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RESUMO

Devido ao aumento significativo da contaminacdo do solo por metais pesados, nas
ultimas décadas, diversas tecnologias que utilizam espécies de plantas e microrganismos
capazes de extrair ou metabolizar elementos nocivos ao meio vém sendo estudadas. O
mecanismo que envolve a acdo de fungos micorrizicos arbusculares (FMAS) na protecdo das
plantas em solos contaminados € conhecido como micorremediacéo e tem sido objeto de estudo
visando a sua utilizacdo em programas de revegetacdo de areas contaminadas por metais. No
entanto, apesar da importéncia, € pouco conhecido o comportamento de FMAs em solos
contaminados por metais pesados, principalmente por cadmio. Nesse sentido, este trabalho teve
como objetivo estudar o comportamento dos FMAs e seu potencial de formacéo de micorriza
em solos artificialmente contaminados por cadmio. Para isso, foi instalado um experimento em
casa de vegetacdo, utilizando-se o delineamento inteiramente casualizado em esquema
trifatorial com quatro doses crescentes de Cd (0, 5, 10 e 20 mg kg™l), trés espécies de FMAs
(Rhizophagus clarus, Gigaspora rosea e Acaulospora scrobiculata), com um controle, duas
posicOes de infestacdo com FMASs (em ambiente contaminado e ndo contaminado por Cd) e trés
repeticdes por tratamento, totalizando 75 unidades experimentais. Cada unidade experimental
foi composta por um sistema construido por tubos de PVC, dividido em dois compartimentos
por uma tela de malha 40 um, e mistura de solo e areia como substrato de cultivo, com uma
planta de milho em cada compartimento, como planta teste. O experimento foi conduzido por
50 dias e avaliados os atributos: porcentagem de colonizacédo, intensidade de colonizacao,
comprimento do micélio extrarradicular total, nGmero de esporos, matéria seca da parte aérea e
matéria fresca da raiz. Os resultados foram submetidos ao teste de Tukey a 5% e andlise de
regressdo. A partir das andlises desses atributos comprovou-se que, apesar da diferenca de
comportamento entre todas as espécies em relacdo ao aumento das doses de Cd, nas duas
condicdes estudadas, houve deslocamento dos FMAs, tanto da regido ndo contaminada para a
regido contaminada por Cd quanto da regido contaminada por Cd para a regido néo
contaminada. Tal resultado mostra a capacidade desses FMAs se deslocarem em solos
contaminados até 20 mg kg de Cd, possibilitando a formacéo de micorriza em hospedeiros
cultivados nesses ambientes. As plantas colonizadas pelas espécies de FMAS e a planta ndo
micorrizada apresentaram sintomas de toxidez nas doses mais elevadas de Cd (10 e 20 mg kg
1), com reducdo da matéria seca, o que demonstra que nio houve efeito benéfico/protetor da
associagao micorrizica diante das doses mais altas do contaminante. Todas as espécies de FMAs
apresentaram comportamento diferenciado na producgéo de propagulos, em relacdo ao aumento
das doses de Cd, nas duas condicGes estudadas.

Palavras-chave: Contaminagéo do solo. Propagulos. Miceélio. Colonizacdo micorrizica.



ABSTRACT

Due to the significant increase of soil contamination by heavy metals in the last
decades, several technologies which use plant species and microorganisms capable of
extracting or metabolizing harmful elements in the environment have been studied. The
mechanism that involves the action of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) on the protection
of plants in contaminated soils is known as micorremediation and has been object of a study
once its use aims at revegetation programs of areas contaminated by metals. However, the
behavior of AMF in soils contaminated by heavy metals, mainly by cadmium, is not very known
in spite of the importance. Thus, in this context, the purpose of this study was to analyze the
behavior of AMF and its potential of formation of mycorrhiza in soils artificially contaminated
by cadmium. For this, a greenhouse experiment was implemented using a completely
randomized design in a tri-factorial scheme with four increasing doses of Cd(0, 5, 10 e 20 mg
kg1), three species of arbuscular mycorrhizal fungi (Rhizophagus clarus, Gigaspora rosea and
Acaulospora scrobiculata) with one control, two infestation positions with AMF (contaminated
and non-contaminated compartment by Cd) and three replicates per treatment, totalizing 75
experimental units. Each experimental unit consisted of a system constructed of PVC pipes,
divided into two compartments by a mesh screen 40 pm, and mixing of soil and sand as a
substrate, with a corn plant in each compartment, as a test plant. The experiment was conducted
for 50 days and evaluated the attributes: colonization percentage, colonization intensity, total
extraradicular mycelium length, number of spores, shoot dry matter and fresh root matter. The
results were submitted to the Tukey’s test at 5% and to regression analysis. From the attributes
analysis, it was possible to verify that although the difference in behavior between all species
towards the increase of Cd doses in the two studied conditions, the AMF were displaced both
from the non-contaminated to the contaminated region by Cd and from the contaminated region
by Cd to the non-contaminated region. This result shows the ability of these AMF to migrate in
contaminated soils up to 20 mg kg of Cd, what permits the formation of mycorrhiza in hosts
grown in these environments. The plants colonized by AMF and the non-mycorrhizal plant
presented toxicity symptoms at the highest doses of Cd (10 and 20 mg kg™?), with a reduction
of dry matter, which shows that there was no beneficial/protective effect of the mycorrhizal
association with the highest doses of the contaminant. All AMF species presented differentiated
behavior in the production of propagules regarding the increase of Cd doses in the two studied
conditions

Key words: Soil contamination. Propagules. Mycelium. Mycorrhizal colonization.
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1 INTRODUCAO

Alguns metais pesados, como o Cu, Ni, Cr, Fe, Mn e Zn, sdo considerados essenciais
para a nutricdo dos organismos vivos, porém quando acumulados no solo, em elevadas
concentracdes, tornam-se toxicos para a biota edafica, com efeitos cumulativos na cadeia
trofica, ocasionando, inclusive, riscos a saude humana (PAIVA et al.,2004; ALVARENGA,
2013).

Entre os metais ndo essenciais ao metabolismo biolégico e causadores de polui¢do do
solo, destaca-se o cadmio, o qual apresentou um aumento de ocorréncia significativo no meio
ambiente, advindo das atividades antrépicas(OSKARSSON et al., 2004).0 cadmio ¢é
amplamente encontrado na natureza e liberado pela intemperizacdo de rochas magmaticas e
sedimentares, emissdes de gases de atividades vulcanicas, queimadas de florestas e transporte
de materiais particulados (ZHAO et al., 2007; BURAK et al., 2010).Porém, a sua emissao por
fontes antropogénicas originaria de poluentes industriais, queima de combustiveis fosseis, uso
de fertilizantes, atividades de mineracdo e disposicdo inadequadas de residuos configura-se
superior a contaminacao natural (OSKARSSON et al., 2004; LU et al., 2012).

Devido ao aumento significativo da contaminacdo do solo por metais pesados, nas
ultimas décadas, diversas tecnologias que utilizam espécies de plantas e microrganismos
capazes de extrair ou metabolizar elementos nocivos ao meio vém sendo estudadas para a
remediacdo de areas impactadas, e sdo genericamente denominadas de fitorremediacéo
(ANDRADE et al., 2009; MUGOQOUEI et al., 2011).Nos processos de fitorremediacdo, 0s
poluentes inorganicos como os metais pesados ndao podem ser decompostos, porém sao
estabilizados no solo ou permanecem retidos nos tecidos de plantas hiperacumuladoras
(COBBETT,; GOLDSBROUGH 2002; PEREIRA et al., 2012).Nesse sentido, sdo diversos 0s
mecanismos que regem o potencial de tolerancia das espécies utilizadas no processo de
fitorremediacdo do solo. A associacao entre plantas e fungos micorrizicos arbusculares (FMAS)
pode ser considerada como um dos mecanismos que contribui para essa tolerancia a fatores de
estresse. Porém, de acordo com Jentschke, Winter, Godbold (1999), Klauberg-Filho et al.
(2005) e Del Ducca et al. (2015) elevada concentracdo de metais pesados disponiveis no solo
pode ser considerada tdxica para esses fungos, alterando sua capacidade de associacdo e
protecdo as plantas.

Atualmente, o0 mecanismo que envolve a acdo de FMAs na protecdo das plantas em
solos contaminados é conhecido como micorremediacdo, e tem sido objeto de estudo visando

a sua utilizacdo em programas de revegetacao de areas contaminadas por metais (NOGUEIRA,
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2007; NOGUEIRA; SOARES, 2010). Apesar dos mecanismos usados na estabilizacdo dos
metais pesados, ainda ndo estarem elucidados, pesquisas sugerem que existe maior retencao
dessas substancias no micélio fangico, por adsorcdo e fixacdo em granulos de polifosfato,
protegendo a planta contra o excesso de metais (HALL, 2002; OLGUIN et al., 2007;
KERBAUY, 2012).

A associacdo entre FMAs e plantas possui grande importancia na competicao, sucessao
das espécies vegetais e na produtividade agricola, por meio dos seus efeitos benéficos na
nutricdo e na otimizacdo dos mecanismos de tolerancia dessas plantas a fatores de estresses
abioticos (BROWN; BETHLENFALVAY, 1987; MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; COLODETE
et al., 2014; VALADARES; MESCOLOTTI; CARDOSO, 2016). No entanto, ha necessidade
de se conhecer o crescimento micelial de FMAs, em solos contaminados por cadmio, o qual
tem relacdo direta com a formacdo de micorriza e crescimento das plantas em solos sujeitos a

essa contaminacao.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estudar o efeito do cddmio na movimentacdo de hifas de FMAs em solos

contaminados e ndo contaminados por Cd, utilizando milho como planta-hospedeira.

2.2 Objetivos Especificos

e Determinar o efeito do Cd na formacdo de propéagulos de FMAs, como nimero de
esporos, comprimento de micélio extrarradicular total e porcentagem de colonizacéo
radicular em solos contaminados por Cd;

e Analisar o crescimento micelial de FMAs em solos contaminados e ndo contaminados
por Cd;

e Relacionar o crescimento de milho com a infestacéo de solos por FMASs e contaminados
por Cd.
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3REFERENCIAL TEORICO

3.1 Fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) — definicdo e importéancia

Micorrizas arbusculares sdo associacdes simbidticas formadas entre fungos
pertencentes ao filo Glomeromycota e raizes de plantas da maioria dos géneros das
Gimnospermas e Angiospermas, e alguns representantes das Briofitas e Pteridofitas
(MORTON; BENNY, 1990; SCHUBRLER, SCHWARZOTT, WALKER, 2001). Os primérdios
dessa associacdo datam cerca de 400 milhdes de anos, quando iniciaram -se 0s processos de
colonizacdo do ambiente terrestre (SIMON et al., 1993).

Entre os diferentes tipos de associa¢fes micorrizicas encontradas, 80% sdo formadas
por espécies de FMAs, os quais destacam-se por seu potencial biotecnoldgico, contribuindo na
sustentabilidade da agricultura em regiGes tropicais, devido ao seu impacto na estrutura das
comunidades vegetais (BERBARA; SOUZA; FONSECA, 2006).

A contribuicdo do FMA para as espécies vegetais, vai muito além do seu papel na
associacao mutualistica nutricional, em que o fungo se beneficia do fornecimento de carbono,
via produtos fotossintéticos e prové a planta com nutrientes e agua (BERBARA; SOUZA;
FONSECA, 2006; VALADARES; MESCOLOTTI; CARDOSO, 2016). Também possui
significante impacto na estabilidade dos agregados do solo, ao intemperismo de minerais,
tolerancia ao estresse hidrico, eficiéncia fotossintética, e conferem resisténcia a planta diante
de ataque patogénico (BROWN; BETHLENFALVAY, 1987; CARDOSO et al., 2010,
VALADARES; MESCOLOTTI; CARDOSO, 2016).

A colonizagdo de uma planta hospedeira para o estabelecimento da micorriza
arbuscular resulta de uma relacdo simbiotica caracterizada por uma perfeita integracédo
morfoldgica, bioquimica e funcional dos simbiontes. A resposta da planta hospedeira se da pela
regulacdo do micotrofismo, enquanto que o biotrofismo controla o grau de colonizagéo e de
producéo de propagulos como os esporos assexuados e as redes de hifas, e também regula a
formacgédo do apressorio na epiderme da raiz e posterior penetracdo no cortex por pressdo
mecanica e degradacdo enzimatica da parede celular vegetal pelas pectinases, celulases e
hemicelulases emitidas pelo fungo (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; SMITH; READ, 2008).

Dentro da raiz o FMA diferencia-se em hifas enoveladas e arbdsculos, e coloniza o
apoplasto e as células do cortex para ter acesso a fonte de carbono da planta (MOREIRA,;
SIQUEIRA, 2006). Depois do estabelecimento da simbiose, as hifas micorrizicas

extrarradiculares (HME) expandem-se no solo e absorvendo, também, os nutrientes de baixa
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mobilidade e os translocando para o hospedeiro, sendo assim, influem no crescimento e
desenvolvimento do vegetal, no armazenamento de carbono por meio da producédo de glomalina
e na estruturacdo do solo (WRIGHT et al., 1996; RILLIG; MUMMEY, 2006).

As simbioses formadas pelas micorrizas arbusculares sdo constituidas por inimeros
componentes que determinam a taxa de colonizacao, incidéncia de propagulos e os seus efeitos
nas plantas e ecossistema. Os componentes principais desse sistema, constituido pelo fungo
micorrizico, planta e solo, apresentam grande interdependéncia, e sofrem significativa
influéncia de fatores do meio, tais como, disponibilidade de nutrientes, pH, biota, caracteristicas
e manejo do solo, planta hospedeira, e a presenca de metais pesados em concentracfes toxicas
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

3.2 Contaminacao do solo por cadmio e seus efeitos nas plantas

Assim como outros elementos no solo, 0s metais pesados sofrem processos de
biociclagem por meio da absorcdo pelas plantas, transformacdo em biomassa microbiana, ou
em formas i0nicas que se associam as demais estruturas do solo. Podem ser encontrados no solo
em diversas formas, adsorvidos ou complexados nos coloides organicos e inorganicos, retidos
nos sitios de troca, solGveis em agua, precipitados, insollveis na forma de 6xidos, hidroxidos e
carbonatos, ou na estrutura dos minerais primarios e secundarios (ALLOWAY, 1995;
MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Apesar desses mecanismos serem bem descritos, a capacidade de acimulo de metais
na biomassa do solo, enfatizando os metais ndo essenciais ao metabolismo da planta, ainda esta
pouco elucidada (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Os sintomas de toxidez em plantas submetidas a elevadas doses de metais pesados vém
sendo estudados por diversos autores, sendo descritos efeitos visiveis como reducdo do
crescimento, clorose e atrofia foliar, necrose e a reducdo da absorgdo e transporte de &gua e
nutrientes (SIEDLECKA; KRUPA, 1996; BENAVIDES et al., 2005).

O cadmio é um metal pesado de densidade 8,6 g cm=, encontrado em minérios de
zinco, chumbo e cobre, estd associado a sulfitos, e ndo possui estado livre na natureza
(MALAVOLTA, 1994; SOUZA et al., 2009). Além das suas fontes naturais de contaminacéo,
originarias das atividades vulcanicas, intemperizagéo de rochas, queima de florestas e emissoes
de materiais particulados, o cadmio pode ser encontrado em niveis mais elevados, no solo e
agua de regides industriais e areas agricolas, a partir do uso intensivo de fertilizantes fosfatados
(OSKARSSON et al., 2004).
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Constituindo uma importante fonte de contaminagdo, o cadmio é utilizado na
fabricacdo de pilhas, baterias, plasticos, produtos de metalurgia e outros produtos
industrializados (AGENCY FOR TOXIC SUBSTANCES AND DISEASE REGISTRY, 2012).
Apresenta grande potencial de toxicidade nos processos bioldgicos e pode causar alteraces no
desenvolvimento de espécies vegetais, além de poder ser transferido para a cadeia trofica por
meio do efeito cumulativo nos tecidos vegetais, tornando-se a principal via de contaminacéo
em seres humanos e espécies animais (VECCHIA et al., 2005).

Segundo Chugh e Sawhney (1996), Kabata-Pendias e Pendias (2000) e Shaw et al.
(2004) um efeito observado na germinacdo das sementes submetidas a solos com altos niveis
de cadmio € a inibicdo da atividade das amilases, comprometendo a respiracdo e causando a
inibicdo do desenvolvimento do eixo embrionério e da radicula. Segundo Kurdziel et al. (2004)
e Losch (2004) o cadmio causa a oxidacdo de grupos sulfidril (SH) interligados por ligactes
dissulfeto, que em reagdo com o enxofre, provoca o rompimento das liga¢Oes dissulfeto e a
desnaturacdo de proteinas, ocasionando a reducdo da atividade enzimaética da planta.

O cédmio pode alterar as atividades das enzimas envolvidas no Ciclo de Calvin,
glicose e assimilacdo de sulfato (SHAH et al., 2001; FORNAZIER et al., 2002; CARDOSO et
al., 2002; PEREIRA et al., 2002) e interferir no processo fotossintético, atuando indiretamente
no fechamento estoméatico da planta, levando a ruptura das membranas celulares
(SCHUTZENDUBEL et al., 2001; FORNAZIER et al., 2002; ANDRADE et al., 2009).

Concomitantemente as observacdes nas alteracbes fisioldgicas, morfoldgicas e
bioquimicas em espécies vegetais sensiveis ao cadmio, também foram observados que algumas
outras espécies adquiriram importantes instrumentos de tolerancia frente aos seus efeitos
toxicos. Apesar desses dispositivos de toleréncia ainda ndo estarem totalmente esclarecidos,
Cobbett e Goldsbrough (2002) citam que a quelacéo por glutationa (GSH) ou por fitoquelatinas
(PCs) e o acumulo desses complexos em vacuolos, representa uma importante forma de
detoxificacdo em uma grande variedade de espécies vegetais. Outros mecanismos incluem a
restricdo na absorcdo de metais pesados pelo sistema radicular associado a micorrizas e a
reducdo do influxo do metal através da membrana plasmatica e efluxo ativo para o apoplasto
da planta (HALL, 2002; OLGUIN et al., 2007; KERBAUY, 2012).

A imobilizacdo do cadmio na raiz pode ser considerada a primeira barreira temporal
de defesa da planta contra o seu potencial de toxicidade (LOMBI et al., 2001). Os grupos
carboxilicos com carga negativa nos polimeros da parede celular, e os exsudatos radiculares
possuem poder quelante sobre o cadmio (NISHIZONO et al., 1989; WAGNER,1993; LEITA
et al.,1996).
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3.3 Comportamento dos FMAs em solo contaminado por metais

De acordo com Klauberg-Filho et al. (2005), o excesso de metais no solo pode causar
a inibicdo da germinacédo e do desenvolvimento inicial das hifas fungicas, podendo atrasar ou
suprimir a formacdo da micorriza, reduzir o grau de colonizagéo e inibir a germinacdo dos
esporos.

Del Val et al. (1999) enfatizam que os efeitos dos metais variam entre as diferentes
espécies de FMAs, podendo ser observado em estudos realizados por Cardoso, Navarro e
Nogueira (2002), Bartolome - Esteban e Schenck (1994) grande inibi¢do de algumas espécies
de FMAs, e baixa sensibilidade de outras, quando submetidas a doses crescentes de Manganés
(Mn) e aluminio (Al), sendo esses resultados considerados um importante fator para a selecéo
de FMAs tolerantes a determinados metais.

Para Leyval et al. (1997), existem dois aspectos a serem considerados nas interacées
entre FMASs e metais — os efeitos dos metais sobre as espécies de FMAS e seus mecanismos de
tolerancia, e os efeitos dos FMAs na disponibilidade e transferéncia de metais a planta
associada.

No que diz respeito a maior absorcao de plantas a determinados metais, Kaldorf et al.
(1999) sugerem que o efeito dos FMAs nessa absorcao, em alguns casos, é metal-especifico e
também depende das suas concentraces no solo. Espécies vegetais, assim como 0s
microrganismos encontrados na rizosfera, podem adquirir resisténcia a metais, por mecanismos
que restringem seu processo de absorcdo, ou pelos dispositivos de tolerancia a altas
concentragdes do metal (BAKER, 1987).

De acordo com Joner, Briones e Leyval (2000) as micorrizas podem atuar na protecao
das plantas em solos contaminados com metais, por meio da retengdo dessas substancias nas
suas raizes, reduzindo, assim, sua distribuicdo na parte aerea.

Os exsudados radiculares como os ions, acidos inorganicos, compostos de carbono de
baixo e alto peso molecular medeiam as interacdes das associa¢fes simbioticas de micorrizas,
rizobios e rizobactérias (BAIS et al., 2006; BADRI; VIVANCO, 2009). Em estudos realizados,
Malcové e Gryndler (2003) observaram a supresséo dos efeitos inibitorios de Cd e Mn sobre o
desenvolvimento das hifas de fungos micorrizicos, ocasionado pela liberagdo de exsudatos em
raizes de milho. Os autores atribuiram o resultado a quelacdo dos metais pelos compostos
organicos presentes nos exsudatos. Olsson et al. (1988) e Lindermann (1988) citaram que a
presenca de micorriza altera quantitativa e qualitativamente a comunidade microbiana. E, de

acordo com Scot e Palmer (1990), os polissacarideos extracelulares produzidos por
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microrganismos e raizes tém a capacidade de adsorver metais. Assim, o metal adsorvido ficaria

impossibilitado de ser absorvido pela planta.

3.4 Emprego dos FMAs na fitorremediacao de metais pesados

A fitorremediacdo € uma técnica in situ, na qual sdo utilizadas plantas e
microrganismos associados a rizosfera para degradar, imobilizar ou isolar poluentes no solo e
nas aguas subterraneas. Esse método é considerado aprazivel pelo seu baixo custo de
implantacdo e operagdo, e por ndo utilizar processos mecénicos, que causam significativa
mudanga na estrutura do solo (MARQUES, 2005).

A técnica de fitorremediacéo pode ser dividida em processos baseados na fisiologia da
planta, que conferem a capacidade de sequestro, acumulo e degradacdo dos contaminantes nos
tecidos vegetais, tais como: fitoestabilizacéo, fitovolatilizacdo, fitodegradacao, fitoestimulacao
e fitoextracdo (PILON-SMITS, 2005). E empregada para a descontaminagdo de solos com
substancias organicas ou inorganicas, como 0s metais pesados, hidrocarbonetos de petrdleo,
agrotoxicos, solventes clorados, e outros produtos potencialmente toxicos (PILON-SMITS,
2005).

Marques, Aguiar e Silva (2011) preconizam que os inumeros fatores que envolvem a
elucidacdo dos mecanismos no processo de fitorremediacao, para a expansao dessa tecnologia,
depende de pesquisas que devem aprimorar desde as etapas da escolha e implantacdo das
espécies vegetais na area, assim como 0s estudos da rota metabdlica e transformacdo do
contaminante, até a correta destinacdo da biomassa gerada.

Estudos mais recentes demonstram que o emprego de FMAs associados as plantas
tolerantes a metais pesados apresenta-se como alternativa viavel no processo de remediacédo de
solos contaminados. Essas pesquisas indicam que os FMAs em ambientes contaminados por
metais podem contribuir para a atenuagédo da toxidez, ou até mesmo reduzir a absorcao pelas
plantas, podendo abrir perspectivas para a sua utilizacdo na recuperacao de areas contaminadas,
dado aos seus mecanismos que contribuem com o estabelecimento de espécies vegetais em
ambiente desfavoravel (NOGUEIRA, 2007).

Diversos estudos indicam o potencial da fitorremediacdo de metais pesados, com o
emprego de FMAs. Carneiro, Siqueira e Moreira (2001) constataram que a associagdo de
gramineas aos FMAs aumentou a extracdo de metais e auxiliou no estabelecimento de
gramineas na regido contaminada. Hetrick et al. (1994) demonstraram a influéncia dos FMAs

na revegetacao de solos de atividade mineraria com altos teores de metais pesados. De acordo
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com os autores, as plantas micotroficas obrigatorias e as facultativas se beneficiaram da
micorrizagdo e obtiveram aumento da tolerancia ao excesso de metais. Carneiro, Siqueira e
Moreira (2001) sugerem a utilizacdo de mistura de espécies vegetais com formacdo de
micorriza, e espécies ndo micorrizadas, porém tolerantes, para a recuperacdo de areas com
excesso de metais pesados, com o intuito de imobilizar parte desses metais, e favorecer o
restabelecimento das plantas micotroficas.

O emprego dos fungos micorrizicos pode ser essencial nos trabalhos que visam a
recuperacdo de areas contaminadas por metais. Porém é imprescindivel a selecdo de endéfitos
tolerantes ao contaminante encontrado no local, dado que a protecdo da planta ao excesso de
metal, mediada pelo FMA, depende, também, da interacdo fungo-hospedeiro (GRAHAM;
EISSENSTAT, 1994; SHETTY; HETRICK; SCHWAB, 1995; DIAZ et al., 1996;
NOGUEIRA; SOARES, 2010; GARCIA et al., 2016).

Assim, estudos relacionados ao comportamento de propagulos de FMAs sdo essenciais
para o entendimento da formacdo da simbiose com plantas cultivadas em solos contaminados

por metais pesados, particularmente por Cd.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Conducéo do experimento

O experimento (Figura 1) foi instalado em 14/12/2015 e conduzido na casa de
vegetacdo, com ventilacdo forgada de ar, sob temperatura controlada de 28°C, da Universidade
Federal de Itajuba, em Itajubd (MG) sob as coordenadas 22° 25’32 de latitude Sul, 45° 27’ 10”
de longitude Oeste e altitude de 856 m.

Figura 1 - Vista do experimento apds 11 dias de semeadura. A- Plantas antes do desbaste. B-
Plantas ap0s o desbaste.

Foi empregado o delineamento inteiramente casualizado (DIC), em esquema tri-
fatorial 4 x 3 x 2, sendo o fator 1 correspondente as quatro doses de cadmio: (0, 5, 10 e 20 mg
kgt), de acordo com Cunha et al. (2008), o fator 2 as trés espécies de fungos: Rhizophagus
clarus, Gigaspora rosea, Acaulospora scrobiculata, e o fator 3 correspondente as duas
condicdes de infestacdo com FMAS, trés repeticdes por tratamento, e um tratamento controle,
contendo as quatro doses de cadmio. No entanto, na segunda condigdo foram aplicadas apenas
trés doses de cadmio (5, 10 e 20 mg kg?). Foi empregado, também, um tratamento controle,
contendo as quatro doses de cadmio, sem adicdo de FMAs e com trés repeticdes cada. No total,
0 experimento contou com 75 unidades experimentais, divididas por duas seccdes.

O esquema dos sistemas utilizados para a distribui¢do dos tratamentos pode ser visto

na figura 2.
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Figura 2 - Croqui do esquema de montagem do experimento.
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Para avaliar o deslocamento dos FMAs e formacdo de micorriza, duas condigdes ou

posicBes foram estudadas: condicdo 1 (se o fungo se move de regido ndo contaminada para

outra contaminada) e condicdo 2 (se o fungo se move de regido contaminada para outra ndo

contaminada). Essas condigdes estdo representadas pelos esquemas apresentados nas figuras 3

e 4, respectivamente.

Condicdo 1

Condic o inicial

Milho + Fungo Milho + Cd
(A) (B)

Condicio final

(A) (B)

Milho + Fungo | Milho + Cd + Fungo

Figura 3 - Deslocamento do FMA inoculado na regido ndo contaminada por cadmio
(compartimento A) para a regido contaminada (compartimento B), no sistema referente a

condicéo 1.
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Condicéo 2

Condicdo inicial

Milho Milho + Cd + Fungo
(A) (B)

Condicdo final

Milho + Fungo Milho + Cd + Fungo
(A) (B)

Figura 4 - Deslocamento do FMA inoculado na regido contaminada por cadmio
(compartimento B) para a regido ndo contaminada (compartimento A), no sistema referente a
condicéo 2.

O experimento foi realizado em sistemas constituidos por tubos de PVC de 100 mm —
4” de diametro, compostos por dois compartimentos de 15 cm cada. Entre os compartimentos

foi inserida uma tela de poliéster, com abertura de malha de 40 um, conforme recomendacao

de Cruz (1998), para permitir a movimentacdo das hifas fingicas e impedir a passagem de raizes
(Figura 5).

Figura 5 -Montagem do sistema em PVC. A- Etapas da montagem. B- Sistema finalizado
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O substrato foi composto por amostra de horizonte A de Latossolo vermelho distrofico
tipico peneirado em malha de 2mm e areia média, na proporgdo de 1:1, esterilizado em
autoclave por 1 ha 121°C. As analises das amostras do solo foram realizadas pela Universidade
Federal de Vigosa, segundo recomendacfes da Embrapa (1997) e sua composicdo fisica e

guimica encontra-se na tabela 1.

Tabela 1 - Composigdo fisica e quimica de amostra do Latossolo vermelho distréfico tipico,
utilizado na montagem do experimento

Areia Areia fina Silte Argila  Classificagdo  Tipo de pH
grossa  (kg/kg) (kg/kg) (kgrkg) textural solo H20
(karkg)
0,166 0,115 0,117 0,602 Muito 3 4,65
argilosa
P K Na Ca?* Mg?* Al H+Al
(mg/dms) (mg/dm3)  (mg/dm3)  (cmol/dm®)  (cmol/dm®)  (cmol/dm®)  (cmol/dm?)
0,6 5 7,5 0,26 0,04 1,7 7,4
SB t T \Y/ m ISNa MO
(cmol/dm®)  (cmolc/dm?®)  (cmolc/dm) (%) (%) (%) (dag/kg)
0,35 2,05 7,75 4,5 82,9 0,42 2,5
P-Rem Cu Mn Fe Zn - -
(mg/L) (mg/dm3) (mg/dm3) (mg/dm3) (mg/dm3)
10,3 1,5 0,6 21,8 1,93 - -

O substrato foi distribuido nos sistemas e receberam trés sementes de milho (Zea mays
L.) por compartimento. As sementes foram previamente desinfestadas com &lcool a 70% e
hipoclorito de sddio a 1%, de acordo com Lazarotto, Muniz e Santos (2010).

Posteriormente, foi feita a infestacdo dos substratos com porcGes de terra e propagulos
de FMAs das espécies - Rhizophagus clarus, Gigaspora rosea, Acaulospora scrobiculata,
obtidos da ESALQ/USP, para aplicacdo de cerca de 100 esporos por planta.

4.2 Determinacéo do crescimento do milho

Aos 50 dias, apds a infestacdo do substrato, separou-se a parte aérea da parte radicular
das plantas, cortando-se com tesoura o colo da planta, rente a superficie do solo, e
acondicionando em sacos de papel devidamente identificados. A massa da matéria seca da parte
aérea (MSPA) do milho foi determinada apds secagem em estufa de circulagdo de ar forcado,
a temperatura de 60°C até peso constante (Figura 6).
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Figura 6 - Acondicionamento e pesagem das amostras. A- Amostras para a pesagem apos
secagem na estufa. B- Pesagem das amostras na balanca analitica.

A massa da matéria fresca das raizes (MFR) do milho foi determinada pesando-se a

raiz, apds lavagem em agua corrente (Figura 7).

. Figura 7 - Determinacdo da massa da materia fresca da raiz. A e B- Diferenca visual no
desenvolvimento das raizes. C- Pesagem da raiz na balanca analitica.

4.3 Determinacgao dos atributos microbioldgicos
4.3.1 Avaliacéo da intensidade (ICR) e da porcentagem de colonizacéo radicular (PCR)

Ap0s a pesagem da massa da matéria fresca das raizes, essas foram acondicionadas em
frascos com A&lcool 70% identificados e armazenados a temperatura ambiente. Para a
determinacéo da intensidade de colonizagéo radicular dos FMAs utilizaram-se metodologias de
coloracgéo descritas em Phillips e Haymann (1970) e Bethlenfalvay et al. (1981). Para isso, as
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raizes foram acondicionadas em cassetes plasticos, aquecidas em solu¢do de KOH 10% a 90°C
em banho-maria por quarenta minutos, lavadas em agua corrente, acidificadas em HCI 1% e
coloridas em solucdo de azul de tripano 0,05%, acido cloridrico 0,5%, glicerina e agua destilada
(PHILLIPS; HAYMANN, 1970) (Figura 8).

e

Figura 8 - Procedimento de coloragdo das raizes. A e B-Acondicionamento das raizes em
cassetes. C- Aquecimento em solucéo de KOH 10% a 90°C em banho-maria. D- Coloracdo em
solucéo de azul de tripano 0,05%, acido cloridrico 0,5%, glicerina e 4gua destilada.

A intensidade de colonizagdo dos FMAs foi obtida pela observacdo de 10 segmentos
de raizes dispostos em lamina de microscopia, atribuindo-se notas de 0 a 100% de acordo com
a colonizacdo da area radicular pelas hifas fangicas (BETHLENFALVAY et al., 1981) (Figura
9).

Figura 9 - Andlise da intensidade de colonizagdo radicular. A- Preparacdo da lamina de
microscopia com 10 segmentos de raizes. B e C- Imagens do microscopio dptico: hifas fingicas
colonizando a raiz da planta.
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ApoGs a coloragdo das raizes (PHILLIPS; HAYMANN, 1970), foi determinada a
porcentagem de coloniza¢do radicular por meio da contagem dos segmentos de raizes
colonizadas e ndo colonizadas dispostas em placa quadriculada em microscopio estereoscopico

de acordo com Giovanetti e Mosse (1980) (Figura 10).

Figura 10 -Analise da porcentagem de colonizacédo radicular. A- Raizes dispostas em placa
quadriculada. B- Visualizacdo no microscopio estereoscopico.

4.3.2 Determinacao do comprimento de miceélio extrarradicular total (CMET)

A determinacdo do comprimento extrarradicular total de FMAs no substrato foi
realizada de acordo com o0 método descrito por Melloni e Cardoso (1999). O processo consistiu
na extracdo do micélio da amostra contendo 10 gramas de solo adicionada a 1500 mL de agua
de torneira, por peneiramento em malhas de 0,50 e 0,25 mm, seguido de agitagdo em
liquidificador por 30 segundos em velocidade minima (Figura 12). Apo6s dois minutos de
repouso da amostra no copo do liquidificador, foi retirada uma aliquota de 500 mL e passada
em peneira de malha de 0,045 mm, coletados 11 mL da agua de lavagem da peneira e
adicionadas 5 mL dessa suspensdo em membrana de triacetato de celulose quadriculada,
seguida de filtracdo a vacuo e transferéncia para placa de vidro e visualizagdo em microscopio
Optico (Figura 11).
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Figura 11 -Etapas do processo de extra¢do do micélio. A- Amostras de solo para pesagem. B-
Pesagem de 10 g de amostra de solo. C— Adicdo de 1500 mL de &gua da torneira. D- Agitacao
da amostra. E — Agitacdo no liquidificador. F — Peneiramento em malhas de 0,50 mm e 0,25
mm.

Figura 12- Etapas do processo de extracdo do micélio e observacdo no microscopio éptico. A-
Retirada de 500 mL da amostra. B- Peneiramento em malha de 0,045 mm. C- Lavagem da
malha — D- Coleta de 11 mL da suspensao. E- Adicdo de 5 mL da suspensdo na membrana de
triacetato de celulose quadriculada. F- Membrana de triacetato de celulose quadriculada
delimitada.G — Visualizacdo no microscopio 6ptico. H- Imagem do microscépio Optico:
segmentos de hifas fungicas.
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O namero de esporos de FMAS nas amostras do substrato foi determinada seguindo-
se a metodologia proposta por Gerdemann e Nicholson (1963).

Para a extracdo dos esporos, amostras de 50 mL de solo foram lavadas por trés vezes
em agua corrente e a suspensao de terra e esporos foram peneiradas em malhas de 0,71 e
0,053mm. O conteudo retido na dltima peneira foi coletado em tubo, adicionado agua e
centrifugado a 3000 rpm por 3 min. O sobrenadante foi descartado e em seguida, foi adicionada
uma solucéo de sacarose a 50 % ao conteudo retido no fundo do tubo e centrifugado a 200 rpm
por 2 min. Posteriormente, o sobrenadante foi peneirado em malha de 0,045 mm, e o que ficou
retido foi coletado para a contagem do nimero total de esporos em placa plastica circuncéntrica
(9 circunferéncias com leve depressdo em relacdo a superficie da placa) em microscopio

estereoscopico com auxilio de contador manual (Figuras 13 e 14).

Figura 13 - Etapas do processo de extracdo dos esporos. A- Adi¢do da amostra de solo ao
béquer. B- Lavagem da amostra em agua corrente. C- Agitacdo da amostra — D- Peneiramento
em malhas de 0,71 e 0,053. E- Coleta do conteudo retido na Gltima peneira. F- Tubos dispostos
na centrifuga.G — Adicdo da sacarose 50 % ao conteudo retido no tubo. H- Peneiramento do
sobrenadante em malha 0,045 mm.



30

Figura 14 - Contagem do nimero de esporos. A e B- Visualizacdo no microscépio
estereoscopico.

4.4 Analises estatisticas

Os dados obtidos de todos os atributos analisados (porcentagem de colonizacéo,
intensidade de coloniza¢do, CMET, nimero de esporos, MSPA e MFR) foram submetidos ao
teste de normalidade por Shapiro-Wilk a 95% de significancia e a analise de variancia
(ANOVA), utilizando-se osoftware SISVAR, versdo 5.3 (FERREIRA, 2011), para avaliacdo
das fontes de variacdo — cadmio, FMA e posicdo. Posteriormente, as médias foram comparadas
pelo teste de Tukey a 5% e realizadas analises de regressdo envolvendo o comportamento de
FMAs em funcgéo das doses de Cd, pelo mesmo software. Para avaliar a interagéo entre todos
0s atributos, na regido contaminada por Cd, realizou-se anélise de correlagdo de Pearson, pelo
Excel®, sendo os valores considerados significativos de acordo com em Triola (2010).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados estédo sendo apresentados em trés subsecOes: item 5.1 para analisar o
deslocamento de FMAs da regido ndo contaminada para a regido contaminada por Cd, item 5.2
para analisar o deslocamento de FMASs da regido contaminada por Cd para a ndo contaminada
e item 5.3 para analisar o crescimento do milho micorrizado e ndo micorrizado na regido

contaminada por Cd.

5.1 Deslocamento de micélio e formacao de micorriza em solo contaminado por Cd

Na primeira condigdo, 0 FMA se deslocou da regido ndo contaminada para a regido
contaminada por Cd, conforme esquema mostrado na figura 3.

Para comprovar o deslocamento e formacédo de micorriza em solos contaminados por
Cd, foram utilizados diversos atributos. Os dados da porcentagem e intensidade de colonizacao
radicular, comprimento do micélio extrarradicular total e nimero de esporos comparados entre
as especies Acaulospora scrobiculata, Rhizophagus clarus e Gigaspora rosea que se
deslocaram para as regifes contaminadas por cadmio (compartimentos B) encontram-se na

figura 15.
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Figura 15- Atributos microbiol6gicos relacionados ao deslocamento das espécies Acaulospora
scrobiculata, Rhizophagus clarus e Gigaspora rosea, para a regido contaminada por Cd
(compartimento B) nos sistemas referentes a condicdo 1. A — Porcentagem de colonizacdo. B
- Intensidade de colonizacdo. C — Comprimento do micélio extrarradicular. D — NUmero de
esporos. Médias com letras iguais na mesma dose ndo diferem estatisticamente entre si, por
Tukey a 5% de significancia

Para a porcentagem de colonizacdo (Figura 15A) observou-se 0 mesmo
comportamento entre as espécies Acaulospora scrobiculata, Rhizophagus clarus e Gigaspora
rosea, nas doses 0, 10, 20 mg kg*, observando-se, porém, que na dose 5 mg kg, a Acaulospora
scrobiculata apresentou maior porcentagem de colonizacdo em relacdo as outras especies.
Quanto & intensidade de colonizagdo (Figura 15B), observa-se que, na dose 20 mg kg, todas

as espécies apresentaram reducdo do indice. No entanto, na dose 0 mg kg, a Acaulospora



33

scrobiculata apresentou melhor capacidade de colonizacdo que a espécie Rhizophagus clarus.
Na dose5 mg kg?, somente a Acaulospora scrobiculata divergiu das outras espécies,
apresentando menor intensidade de colonizagdo, e na dose 10 mg kg as espécies Acaulospora
scrobiculata e Rhizophagus clarus apresentaram o0 mesmo comportamento, com maior indice
de colonizacgéo.

Apesar da reduzida taxa de colonizacdo do hospedeiro (em torno de 25 % de raizes
colonizadas com até 3 % de intensidade), por meio desses resultados (Figuras 15A e 15B) pode-
se verificar que todas as espécies apresentaram capacidade de formacdo de micorriza, mesmo
em solos contaminados por até 20 mg kg de Cd. Salienta-se que o tempo de conducgdo do
experimento foi de 50 dias, o que poderia explicar a baixa colonizagdo, conforme também
observado previamente por Del Ducca et al. (2015), ao estudarem o efeito das diferentes doses
de Cd na formacéo de micorriza em milhos transgénico e ndo transgénico.

No comprimento de micélio extrarradicular (Figura 15C), Gigaspora rosea promoveu
maior formagc&o em relacéo as outras espécies na dose 0 mg kg™. Na dose 5 mg kg™ as espécies
Acaulospora scrobiculata e Gigaspora rosea obtiveram comportamento diferente,
apresentando menor e maior comprimento, respectivamente. Na dose 10 mg kg, Rhizophagus
clarus promoveu maior comprimento de micélio e na dose mais elevada (20 mg kg™), a espécie
Acaulospora scrobiculata produziu o maior comprimento de micélio em relacdo as outras
espécies.

Dessa forma, o crescimento de micélio extrarradicular em solos contaminados por Cd
€ muito importante, visto ser essa estrutura a responsavel pela ocupacéo do solo e formacéo de
estruturas reprodutivas, como esporos e colonizagdo de hospedeiros. Segundo Moreira e
Siqueira (2006), Cardoso et al. (2010) e Valadares, Mescolotti e Cardoso (2016), o micélio
extrarradicular, garante 0 aumento da absorcao de nutrientes pelas raizes das plantas, conferindo
alteracOes fisioldgicas nas raizes e modificagBes fisicas, quimicas e microbioldgicas na
rizosfera.

Quanto ao numero de esporos formados na regido contaminada por Cd (Figura 15D),
todas as espécies apresentaram o mesmo comportamento nas doses 10 mg kg e 20 mg kg™,
com menor densidade nessa ultima dose. Na dose 0 mg kg™, a Acaulospora scrobiculata
promoveu menor producdo de esporos em relagdo as outras espécies e na dose 5 mg kg?,
Rhizophagus clarus se destacou com a maior producao.

Observa-se, também, que na dose 20 mg kg™ de Cd, todas as espécies apresentaram
baixos valores de esporulagdo, demonstrando o efeito negativo do Cd na producdo de esporos

em doses mais elevadas. Apesar dos efeitos do excesso de metais sobre os FMAs ainda néo
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estarem elucidados, Klauberg-Filho et al. (2005), Amir et al. (2013) e Yang et al. (2015),
sugerem que altas concentracdes de metais no solo podem reduzir o crescimento micelial, o
grau de colonizacéo e a esporulacdo dos FMAS, pois sua toxicidade pode causar a inibicao da
germinacdo e do desenvolvimento inicial das hifas fangicas, atrasando ou suprimindo a
formag&o da micorriza e comprometendo a germinacgao dos esporos.

No entanto, esse resultado comprova a capacidade das espécies de FMAs utilizadas
(Acaulospora scrobiculata, Rhizophagus clarus e Gigaspora rosea) em se deslocar mesmo em
solos contaminados, sem comprometimento de sua capacidade de formacao de micorriza em
hospedeiros cultivados nesses ambientes. Essa habilidade pode ser considerada fundamental ao
sucesso de programas de recuperacdo de areas contaminadas por Cd, utilizando
micorremediacdo como estratégia. Esse resultado corrobora outros propostos por Nogueira
(2007), Nogueira e Soares (2010), Soares e Carneiro (2010) e Garcia et al. (2016), os quais
indicaram a utilizacdo de FMAs em solos degradados e contaminados por metais.

Os dados do comportamento das espécies Acaulospora scrobiculata, Rhizophagus
clarus e Gigaspora rosea deslocadas para a regido contaminada por Cd (compartimento B) na

condicéo 1, em relagéo as doses de Cd (0, 5, 10, 20 mg kg™t), encontram-se na figura 16.
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Figura 16 - Comportamento das espécies Acaulospora scrobiculata, Rhizophagusclarus e
Gigaspora rosea deslocadas para a regido contaminada por Cd (compartimento B) na condigéo
1, em relacdo as doses de Cd. A — Porcentagem de colonizacdo. B - Intensidade de
colonizagdo. C — Comprimento do micélio extrarradicular. D — NUmero de esporos. * = p <
0,05; ** =p <0,01

As espécies de FMAs deslocadas para a regido contaminada por Cd apresentaram
comportamento diferenciado em relacdo ao aumento das doses de Cd, como podem ser
observados nos atributos descritos a seguir.

Para porcentagem de colonizacdo radicular (Figura 16A) apenas a espécie
Acaulospora scrobiculata apresentou comportamento significativo em regressédo linear,

mostrando que, com o aumento das doses de Cd, houve uma diminui¢do mais intensa da
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porcentagem de colonizacdo, demonstrando maior sensibilidade dessa espécie em elevadas
doses do contaminante. Para as demais espécies a porcentagem de colonizagdo foi reduzida até
a dose 10 mg kg %, com incremento a partir dessa dose.

Todas as espécies apresentaram comportamento quadratico para a intensidade de
colonizagdo (Figura 16B), porém, contrariamente as outras espécies, onde se observou reducao
ao longo das doses de Cd, a Rhizophagus clarus apresentou aumento da colonizacéo até a dose
10 mg kg "* com reduc&o na dose 20 mg kg .

A Acaulospora scrobiculata apresentou comportamento positivo e significativo para
regressdo linear quanto ao comprimento de micélio extrarradicular (Figura 16C), evidenciando-
se 0 aumento dos valores com a elevacdo das doses de Cd. O comprimento do micélio
extrarradicular total da espécie Rhizophagus clarus demonstrou um aumento proporcional a
elevacéo das doses de Cd, até 10 mg kg 2, com queda a partir dessa dose.A Gigaspora rosea
apresentou maior sensibilidade ao aumento das doses de Cd, com queda acentuada até a dose
10 mg kg L.

Quanto ao numero de esporos (Figura 16D), todas as espécies exibiram
comportamento quadratico, com aumento do valor até a dose 10 mg kg 2, e reducéo em seguida.
E evidente a reducéo da esporulagio na dltima dose (20 mg kg™), independentemente da espécie
fangica. Tal resultado mostra a sensibilidade dessas espécies na producdo de esporos e
compromete a estratégia de sobrevivéncia quando em ambientes contaminados por Cd.

Klauberg-Filho, Siqueira e Moreira (2002) concluiram, em estudo com solos
contaminados, que os FMASs e sua simbiose ocorrem de forma generalizada até mesmo em solo
com elevada concentracdo de Zn, Cd, Cu e Pd, porém os metais pesados podem exercer efeitos
diferentes sobre os FMAs de acordo com o grau de poluicdo, reduzindo a diversidade e
aumentando a dominancia de espécies mais adaptadas. Sendo assim, Nogueira e Soares (2010)
e Garcia et al. (2016) preconizaram que, para garantir o sucesso da reabilitacdo de solos
contaminados por metais, utilizando FMAs, deve-se providenciar isolados fangicos adaptados
as condicgdes excessivas do contaminante, a planta hospedeira e as condi¢6es edafoclimaticas.
Para isso, 0s mesmos citam a importancia de estudos para a compreensdo dos mecanismos de
retencdo e compartimentalizacdo desses elementos contaminantes em raizes micorrizadas e
hifas fngicas.

No geral, nota-se que a maior porcentagem e intensidade de colonizagédo (Figuras 16
A, B) foi da Acaulospora scrobiculata na dose 5 mg kg ‘e 0 mg kg 1, respectivamente. Para o
comprimento do micélio extrarradicular total (Figura 16C), verifica-se maior produgdo por

Acaulospora scrobiculata na dose 20 mg kg %, o que demonstra sua tolerancia em doses mais
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elevadas. J& o numero de esporos (Figura 16D) foi maior para Rhizophagus clarus na dose 5
mg kg . Dessa forma, percebe-se que nenhuma espécie flingica se destacou e apresentou
tolerancia nas doses 10 mg kg ** e 20 mg kg , demonstrando uma perda da capacidade de
formacéo de propagulos e colonizacdo micorrizica do milho nessas doses. No entanto, apesar
do comprometimento na formagdo de estruturas importantes como essas, em ambientes
contaminados por Cd, mesmo em doses acima de 10 mg kg, as espécies flingicas estudadas
mantiveram a capacidade de produzi-las e de colonizarem os hospedeiros.

Lins et al. (2006), Silva et al. (2006), Colodete, Dobbs e Ramos (2014) enfatizaram
que os FMAs inoculados em solos contaminados por metais podem atuar no reestabelecimento
de plantas fitoestabilizadoras e, ainda, de acordo com Nogueira e Soares (2010), o grande
potencial do FMA em programas de fitorremediacao se da pelo auxilio ao estabelecimento da
planta hospedeira em ambiente degradado, por meio do seu papel nutricional e por sua atuacéo

como agente tamponante, a qual reduziria a absorcdo do metal pela planta.

5.2 Deslocamento de micélio e formacado de micorriza em solo ndo contaminado

Na segunda condicdo, 0 FMA se deslocou da regido contaminada por Cd para a regido
ndo contaminada, conforme esquema mostrado na figura 4.

Diversos atributos foram utilizados para comprovar esse deslocamento e a formacao
de micorriza no hospedeiro. Os resultados da porcentagem e intensidade de colonizagao
radicular, comprimento do micélio extrarradicular total e nUmero de esporos comparados entre
as espécies Acaulospora scrobiculata, Rhizophagus claruse Gigaspora rosea deslocadas para

as regides ndo contaminadas (compartimentos A), na condicdo 2, encontram-se na figura 17.
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Figura 17 - Atributos microbioldgicos relacionados ao deslocamento das espécies Acaulospora
scrobiculata, Rhizophagus clarus e Gigaspora rosea, para a regido ndo contaminada
(compartimento A) na condi¢do 2. A — Porcentagem de coloniza¢do. B - Intensidade de
colonizagdo. C — Comprimento do micélio extrarradicular. D — NUmero de esporos. Médias
com letras iguais na mesma dose ndo diferem estatisticamente entre si, por Tukey a 5% de
significancia.

Os dados de porcentagem de colonizagédo radicular (Figura 17A) apresentaram-se
semelhantes na dose 0 mg kg™ para todas as espécies. Observou-se maior colonizagéo do milho
pela espécie Acaulospora scrobiculata em relacdo a Rhizophagus clarus e Gigaspora rosea na
dose 5 mg kg*. Na dose 10 mg kg, a colonizacio foi maior pela espécie Rhizophagus clarus,
e na dose 20 mg kg, Rhizophagus claruse Gigaspora rosea proporcionaram menor

colonizacao em relacdo a espécie Acaulospora scrobiculata.
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Para a intensidade de colonizagdo (Figura 17B), Acaulospora scrobiculata
proporcionou maior colonizagio em relagio a Rhizophagus clarus na dose 0 mg kg e menor
colonizagéo de Rhizophagus clarus comparada a espécie Gigaspora rosea, na dose 5 mg kg™.
Nas doses 10 mg kg™ e20 mg kg?, houve diferenca de comportamento entre as espécies
Acaulospora scrobiculata e Gigaspora rosea, apresentando maior valor para Acaulospora
scrobiculata na primeira dose e menor valor na segunda.

Dessa forma, novamente, apesar das taxas de colonizacdo serem baixas, em torno de
20 % de raizes colonizadas com até 3 % de intensidade, pode-se verificar que os FMAS se
deslocaram da regido contaminada por Cd e se dirigiram para a regido ndo contaminada
(posicédo 2), onde promoveram a formacdo de micorriza no milho. Esse resultado comprova,
novamente, a habilidade dessas espécies em se propagar por solos contaminados por Cd e
colonizar hospedeiros que se encontram em solos ndo contaminados limitrofes. Essa capacidade
fangica de formar micorriza se deve a extensdo de hifas desenvolvidas, conforme comprovado
pelos dados a seguir.

Para o atributo comprimento de micélio extrarradicular total (Figura 17C), a espécie
Gigaspora rosea apresentou maior valor na dose 0 mg kg. Na dose 5 mg kg a Acaulospora
scrobiculata promoveu menor formagéo e nas doses 10 mg kg™ e 20 mg kg* a Acaulospora
scrobiculata e Gigaspora rosea demostraram valores maiores em relacdo aquele promovido
por Rhizophagus clarus. Os valores estiveram na ordem de 3 m g de solo, proximos aos
encontrados em estudo de Del Ducca (2014), com a espécie Scutellospora heterogama
associada a milho transgénico cultivado em solo contaminado por cadmio, nas doses de 0, 28,
50, 71,25, 142,50 e 285,00 mg Cd kg™

Para o nimero de esporos (Figura 17D), na dose 10 mg kg™, todas as espécies
apresentaram o mesmo comportamento. Na dose 0 mg kg?, Acaulospora scrobiculata
apresentou valores menores que os das demais espécies. Na dose 5 mg kg'Gigaspora rosea
apresentou a maior formacio de esporos, e na dose20 mg kg™ a espécie Rhizophagus clarus
apresentou maior numero de esporos em relacdo as demais. Klauberg-Filho, Siqueira e Moreira
(2002) j& haviam demonstrado, em estudo sobre a ocorréncia e a diversidade de FMAs em solos
contaminados porZn, Cd, Cu e Pb, que as espécies Acaulospora mellea e Rhizophagus clarus
dominaram a populacdo de esporos encontrada, indicando o maior potencial de tolerancia
dessas espécies ao excesso de metais pesados. O maior potencial de adaptacdo do Rhizophagus
clarus em area contaminada também pode ser comprovado, segundo Cabral et al. (2010), diante

da maior capacidade de retencdo de Cu, Cd e Pb em seu micélio fangico.
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Os dados do comportamento das espéecies Acaulospora scrobiculata, Rhizophagus
clarus e Gigaspora rosea deslocadas para a regido ndo contaminada (compartimento A) nos
sistemas referentes a condicdo 2, em relacéo as doses de Cd (0, 5, 10, 20 mg kg™) encontram-
se na figura 18.

Novamente, assim como observado na situacdo anterior, as espécies fungicas
deslocadas para a regido ndo contaminada demonstraram comportamentos diferentes em
relacdo ao aumento das doses de Cd, conforme podem ser observados por meio dos atributos
microbioldgicos estudados. Os valores da porcentagem de colonizacdo radicular do milho
(Figura 18A) proporcionado pela Acaulospora scrobiculata apresentaram decréscimo até a
dose 10 mg kg * e, a partir dai, aumentaram de acordo com o aumento das doses, contrariando
o resultado observado na figura 16A, onde houve diminuic¢do da porcentagem de colonizagédo
de acordo com o aumento das doses, demonstrando sensibilidade dessa espécie em doses
elevadas de Cd. As espécies Rhizophagus clarus e Gigaspora rosea desenvolveram
comportamento semelhante entre si, com reducdo dos valores ao longo das doses de Cd.

As espécies Acaulospora scrobiculata e Rhizophagus clarus promoveram aumento da
intensidade de colonizagéo (Figura 18B) até a dose 10 mg kg , com reduc&o em seguida, sendo
mais evidente para a primeira espécie. O comportamento da G. rosea ao longo das doses de Cd
nédo pode ser descrito por meio de equacdo significativa.

O comprimento de micélio extrarradicular (Figura 18C) desenvolvido pela espécie
Acaulospora scrobiculata pode ser descrito por regressao linear, com aumento dos valores ao
longo das doses de Cd, demonstrando maior tolerancia dessa espécie em doses mais elevadas.
Comportamento diferente foi observado para as demais espécies, que demonstraram efeito
quadratico significativo, com maior sensibilidade da Gigaspora rosea em relacdo a

Rhizophagus clarus.
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Figura 18 - Comportamento das espécies Acaulospora scrobiculata, Rhizophagus clarus e
Gigaspora rosea deslocadas para a regido ndo contaminada (compartimentos A) nos sistemas
referentes a condicdo 2, em relagdo as doses de Cd. A — Porcentagem de colonizagdo. B -
Intensidade de colonizagdo. C — Comprimento do micélio extrarradicular. D — Numero de
esporos. * = p< 0,05; ** = p< 0,01; ns = ndo significativo.

A Acaulospora scrobiculata apresentou comportamento de regressao linear positiva e
significativa para o nimero de esporos (Figura 18D), demostrando elevacdo dos valores ao
longo das doses de Cd. A especie Rhizophagus clarus apresentou maior producgéo de esporos
ao longo das doses, comportamento contrario ao observado para Gigaspora rosea, a qual

apresentou reducdo do numero de esporos na ultima dose.
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Em experimentos conduzidos em areas de mineracdo de zinco em Trés Marias-MG,
Klauberg-Filho, Siqueira e Moreira (2002) demonstraram que a densidade e a riqueza das espécies
diminuiram de acordo com o aumento das concentracfes de metais no solo, suprimindo as mais
sensiveis e favorecendo as mais tolerantes aquela condi¢do. Para esse trabalho especifico, houve
dominéncia das espécies R. clarus e A. mellea perante as outras dezenove espécies dos

génerosAcaulospora, Scutellospora, Glomus, Gigaspora e Entrophospora.

5.3 Crescimento do milho micorrizado e ndo micorrizado em solo contaminado por
cadmio

Os dados da matéria seca da parte aérea e da matéria fresca da raiz das plantas
micorrizadas e ndo micorrizadas nas regides contaminadas por Cd encontram-se nas figuras19
e 20.
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Figura 19 - Crescimento do milho micorrizado com as espécies Acaulospora scrobiculata,
Rhizophagus clarus e Gigaspora rosea e ndo micorrizado na regido contaminada por Cd. A —
Matéria seca da parte aérea. B — Matéria Fresca da raiz. Médias com letras iguais na mesma
dose ndo diferem estatisticamente entre si, por Tukey a 5% de significancia.
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Figura 20 - Comportamento das plantas micorrizadas com as espécies Acaulospora
scrobiculata, Rhizophagus clarus e Gigaspora rosea,e ndo micorrizadas, em relacdo as doses
de Cd. A — Matéria seca da parte aérea. B — Matéria Fresca da raiz. * = p< 0,05; ** = p< 0,01;
ns = ndo significativo.

Para a producdo de matéria seca da parte area (Figura 19A), observou-se que, na dose
controle (0 mg kg?) as plantas micorrizadas com as espécies Acaulospora scrobiculata e
Gigaspora rosea apresentaram menor crescimento em relacdo a planta associada a Rhizophagus
clarus e a planta ndo colonizada (controle), notando-se, na regido nao contaminada por Cd, que
ndo houve efeito positivo da associacdo micorrizica para a producdo de matéria seca. Na dose
5 mg kg, hdo houve efeito de FMAs. No entanto, nas doses 10 e 20 mg kg™, a producéo de
matéria seca foi maior na planta ndo micorrizada do que nas plantas associadas aos FMAS,
percebendo-se, porém, que nas doses mais elevadas de Cd, tanto as plantas sem associacdo
micorrizica quanto as plantas colonizadas, apresentaram sintomas de toxidez. Esse resultado
mostra que ndo houve efeito benéfico/protetor da associacdo micorrizica diante das doses mais
altas do contaminante, possivelmente em virtude do tempo de condugdo do experimento (50
dias) e baixas taxas de colonizagéo micorrizica (Figuras 15A e 15B). De acordo com Benavides
et al. (2005) e Vollenweider et al. (2005), a reducédo do crescimento e desenvolvimento vegetal
causada pelo Cd é devido a inibicdo de processos fisiologicos essenciais, como a fotossintese e
a respiracdo. Nogueira e Soares (2010) citam que, além do efeito direto sobre a planta
hospedeira, 0 contaminante também pode afetar negativamente a simbiose micorrizica. O
comportamento da producdo de matéria seca da parte aérea das plantas micorrizadas com as
especies Acaulospora scrobiculata, Rhizophagus clarus e Gigaspora rosea e a planta ndo

micorrizada, em relacdo as doses de Cd, esta apresentado na Figura 20A. Nota-se que houve
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diminuicdo acentuada da matéria seca da parte aérea das plantas colonizadas com todas as
espécies e, também, da planta ndo colonizada, na dose mais elevada (20 mg kg™). A planta
colonizada com Rhizophagus clarus apresentou producdo de matéria seca expressa por
regressao linear significativa com reducéao do valor ao longo das doses. Nas plantas colonizadas
com as outras espécies e, também, a planta ndo micorrizada, observou-se aumento da matéria
seca da parte aérea nas primeiras doses e reducdo nas doses mais elevadas.

Quanto a matéria fresca da raiz (Figura 19B), observou-se que houve diferenca entre
as plantas associadas aos FMAs e as plantas ndo colonizadas (controle), observando-se,
também, que em todas as regides contaminadas houvemenor producdo de matéria fresca da raiz
no milho ndo micorrizado, comparado ao milho colonizado com alguma das espécies utilizadas.

Nota-se que na dose 0 mg kg, ou seja, onde ndo ha interferéncia do contaminante, as
plantas micorrizadas com todas as espécies apresentaram menor producdo de matéria fresca da
raiz em relagéo a planta ndo colonizada. Porém, na dose mais elevada (20 mg kg™), observou-
se maior producdo de matéria fresca na planta colonizada com Rhizophagus clarus, comparada
as outras espeécies e, inclusive, com a planta ndo colonizada (controle), demostrando que a
espécie Rhizophagus clarus, pode ter contribuido para a maior producéo de raizes na planta
hospedeira.

Observa-se, na producao de matéria fresca da raiz (Figura 20B) que houve diferenca
de comportamento nesse atributo ao longo das doses para as plantas micorrizadas com todas as
espécies e para a planta ndo colonizada. Contrariamente ao que ocorreu para a producdo de
matéria seca da parte aérea, a planta colonizada com Rhizophagus clarus apresentou
comportamento expresso por regressdo linear significativa, com aumento da matéria fresca da
raiz ao longo das doses. A planta colonizada com a espécie Gigaspora rosea proporcionou
aumento da matéria fresca da raiz nas primeiras doses e diminui¢do nas doses mais elevadas. O
comportamento para a planta ndao colonizada também foi demonstrado por regressao quadratica,
porém com reducdo na dose 5 mg kg? e aumento nas ultimas doses. J4 0 comportamento da
Acaulospora scrobiculata ao longo das doses de Cd ndo pode ser descrito por meio de equagéo
significativa.

Os resultados da andlise de correlacdo de Pearson entre os dados, na regido
contaminada por Cd, encontram-se nas tabelas 2, 3 e 4, para 0s FMAs Acaulospora

scrobiculata, Rhizophagus clarus, Gigaspora rosea, respectivamente.
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Tabela 2 - Matriz de correlacdo de Pearson para a planta colonizada com Acaulospora
scrobiculata na regido contaminada por Cd

Planta com Acaulospora scrobiculata

MFPA MFR PCR ICR CMET NE

MSPA - -0,33 0,42 -0,36 -0,48 0,74

MFR - - -0,62 0,79 -0,41 -0,40

PCR - - - -0,22 -0,22 0,18

ICR - - - - -0,56 -0,69

CMET - - - - - -0,10
NE - - - - - -

MSPA — Matéria seca da parte aérea; MFR — matéria fresca da raiz; PCR — porcentagem de colonizagao radicular;
ICR — intensidade de colonizagdo radicular; CMET — Comprimento do micélio extrarradicular total; NE — Nimero
de esporos.

Nota: Valores menores que - 0,576 e maiores que 0,576 mostram correlacGes negativas e positivas significativas
a 5% (TRIOLA, 2010).

Tabela 3 -Matriz de correlacdo de Pearson para a planta colonizada com Rhizophagus clarus
na regido contaminada por Cd.

Planta comRhizophagus clarus

MFPA MFR PCR ICR CMET NE
MSPA - -0,52 0,49 0,07 -0,06 0,40
MFR - - -0,89 0,46 0,70 0,32
PCR - - - -0,47 -0,77 -0,44

ICR - - - - 0,46 0,37

CMET - - - - - 0,85

NE - - - - - -

MSPA — Matéria seca da parte aérea; MFR — matéria fresca da raiz; PCR — porcentagem de colonizagao radicular;
ICR - intensidade de colonizagao radicular; CMET — Comprimento do micélio extrarradicular total; NE — NUmero
de esporos.

Nota: Valores menores que - 0,576 e maiores que 0,576 mostram correlacGes negativas e positivas significativas
a 5% (TRIOLA, 2010).
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Tabela 4 -Matriz de correlacdo de Pearson para a planta colonizada com Gigaspora rosea na
regido contaminada por Cd.

Planta comGigaspora rosea

MFPA MFR PCR ICR CMET NE

MSPA - 0,77 -0,14 0,27 0,22 0,26

MFR - - -0,24 0,32 0,31 0,09

PCR - - - 0,65 0,71 -0,46

ICR - - - - 0,83 -0,58

CMET - - - - - -0,72
NE - - - - - -

MSPA — Matéria seca da parte aérea; MFR — matéria fresca da raiz; PCR — porcentagem de colonizacdo radicular;
ICR — intensidade de colonizagdo radicular; CMET — Comprimento do micélio extrarradicular total; NE — Numero
de esporos.

Nota: Valores menores que - 0,576 e maiores que 0,576 mostram correlagdes negativas e positivas significativas

a 5% (TRIOLA, 2010).

N&o houve correlacdo significativa entre producdo de matéria seca da parte aérea do
milho e a colonizagdo micorrizica para nenhuma espécie fungica estudada. Esse resultado
mostra que o efeito no crescimento ndo esteve relacionado com a formacéo de micorriza e seus
beneficios, provavelmente em funcdo do tempo de conducdo do experimento (50 dias). No
entanto, houve correlagéo significativa negativa entre porcentagem de colonizacédo (PCR) e a
formacdo de raizes, ou seja, todas as espécies de FMAs estudadas promoveram reducdo das
raizes. Carneiro et al. (2001), Cunha et al. (2008), Silva et al. (2006), Soares et al. (2007) e Garg
e Aggarwal (2011) observaram reducdo na producéo de raizes de espécies hospedeiras de FMAs
ao longo do aumento das doses de Cd, comparados as plantas ndo colonizadas, poréem, Del
Ducca (2015) relata, em seu trabalho com milhos transgénico e ndo transgénico em solos
contaminados com Cd, o baixo efeito do Cd na producdo de raizes de milho ndo transgénico
colonizado com as espécies Rhizophagus clarus, Acaulospora scrobiculata, Scutellospora
heterogama e milho ndo colonizado. Segundo Christie, Li e Chen (2004), apesar dos diversos
estudos que comprovam a protecdo dos FMAs as plantas hospedeiras, os resultados
encontrados, ainda se apresentam divergentes e 0os mecanismos induzidos pelos fungos néo
estdo totalmente elucidados. De acordo com Nogueira e Soares (2010), ha ainda, muitos
levantamentos a serem realizados, sobretudo no que diz respeito aos mecanismos de expressao

e supressao de genes de fungos micorizicos e hospedeiros em condicdes de excesso de metais.
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De acordo com os valores dos coeficientes de correlacdo de Pearson para todas as
variaveis estudadas, na regido contaminada com Cd, nota-se que somente a planta colonizada
com a espécie Gigaspora rosea (Tabela 4) apresentou correlacdo positiva significativa entre
producdo de raizes e crescimento da parte aérea, a qual também apresentou correlacdo positiva
entre porcentagem de colonizagdo e intensidade de colonizacdo, entre porcentagem de
colonizagdo e comprimento do micélio extrarradicular total, entre intensidade de colonizacéo e
comprimento do micélio extrarradicular total.

Quanto as demais variaveis, as significancias das correlacdes foram diversas para todas
as espécies de FMAs, ora com correlagdes negativas apresentadas entre CMET e NE para A.
scrobiculata e G. rosea (Tabelas 2 e 4, respectivamente), e ora positivas para R. clarus (Tabela
3). Entre PCR e CMET, verifica-se também resultado variado entre as espécies, com correlacdo
positiva para G. rosea (Tabela 4) e negativa para R. clarus (Tabela 3). Dessa forma, houve
efeito diferenciado da formacdo de propagulos pelas espécies de FMAs, revelando a
complexidade comportamental das mesmas ante as doses de Cd e o tempo de conducdo do

presente experimento.
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6 CONCLUSOES

Os FMA s se deslocaram e formaram micorriza nas duas condicdes estudadas (FMAS
que migraram da regido ndo contaminada para a regido contaminada por Cd e FMASs que
migraram da regido contaminada por Cd para a regido ndo contaminada), demostrando que
houve conexdo fungica entre essas duas regides.

O comportamento das especies de FMAs estudadas em relacdo as doses de Cd foi
variavel, tanto para as espécies que foram inoculadas na regido sem Cd e se deslocaram para a
regido contaminada, quanto as espécies que foram infestadas na regido contaminada, porém
migraram para a regido ndo contaminada.

O comportamento das plantas colonizadas pelas espécies estudadas e da planta ndo
micorrizada, ao longo das doses de Cd, foi varidvel. A planta hospedeira da espécie
Rhizophagus clarus apresentou maior producdo de mateéria fresca da raiz em relagdo as outras
duas espécies, Acaulospora scrobiculatae Gigaspora rosea e a planta ndo colonizada.

As plantas hospedeiras de todas as espécies e a planta ndo micorrizada apresentaram
maior reducdo da matéria seca nas doses mais elevadas de Cd (10 e 20 mg kg?), o que
demonstra que ndo houve efeito benéfico/protetor da associacdo micorrizica diante das doses
mais altas do contaminante.

Nas regides contaminadas por Cd, as plantas hospedeiras de todas as espécies
apresentaram maior producdo de matéria fresca da raiz, em relacdo a planta ndo colonizada,
porém, em solos ndo contaminados, todas as plantas micorrizadas produziram menor
quantidade de matéria fresca da raiz, comparadas a planta ndo colonizada.

Todas as especies apresentaram comportamento diferente na producdo de propagulos,
em relagdo ao aumento das doses de Cd, nas duas posi¢des estudadas, no entanto, os resultados
comprovam a capacidade desses FMAs em se deslocar em solos contaminados, sem

comprometimento da formag&o de micorriza em hospedeiros cultivados nesses ambientes.
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