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TROPICAL PTERIDOPHYTES SPECIES IN ASSOCIATION WITH ARBUSCULAR MYCORRHIZAL FUNGI IN ARSENIC-
CONTAMINATED SOIL. The symbiosis of plants with mycorrhizal fungi represents an alternative to be considered during the
processes of revegetation and rehabilitation of arsenic-contaminated soil. The aim of this study was to evaluate under greenhouse
conditions the effect of arsenic on the mycorrhizal association of two species of tropical fern (Thelypteris salzmannii and

Dicranopteris flexuosa). T. salzmannii had higher rates of colonization and higher density of spores while D. flexuosa showed

greater sensitivity to smaller concentrations of arsenic and association with mycorrhizal fungi. Our results indicate that screening
and selection of mycorrhizal fungal isolates/species is possible and effective for phytoremediation of arsenic-contaminated soils.
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INTRODUCAO

A populacdo microbiana do solo em condi¢des naturais € elevada
e sua redugdo pode ser sindbnimo de desequilibrio ecolégico, causado
principalmente por a¢des antrépicas. A degradagdo da vegetagao pode
alterar o equilibrio da populag@o microbiana do solo, comprometendo
por longo periodo de tempo todo o ecossistema.'?

A tolerdncia de plantas e microrganismos aos metais tem sido
estudada do ponto de vista de remocao do excesso do metal do solo ou
diminuicao da disponibilidade destes nos sistemas bioldgicos, sendo
considerdvel o interesse biotecnolégico.’ Atencéo especial tem sido
dada aos fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) como atenuadores
da fitotoxidez causada pelos metais, incluindo solos contaminados
com arsénio (As),*® além de serem amplamente conhecidos por seus
efeitos biofertilizante, biorregulador e biocontrolador.>’

Os FMAs sdo geralmente encontrados em solos e plantas de dreas
degradadas, porém, o nimero de propagulos vidveis € geralmente
muito baixo, havendo a necessidade de introduzir plantas hospedeiras
capazes de multiplicar os FMAs existentes. Outrossim, pode-se in-
troduzir também propagulos infectivos de isolados selecionados para
garantir a recuperac¢do da comunidade dos FMAs na drea, tendo em
vista tratar-se de um componente essencial para a biorrecuperacio
de ambientes degradados.?®

Plantas micorrizadas podem apresentar maior tolerancia a diver-
sos metais e, de modo compensatério, conferir ao fungo simbionte
vantagens na sobrevivéncia em local contaminado. Segundo Smith e?
al.,’ a capacidade das espécies vegetais tolerarem os estresses propor-
cionados por elementos téxicos € devida a diminuicdo da fitotoxidez
dos contaminantes resultante de mecanismos ainda desconhecidos,
nos quais se podem incluir as micorrizas. Em alguns casos, plantas
micorrizadas podem aumentar a absor¢cdo de elementos-tragos e
transportd-los das raizes para a parte aérea (fitoextragdo)'*!" e, em
outros casos, os FMAs podem contribuir para a imobilizagado destes no
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solo (fitoestabiliza¢do).!>!* O resultado da coloniza¢do micorrizica na
reducio dos teores de contaminantes em solos contaminados depende-
rd da combinagdo planta-fungo-elemento-trago e € influenciado pelas
condigdes do solo.'*1” Este aspecto, de grande importancia ecoldgica e
tecnoldgica, ainda néo foi estudado em espécies pteriddfitas tropicais.

Ma et al."®® descobriram a primeira planta descrita como hipe-
racumuladora de As, a espécie de samambaia Pteris vittata L., que
possui grande potencial como fitoextratora.!' A selegio de plantas
tolerantes ou hiperacumuladoras de As para revegetagao de solos e
substratos contaminados' tem papel fundamental no processo inicial
de recuperacdo ambiental !

Neste contexto, a simbiose de plantas com FM As mostra-se como
alternativa promissora para estudos visando processos de revegetacio
e de recuperacdo de dreas contaminadas por As. Assim, esta pesquisa
teve por objetivo avaliar o efeito do As sobre a associa¢do de FMAs
nativos em duas espécies tropicais de pteridofitas (Thelypteris salz-
mannii e Dicranopteris flexuosa) como potenciais fitorremediadoras
de dreas contaminadas por arsénio.

PARTE EXPERIMENTAL
Aspectos gerais

O estudo foi desenvolvido em condi¢des de casa de vegetagao,
no Departamento de Ciéncia do Solo da Universidade Federal de
Lavras (UFLA), MG, em dois periodos distintos. Na primeira etapa,
espécies de samambaias Thelypteris salzmannii (Fée) C. V. Morton e
Dicranopteris flexuosa (Schrader) foram coletadas no Parque Quedas
do Rio Bonito, nos municipios de Carrancas e Lavras/MG, respecti-
vamente. Estas espécies foram mantidas e multiplicadas em casa de
vegetacio, obtidas através da germinagdo in vivo utilizando-se vasos
plasticos, preenchidos com 1/3 da capacidade total, em sua por¢do
inferior, com pedras de aqudrio, 1/3 de areia grossa lavada e 1/3 de
substrato (pé de xaxim). Apds a germinagdo, as samambaias foram
transferidas para vasos pldsticos contendo substrato PLANTMAX®.
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Nestes, as plantas permaneceram até o momento de serem utilizadas
em experimentos para se avaliar o potencial fitorremediador.

Na segunda etapa, foram selecionadas plantas com pesos seme-
lhantes (em média 6 a 9 frondes desenvolvidas) para o transplantio em
vasos com substrato contaminado. No momento da transferéncia para
o substrato contaminado foi coletado solo rizosférico de cada planta
selecionada, coletando-se também as raizes para avaliacdo da taxa de
colonizacdo micorrizica?** e densidade de esporos de FMAs.* Dessa
forma, observou-se a densidade de esporos e a colonizacdo micorrizica
antes das plantas serem transferidas para o substrato contaminado e apds
a transferéncia, no término do experimento (apds 60 dias) quando se
procedeu uma nova avaliacdo. As plantas foram entdo, lavadas, pesadas
e transplantadas em substrato contaminado com arsénio. Os solos,
aqui denominados de substratos, foram obtidos em drea de mineracio
de ouro, situada no municipio de Paracatu, regido noroeste do estado
de Minas Gerais, provenientes de quatro dreas selecionadas: Reserva
Particular de Patrimdnio Natural (RPPN), drea de reserva permanente
da mina com vegetagdo de cerrado, abrangendo um total de 73,44 ha;
B1, camada subsuperficial presente em dreas de coleta de solo para
extracdo de Au; Estéril, material ndo aproveitdvel economicamente,
devido ao seu baixo teor de Au e, Rejeito, drea (lagoa de retengdo de
residuos) com materiais provenientes do beneficiamento do Au.

O solo, apos coletado, foi transportado para o Departamento de
Ciéncia do Solo da UFLA, seco ao ar em temperatura ambiente (25
+5°C) e, em seguida, peneirado em malha de 2 mm de didmetro de
abertura. Foram, entlo, obtidas as caracteristicas quimicas e teores
de As (Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas quimicas do solo nos locais de amostragem da drea
de mineragdo de ouro localizada em Paracatu — MG, julho de 2008. Média
de 2 repeti¢oes

; P K Ca Mg Al MO  P-rem
Areas pH

mg dm? cmol, dm? dag kg' mg L
RPPN 5,1 1,6 86,5 0,1 0,3 1.4 3,1 17,2
Bl 5,0 123 12,0 0,1 0,1 0,5 04 46,0

Estéril 39 12,3 15,0 0,4 1,3 22 0,4 33,1
Rejeito 6,6 67,1 66,0 1,2 1.4 0 1,2 454

Zn Fe Mn Cu S As (mg dm?)
mg dm? Mehlich USEPA
RPPN 1,2 159,8 7.9 2,2 6,3 0,1 10,2
Bl 0,2 20,0 0,7 0,4 23,9 13,2 396,0
Estéril 2,7 287,1 16,5 2,0 107,2 19,1 573,4
Rejeito 2,2 431,2 11,9 1,5 146,5 28,8 1046,4

Atributos quimicos: MO (matéria organica) = %C x 1,723;*® As USEPA =
Teor total de arsénio no solo e As Mehlich = Teor biodisponivel de arsénio
no solo. RPPN = Area de Referéncia - Reserva Particular de Patrimonio Na-

Areas

tural; B1 = camada subsuperficial presentes em dreas de coleta de solo para
extragdo de Au; Estéril = material ndo aproveitavel economicamente, devido
ao seu baixo teor de Au; Rejeito = drea (lagoa de retencao de residuos) com
materiais provenientes do beneficiamento do Au.

Delineamento experimental e tratamentos

O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualiza-
do com trés repeti¢des. Os tratamentos foram constituidos por solos
coletados nas dreas de mineracdo de ouro e através de diferentes
condicdes de contaminagdo obtidas pela mistura dos substratos com
elevadas concentra¢oes de As com amenizante® (Lama da mineraco
de aluminio - red mud) e da mistura do substrato contaminado com
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areia lavada, na proporcédo de 15% (v/v).

Desta forma os tratamentos consistiram na combinagdo de 8
substratos: Substrato RPPN; B1; Estéril; Rejeito; Estéril + ameni-
zante; Estéril + areia (1:2); Rejeito + amenizante; Rejeito + areia
(1:2), utilizando duas espécies de samambaias, totalizando 48 vasos.

Conducio do experimento

Os substratos foram colocados em vasos com capacidade de 2,5
dm?e transferiram-se as samambaias. Diariamente, os vasos foram
irrigados com dgua deionizada, com o intuito de manter a sua capa-
cidade de campo, com solug¢do de sulfato de célcio di-hidratado, 10
mol L', durante a primeira semana apds o transplantio e a cada 2 dias
no decorrer do experimento. Tal procedimento foi adotado visando
obter maior desenvolvimento das raizes.

No decorrer do experimento foram realizadas adubacdes, em que
as doses de nutrientes aplicados, em mg dm, foram: 300 de nitrogé-
nio, 200 de fésforo, 300 de potassio, 75 de cdlcio, 30 de magnésio,
50 de enxofre, 0,5 de boro, 1,5 de cobre, 5 de ferro, 10 de manganés
e 0,1 de molibdénio. Com excecdo do nitrogénio e do potdssio, que
foram parcelados em trés aplicagdes, sendo a primeira aos 10 dias
ap0s o transplantio e as outras duas com 22 e 35 dias, os outros nu-
trientes foram aplicados em uma tnica vez. As fontes utilizadas na
adubagdo foram: fosfato de amonio monobdasico (NH,H,PO,), sulfato
de magnésio (MgSO,.7H,0), nitrato de potdssio (KNO,), nitrato de
cdlcio tetra-hidratado (Ca(NO,),.4H,0), sulfato ferroso amoniacal
(Fe(NH,),(S0,),.6H,0), sulfato de amonio ((NH,),SO,), nitrato de
amonio ((NH,)NO,), acido ascérbico (H,BO,), cloreto de manganés
(MnCl1.4H,0), molibdato de sédio (Na,MoO,.2H,0), sulfato de zinco
(ZnS0O,.7H,0) e sulfato de cobre (CuSO,.5H,0).

As plantas foram coletadas apds 60 dias e separadas em parte
aérea e raizes, lavadas com dgua deionizada. Uma parte das raizes foi
coletada do solo, lavada em dgua de torneira e conservada em solucéo
de FAA (formalina-dlcool-dcido acético). Em seguida, as amostras
de raizes foram lavadas para retirar a solu¢do de FAA, separando-se
1 g de raizes finas e acondicionando-as em cédpsulas plasticas, que
foram mergulhadas em solugdo de KOH 10%, aquecidas a 60 °C por
25 min, para a clarificacdo; lavadas em dgua corrente; acidificadas
com HCI 1% por 3 min e aquecidas por 20 min em solucdo de glicerol
dcido e azul de tripano 0,05%, procedimentos estes necessdrios para
a coloragio das raizes para avaliagdo da colonizagdo micorrizica.?

Fonte de inéculo de FMAs

Pelo fato de terem sido obtidas através da germinagdo in vivo e
pela andlise das fracdes que compdem o substrato, tais como, areia
grossa, p6 de xaxim, PLANTMAX®, e constatada a auséncia de pro-
pagulos de FMAs, supde-se que estas espécies de pteridofitas manti-
veram associa¢ao micorrizica com FMAs nativos do local de origem
destas plantas, podendo ser considerada uma micorrizacdo natural.

Métodos analiticos

Avaliagdo de arsénio no solo

Amostras de solo representativas dos tratamentos foram subme-
tidas a andlise para quantificacido do As seguindo os procedimentos
descritos abaixo:

Mehlich-1 (As biodisponivel)

Dois gramas de TFSA e 20 mL de H,SO, 0,0125 mol L' + 0,05
mol L'! foram adicionados ao tubo de centrifuga, agitados por 10 min
e deixados em repouso por 24 h. Em seguida, a amostra foi centrifu-
gada, o sobrenadante filtrado e armazenado em pote pldstico estéril.
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Método 3051 da USEPA (As Total):*

Um grama de TSFA e 10 mL de HNO, concentrado foram adi-
cionados ao tubo de teflon PTFE em forno micro-ondas e realizada
adigestdo a pressdo de 0,76 MPa por 10 min. Em seguida, a amostra
foi filtrada e 10 mL de dgua destilada foram adicionados ao tubo,
armazenando-se em pote plastico estéril.

De posse dos extratos, os teores de As foram determinados por
espectrofotometria de absorcdo atomica com forno de grafite, em
equipamento Perkin Elmer A Analyst 800.

Taxa de colonizagdo radicular e densidade de esporos de FMAs

A taxa de colonizacio micorrizica foi avaliada pela presenga ou
auséncia de colonizagio em 32 segmentos de raizes, com aproximada-
mente 1 cm de comprimento, montados em laminas para microscopia,
modificado conforme Giovannetti e Mosse.?® Estes segmentos foram
selecionados ao acaso, de amostras de raizes clarificadas em KOH e
coradas com azul de tripan 0,05%. Também foi utilizado o método
da placa quadriculada, descrito por Giovannetti ¢ Mosse,” para a
determinagdo da colonizac@o micorrizica.

A densidade de esporos no solo foi obtida separando-os de 50
g de solo coletado nos 5 cm superficiais de cada vaso; em seguida,
0 solo passou por peneiramento imido em malhas de 0,710 e 0,053
mm.> Em seguida, o solo retido na malha mais fina foi centrifugado
a 3.000 rpm, em dgua e posteriormente em sacarose (450 g L), por
3 e 2 min, respectivamente. Os esporos separados foram, entdo, con-
tados com o auxilio de microscdpio estereoscdpico (40x). A seguir,
os esporos extraidos foram separados por morfotipos em vidros de
relégio e montados em laminas permanentes para observacio em
microscopio. Cada lamina foi preparada contendo duas laminulas,
uma com polivinil dlcool-lactoglicerol (PVLG), na qual se manteve o
esporo inteiro e outra com PVLG + reagente de Melzer (1:1, v/v), na
qual se rompeu o esporo mediante uma leve pressdo sobre a laminula.
Os fungos foram identificados em relacdo ao género e/ou espécie
com base nos critérios morfoldgicos. A identificagdo foi realizada
no Departamento de Ciéncias Naturais, Universidade Regional de
Blumenau (FURB).

Para andlise estatistica dos resultados, utilizou-se o programa
Sisvar, no qual se processou a andlise de variancia. Os dados foram
processados através do programa SigmaPlot 11.0, onde foram criados
gréficos das percentagens de colonizagdo total em placa quadriculada
e em laminas, e densidade de esporos, com os pontos médios e 0s
desvios padroes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados referentes a média da densidade de esporos de fungos
micorrizicos arbusculares nas duas espécies de samambaias antes do
transplantio para o substrato contaminado com As estdo apresentados
na Figura 1. As densidades de esporos de FMAs foram maiores para
Thelypteris salzmannii sendo, em média, 2054 esporos em relacdo a
Dicranopteris flexuosa, que apresentou uma média de 660 esporos.

Verificou-se também que a colonizag@o micorrizica, de maneira
geral, foi maior para 7. salzmannii e menor para D. flexuosa para os
dois métodos de avaliagdo utilizados (Figuras 2A e B). Utilizando-se
a contagem de segmentos colonizados pelo método de placas quadri-
culadas, a colonizagio micorrizica foi 50 e 20% para T. salzmannii
e D. flexuosa, respectivamente. Por outro lado, através da andlise da
colonizagio pelo método de observagido em laminas, os valores foram
superiores a 90 e 70% para T. salzmannii e D. flexuosa, respectiva-
mente (Figuras 2 A e B).

Do mesmo modo, observando-se as estruturas tipicas produzidas
pelos FMAs (hifas, vesiculas e arbusculos) a maior porcentagem de
hifas foi encontrada no sistema radicular de 7. salzmannii, bem como
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Figura 1. Densidade de esporos de fungos micorrizicos arbusculares em 50
g de solo no momento da transferéncia das plantas para o substrato conta-
minado. @ RPPN = Area de referéncia - Reserva Particular de Patrimonio
Natural; A BI = camada subsuperficial presentes em dreas de coleta de solo
para extragdo de Au; W Estéril = material ndo aproveitdvel economicamente,
devido ao seu baixo teor de Au; W Rejeito = drea (lagoa de retengdo de resi-
duos) com materiais provenientes do beneficiamento do Au; m Estéril+areia
(1:2); = Rejeito+areia (1:2); m Estéril+amenizante; = Rejeito+amenizante
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Figura 2. Colonizagdo micorrizica em samambaias cultivadas no momento
da transferéncia das plantas para substrato contaminado avaliadas pelo
método da placa quadriculada e pelo método de avaliagdo em laminas. A)
Colonizagdo micorrizica em raizes de Thelypteris salzmannii e B) Colonizagdo
micorrizica em raizes de Dicranopteris flexuosa. RPPN = Area de Referéncia
- Reserva Particular de Patrimonio Natural; Bl = camada subsuperficial
presentes em dreas de coleta de solo para extragdo de Au; Estéril = material
ndo aproveitdvel economicamente, devido ao seu baixo teor de Au; Rejeito
= drea (lagoa de retengdo de residuos) com materiais provenientes do be-
neficiamento do Au. (Barras verticais representam o desvio padrdo; n = 3)

vesiculas e arbusculos. Ja para a D. flexuosa foram encontrados baixos
valores de vesiculas e arbusculos (Figuras 3 A e B).

As duas espécies de pteridofitas testadas apresentaram elevada
esporulagdo, sendo que D. flexuosa apresentou colonizagdo micor-
rizica relativamente baixa. Isto pode indicar que os fungos nativos
presentes nao sio eficientes em colonizar esta espécie, mas esporulam
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Figura 3. Colonizagcdo micorrizica e percentual de estruturas tipicas de
FMAs em raizes de samambaias cultivadas no momento da transferéncia das
plantas para substrato contaminado, avaliadas pelo método em laminas. A)
Colonizagdo micorrizica em raizes de Thelypteris salzmannii e B) Colonizacdo
micorrizica em raizes de Dicranopteris flexuosa. RPPN = Area de Referéncia
- Reserva Particular de Patriménio Natural; Bl = camada subsuperficial
presentes em dreas de coleta de solo para extragdo de Au; Estéril = material
ndo aproveitdvel economicamente, devido ao seu baixo teor de Au; Rejeito
= drea (lagoa de retengdo de residuos) com materiais provenientes do be-
neficiamento do Au. (Barras verticais representam o desvio padrdo; n = 3)

abundantemente. Vdrios fatores podem levar a isto. Pode haver pre-
dominancia de espécies de FMAs, que tenham habilidade inerente de
esporularem bastante, mas serem colonizadoras pouco eficientes ou
estabelecerem simbiose, em que o fungo € favorecido em relagdo a
planta.”’ Pode também haver condic@o estressante que limita a coloni-
zagdo e condiciona os FMAs a produzirem bastante propagulos, como
um mecanismo de sobrevivéncia, embora a maioria dos estresses
reduza a esporulagio.’ Particularmente, no caso deste estudo, talvez
possa existir falta de competi¢do entre FMAs. Leyval er al.*® sugerem
que, quando existem vdrias espécies de FMAs no solo, ocorre maior
coloniza¢@o e menor esporula¢do. A menor esporulacio € atribuida
a competicdo e ao antagonismo entre os fungos na rizosfera.

No caso da T. salzmannii, a elevada esporulacio e, também, alta
colonizacdo tornam evidente a possibilidade de se selecionar isolados
mais eficientes tanto para 7. salzmannii como para D. flexuosa. Esta
muito bem documentado que as plantas exibem diferentes graus de
susceptibilidade, compatibilidade e de beneficios do mutualismo
com os FMAs.>? Entretanto, os beneficios da micorrizagido depen-
derdo de vérios fatores como o tipo e a fertilidade do substrato, do
tipo de inoculagdo, do fungo selecionado e da responsividade da
planta hospedeira.?® Estudos conduzidos em condigdes controladas
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indicam que a resposta em crescimento da planta inoculada depende
da compatibilidade genética e funcional entre as espécies vegetais e
isolados de fungos utilizados, bem como das condi¢des ambientais
vigentes, como tipo de solo, pH e disponibilidade de nutrientes, em
especial o fésforo.””? Além dessas varidveis, em condi¢des naturais
onde mais que uma espécie de fungo coloniza simultaneamente as
raizes da planta hospedeira, os beneficios da simbiose micorrizica
dependerdo da comunidade de fungos presentes e da competi¢do que
se estabelece entre eles.>?!

Ap6s as transferéncias das plantas para o substrato contaminado
foram observados sintomas de fitotoxidez ao As, nas duas espécies de
samambaias analisadas, principalmente nos substratos que receberam
os tratamentos Estéril (573 mg dm? de As Total e 19,1 mg dm™ de
As biodisponivel), Rejeito (1046 mg dm™ de As Total e 573 ou 28,8
mg dm? de As biodisponivel) e a combinagdo de amenizante e areia.
Estes sintomas manifestaram-se em tempos diferentes de exposi¢ao
ao As e forma diferenciada para as espécies. Thelypteris salzmannii
manifestou sintomas de fitotoxidez 3 dias apds o transplantio ou ex-
posicao aos substratos contendo elevados teores de As. Observaram-se
cores arroxeadas na borda das frondes, nao sendo evidenciada esta
coloragdo nas plantas transplantadas com o substrato RPPN (10, 2
mg dm™ de As Total e 0,1 mg dm™ de As biodisponivel) e B1 (396
mg dm™ de As Total e 13,2 mg dm™ de As biodisponivel). Apés 5 dias
de exposicdo ao As, foi detectada morte da pteriddfita 7. salzmannii
para os tratamentos com os substratos Estéril e Rejeito e proporcdes
do solo contaminado com areia e amenizante.

Foram observados os mesmo sintomas de fitotoxidez para a Di-
cranopteris flexuosa, porém esta se mostrou mais sensivel a exposi¢ao
ou transferéncia para os substratos com elevadas concentracdes de
As, apresentando os sintomas no mesmo dia da transferéncia e mor-
te definitiva ap6s 2 dias do transplantio em substrato contaminado
proveniente de dreas de mineragdo de ouro. As Unicas plantas que
sobreviveram foram as dos tratamentos com substrato RPPN e B1.
(Maiores detalhes estdo no material suplementar).

Observagdes semelhantes aos sintomas de fitotoxicidade ao
As podem ser evidentes em plantas em varias formas e foram
descritas por diversos pesquisadores.*** Sintomas caracteristicos
de fitotoxicidade ao As em plantas sdo: murchamento das folhas,
crescimento lento das raizes e parte aérea, folhas com necrose, cor
arroxeada e, finalmente, morte da planta.®***> Em geral, o As inibe
o metabolismo na maioria das plantas.** Mais especificamente, o
arsenato pode provocar a fosforilagdo oxidativa e a produgao de
ATP*3* e, também, a capacidade de substituir o P em vdrias rea-
¢des.* O arsenito afeta a fun¢@o de enzimas e proteinas pela ligagdo
a grupos sulfidrilicos.’? O fosfato ndo compete com a absor¢do de
arsenito, e a deficiéncia em fésforo ndo aumenta o influxo de arse-
nito, indicando que sua absorcao ndo compartilha o mesmo sistema
de transportadores de fosfato.

A colonizag@o micorrizica das plantas restantes foi analisada apds
60 dias de transplantio no substrato contaminado com As (Tabela 2).
Nota-se que ocorreu um decréscimo na colonizac@o, porém ainda se
apresentou elevada para a pteriddfita 7. salzmannii. Este fato mostra
que o transplantio das plantas de samambaias também exerceu in-
fluéncia sobre a micorrizagdo, além das concentragdes de As, tendo
em vista que 0 mesmo ocorreu para o tratamento com solo de RPPN,
sem a contaminacio de As.

Como os esporos sdo considerados estruturas resistentes e per-
sistentes no meio, procedeu-se a avaliacdo de todos os tratamentos,
mesmo aqueles em que a planta nio sobreviveu. Foram verificados
esporos de FMAs somente em 7. salzmannii, mesmo nos tratamentos
em que a planta ndo sobreviveu. No entanto, nio houve esporulacio
para D. flexuosa, mesmo nos tratamentos RPPN e B1, onde se espe-
rava que ocorresse esporulagdo (Tabela 3).
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Tabela 2. Coloniza¢ao micorrizica em raizes de samambaias cultivadas 60
dias em substrato contaminado, pelo método de avaliacdo em laminas

Colonizagdo micorrizica (%)

Tratamento
T. salmannii D. flexuosa
RPPN 45 10
Bl 65 4

RPPN = Area de Referéncia - Reserva Particular de Patrimonio Natural; B1
= camada subsuperficial presentes em dreas de coleta de solo para extracdo
de Au.

Tabela 3. Densidade de esporos de fungos micorrizicos arbusculares em 50
g de solo apds 60 dias de cultivo em substrato contaminado

Densidade de esporos (n°/50 g de solo)

Tratamento
T. salmannii D. flexuosa

RPPN 32 0
Bl 29 0
Estéril 19 0
Estéril +areia (1:2) 13 0
Estéril+amenizante 4 0
Rejeito 7 0
Rejeito+areia (1:2) 22 0
Rejeito+amenizante 17 0

RPPN = Area de Referéncia - Reserva Particular de Patrimonio Natural; B1
= camada subsuperficial presentes em dreas de coleta de solo para extraciao
de Au; Estéril = material ndo aproveitdvel economicamente, devido ao seu
baixo teor de Au; Rejeito = drea (lagoa de retenc@o de residuos) com materiais
provenientes do beneficiamento do Au.

Para o tratamento com o substrato B1 as duas espécies de pterid6-
fitas estudadas apresentaram diferengas na colonizac¢io micorrizica e
densidade de esporos. A T. salmannii apresentou elevada colonizagio
micorrizica (65%) e moderada densidade de esporos (29 esporos/50 g
de solo), enquanto que para D. flexuosa ocorreu redugdo significativa
da colonizag¢ao radicular e auséncia de esporulacdo (Tabelas 2 e 3).
Para os demais tratamentos com concentracdes mais altas de As, fo-
ram observadas diferengas quanto a tolerancia das samambaias, como
citado anteriormente, e também se verificaram diferencas quanto a
densidade de esporos, sendo que a populacdo de FMAs associada a
T. salmannii manteve a esporulacdo (Tabela 3), evidenciando que a
contaminac@o com As interfere de modo diferenciado na adaptabilida-
de das espécies/isolados flingicos de FMAs ao As e na sua eficiéncia
simbidtica e a possibilidade de se selecionar isolados mais eficientes
para a fitorremediagdo de solos contaminados com As."”

Os FMAs podem melhorar o crescimento das plantas nessas si-
tuacdes, como no caso do excesso de metais pesados no solo. Como
verificado por Soares e Siqueira,®® a adi¢do de P juntamente com a ino-
culacdo de FMAs isolados de dreas contaminadas com Cd, Cu, Pb e Zn,
tiveram efeito amenizante sobre a toxidez dos metais para a Brachiaria
decumbens. Os mecanismos pelos quais esses beneficios ocorrem sao
complexos e tém sido objeto de estudo em vdrias partes do mundo.’

No entanto, assim como nas plantas, os FMAs também sofrem
efeitos téxicos decorrentes do excesso de metais pesados.> Ahmed
et al.¥" relatam uma redug@o significativa da coloniza¢@o micorrizica
nas raizes de mudas plantadas em solos contaminados com As. Estes
autores observaram que a adigdo de As acima de 1 mg L' reduziu
significativamente (P<0,001) os percentuais da colonizag¢@o micorri-
zica nas plantas. No nivel mais alto (10 mg L' de As), foi constatado
que apenas 6% do comprimento da raiz foi infectado pelos isolados
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de FMAs. Barua et al.*® encontraram taxa de colonizagio de 96% e
uma densidade de 25 esporos 100 g solo™! sem contaminag@o, e uma
colonizag@o micorrizica de 76% e 20 esporos 100 g solo! em plantas
cultivadas em solos contaminados com As.

Resultados semelhantes podem ser observados neste estudo, onde
a densidade de esporos de FMAs se manteve elevada em substratos
com menor concentragdo de As, como B1 (396 mg dm™ de As To-
tal e 13,2 mg dm™ de As biodisponivel), o que pode ser explicado
pela maior intensidade de colonizag¢@o micorrizica nos respectivos
tratamentos. O aumento de propdgulos micorrizicos garante uma
coloniza¢@o vigorosa na planta e, como consequéncia, desenvolve
uma intensa rede de hifas responsaveis pela maior absorcio de dgua
e nutrientes pela planta simbiontica.*®

Embora se reconheca que as plantas mais adaptadas a ambientes
contaminados com As geralmente estdo micorrizadas,**3* elevadas
concentracdes de As podem exercer efeito seletivo sobre as popula-
¢oes, favorecendo a dominéncia de certas espécies mais adaptadas, o
que teria impacto sobre a vegetacio, considerando que estes fungos
podem amenizar os efeitos fitotdxicos dos metais pesados.>$*1¢ Isto
resulta de alteragdes na absor¢do, acumulagdo ou translocagio dos
metais pesados na planta ou de uma nutricdo melhor balanceada.

Desde a identificacdo inicial da P. vittata como uma hipera-
cumuladora de As, outras samambaias foram identificadas como
hiperacumuladoras. Contudo, nem todas as samambaias sdo capazes
de hiperacumular As.'*#%> Até o presente, a maioria das samambaias
que hiperacumulam As pertencem ao género Pteris. Estudos com este
enfoque ndo sdo conhecidos nas condi¢des brasileiras, indicando a
importancia da avaliagdo de algumas das espécies tropicais de pteri-
dofitas, que pode resultar em identificagdo de espécies hiperacumula-
doras, que poderdo ndo s6 diminuir os custos da remediacao de areas
contaminadas com As, mas também evitar muitos dos problemas que
a introdu¢@o de uma espécie exotica pode acarretar.

Informacdes sobre as interacdes dos FMAs com estas plantas
também sdo de fundamental importancia, sendo necessarios estudos
com visdo tecnoldgica para viabilizar o uso destes em larga escala na
recuperagdo de dreas degradadas, em especial estudos sobre o papel
das interagoes planta-FMAs no aumento da eficiéncia da fitorreme-
diacdo de solos contaminados com As.'¢

CONCLUSOES

As duas espécies de pteriddfitas testadas apresentaram espo-
rulagdo abundante de fungos micorrizicos nativos, evidenciando a
possibilidade de se selecionar isolados mais eficientes para a fitorre-
mediagdo de solos contaminados com arsénio.

No substrato com menor teor de arsénio (B1), as duas espécies
de pteriddfitas estudadas apresentaram diferengas na colonizagdo
micorrizica e densidade de esporos, indicando que uma espécie
pode ser mais responsiva que a outra. Por outro lado, nos substratos
com maiores teores de As (Estéril, Rejeito, e proporcdes do solo
contaminado com areia e amenizante) foram observados sintomas de
fitotoxidez e diferengas quanto a tolerancia das samambaias.

A espécie Thelypteris salzmannii apresentou maior taxa de co-
lonizag@o micorrizica e manteve esporulacio de fungos micorrizicos
arbusculares vidveis nos substratos com elevada concentragdo de
arsénio, evidenciando a possibilidade de se utilizar esta espécie de
samambaia em processos de reabilitagdo de dreas contaminadas. Jd a
Dicranopteris flexuosa apresentou maior sensibilidade ao transplantio
para solos contaminados com arsénio em relacio a Thelypteris sal-
zmannii, € menor associagdo com fungos micorrizicos arbusculares.

Diante da importincia das micorrizas na recuperacdo de areas
degradadas, os mecanismos de tolerancia conferidos pela simbiose
precisam ser estudados.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Esta disponivel em http://quimicanova.sbq.org.br, em arquivo
pdf, com acesso livre.
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