os efeitos dos FMAs na protecdo das plantas, tais como: efeito de diluicao dos
metais nos tecidos vegetais em decorréncia do favorecimento da maior producgdo
de massa (Christie et al., 2004); exclusdo da absor¢do por meio da precipitacdo
ou quelagdo dos metais na rizosfera (Kaldorf et al., 1999) e reducao da absorc¢do
pela planta devido a reteng@o e imobilizagdo dos metais nas estruturas fingicas
(Zhu et al., 2001). Sabe-se que os efeitos das MAs no crescimento de plantas na
presenga de metais toxicos sdo muito dependentes da espécie fungica, mas a

razdo para o comportamento diferenciado ainda ndo foi elucidado. Contudo, a



capacidade diferenciada dos fungos de reter metais pode explicar sua acdo
protetora a planta.

A capacidade de retengdo de metais pesados pelos FMAs pode ser
diferenciada em funcdo das caracteristicas morfo-anatomicas do tecido fungico.
Espécies de FMAs pertencentes a familia Gigasporaceae apresentam hifas mais
espessas, com didmetro acima de 20 pm, parede celular das hifas multilaminadas
com 4-7 um de espessura, sendo o diametro da Ultima ramificacao de 10-20 pm.
Enquanto isso, os FMAs pertencentes a familia Glomeraceae possuem tecido
micelial mais fino, com didmetro variando de 0,8-4,5 um e parede celular da
hifa com espessura <1,2 um (Beck et al., 2007). Essas caracteristicas podem
interferir no processo de retencdo, assim como a quitina e os diferentes
componentes da parede celular dos fungos (Zhou, 1999 e Kappor &
Virarghavan, 1995)

A maioria dos estudos sobre a influéncia dos FMAs na reten¢do dos
metais pesados ¢ realizada em condi¢des que utilizam solo e planta. Por esta
razdo, nao ¢ possivel determinar o efeito real de protecdo dos FMAs, pois estes
componentes do sistema também interferem nessa retengdo. Por isso, a avaliacio
da retengdo de metais pesados em tecidos fingicos limpos e separados da planta
pode trazer grande contribui¢do no entendimento dos mecanismos envolvidos na
prote¢do das plantas ao excesso de metais pesados.

No presente trabalho, avaliou-se a capacidade de retencdo de metais
pesados em tecidos de diferentes fungos micorrizicos arbusculares obtidos por
cultura monoxénica, devido a dificuldades para estudar, em separado, o efeito da

planta e do fungo, pois estes sdo biotroficos obrigatérios.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Metais pesados

Os metais pesados sdo componentes naturais dos solos e rochas, onde
normalmente ocorrem em baixas concentragdes, nido representando, nestas
condi¢des, risco ambiental. Porém, devido ao aumento de atividades de
mineragdo e do intenso processo de industrializag@o e urbaniza¢do ocorrido nas
ultimas décadas em diversos paises, a concentragdo de metais pesados no solo
vem aumentando. Por isso, sdo necessarios maiores estudos nessa area, visando
a reabilitagdo de solos contaminados por estes elementos (Dudka et al., 1996).
Além disso, outros fatores contribuem para a contaminagdo do solo por metais
pesados, tais como: a crescente exploracdo mineral, o volume de residuos
gerados nos centros urbanos das grandes cidades, a ocorréncia de acidentes
ambientais que envolvem derramamento de produtos quimicos e a aplicagdo de
pesticidas, fertilizantes e lodos de esgoto em doses elevadas (Kabata-Pendias &
Pendias, 2001).

O impacto do excesso dos metais pesados nos ecossistemas tem sido
bastante discutido, mundialmente, dada a possibilidade da contaminagdo da
cadeia alimentar animal e humana (Nogueira, 1996). No solo, a disponibilidade
desses elementos as plantas, microrganismos e ambiente depende,
principalmente, da presenca destes na solugdo do solo, a qual ¢ governada pela
composicao e pela reagao do solo (Alleoni et al., 2005).

O excesso de metais pesados no solo pode interferir no funcionamento
normal das plantas e da biota do solo (Burkhardt et al., 1993) e inibir uma
variedade de processos fisioldgicos e bioquimicos que afeta a produtividade ¢ a
sustentabilidade dos ecossistemas, além de induzir a danos, as vezes,
irreversiveis do status bioldgico, quimico e fisico do solo (Haselwandter et al.,

1994). Em areas contaminadas, sdo comuns danos, tais como: perda da cobertura



vegetal, alteracdo na estrutura do solo, aumento da erosdo, perda de nutrientes e
de matéria organica (Ribeiro-Filho et al., 1999), também a diminui¢do da
densidade de propagulos e da atividade da microbiota, fatores esses que agem
como causa ou efeito da degradacdo do solo (Jeffries & Barea, 1994;
Vangrosveld, 1996; Dias Junior et al., 1998). Além disso, os metais pesados
podem ser liberados para a solug¢ao do solo e lixiviados para o subsolo, atingindo
o lengol freatico e trazer sérias conseqiiéncias ao homem, as plantas e aos

animais.

Com essas evidéncias, tém se tornado necessarios estudos sobre a
relagdo microbiota-metais, para avaliar os impactos desses elementos sobre a
comunidade microbiana do solo, visando & manutencdo de processos essenciais
ao ecossistema e a remediagdo de areas contaminadas. Alguns estudos avaliaram
o potencial dos microrganismos, tais como algas, bactérias e fungos, para a
retencdo de metais pesados no ambiente (Volesky & Holan 1995). Dentre os
fungos do solo, encontram-se os fungos micorrizicos arbusculares (Leyval, et

al., 1997).

2.2 Capacidade de retencdo de metais pesados pelos FMAs

Os fungos micorrizicos arbusculares sao fungos do filo Glomeromycota.
Atualmente, sdo identificadas cerca de 168 espécies, conforme International
culture collection of vesicular and arbuscular mycorrhizal fungi. species
description (INVAM). Esses fungos formam associagdo simbiodtica mutualistica
com raizes de, aproximadamente, 80% das espécies vegetais, simbiose
denominada micorriza arbuscular. Esta simbiose foi adquirida ao longo do
processo evolucionario para que esses fungos pudessem coexistir com outros
seres vivos. Na associagdo micorrizica, o hospedeiro do fungo recebe

carboidratos e outros fatores essenciais ao seu desenvolvimento e esporulagio,



enquanto a planta recebe em troca, principalmente, nutrientes inorganicos

(Moreira & Siqueira, 2006).

Varios estudos tém demonstrado a capacidade de crescimento dos FMAs
em altas concentragcdes de elementos toxicos presentes no solo (Gildon &
Tinker, 1983; Leyval et al., 1997; Weissenhorn et al., 1993). A inoculagdo
desses fungos traz beneficios para o crescimento das plantas em solos
contaminados com metais pesados, como verificado para o milho (Weissenhorn
et al., 1995; Siqueira et al., 1999), as plantas herbaceas (Gildon & Tinker, 1983;
Hetrick et al., 1994; Klauberg-Filho, 1999; Carneiro et al., 2001) e para espécies
arboreas (Grazziotti, 1999).

Os fungos micorrizicos podem desempenhar importante papel nos
mecanismos de tolerancia de plantas a metais pesados, o que se reveste de
extremo interesse, visto que a maioria das plantas forma associagdo micorrizica
(Klauberg-Filho et al., 2005). Além disso, o efeito dos metais pesados ocorre
principalmente no sistema radicular (Alloway, 1990; Kabata-Pendias & Pendias,
2001; Soares et al., 2005). Apesar de os mecanismos de protecdo dos FMAs néo
serem claros, duas hipdteses sdo propostas para o papel das micorrizas em
programas de fitorremediacdo: 1) o aumento na fitoextragdo de metais pesados
por meio da micorrizosfera (Davies et al., 2001, 2002; Diaz et al., 1996;
Hovsepyan & Greipsson, 2004) e 2) o aumento na tolerancia de plantas a metais
pesados via processos de retencdo do metal no tecido fiingico (Audet & Charest,

2006; Chen et al., 2004; Joner et al., 2000; Weissenhorn et al., 1995).

Para Whitfield et al. (2004), a imobilizagdo dos metais no micélio
constitui o provavel mecanismo de protecdo das micorrizas as plantas, reduzindo
a transferéncia do metal para a parte aérea da planta e, conseqiientemente, a
fitotoxidez. Isto pode estar relacionado com a elevada capacidade de retengao de

metais pesados nas estruturas dos FMAs (Joner et al., 2000). A capacidade de



retencdo de metais pesados pelos FMAs pode ser diferenciada em funcdo das
caracteristicas morfo-anatomicas do tecido fungico, pois alguns estudos
demonstram que existem diferencas entre as espécies de fungos (Beck et al.,

2007).

Além dessas caracteristicas, pode-se destacar, também, a capacidade do
micélio extraradicular dos FMAs em reter seletivamente elementos téxicos ou
nao toxicos. Isto pode estar, também, relacionado & adsor¢do na quitina e os
diferentes componentes da parede celular dos fungos, tais como grupos amino,
hidroxilicos, carboxilicos, dentre outros, podem representar sitios de ligacdo
para os metais (Zhou, 1999 e Kappor & Virarghavan, 1995), ou em
glicoproteinas extracelulares (Wright & Upadhyaya, 1998) ou por meio da
precipitagdo intracelular. Recentemente, Gonzalez-Chavéz et al. (2004b)
demonstraram que uma glicoproteina produzida pelas hifas dos FMA:s,

denominada glomalina, pode reter potencialmente elementos téxicos, incluindo

os metais pesados. Para Cu, ela pode reter 240 a 1.200 pg Cu g glomalina.

O conhecimento dos processos envolvidos na retencdo de metais
pesados pelos FMAs, seja por meio da diminui¢do da biodisponibilidade destes
elementos nos sistemas bioldgicos ou pelo seu papel para a tolerancia das
plantas ao excesso de metais pesados no solo, pode contribuir para a aplicacao
desses microrganismos em programas de fitorremediagdo (Klauberg-Filho et al.,
2005). A maioria dos estudos sobre a influéncia dos FMAs na retengdo dos
metais pesados ¢ realizada em condi¢des que utilizam solo e planta e, por isso, o
efeito real da retengdo de metais nos FMAs pode ser alterado, pois estes
componentes do sistema também interferem nessa retenc¢do. Por isso, ao eliminar
o efeito dessas varidveis, torna-se necessario o uso de técnicas que permitam o
crescimento dos FMAs na auséncia da planta hospedeira. Isso pode ser realizado

por meio de cultura monoxénica ou axénica, com variagdes do meio de cultura e



técnica de suplementagdo em nutrientes ¢ agentes estimulantes de crescimento

(Siqueira, 1987).

Para estudos com cultura monoxénica, pode-se utilizar suspensdo de
células vegetais ou realizar o cultivo de raizes transformadas por Agrobacterium
rizogenes, os quais permitem o crescimento micelial dos FMAs. Porém, além de
reguladores de crescimento, os meios de cultivo devem suprir uma concentragao
de nutrientes adequada para uma correta expressao do metabolismo das culturas
in vitro e do fungo, simultancamente (Paula & Siqueira, 1990). A obtencdo de
micélio extra-radicular proveniente de cultura monoxénica se torna fundamental,
pois se obtém, dessa forma, um material puro ¢ bastante homogéneo. Isso
possibilita um melhor acompanhamento do processo de retencdo desses
elementos toxicos, pois a resposta a diferentes estimulos mostra-se complexa e
de dificil interpretacdo. Além disso, elimina-se o efeito adsorvente do solo, que
dificulta a compreensdo dos mecanismos que interagem na retengdo dos metais

pesados pelas hifas dos FMAs.



3 MATERIAL E METODOS

O estudo constou de um experimento conduzido nos Laboratorios de
Microbiologia do Solo do Departamento de Ciéncia do Solo (DCS) e no
Laboratorio de Cultura de Tecido do Departamento de Agricultura (DGA) da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), onde se avaliou a capacidade de
retencdo dos metais pesados Cu, Zn, Cd e Pb, aplicados isoladamente ou em

mistura em tecidos de FMAs. As etapas de conducdo dos ensaios sdo ilustradas

na Figura 1.
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FIGURA 1. Ilustragdo das etapas de condugdo dos ensaios de retengdo dos
metais pesados em tecidos de fungos micorrizicos arbusculares.



Os tecidos fungicos de Glomus clarum e Glomus FDS1 foram obtidos
por meio de cultura monoxénica, utilizando-se o cultivo de raizes transformadas
por Agrobacterium rizogenes (Mugnier & Mosse, 1987; Declerck et al., 2005),
gentilmente cedidas pelo pesquisador Dr. Francisco Adriano de Souza, da
Embrapa Agrobiologia, as quais ja se encontravam colonizadas por estes fungos.
O fungo Glomus clarum foi isolado em uma area na Florida (EUA), enquanto o
Glomus FDS1 foi isolado por pesquisadores da Embrapa, em uma area
degradada com solo intensamente erodido em Barra do Pirai (RJ), os quais
trabalham na descri¢do desta espécie. O meio utilizado para repicar as raizes
transformadas foi o meio minimo (MM), segundo metodologia descrita por
Becard & Fortin, (1988), solidificado com 0,3% de Fitagel As placas com as
raizes transformadas foram abertas e cortadas, com bisturi, em pequenos
pedagos contendo meio e raiz de, aproximadamente, 1 cm’ e transferidos para as
placas contendo MM, vedadas com plastico filme e colocadas em BOD com
temperatura constante de 25°C, na auséncia de luz, onde permaneceram nestas
condi¢des por um periodo de por trés meses.

Devido a dificuldade de crescimento micelial do fungo Gigaspora
gigantea em cultura monoxénica, o qual foi isolado de area com pastagem em
Lavras, MG, optou-se por realizar a inoculacdo deste em plantulas de batata-
doce in vitro. Para isto, promoveu-se o crescimento de plantulas de batata-doce
utilizando-se segmento nodal de 1,0 cm sem folhas, transferido para tubos de
ensaio contendo, aproximadamente, 10 mL de meio MS (Murashige & Shoog,
1962), com pH ajustado para 5,7+0,1, em camara aclimatizada com temperatura
25+1°C e fotoperiodo de 16 horas, sob intensidade luminosa de 1.500 lux. Apos
30 dias de crescimento, as plantulas foram utilizadas para a montagem das
placas contendo meio MS diluido 10 vezes e solidificado com 0,6% de Fitagel.

Para a inoculagao, realizou-se a extragao de esporos de vasos de cultivo

de Brachiaria decumbens da colecdo de FMAs do DCS-UFLA, seguindo



metodologia descrita por Gerdemann & Nicolson (1963). Os esporos foram
selecionados e desinfetados conforme metodologia adaptada de Colozzi-Filho
(1988), sendo inoculados, em média, 20 esporos de Gigaspora gigantea por
planta. As placas foram vedadas, sendo as raizes cobertas com papel aluminio,
de modo a evitar a exposi¢do a luz e facilitar o crescimento micelial,
armazenadas em camara de crescimento aclimatizada, conforme descrito
anteriormente, onde permaneceram por um periodo de 40 dias. Apos o periodo
de crescimento dos FMAs estudados, o tecido fungico foi retirado das placas
com auxilio de pinga de ponta fina, em microscopio estereoscopio.

Para a separag@o do tecido fungico das raizes e dos meios MS e MM
modificados, foi realizada a dissolug@o, em tampao de citrato de sédio, (0,01mol
L"), conforme descrito por Cranenbrouck et al. (2005). Para a realizagdo dos
ensaios de retencdo, foram retirados, aproximadamente, 0,030 g de tecido
fingico, os quais foram lavados em agua destilada e acondicionados em capsula
de nailon de 700 mesh.

Os ensaios de retengdo de metais foram conduzidos em copos plasticos,
conforme descrito por Gonzalez-Chavez et al. (2004), aos quais adicionaram-se
20 mL de solugdo contendo 15 pmol L' de Cu, Cd, Zn e Pb, aplicados
isoladamente ou em mistura, sendo todos os metais aplicados na forma de
sulfato. Estes ensaios foram realizados com 3 repeti¢des, sendo o tecido fungico
exposto aos metais por periodos de 1, 3, 5, 15, 30, 45 e 120 minutos, ¢ a solugdo
renovada ao final de cada periodo. Para se obter o volume exato de solugdo
utilizada no ensaio, foi realizada uma pesagem com os copos plasticos vazios,
apos a adi¢dao da solucdo e ao final do ensaio de retengdo, procedimentos
necessarios para detectar variagdes no volume da solugdo durante o ensaio. Os
ensaios de reten¢do foram realizados a baixas temperaturas (4°C), em agitador
orbital a 120 rpm. Os extratos obtidos foram lidos em espectrofotometro de

absor¢do atdmica, para a quantificagdo dos metais
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Para uma melhor caracterizacdo de parede de hifa e esporos dos fungos
G. clarum, G. FDS1 e G. gigantea, FMAs foram realizadas no Laboratério de
Microscopia Eletronica (LME) do Departamento de Fitopatologia da UFLA. As
amostras de micélio foram fixadas em solugdao KarnovisK's, lavadas trés vezes
em tampao cacodilato 0,05M e com posterior imersdao, por um periodo de 4
horas, em solucdo de tetroxido de osmio 1% (OsO,). Posteriormente, as
amostras foram lavadas em agua destilada e submetidas a solugdes de
concentragdo crescente de acetona (25%, 50%, 75%, 90% e 100%)
permanecendo cerca de 10 minutos em cada uma. Em seguida, o material foi
levado ao aparelho de ponto critico para completar a secagem e posterior
disposi¢do da amostra nos stubs, sendo coberto com ouro para a obtengdo das
imagens em microscopio eletronico de varredura (Bossola & Russell, 1998;
Alves, 2007). Os resultados foram submetidos a andlise de variancia e teste de
significancia das regressdes (5%) por meio do programa estatistico Sisvar
(Ferreira, 2000), sendo os intervalos de confianga calculados pelo programa SAS

(SAS INSTITUTE, 2005).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A taxa de retencdo em tecidos fungicos de Cu, Zn, Cd e Pb, quando
avaliados isoladamente, é muito diferenciada dentre os isolados de FMAs e os
metais estudados (Figura 2). Independentemente dos isolados fingicos e metais,
observa-se que a taxa de retencdo ajustou-se ao modelo linear neperiano. A
partir dos coeficientes angulares das regressdes, foi possivel calcular as
velocidades de retengdo apresentadas na Figura 3, na qual as respectivas
velocidades foram calculadas dividindo-se o coeficiente angular das regressdes
por um determinado tempo.

Pode-se analisar que a velocidade de retengdo ¢ bastante rapida nos
primeiros 20 minutos, descrecendo com o tempo de contato entre o material
fingico e os metais (Figura 3). Dentre os metais testados, o Cu apresentou a
maior velocidade méaxima de retencdo, atingindo valores da ordem de 595,7 ug
de Cu g tecido fungico/minuto para G. clarum, enquanto que G. FDS1 e G.
gigantea obtiveram 138,1 e 189,3 pg de Cu g’ tecido fingico/minuto,
respectivamente. Para Zn, observou-se que o fungo G. gigantea obteve a maior
velocidade maxima entre os isolados estudados (138 pg de Zn g’ tecido
fngico/minuto).

Para a velocidade maxima de reten¢do de Cd, os isolados G. clarum e G.
FDS1 obtiveram os maiores valores (em média, 11,4 pg de Cd g’ tecido
fangico/minuto), enquanto que G. gigantea obteve apenas 4,7 pg de Cd g’
tecido fungico/minuto. A velocidade maxima de retengdo de Pb foi a menor
entre os metais estudados. O isolado G. clarum obteve a maior velocidade

méxima de retencio, 7,1 pg de Pb g' tecido fungico/minuto, entre os isolados
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FIGURA 2. Taxa de reten¢do de Cu, Zn, Cd e Pb, testados isoladamente nos
fungos Glomus clarum, Glomus FDS1 ¢ Gigaspora gigantea (ug
g tecido fingico).
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estudados, enquanto que G. FDS1 e G. gigantea obtiveram, em média, 3,4 pug de
Cd g tecido fangico/minuto (Figura 3).

Para melhor visualizacgdo do comportamento diferenciado entre os
isolados fingicos e o efeito do tempo de exposicao sobre a retengdo de metais,
estimou-se a velocidade de retencdo no tempo de 15 minutos (Tabela 1). Neste
tempo, verifica-se uma reducdo no processo de retencdo, quando comparada aos
tempos iniciais de exposicdo do tecido fingico aos metais. Por exemplo, aos 15
minutos, a velocidade de retencdo estimada de Cu, para o isolado G. clarum, foi
de apenas 39,7 pg de Cu g tecido fingico/minuto entre os isolados testados,
enquanto que a velocidade méaxima para esse isolado foi de 595,74 pg de Cu g’
tecido flingico/minuto, no tempo de um minuto de exposigao.

Para o Zn aos 15 minutos, a velocidade de retencdo estimada foi de 9,2
ng de Zn g’ tecido fungico/minuto, para o isodado G. gigantea, seguido por G.
clarum ¢ G. FDS1 (49 e 39 pg de Zn g' tecido fingico/minuto,
respectivamente). Estes valores sdo 93% inferiores aos observados no tempo de
um minuto de exposi¢do. Enquanto isso, verifica-se que Cd e Pb apresentaram
baixas velocidades de retencdo estimada aos 15 minutos, obtendo-se valores
inferiores a 1,0 pg de metal g tecido fangico/minuto. Os resultados evidenciam
que a capacidade de retencdo dos metais em tecidos fingicos ocorre nos
primeiros 20 minutos de exposi¢do e que, independentemente dos isolados
fingicos testados, a velocidade de retengdo decresce na seguinte ordem:

Cu>Zn>>Cd>Pb (Tabela 1).
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TABELA 1. Velocidade de retengdo estimada aos 15 minutos de exposi¢do, para
Cu, Zn, Cd e Pb, em tecido fungico de G. clarum, G.FDS1 ¢

G.gigantea.

Fungos Velocidade de retengdo estimada

(ug metal g”' tecido fingico min™)
Cu Zn Cd Pb
G. clarum 39,7 4,9 0,8 0,5
G. FDS1 9,2 3,9 0,7 0,2
G .gigantea 12,6 9,2 0,3 0,3
Média isolados 20,5 6,0 0,6 0,3

A capacidade maxima de reten¢do de metais pesados em tecidos fingico
dos FMAs ¢ apresentada na Figura 4. Observa-se que o Cu foi o metal com
maior retengdo pelo tecido fingico, entre os metais estudados. Glomus clarum
obteve a maior retengdo, atingindo valores de 3.259 pg de Cu g tecido fingico,
tendo um incremento médio significativo de 73,84% em relagdo a Gigaspora
gigantea e Glomus FDS1.

J& a capacidade maxima de reten¢do dos outros metais (Zn, Cd, Pb) no
tecido fungico também foi diferenciada entre os FMAs. Para Zn, a capacidade de
retengdo foi menor que Cu, mas foi maior do que Cd e Pb. O isolado Gigaspora
gigantea apresentou valores médios de retencdo de 729 pg de Zn g tecido
fingico, sendo significativamente diferente dos demais (Figura 4), enquanto os
isolados Glomus clarum e Glomus FDS1 obtiveram os menores valores, de 328
¢392 pg de Zn g tecido fungico, respectivamente.

Para Cd e Pb, foram encontrados menores valores de capacidade
maxima de retencdo no tecido fungico do que os observados para Cu e Zn
(Figura 4). A capacidade maxima de retengdo de Cd para Glomus clarum e
G.FDS1 obteve valores de 69 e 56 pg g tecido fungico, respectivamente, nio
diferindo estatisticamente entre si. A capacidade maxima de retencdo de Pb foi a
menor entre todos os metais testados, tendo o isolado Glomus clarum

apresentado a maior capacidade de retencdo, atingindo 39 pg de Pb g, valor
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que foi 56,4% e 43,6% superior em relagdo a G.FDS1 e Gigaspora gigantea,

respectivamente.
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FIGURA 4. Capacidade méaxima de retengdo de Cu, Zn, Cd e Pb, em tecido
fungico de Glomus clarum, Glomus FDS1 e Gigaspora gigantea.
Barras verticais representam o intervalo de confianga, a 95% de
probabilidade.

Quando sdo considerados os valores médios de capacidade de retencao

dos metais (Figura 5), verifica-se que o Cu apresenta a maior capacidade

maxima de retencdo entre os metais estudados, retendo, em média, 1.769 ug de

Cu g’ tecido fungico, seguido de Zn, que reteve 483 pg de Cu g tecido
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fungico. Ja Cd e Pb tiveram os menores valores médios de retencdo, 50 e 26 pg
de Cu g tecido fungico, respectivamente. Estes resultados evidenciam a maior
capacidade de retengdo de Cu e Zn, enquanto Cd e Pb sdo pouco retidos pelos

tecidos dos FMAs estudados.
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Mg de metal g'1 tecido fungico
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HH

0

Cu Zn Cd Pb

Metais
FIGURA 5. Capacidade maxima de retencdo de metais pesados em tecidos de
FMAs (média dos trés isolados testados). Barras verticais

representam o erro padrao da média.

A taxa de retencdo de Cu, Zn, Cd e Pb pelos FMAs foi avaliada também
quando estes elementos foram aplicados simultaneamente em solucdo. Neste
estudo, foram testados apenas os isolados Glomus clarum e Gigaspora gigantea
(Figura 6), uma vez que ndo foi possivel obter quantidade suficiente de tecido
fungico de Glomus FDS1 para a condugdo do ensaio. Para Glomus clarum,

verifica-se, novamente, a maior retengdo de Cu no tecido fungico, em relagdo
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aos demais metais. Entretanto, a retencdo maxima de Cu neste ensaio foi de
apenas 295 pg de Cu g’ de tecido fingico. Esta tendéncia também foi observada
para o Gigaspora gigantea, cuja capacidade maxima de retengdo de Cu foi de

apenas 212 pg de Cu g’

Para Zn, verificou-se que a capacidade maxima de reteng¢do para Glomus
clarum e Gigaspora gigantea foi de 113 ¢ 210 pg de Zn g tecido fangico,
respectivamente. Mesmo havendo uma redugdo nos valores de Zn quando esse
elemento ¢ aplicado em mistura, verifica-se, novamente, que o isolado G.
gigantea apresentou maior capacidade de retengdo de Zn do que o isolado G.
clarum. Para Cd e Pb, assim como observado para o ensaio anterior, os valores
obtidos foram muito baixos, para ambos os isolados, confirmando a baixa

capacidade de retengdo desses elementos pelos FMAs.
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Assim como no presente estudo, Gonzalez-Chavez et al. (2004a)
observaram também que as maiores velocidades de retencdo de Cu ocorreram
nos primeiros 20 minutos de exposi¢do. Além disso, estes autores verificaram
valores de retengio de Cu, para Glomus mosseae, de 13.200 pg de Cu g e, para
Glomus claroideum, 13.800 de pg de Cu g’ micélio seco, os quais foram
coletados de solos contaminados. Estes valores sdo superiores aos encontrados
para G. clarum no presente estudo (3.259 pg de Cu g' tecido fungico),
evidenciando que isolados provenientes de solos contaminados possuem maior
capacidade de retencdo de metais em seu micélio. No entanto, este
comportamento ndo se confirmou para Glomus caledonium, também proveniente
de area contaminada, avaliado por aqueles autores, o qual reteve apenas 2.800
ng de Cu g'. Este valor é inferior ao encontrado para Glomus clarum no
presente estudo, indicando que ha uma variabilidade na capacidade de retencao
de Cu dentro do género Glomus.

Isolados provenientes de areas ndo contaminadas, como € o caso do
Glomus clarum deste estudo, podem apresentar uma capacidade intrinseca de
elevada retengdo de metais, mesmo quando ndo apresentam historico de
exposi¢do aos poluentes.

Essa maior capacidade dos fungos do género Glomus em reter Cu,
comparada a outros FMAs, pode ser devido a diferencas na composi¢do quimica
da parede celular (Gadd, 1993; Kapoor & Viraraghavam, 1995), a qual possui
quitina e polissacarideos B-glucan (1-3), que s@o os principais componentes
desta espécie (Smith & Read, 1997). Tem sido especulado também que os
componentes da parede celular dos fungos, tais como grupos amino,
hidroxilicos, carboxilicos, dentre outros, podem representar sitios de ligacdo
para os fons Cu™® em fungos (Zhou, 1999; Kappor & Virarghavan, 1995). Além
disso, os metais podem interagir com as proteinas, favorecendo a retengdo

desses elementos na parte externa da parede celular (Ross, 1994; Gardea-
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Torresdey et al., 1997). Dentre estas substancias, pode-se destacar a glomalina,
que ¢ uma glicoproteina que possui elevada afinidade por Cu, além de formar
complexos Cu-glomalina bastante estdveis (Gonzalez-Chavez et al., 2004b).
Contudo, no presente trabalho ndo foram avaliados os componentes da parede
celular do micélio dos FMAs, sendo necessarios de estudos adicionais para
verificar a possivel influéncia destes sobre os mecanismos de retengao de Cu.

Os valores de capacidade maxima de retengdo de Cu no presente estudo
corroboram com os resultados de estudos utilizando alguns fungos de solos,
como, por exemplo, Aspergillus niger (2.000-10.000 ug Cu g") e Mucor rouxi
(1.000-3.000 pug Cu g"') (Kapoor & Virarghavan, 1995; Muellen et al., 1992),
Rhizopus arrhizus (1.500 pg Cu g') e Trichoderma viride (2.200 pg Cu g™)
(Morley & Gadd, 1995).

A taxa de reten¢do de Zn pelos FMAs do presente estudo variou de 328
a 729 pg Zn g’ tecido fungico, sendo estes valores muito inferiores aos
encontrados para alguns microrganismos do solo, tais como: Streptomyces
noursei: 1.600 ug Zn g’ (Mattuscka & Straube, 1993) e Rhizopus arrhizus:
14.000-20.000 pg Zn g (Tobin et al., 1984; Zhou, 1999). Enquanto isso, Chen
et al. (2001) demonstraram que tecidos fungicos de Glomus mosseae e Glomus
versiforme apresentaram concentra¢gdes de 1.200 e 600 pg g'1 de Zn,
respectivamente. Apesar de Gigaspora gigantea apresentar tecido micelial mais
espesso (Figura 7), verifica-se que esta espécie apresenta maior capacidade de
retengdo de Zn, atingindo valores de 729 pg de Zn g"'. Segundo Christie et al.
(2004), a capacidade de retengdo de Zn pelos FMAs é determinada pela presenga
de proteinas ligantes nas estruturas dos FMAs contendo cisteinas, as quais t€ém a
habilidade de complexar este elemento presente em solugéo.

No presente estudo, a capacidade de retencdo de Pb pelos FMAs variou
de 39,9 a 17,3 pug Pb g’ tecido fungico. Estes valores sio superiores aos

encontrados para os fungos ectomicorrizicos em estudos realizados por
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Marschner et al. (1998), que observaram os seguintes valores de capacidade de
retengéo de Pb em tecido fungico de Laccaria bicolor e Paxillus involutus: 4,82
e 1,44 pg de Pb g peso seco, respectivamente. Fica demonstrada, assim, a

maior capacidade dos FMAs em reter Pb.

Glomus clarum

100 pm

FIGURA 7. Micrografias de varredura de tecido fingico dos isolados Glomus
clarum, Glomus, FDS 1 e Gigaspora gigantea.
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Quando os metais sdo testados simultaneamente, os resultados
evidenciam redugdo acentuada sobre a retengcdo de Cu e Zn, principalmente, e
isto pode estar relacionado com a competi¢do entre os sitios de ligagdo dos
metais. Por exemplo, sitios que seriam destinados ao Cu e Zn foram ocupados
por outros elementos, diminuindo, por conseqiiéncia, sua capacidade de ligacao.
De fato, dentre os metais estudados, Cu e Zn apresentam menor tamanho de raio
i6nico (apenas 0,72-0,74 A), enquanto para Cd ¢ Pb, os raios idnicos sdo da
ordem de 0,97 e 1,32 A, respectivamente (Mahan & Myers, 2003). Com isso, a
capacidade de retencdo do Cu e Zn pelo tecido fungico dos FMAs é muito
afetada na presenca de outros elementos, principalmente o Pb, o qual apresenta
elevado raio i6nico. Além disso, tem sido demonstrado que o Pb pode formar
complexos de elevado tamanho com compostos orgénicos (Silva et al., 2006), os
quais podem comprometer a capacidade de retencdo de outros elementos no
tecido fungico. Vale ressaltar que a avaliagdo da capacidade de retencdo de
FMAs em mistura de metais é importante, pois solos contaminados,
normalmente, apresentam um ou mais metais potencialmente téoxicos (Kabata-

Pendias & Pendias, 2001).

Considerando que os diferentes FMAs apresentam caracteristicas
distintas quanto a espessura e a morfologia de parede celular, é provavel que tais
caracteristicas se relacionem com a capacidade destes em reter metais pesados
acumulando-se em seus tecidos. A retencao dos metais pelos FMAs apresentada
no presente trabalho pode evitar a translocacdo para os tecidos da planta, pois
este mecanismo ¢ a provavel protegdo dos FMAs a planta hospedeira (Christie et
al., 2004).

E razoavel considerar que a retengdo de metais seja maior em tecidos
fingicos com menor espessura, como observado em membros da familia
Glomeraceae, os quais apresentam tecido micelial fino, com didmetro variando

entre 0,8-4,5 um e parede celular da hifa com espessura <1,2 pm. Enquanto isso,
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espécies da familia Gigasporaceae apresentam hifas mais espessas e com
diametro acima de 20 um e espessura de parede das hifas multilaminadas
variando de 4 a 7 um (Beck et al., 2007).

Isolados com hifas grossas retém menos metais por apresentarem menor
superficie. Vale ressaltar que G. clarum apresentou maior capacidade de
retengdo para Cu, Cd e Pb e isto pode estar relacionado com as caracteristicas
morfo-anatdmicas desta espécie, que apresenta tecido micelial mais fino, com
didmetro de, aproximadamente, 4 um em comparagdo ao isolado G. gigantea,
que apresenta 13 pum de didmetro do tecido micelial (Figura 7) Esta
caracteristica permite uma maior superficie de contato, facilitando o processo de
retencdo dos metais no tecido fungico do G. clarum. No entanto, este
comportamento ndo pode ser atribuido ao Glomus FDS1, o qual apresenta
também tecido micelial fino, porém, com baixa capacidade de reten¢do dos
metais.

Além das caracteristicas morfo-anatdmicas dos tecidos dos FMAs,
estudos adicionais sdo necessarios para compreender a natureza do acumulo, os
componentes da parede celular dos fungos ¢ os mecanismos envolvidos. Estas
informagdes podem auxiliar no melhor entendimento da participagdo dos FMAs
na tolerdncia de plantas e seu significado ecoldgico em solos poluidos

(Gonzalez-Chavez et al., 2004a; Christie et al., 2004).
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5 CONCLUSOES

A retengdo de metais pesados em tecidos de FMAs é um processo
rapido, tendo a capacidade de retengdo sido maior para Cu e Zn, enquanto que

Cd e Pb foram pouco retidos pelos FMAs.

Os isolados comportam-se de modo diferenciado na retencdo de metais
pesados, mas a tendéncia geral de retencdo descrece na seguinte ordem:

Cu>Zn>>Cd>Pb.

O tecido fingico de Glomus clarum apresentou maior capacidade de

retengdo para Cu, Cd e Pb, enquanto que, para Zn, foi Gigaspora gigantea.

A exposi¢do de tecido fingico aos metais aplicados simultaneamente em

solucdo reduz a capacidade de retengdo de Cu e Zn pelos FMAs.
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