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RESUMO GERAL – Foram avaliados os efeitos do cobre sobre fungos micorrízicos
arbusculares (FMA) e ectomicorrízicos (FEM) e sobre a simbiose entre FMA e plantas de
trevo. Diversidade de espécies, densidade de esporos, número mais provável (NMP) de
propágulos e produção de glomalina por FMA foram estimados em área de mineração de
cobre (rejeito, margem e reflorestada com eucaliptos) em Camaquã, RS. A simbiose trevo
vermelho (Trifolium pratense L.) com o FMA Glomus etunicatum Becker & Gerd. foi
observada em areia recebendo solução nutritiva. Os FEM Pisolithus microcarpus UFSC–
Pt116, Chondrogaster angustisporus UFSC–Ch163 e Suillus sp. UFSC–Su168 foram
cultivados em meio acrescido de Cu (31 a 7869 µM) e dois níveis de P (0,1 e 1,9 mM). A
atividade de fosfatases produzidas por Suillus sp. em meio com adição de Cu e de P foi
igualmente estimada. Este fungo foi mais tolerante que os demais FEM em meio com
concentração  123 µM Cu. A adição de P diminuiu significativamente a toxicidade do Cu
sobre os FEM. O crescimento micelial, em meio líquido, foi fortemente inibido pelo fósforo
(1,9 mM) e pelo Cu (123 µM). No entanto, houve aumento de 50% na atividade de fosfatases
produzidas por Suillus sp. Para este fungo, as concentrações de Cu inibitórias de 50% do
crescimento (CI50) foram 40 e 160 µM Cu, respectivamente em meios sólido e líquido. Doze
táxons de FMA foram identificados nas áreas estudadas. Glomus foi o gênero mais comum e
Paraglomus brasilianum (Spain & Miranda) Morton & Redecker a única espécie encontrada
nas três áreas. Menor diversidade de FMA ocorreu na área de interface entre a bacia de rejeito
e a reflorestada. Maior número de esporos, NMP de propágulos e produção de glomalina
foram registrados na área reflorestada. Efeito deletério do Cu foi observado nas plantas de
trevo mantidas em substrato com  1967 µM de Cu. A micorrização, traduzida pela
colonização radicular, foi inibida em substrato com  123 µM Cu; porém, neste mesmo nível,
a adição de fosfato diminuiu a toxicidade do metal. No tratamento inoculado com G.
etunicatum e com 1,9 mM P a toxicidade do Cu sobre o crescimento e acúmulo de nutrientes
(P, K, Cu e Fe) nas plantas de trevo também diminuiu. Os resultados indicam que a
inoculação com FMA e a adição de fosfato podem aumentar a tolerância do hospedeiro a
níveis elevados de Cu no substrato. Nesse contexto, a aplicação conjunta de fungos
micorrízicos e P podem constituir uma prática favorável no reflorestamento de áreas de
mineração.

Palavras-chave: ectomicorriza, metais pesados, micorriza arbuscular, mineração, toxicidade.
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ABSTRACT –The effects of copper on arbuscular mycorrhizal (AMF) and ectomycorrhizal
fungi (EMF) and on the symbiosis between AMF and plants of Trifolium pratense L were
evaluated. Species diversity, most probable number (MPN) of propagules and production of
glomalin by AMF were estimated in a copper mining area (a- waste product area; b- interface
between the waste product area and a cultivated area; c- cultivated with Eucalyptus) in
Camaquã, State of Rio Grande do Sul. The symbiosis of Trifolium pratense L with the AMF
Glomus etunicatum Becker & Gerd. was observed in sand irrigated with nutrient solution. The
EMF Pisolithus microcarpus UFSC–Pt116, Chondrogaster angustisporus UFSC–Ch163 and
Suillus sp. UFSC–Su168 were cultivated in Melin Norkrans modified medium (MNM) with
Cu (31 to 7869 µM) and two levels of P (0,1 and 1,9 mM). The phosphatase activity of Suillus
sp. in medium with Cu and P was also estimated. This fungus was more tolerant than the
other EMF in medium with concentration  123 µM Cu. The supplement of P decreased
significantly the toxicity of Cu over the EMF. Mycelial growth in liquid medium was strongly
inhibited by phosphorus (1.9 mM) and Cu (123 µM). However, there was an increase of 50%
on the activity of phosphatases produced by Suillus sp. For this fungus, concentrations of 40
and 160 µM of Cu inhibit 50% of growth (CI50), respectively in solid and liquid media.
Twelve taxa of AMF were identified in the studied areas. Glomus was the most common
genus and Paraglomus brasilianum (Spain & Miranda) Morton & Redecker the only species
found in the three areas. Lower diversity of AMF occurred in the interface between the two
other areas (waste product and cultivated). Higher number of spores, MPN of propagules and
production of glomalin were registered in the area with Eucalyptus. Deleterious effect of
copper was observed in plants maintained in substrate with  1967 µM de Cu. The
mycorrhization, evaluated by root colonization, was inhibited in substrate with  123 µM Cu;
however, in this same level, the addition of phosphate decreased the toxicity of the metal. In
the treatment with G. etunicatum and 1,9 mM P, the toxicity of Cu on growth and nutrient
accumulation (P, K, Cu e Fe) of Trifolium plants also decreased. Inoculation with AMF and
supplementation of phosphate can increase the host tolerance to high levels of Cu in the
substrate. Thus, application of both, mycorrhizal fungi and phosphate may constitute a useful
practice on reforestation of mining areas.

Key words: arbuscular mycorrhiza, ectomycorrhiza, heavy metals, mining, toxicity.
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INTRODUÇÃO GERAL

A contaminação dos solos por metais pesados, causada por processos naturais ou por

atividade humana, constitui um dos mais sérios problemas ambientais (Galli et al., 1994). Em

áreas de mineração, o impacto causado pela extração de minério pode resultar em

conseqüências danosas para uma área de influência muito além da lavra (Dias & Griffith,

1998) pois, além da retirada da vegetação natural, há intensa movimentação de solo, o que

gera em alguns casos considerável quantidade de rejeito, contribuindo para o distúrbio da área

(Dias et al., 1995).

As Minas de Camaquã, localizadas no município de Caçapava do Sul, RS, constituíam

a principal jazida de cobre conhecida no sul do Brasil, tendo sido exploradas até a década de

1980 (Teixeira & Gonzalez, 1988). Hoje, o ambiente encontra-se erodido e com considerável

quantidade de rejeito, o que prejudica a estrutura e a atividade biológica do solo.

Entre os metais pesados que podem estar presentes no ambiente em condição de

toxicidade, o cobre é um dos mais potencialmente tóxicos (Camargo et al., 2001) para a

maioria dos organismos, e constitui fator limitante no crescimento de plantas (Turnau et al.,

2001). Porém, íons de fosfato podem interferir na solubilidade dos elementos metálicos,

formando precipitados pouco solúveis e diminuindo a concentração de íons em solução

(Camargo et al., 2001) e a disponibilidade do metal para as plantas (Shetty et al., 1995).

Dependendo da severidade do impacto ambiental causado pelo metal, o distúrbio pode

prejudicar também a microbiota do solo, que participa do fluxo de energia e da ciclagem dos

elementos do solo, podendo alterar fortemente a sua disponibilidade dentro de um ecossistema

(Hungria & Urquiaga, 1992). Dentre os microrganismos, os fungos micorrízicos destacam-se

por interagir com as espécies vegetais, formando uma associação simbiótica mutualista que,

propiciando maior absorção de nutrientes e proteção das raízes, contribui para o

desenvolvimento das plantas (Perotto & Bonfante, 1997; Pfleger et al., 1994). Além disso,

http://www.pdfdesk.com


Lins, Cláudia, E.L. Efeito do cobre sobre fungos micorrízicos...

XVIII

estes fungos conferem às plantas maior tolerância aos metais pesados, indicando a

possibilidade da sua utilização em processos de fitorremediação de solos poluídos através do

acúmulo destes elementos (Khan, 2001; Leyval et al., 1997; Scheloske et al., 2001).

Embora a capacidade dos fungos micorrízicos em reduzir a toxicidade dos íons de

metais para a planta hospedeira seja comprovada, pouco se sabe sobre as interações

envolvidas nos diferentes mecanismos de sobrevivência e tolerância destes organismos. O

conhecimento desses fatores e o estudo da relação fungo-planta-ambiente são de fundamental

importância para programas de micorrização controlada em reflorestamentos, visando o

aumento da produtividade (Garbaye, 1984; Alves et al., 2001). Este aumento pode ser

viabilizado pela utilização de fungos micorrízicos eficientes previamente selecionados na

formação de mudas florestais.

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivos: (I) determinar a ocorrência e

atividade de FMA em área impactada por mineração de cobre em Caçapava do Sul, RS; (II)

avaliar o efeito de FMA sobre o crescimento e o acúmulo de nutrientes em plantas de trevo

(Trifolium pratense L) em condições de excesso de cobre e diferentes níveis de fósforo e; (III)

verificar os efeitos do cobre e da adição de fósforo no crescimento micelial e nas atividades

das fosfatases ácida e alcalina de fungos ectomicorrízicos.
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REVISÃO DE LITERATURA 

1. Áreas degradadas 

Áreas degradadas são tipicamente caracterizadas por solos pobres, erodidos, com 

instabilidade hidrológica, produtividade reduzida, pouca diversidade biológica e 

transformações físicas e químicas. A caracterização de uma área degradada está associada à 

qualidade do solo, que ao sofrer alterações entra em processo de degradação (Dias & Griffith, 

1998). De acordo com o Manual de Recuperação de Áreas Degradadas pela Mineração 

(Ibama, 1990) “a degradação de uma área ocorre quando a vegetação nativa e a fauna forem 

destruídas, removidas ou expulsas; a camada fértil do solo for perdida, removida ou enterrada; 

e a qualidade e regime de vazão do sistema hídrico for alterado. A degradação ambiental 

ocorre quando há perda de adaptação às características físicas, químicas e biológicas e é 

inviabilizado o desenvolvimento sócio-econômico”. 

A degradação do solo traz como conseqüências a perda da biodiversidade, da 

fertilidade e a interferência nos recursos hídricos (Balensiefer, 1997). O processo de 

recuperação de áreas degradadas requer conhecimentos referentes a: tipo de degradação, 

características físicas e químicas do solo, composição florística original e comunidade 

microbiológica do solo. Como o crescimento de plantas nessas áreas é bastante lento devido 

às condições edáficas e existe competição por água e nutrientes, são necessários pelo menos 

cinco a seis anos para que o ambiente seja recuperado (Sharma et al.,1997). 

 

2. Áreas degradadas por metais pesados 

Um dos pontos mais críticos da degradação de áreas é a remoção dos horizontes 

superficiais do solo, por causa dos problemas que causa na estrutura e na atividade biológica 

do solo (Dias et al., 1995). No Brasil, os principais fatores de degradação do solo são o 

desmatamento e as atividades agrícolas. No entanto, o impacto causado por atividades de 
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mineração pode resultar em conseqüências danosas para uma área de influência que extrapola 

a de lavra (Dias & Griffith, 1998) pois, além da retirada da vegetação natural há intensa 

movimentação de solo, o que gera, em alguns casos, considerável quantidade de rejeito que 

contribui para o distúrbio da área (Dias et al., 1995). 

Mais de 75% dos elementos químicos são conhecidos como metais e alguns 

participam como nutrientes essenciais ao metabolismo dos organismos vivos; porém, quando 

em excesso, podem causar toxicidade aos mesmos (Nogueira, 1996). O termo metais pesados 

é utilizado para identificar um grande grupo de elementos com densidade maior que 6 g cm-3. 

A toxidez de um metal no solo depende de fatores físico-químicos e biológicos, que regulam e 

disponibilizam a concentração deste elemento em solução (Siqueira et al., 1999a).  

Entre os elementos que podem estar presentes no ambiente em condição de toxicidade, 

os mais potencialmente tóxicos às plantas são o cobre, o níquel e o cobalto (Camargo et al., 

2001). O cobre é considerado elemento essencial, mas pode ser tóxico à maioria das células 

vivas quando em concentrações elevadas no solo (> 0,8 mg dm-3) (Cervantes & Gutierrez-

Corona, 1994; Abreu et al., 2001). O teor total de cobre na crosta terrestre é estimado, em 

média, em 70 mg kg-1, porém, varia de acordo com o material de origem: nas rochas ígneas, 

de 10 a 100 mg kg-1, respectivamente para granito e basalto e nas rochas sedimentares oscila 

entre 3, 4 e 45 mg kg-1 para arenito, calcário e folhelho, respectivamente (Barber, 1995). O 

cobre ocorre no solo quase que exclusivamente na forma divalente e a concentração na 

solução geralmente é governada pela adsorção às partículas do solo (Abreu et al., 2001).  

O cobre interage com outros nutrientes tais como potássio, zinco, nitrogênio e fósforo, 

o que altera a sua disponibilidade. Dentre essas interações, a com fósforo é uma das mais 

importantes (Abreu et al., 2001). Íons de fosfato podem interferir na solubilidade dos 

elementos metálicos, formando precipitados pouco solúveis e diminuindo a concentração de 

íons em solução (Camargo et al., 2001). O cobre está mais fortemente ligado à matéria 
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orgânica do que outros cátions micronutrientes (Zn2+, Mn2+) (Mengel & Kirkby, 1987) e de 

acordo com Lindsay (1972), o nível de cobre na solução do solo é reduzido com o aumento do 

pH devido à forte adsorção deste elemento. Este metal é fortemente ligado aos espaços livres 

nas raízes, razão pela qual maiores quantidades de cobre são encontradas nas raízes, quando 

comparado a outros tecidos das plantas (Mengel & Kirkby, 1987). De acordo com Malavolta 

(1997), o cobre tende a acumular-se nas raízes e, devido a este fato, a toxidez manifesta-se 

primeiramente nas raízes, que escurecem e perdem elementos previamente absorvidos, 

indicando o possível comprometimento da permeabilidade das membranas. Durante estágios 

iniciais do desenvolvimento da planta, a toxicidade do cobre afeta o crescimento e causa 

redução na ramificação, engrossamento e coloração anormal das raízes de diversas plantas 

(Gupta, 2001). A clorose em folhas mais jovens é também outro tipo de sintoma provocado 

pela interferência deste metal, quando em excesso, na síntese de clorofila (Römheld, 2001).  

Elevadas concentrações de metais pesados no solo são fitotóxicas (Vivas et al, 2005), 

podendo ocasionar o desaparecimento completo da vegetação e dificultar a instalação de 

novas plantas. Além disso, ausência da cobertura vegetal facilita o processo de erosão e 

conseqüentemente a dispersão de partículas contaminadas por metais pesados (Vangronsveld 

et al., 1996), prejudicando também a microbiota do solo. Esta última, participa do fluxo de 

energia e na ciclagem dos elementos do solo, podendo alterar fortemente a sua 

disponibilidade dentro de um ecossistema (Hungria & Urquiaga, 1992). 

A reabilitação de áreas degradadas por mineração pode ser difícil e lenta e envolve o 

desenvolvimento de tecnologias apropriadas. Entre estas, a fitorremediação utiliza plantas 

adaptadas a solos com excesso de metais para filtrar ou absorver esses elementos (Chandhmy 

et al., 1998). Segundo Khan (2001), esta tecnologia vem ganhando popularidade no processo 

de descontaminação, devido à ação menos destrutiva para a biota do solo, mas tem como fator 

limitante a pequena quantidade de plantas adaptadas para crescer em solos contaminados e 
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pobres em nutrientes. Contudo, a utilização de organismos simbiontes pode auxiliar o 

processo de fitorremediação como no caso dos fungos micorrízicos. 

 

3. Micorrizas 

A microbiota do solo atua na decomposição da matéria orgânica e liberação de 

nutrientes, na formação e estabilização de agregados e na ciclagem de nutrientes. Dentre os 

microrganismos, os simbiontes destacam-se por interagir diretamente com as plantas, 

participando dos processos de absorção de nutrientes, relações hídricas, crescimento e 

reprodução (Pfleger et al., 1994; Gaiad, 1996). 

A maioria das espécies de plantas terrestres forma associações simbióticas com certos 

fungos do solo, conhecidas como micorrizas. Nesta associação biotrófica mutualística 

(Perotto & Bonfante, 1997), a planta hospedeira recebe nutrientes minerais trazidos pelo 

micélio fúngico, enquanto este recebe carboidratos produzidos pela planta (Azcón-Aguilar & 

Barea, 1997).  

As micorrizas podem ser divididas em três grupos, de acordo com as características 

morfológicas e anatômicas (Silveira, 1992; Legaz et al., 1995): as ectomicorrizas; as 

endomicorrizas, que se subdividem em Ericóides, Orquidóides e Arbusculares; e as 

ectendomicorrizas subdivididas em Monotropóide e Arbutóide. As micorrizas arbusculares 

(MA) e as ectomicorrizas (ECM) são as mais estudadas por estarem associadas à maioria das 

plantas vasculares e/ou de maior interesse econômico, diferentemente das ectendomicorrizas, 

que são de ocorrência limitada (Peterson & Farquhar, 1994).  

 

3.1. Micorriza arbuscular 

A associação micorrízica do tipo arbuscular, caracterizada pela formação de 

arbúsculos no córtex da raiz hospedeira, é provavelmente a simbiose mais difundida e 
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predominante nos ecossistemas terrestres (Allen, 1996). Estima-se que ocorra em mais de 

95% das famílias de plantas (Legaz et al., 1995), desde briófitas e pteridófitas a 

gimnospermas e angiospermas (Smith & Read, 1997). 

Com base sobretudo em características moleculares e por constituírem um grupo 

monofilético, Schüβler et al. (2001) consideraram que os fungos micorrízicos arbusculares 

(FMA) formam um “filo” por eles denominado Glomeromycota, ficando portanto separado 

dos Zygomycota, onde até então eram incluídos (Morton & Redecker, 2001). O novo filo está 

constituído por quatro ordens: Archaesoporales, Paraglomerales, Diversisporales e 

Glomerales (Schüβler et al., 2001). 

Os propágulos micorrízicos incluem esporos, fragmentos de raízes (contendo hifas e 

vesículas) e hifas do solo (Abbott et al., 1992; Bellgard, 1992). As hifas têm papel 

fundamental na formação, funcionamento e perpetuação das micorrizas em ecossistemas 

naturais e impactados. Na ausência de raízes ativas, os esporos servem como propágulos 

duradouros, responsáveis pela colonização de novas raízes, constituindo aspecto importante 

da ecologia de FMA no solo (Jasper et al., 1993). 

A colonização micorrízica se dá a partir do contato da hifa, que pode ser originada de 

uma rede de hifas, ou de outros tipos de propágulos, com a raiz (Abbott et al., 1992). Após 

adesão, é formado um apressório que penetra na epiderme da raiz, ramifica-se e estende-se 

inter e intracelularmente constituindo o micélio que forma arbúsculos - estruturas efêmeras 

responsáveis pela troca de nutrientes com o hospedeiro e, dependendo do gênero, forma 

também vesículas - estruturas de parede fina que podem variar de forma e possivelmente 

acumulam as reservas do fungo (Smith & Read, 1997; Parniske, 2000).  

Em áreas impactadas, o restabelecimento natural da micorriza envolve a sobrevivência 

de resíduos de propágulos fúngicos, a dispersão destes de uma área adjacente não impactada 

ou de áreas próximas que contenham resíduos fúngicos, e microlocais disponíveis que 
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permitam a sobrevivência de plantas e fungos (Allen et al., 1992; Snyder & Allen, 2004). Por 

outro lado, a inoculação com FMA nativos ou introduzidos em área impactada pode facilitar a 

formação da micorriza, em menor período de tempo. Entretanto, a aplicação de inóculo não 

garante a formação de uma micorriza funcional (Snyder & Allen, 2004). Estudos envolvendo 

tipo de inóculo, hospedeiro e grau de impactação do solo se fazem necessários para melhor 

utilização das micorrizas.  

Os FMA não apresentam especificidade de hospedeiro. Em princípio, qualquer espécie 

de planta pode ser colonizada por qualquer espécie de FMA, mas o potencial de infectividade 

e de efetividade difere com a combinação fungo-planta. Embora um FMA possa colonizar 

muitas plantas, o fungo “preferirá” o hospedeiro que exiba o máximo de resposta simbiótica 

(Bagyaraj, 1991). Segundo Siqueira (1991), existe um alto grau de compatibilidade funcional 

que resulta no estabelecimento da simbiose entre fungo e planta, controlado pelo genoma dos 

dois organismos e modulado pelo ambiente. Declerck et al. (1995) concordam que, apesar da 

falta de especificidade absoluta da simbiose micorrízica, a eficiência está sob controle 

genético, sendo influenciada pela planta e espécie fúngica, assim como pelas condições 

ambientais. 

Este tipo de associação pode aumentar a área de superfície de absorção das raízes; 

melhorar a absorção de íons de baixa mobilidade no solo, particularmente o P e os 

micronutrientes (Zhu et al., 2001; Chen et al., 2005); contribuir para a ciclagem de nutrientes 

(Azcón-Aguilar & Barea, 1997); aumentar a tolerância da planta a estresses bióticos, como a 

presença de patógenos de raízes (Abdala & Abdel-Fattah, 2000), e abióticos, como seca e 

salinidade (Kaya et al., 2003); melhorar a qualidade do solo (Caravaca et al., 2005); e 

aumentar a diversidade vegetal (Klauberg-Filho et al., 2002). A habilidade da planta em 

absorver nutrientes com baixa mobilidade no solo está correlacionada positivamente com a 
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área de superfície das raízes (Azcón-Aguilar & Barea, 1997), que aumenta com a associação 

micorrízica e supre a planta hospedeira com fosfato e outros nutrientes (Stougaard, 2001). 

Dentre os benefícios promovidos pela associação micorrízica arbuscular, a produção 

de glomalina, uma glicoproteína hidrofóbica, produzida pelas hifas externas dos FMA e que 

pode ser encontrada também na parede dos esporos (Wright et al., 1996) está envolvida nos 

processos de agregação do solo, sendo considerada um bioindicador da abundância de 

produção de micélio extracelular no solo (Steinberg & Rillig, 2003; Treseder et al., 2004). 

Existem diferentes frações de glomalina, todas relacionadas com a estabilidade dos agregados 

do solo. A glomalina facilmente extraível (GFE) representa depósitos recentes protegidos da 

degradação, enquanto a glomalina total (GT) pode representar a menor porção da matéria 

orgânica extremamente persistente no solo. Essa relação indica que a GFE pode ser usada 

como uma medida simples para avaliar relações entre a estabilidade de agregados e práticas 

agronômicas (Wright e Upadhyaya, 1998; Rillig et al., 2001).  

 

3.2. Ectomicorriza 

Ao contrário das micorrizas arbusculares, as ectomicorrizas apresentam especificidade 

com relação ao hospedeiro, alterações na morfologia das raízes e penetração das hifas apenas 

nos espaços intercelulares do córtex radicular, formando uma extensa rede de hifas conhecida 

como rede de Hartig. Por fora da raiz forma-se um manto de hifas que protege as raízes e 

promove o intercâmbio entre a planta e o solo. Os fungos que formam esse tipo de associação 

pertencem aos filos Basidiomycota, Ascomycota e Zigomycota (Legaz et al., 1995). Estima-

se que existam mais de 6.000 espécies fúngicas que formam ectomicorrizas, a maioria 

pertencente a Basidiomycota (Smith & Read, 1997). No Brasil, os Basidiomycota 

micorrízicos colonizam com freqüência espécies de Pinus e Eucaliptus, sendo as espécies dos 
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gêneros Pisolithus, Scleroderma, Rhizopogon, Amanita, Lactarius, Russula, Thelephora e 

Ramaria as mais comuns (Moreira & Siqueira, 2002).  

As ectomicorrizas ocorrem em um grupo restrito de plantas (cerca de 5%), na maioria 

espécies arbóreas de Betulaceae, Dipterocarpaceae, Ericaceae, Fagaceae, Jungladaceae, 

Leguminosae, Myrtaceae, Pinaceae, Salicaceae e Tiliaceae (Garbaye, 1990). Porém, as 

coníferas e os eucaliptos são as plantas hospedeiras mais susceptíveis a esse tipo de 

micorrização, sendo também consideradas importantes economicamente, principalmente para 

o setor florestal, onde cerca de 90% das árvores das florestas das regiões de clima temperado 

dependem da associação para atingirem desenvolvimento adequado nos viveiros e 

sobreviverem em local definitivo (Bellei & Carvalho, 1992). Estudos de seleção que 

permitam identificar os fungos simbiontes compatíveis para determinada espécie vegetal e 

condições locais são necessários no intuito de melhorar a sobrevivência, a tolerância aos 

estresses e, por conseqüência, a produtividade das plantações.  

Assim como as arbusculares, as ectomicorrizas favorecem o aumento da absorção, da 

translocação e da utilização de nutrientes e água, resultantes da maior exploração do solo, 

através das hifas que se estendem a distâncias de mais de 25 cm das raízes. Além disso, 

protegem a planta contra patógenos de raízes e propiciam maior tolerância a estresses 

abióticos (Smith & Read, 1997; Moreira & Siqueira, 2002).  

Cerca de 95% do P total em solos de florestas é encontrado na forma orgânica, 

contribuindo em grande parte na nutrição fosfática das plantas, principalmente em áreas com 

baixo conteúdo de P inorgânico disponível na solução do solo. Para ser utilizado pelas 

plantas, entretanto, o P orgânico precisa ser transformado na forma inorgânica por fosfatases, 

que podem ser de origem vegetal ou microbiana (Firsching & Claassen, 1996). Os fungos 

ectomicorrízicos (FEM) são capazes de produzir uma variedade de ácidos orgânicos, que 

atuam sobre formas insolúveis de fosfatos inorgânicos e fosfatases que participam da 
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mineralização de P orgânico (Tam & GriffIths, 1993). As atividades enzimáticas das raízes 

ectomicorrízicas e a capacidade dos FEM em degradar P orgânico (Smith & Read, 1997) têm 

papel importante na mobilização e transferência de nutrientes do solo, via FEM, para a planta 

hospedeira (Pritsch et al., 2004). 

Os fungos micorrízicos (FMA e FEM) têm sido inoculados na produção de diversos 

tipos de mudas, devido à sua capacidade em aumentar a área de absorção de nutrientes, 

promovendo maior desenvolvimento das plantas. Algumas espécies de plantas, como o 

eucalipto, têm a capacidade de formar mais de um tipo de micorriza. Estudos recentes têm 

sido realizados com o propósito de conhecer os FMA presentes em áreas com Eucalyptus 

(Gomes & Trufem, 1998; Oliveira et al., 1997) e a susceptibilidade das raízes em aceitar o 

estabelecimento da associação (Araújo et al., 2004). Santos et al. (2001) observaram que 

raízes de eucalipto apresentavam inicialmente colonização do tipo arbuscular, seguida de 

colonização ectomicorrízica. Estas interações podem ser benéficas no estágio inicial de 

desenvolvimento da planta, promovendo aumento do crescimento e o estabelecimento das 

mesmas nos estágios subseqüentes. 

Níveis elevados de nutrientes, especialmente de P e de N, podem inibir a formação de 

micorrizas, resultando em mudas que apresentam limitações quando transplantadas para o 

campo (Mikola, 1989). As mudas de espécies florestais comercialmente produzidas no Brasil 

ainda utilizam altos teores de fertilizantes químicos, em detrimento da adoção de novas 

técnicas biotecnológicas, como a micorrização controlada (Costa et al., 2002), que podem 

contribuir para a redução do uso desses insumos. De la Cruz et al. (1990) conseguiram reduzir 

a quantidade de fertilizantes inorgânicos, a campo, em até 85%, quando inocularam plantas de 

eucalipto com Pisolithus tinctorius e Scleroderma cepa. 

O conhecimento dos fatores envolvidos e o estudo da relação fungo-planta-ambiente 

são de fundamental importância para programas de micorrização controlada em 
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reflorestamentos, visando o aumento da produtividade (Garbaye, 1984; Alves et al., 2001), 

que pode ser viabilizada pela utilização de fungos micorrízicos eficientes, previamente 

selecionados na formação de mudas florestais. 

 

4. Micorrizas e metais pesados 

A contaminação dos solos por metais pesados, causada por processos naturais ou por 

atividade humana, constitui um dos mais sérios problemas ambientais (Galli et al., 1994). Em 

elevadas concentrações, os metais são tóxicos para a maioria dos organismos (Giller et al., 

1998; Vivas et al., 2005) e constituem fator limitante no crescimento de plantas (Turnau et al., 

2001). Assim, podem ocasionar o desaparecimento completo da vegetação e dificultar a 

instalação de novas plantas (Vangronsveld et al., 1996) e fungos (Grazziotti et al., 2001), 

reduzindo inclusive os propágulos micorrízicos (Cuenca et al., 1997; Enkhtuya et al., 2000). 

A diminuição da população de FMA gera problemas para o estabelecimento e sobrevivência 

das plantas (Pfleger et al., 1994), limitando o sucesso da recuperação da vegetação nativa (van 

der Heijden et al., 1998) e facilitando o processo de erosão.  

Os FMA são de ocorrência generalizada em ecossistemas terrestres, incluindo solos 

contaminados por metais pesados (Smith & Read, 1997) e são considerados essenciais para a 

sobrevivência e crescimento das plantas (Khan 2005). De acordo com Vivas et al. (2005), os 

microrganismos podem ser cruciais na sobrevivência das plantas, em solos contaminados, e a 

tolerância aos metais, mostrada pelas plantas micorrizadas, é baseada em uma série de 

mecanismos e efeitos simbióticos, bem como na capacidade de ligação do micélio fúngico à 

rizosfera ou às raízes. 

De acordo com González-Chávez et al. (2004), os FMA parecem ser eficientes em 

adsorver diferentes metais pesados encontrados em solos poluídos, especialmente Cu, Pb e 

Cd, não apenas pelas raízes colonizadas, mas também pelas hifas e através da deposição de 
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glomalina no solo, que por seqüestrar e acumular metais em uma forma não tóxica, pode 

ajudar a aumentar a saúde das plantas e a qualidade do solo em áreas poluídas. Isto reforça o 

uso de FMA no estabelecimento de plantas em áreas degradadas e na manutenção da estrutura 

do solo, reduzindo os riscos de erosão e desertificação, enfatizando a importância da simbiose 

micorrízica como um determinante da sustentabilidade de um ecossistema (Caravaca et al., 

2005). 

Dentre os possíveis mecanismos pelos quais os FMA aumentam a resistência das 

plantas aos metais pesados, está a capacidade destes fungos em imobilizar os metais através 

da precipitação intracelular de cátions com fosfato ou pela adsorção de íons dos metais na 

parede das hifas (Bi et al., 2003; Barea et al., 2005). A aplicação de FMA para auxiliar na 

disponibilidade de metais do solo para as plantas requer, entre outros, conhecimentos sobre os 

processos fisiológicos e da simbiose, sobre a disponibilidade química (a intensidade da 

exposição tóxica) e a capacidade do solo em suprir o metal (Peijenenburg et al., 2000; 

Malcová et al., 2003). 

Considerando que os FMA podem diminuir os efeitos adversos da fitotoxidez induzida 

pelo excesso de metais pesados no solo, estende-se a sua importância ecológica e  

biotecnológica na reabilitação de áreas poluídas por tais elementos (Rao & Tarafdar, 1998; 

Siqueira et al., 1999a, b). 

Os FEM têm papel fundamental no aumento da absorção de nutrientes de muitas 

espécies vegetais (Hartley et al., 1997b), incluindo importantes espécies arbóreas utilizadas 

em programas de reflorestamento que dependem da simbiose ectomicorrízica para crescer e 

sobreviver (Rossi et al., 2002), especialmente em solos contaminados por atividade de 

mineração (Ramam et al., 2002). A potencialidade das ectomicorrizas expostas ao excesso de 

metais pesados é determinada a partir de mecanismos como: excreção de substâncias 

quelantes, reduzindo a exposição aos metais; imobilização extracelular pela mucilagem e 
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alterações no pH; modificação no sistema de absorção na plasmalena e detoxificação 

intracelular. Estes mecanismos apresentam respostas variadas em função do tipo, 

concentração, localização do metal, e dos fungos e plantas envolvidos (Moreira & Siqueira, 

2002). 

A capacidade dos FEM em reduzir a toxicidade dos íons de metais para a planta 

hospedeira (Kong et al., 2000; Hartley et al., 1997b) está associada à diminuição nas 

concentrações do metal na parte aérea da planta (Wilkins, 1991; Van Tichelen et al., 1999), 

devido ao aumento na absorção destes nutrientes pelas raízes e o seu acúmulo no micélio 

extraradical, conferindo ao hospedeiro maior tolerância a estes elementos (Aggangan et al., 

1998; Grazziotti et al., 2001). 

Os FEM podem variar quanto à capacidade de tolerância ambiental, sendo necessário 

avaliar o impacto dos metais sobre estes organismos (Grazziotti et al., 2001). Pesquisas têm 

sido conduzidas para determinar a sensibilidade dos FEM a uma variedade de metais 

potencialmente tóxicos, na busca do entendimento dos diversos mecanismos pelos quais estes 

fungos podem tolerar os metais pesados (Hartley et al., 1997a; Wilkins, 1991). Entretanto, 

ainda há pouca informação sobre a resposta fisiológica e bioquímica dos FEM aos metais 

tóxicos (Fan-Xiang, 1995; Pritsch et al., 2004). Em experimento que avaliou a toxicidade do 

Cr, Raman et al. (2002) verificaram que Laccaria laccata produziu maior quantidade de 

matéria seca micelial do que Suillus bovinus. Fan-Xiang (1995) avaliou a influência de várias 

concentrações de Cu (0 a 400 µM) sobre o crescimento micelial de Amanita muscaria em 

meio líquido MNM e constatou que o fungo foi altamente inibido no tratamento com o maior 

nível de cobre. Estes dados revelam que a eficiência dos FEM depende dos isolados testados, 

dos metais pesados e das condições experimentais de crescimento (Van Tichelen et al., 1999; 

Galli et al., 1994). 
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5. Toxicidade de metais pesados em leguminosas micorrizadas  

A escolha adequada de espécies utilizadas em processos de revegetação é muito 

importante, dada à necessidade de rápida adaptação aos fatores limitantes de crescimento da 

planta, encontrados nos solos degradados (Pralon & Martins, 2001). Devido à grande 

diversidade de espécies com características de crescimento em condições edafoclimáticas nem 

sempre favoráveis, e com capacidade de enriquecer o solo, as leguminosas tornam-se ideais 

para a recuperação de áreas degradadas (Dias et al., 1995; Souza & Silva, 1996; Pralon & 

Martins, 2001). 

O trevo vermelho (Trifolium pratense L.) é uma leguminosa forrageira de ciclo 

bianual ou perene de curta duração, com crescimento ereto que alcança 80 cm de altura. A 

raiz é pivotante e profunda, podendo atingir até 2 metros; solos mais profundos, argilo-

arenosos, com alto teor de matéria orgânica, são os mais indicados. O pH ideal fica na faixa 

de 6 a 7 e o clima temperado-frio é o requerido pela cultura, bastante utilizada na produção de 

feno e para o pastejo direto, com até quatro toneladas por hectare. Trata-se de uma espécie de 

extrema importância para o Estado do Rio Grande do Sul, devido à alta produtividade e 

elevado valor nutritivo (Moraes, 1995; Ball et al., 1996). No entanto, assim como as demais 

espécies de inverno, o trevo não possui bom desempenho em condições subtropicais, podendo 

ficar comprometido em função dos verões secos e quentes (Flores et al., 2004). 

O P tem destaque no estudo do desenvolvimento de leguminosas devido ao importante 

papel que desempenha (Marschner, 1994). Bailey & Laidlaw (1998) obtiveram, em casa de 

vegetação, incremento de produção de matéria seca de trevo branco (Trifolium repens L.) com 

a aplicação de P (120 mg planta-1), que se refletiu na ramificação, no número de folhas e na 

área foliar. Ao avaliar o efeito da adubação fosfatada em três leguminosas (Trifolium 

resupinatum L., Trifolium subterraneum L. e Lotus subbiflorus Lag.), Krolow et al. (2004) 
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verificaram que as plantas responderam positivamente ao aumento da adubação fosfatada, e 

que a dose de P que proporcionou a máxima produção de matéria seca nas leguminosas foi 

cerca de duas vezes a dose recomendada. 

O principal efeito da micorriza arbuscular em ecossistemas naturais é o de suprir a 

planta hospedeira com nutrientes que estão relativamente imóveis no solo, particularmente o P 

e elementos traços (Smith & Read, 1997). Porém, em elevadas concentrações de metais 

pesados, estes fungos, através das hifas, podem ligar-se a metais nas raízes ou na rizosfera 

(Vivas et al., 2005), reduzindo a sua translocação para a parte aérea (Enkhtuya et al., 2000; Bi 

et al., 2003). Estudos têm mostrado efeito positivo dos FMA em leguminosas, quanto ao 

aumento de matéria seca e acúmulo de P e redução da toxicidade causada pela absorção ou 

translocação de metais. Chen et al. (2003) constataram que o crescimento de T. pratense 

cultivado em níveis crescentes de Zn (0-300 mg kg-1) foi significativamente influenciado pela 

inoculação com Glomus mosseae (Nicolson & Gerd.) Gerd. & Trappe e que as plantas 

apresentaram duas vezes mais P que os controles (plantas não micorrizadas). Chen et al. 

(2005) observaram que a micorrização aumentou significativamente a concentração de P na 

parte aérea e a biomassa de T. repens, sob elevadas concentrações de Pb, sugerindo alta 

eficiência da aquisição de P pela micorriza. De acordo com Zhu et al. (2001), diferentes 

mecanismos podem estar envolvidos nas interações entre colonização micorrízica e acúmulo 

de metais pesados, incluindo diluição destes elementos tóxicos no tecido, devido às interações 

com P, bem como o seqüestro de metais tóxicos e o desenvolvimento de tolerância na planta, 

induzidos pelo fungo. 

Em área de caatinga afetada por atividade mineradora, em Jaguararí, Bahia, Silva et al. 

(2001) detectaram baixo potencial de infectividade dos FMA presentes, recomendando que 

fosse iniciada a revegetação da área utilizando inóculo de FMA ecologicamente adequado. 

Lins et al. (2006) avaliaram a influência de FMA na produção de mudas de Leucaena 
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leucocephala (Lam.) de Wit., em solos com diferentes graus de impacto causados por 

atividade mineradora e verificaram que a inoculação proporcionou às mudas maior tolerância 

ao excesso de metais pesados (tratamentos com 50% de rejeito contaminado) especialmente 

por cobre, e que o aumento da proporção de solo contaminado exerceu efeito negativo sobre o 

crescimento das mudas. 

Embora seja conhecida a capacidade dos fungos micorrízicos (FMA e FEM) em reduzir 

a toxicidade dos íons de metais para a planta hospedeira, ainda é necessário esclarecer as 

interações envolvidas nos diferentes mecanismos de sobrevivência e tolerância destes 

organismos. 
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Resumo - A ocorrência e a atividade de fungos micorrízicos arbusculares (FMA) foram

avaliadas em áreas impactadas por mineração de cobre em Caçapava do Sul, RS. Número de

esporos e número mais provável (NMP) de propágulos infectivos de FMA, conteúdo de

glomalina no solo e espécies de FMA foram pesquisados nas áreas de rejeito, margem e

revegetada (cultivo de eucaliptos), com níveis de Cu de 145, 13 e 8 mg L-1, respectivamente.

Em avaliação direta e após cultura armadilha das amostras de solo, usando painço (Panicum

milliaceum L.) e amendoim (Arachis hypogea L.) como hospedeiros, foram identificadas 12

espécies de FMA, representando os gêneros Archaeospora (1), Glomus (6), Gigaspora (1),

Paraglomus (2) e Scutellospora (2). Glomus foi o gênero predominante e Paraglomus

brasilianum a espécie mais representativa, sendo encontrada em todas as áreas estudadas. A

área de cultivo de eucaliptos apresentou maior número de esporos e NMP de propágulos

infectivos de FMA (346 esporos e 1000 propágulos infectivos por 100g solo-1,

respectivamente) e conteúdo de glomalina no solo (1,56 mg g solo-1) enquanto que a área de

margem teve menor número de propágulos infectivos (12 g solo-1). Nesta área, a glomalina e

esporos não foram detectados. Portanto, o excesso de cobre reduziu a densidade e a

diversidade de FMA e, conseqüentemente, a atividade micorrízica.

Palavras-chave: diversidade, FMA, glomalina, Glomeromycota, metais pesados.
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ABSTRACT – Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) occurrence and activity were evalueted

in areas affectd by copper mining at Caçapava do Sul, Rio Grande do Sul state, Brazil.

Species presence, spore number, most probable number of propagules (MPN) and glomalin

content in the soil were determined in three areas: a copper mining waste area, an area

cultivated with Eucalyptus and an area that is the interface between the two previous ones.

Copper contents in the soil of the area were 145, 8 and 13 mg L-1, respectively. Twelve AMF

species, belonging to the genera Glomus (6), Paraglomus (2), Scutellospora (2),

Archaeospora (1) and Gigaspora (1) were found in the soils, following direct evaluation and

trap cultures, using Panicum milliaceum L. and Arachis hypogea L. as host plants. Glomus

was the dominant genus and Paraglomus brasilianum the most representative species, found

in all three áreas. Soil from the eucalyptus area had the highest spore number (346 in 100 g

soil-1), MPN (1000 infective propagules in 100 g soil-1) and glomalin content (1.56 mg g soil-

1) while that of the interface area had the lowest number of infective propagules (12 g soil-1).

In this area, glomalin and spores were not detected. Therefore, excess of copper reduced the

density and diversity of AMF and, consequently, mycorrhizal activity.

Key-words: AMF, diversity, glomalin, Glomeromycota, heavy metals.
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Introdução

As Minas de Camaquã, localizadas em Caçapava do Sul, RS, constituíam a principal

jazida de cobre conhecida no sul do Brasil, tendo sido exploradas até a década de 1980

(Teixeira & Gonzalez 1988). Hoje, o ambiente encontra-se erodido e com considerável

quantidade de rejeito, o que prejudica a estrutura e a atividade biológica do solo.

Concentrações elevadas de metais pesados no solo são fitotóxicas, podendo ocasionar o

desaparecimento completo da vegetação e dificultar a instalação de novas plantas

(Vangronsveld et al. 1996). Dependendo da severidade do impacto ambiental, o distúrbio do

solo pode prejudicar a microbiota, inclusive os propágulos micorrízicos (Cuenca et al. 1997;

Enkhtuya et al. 2000), com algumas espécies sendo mais susceptíveis que outras. A ausência

da população de fungos micorrízicos arbusculares (FMA) no solo pode gerar problemas para

o estabelecimento e sobrevivência das plantas (Pfleger et al. 1994), limitando o sucesso da

recuperação da vegetação nativa (van der Heijden et al. 1998) e facilitando o processo de

erosão. Os FMA podem beneficiar o estabelecimento de plantas pelo aumento da resistência a

estresses ambientais, maior aquisição de nutrientes e melhoria da qualidade do solo (Roldan-

Fajardo 1994; Azcón-Aguilar & Barea 1997; Leyval et al. 1997).

A diversidade, a densidade e o potencial de infectividade dos propágulos de FMA no

solo estão indiretamente relacionados com as condições ecológicas de cada ecossistema (Maia

& Trufem 1990). Estudos em regiões impactadas pela extração mineral mostraram que os

FMA foram reduzidos ou eliminados devido à contaminação ambiental. Em área impactada

após extração de bauxita e não revegetada, no Pará, o número de esporos e de espécies de

FMA foi reduzido quando comparado a áreas em processo de revegetação (Caproni et al.

2003). Em área com mineração de cobre, na Bahia, foi registrado baixo número de propágulos

infectivos (Silva et al. 2001) e redução na diversidade de espécies de FMA, na maioria dos

locais contaminados pelo metal (Silva et al. 2005).
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A atividade micorrízica numa determinada área pode ser medida, entre outros

parâmetros, pela quantidade produzida de glomalina (Knorr et al. 2003), uma glicoproteína

produzida pelas hifas externas dos FMA e encontrada também na parede dos esporos (Wright

et al. 1996). A glomalina está envolvida nos processos de agregação do solo (Steinberg &

Rillig, 2003) e estudos recentes têm revelado a capacidade desta proteína em seqüestrar e

acumular metais de uma forma não tóxica, através das raízes de plantas colonizadas e hifas

(González-Chávez et al. 2004). Desse modo, contribui para o estabelecimento de plantas e

manutenção da estrutura do solo, reduzindo os riscos de erosão em áreas degradadas

(Caravaca et al. 2005).

Informações sobre a diversidade e atividade de FMA em solos do sul do país são

escassas (Purin et al. 2006; Souza et al. 2002) e não há relatos sobre a ocorrência desses

fungos em áreas degradas por mineração nesta região. O conhecimento prévio da comunidade

e atividade de FMA nativos e das espécies adaptadas a condições de estresse pode constituir

elemento adicional para garantia do estabelecimento de plantas a serem utilizadas em

processos de revegetação. Este trabalho teve como objetivo avaliar a ocorrência e atividade de

FMA em área impactada por mineração de cobre em Caçapava do Sul, RS.

Material e métodos

Área de estudo - As Minas de Camaquã situam-se no município de Caçapava do Sul (30º 47’

S e 52º 24’ W) no Rio Grande do Sul, Brasil. O minério extraído é constituído por sulfetos de

cobre (calcopirita, bornita e calcosina) associados à pirita. O clima é temperado, com

precipitação pluviométrica anual de 1500 mm e temperatura média de 17 °C. A vegetação na

área é mata de galeria nos vales e herbáceas nas encostas e altiplanos (Teixeira & Gonzalez,

1988).
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Neste estudo foram consideradas três áreas (Fig. 1): (a) rejeito: compreende a bacia

depósito de rejeito das minas; (b) margem: compreende uma faixa de borda de 30 a 50 m de

largura, intermediária entre a bacia depósito do rejeito e o cultivo de eucaliptos recém

estabelecidos; (c) cultivo de eucaliptos: eucaliptos com 8 anos de estabelecido. Foi traçada

uma linha em zig-zag e nela 10 pontos foram determinados ao acaso, sendo retiradas três

amostras simples do solo das camadas superficiais (0-20 cm), totalizando dez amostras

compostas, obtidas em cada área. Amostras simples do solo foram coletadas, secas ao ar,

misturadas e analisadas quanto à fertilidade no Laboratório Central de Análises de Solo da

Universidade Federal de Santa Maria (UFSM) (Tab. 1).

Tabela 1. Características químicas dos substratos solo (0-20 cm) das áreas rejeito, margem e cultivo de

eucaliptos, das minas de Camaquã, Município de Caçapava do Sul, RS
1pH 2M.O. P K Al3+ Ca2+ Mg2+ Cu2+ Zn2+ Fe2+ Mn2+

Áreas % (p/p) mg L-1 cmolc L-1 mg L-1

rejeito 7,8 0,3 69,5 94,0 0,0 4,5 0,6 145,0 4,0 367,0 0,1
margem 5,7 2,0 5,5 74,0 0,0 11,0 5,4 13,2 1,4 108,4 39,0
cultivo eucalipto 4,7 2,2 5,5 58,0 1,5 3,8 1,2 8,3 1,2 174,9 63,0
1 Proporção substrato-solo:água (1:2,5; v/v); 2 Matéria orgânica. Análises realizadas no Laboratório Central de
Análises de Solo, Universidade Federal de Santa Maria, RS de acordo com a EMBRAPA (1997).
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Figura 1. Aspecto geral das três áreas de estudo nas Minas de Camaquã, Caçapava do Sul:

a) rejeito, b) margem e c) cultivo de eucaliptos.

a)

b)

c)
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Isolamento e Identificação de Fungos Micorrízicos Arbusculares – as amostras compostas

foram utilizadas para contagem direta (CD) de esporos de FMA, e indireta (CI), a partir do

preparo de culturas armadilhas (Sieverding, 1991), empregando painço (Panicum milliaceum

L.) e amendoim (Arachis hypogea L.) como plantas hospedeiras. As amostras foram

acondicionadas em vasos (cinco/área) que foram mantidos em casa de vegetação durante dois

ciclos de multiplicação (3 meses/ciclo). Após cada ciclo, esporos de FMA foram extraídos do

solo pelo método de peneiramento em via úmida (Gerdemann & Nicolson, 1963), seguido de

centrifugações em água e sacarose (Jenkins 1964, modificado pelo uso de sacarose 40% e

centrifugação a 1.050 g por 1 min) e contagem em placa canaletada. O número de esporos em

cada área foi obtido pela média dos mesmos em cada ponto de coleta. Grupos de esporos

similares foram montados em lâminas com PVLG (álcool-polivinílico em lactoglicerol) ou

com reagente de Melzer + PVLG (1:1) e observados ao microscópio (400×). Para

identificação das espécies foram consultados Schenck & Pérez (1990), a home-page da

International Culture Collection for Arbuscular Mycorrhizal Fungi (INVAM –

http://invam.caf.wvu.edu) e publicações com descrição de novas espécies.

Determinação do Número Mais Provável (NMP) de propágulos infectivos - Para avaliação do

NMP de propágulos de FMA foi utilizada a técnica descrita em Sieverding (1991). Amostras

foram retiradas do solo resultante da mistura dos dez pontos de cada área. Parte destas

amostras foi utilizada como amostras teste (350g de solo) e parte como diluente na

composição dos vasos do bioensaio. Neste caso, o solo, após peneirado, foi desinfestado com

Bromex® (brometo de metila 98% + cloropicrina 2%). Foi utilizado o fator quatro como base

de diluição 3:1 (diluente:amostra), com cinco repetições para cada nível, totalizando 10

níveis, de 40 a 4-9. Para cada área foram preparados 50 vasos, totalizando 150 vasos,

considerando: 3 áreas × 10 níveis de diluição e 5 repetições. Cada vaso (250 mL) foi

preenchido com 150 g do substrato B (solo esterilizado) + 50 g do substrato A (solo

http://invam.caf.wvu.edu
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esterilizado + solo teste) + 50 g do substrato B + 20 g de areia lavada e autoclavada. Cinco

sementes de milho (Zea mays L.), desinfestadas com NaOCl a 5%, foram colocadas em cada

vaso. Após germinação, foi realizado o desbaste mantendo-se duas plantas por vaso. Os vasos

permaneceram em telado por seis semanas. A temperatura e a umidade relativa do ar foram

medidas diariamente, variando de 23 - 32 °C e de 50 - 81%, respectivamente

(termohigrômetro TFA, Alemanha). No final do período, as plantas foram colhidas e as raízes

separadas, lavadas, diafanizadas com KOH (10%) e coradas com azul de Tripano em

lactoglicerol (Phillips & Hayman, 1970). Para avaliação do potencial de infectividade de

FMA no solo, foram atribuídos os sinais (+) para presença e (-) para ausência de estruturas

típicas de FMA, observadas em estereomicroscópio. Para cálculo do NMP de propágulos

infectivos foi utilizada a fórmula:

log Ù = x log a – K, onde: Ù = número de propágulos infectivos; x = total de vasos infectados

/ número de repetições por diluição; a = fator de diluição; K = constante encontrada na tabela

VIII de Fisher & Yates (1970), determinada pelos valores de x e y, onde y = s – x, sendo s o

número do nível de diluição.

Glomalina - Glomalina Facilmente Extraível (GFE) foi quantificada a partir das amostras de

solo das áreas (Wright & Upadhyaya, 1998). Amostras de 0,25 g de agregados (fração 1-2

mm) foram autoclavadas com 2 mL de citrato de sódio (20 mM; pH 7,0) por 30 minutos,

centrifugadas (11.200 g por 5 min) e o sobrenadante armazenado em geladeira (-4°C). As

frações de glomalina foram quantificadas pelo método de Bradford (1976), em

espectrofotômetro (595 nm), tendo como curva-padrão soro albumina bovina (BSA). Os

dados foram expressos em mg de glomalina por g de agregados.

Análise estatística – Para análise, os números de esporos foram transformados em log (x + 1)

e os dados do NMP em log (x). As médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
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probabilidade. A similaridade de espécies de FMA entre as áreas foi avaliada pelo Índice de

Sörensen (Brower & Zar, 1984).

Resultados e discussão

Foram identificados 12 táxons de FMA (Tab. 2), com maior riqueza ocorrendo nas

áreas de cultivo de eucalipto (8 espécies) e de rejeito (7 espécies) do que na área de margem

(3 espécies). O índice de similaridade de Sörensen das espécies de FMA encontradas nas

áreas foi de 54% entre cultivo de eucalipto e rejeito, 36% entre cultivo de eucalipto e margem

e, 20% entre rejeito e margem. Estes resultados mostram o impacto causado pela atividade de

deposição do rejeito da mineração de cobre na composição da comunidade de FMA,

sobretudo ao comparar as áreas de rejeito e margem. Silva et al. (2005) observaram baixo

índice de similaridade de espécies de FMA, considerando uma área preservada e outras

circundantes, impactadas por mineração de cobre, na Bahia.

Das 12 espécies encontradas, seis pertenciam ao gênero Glomus. A predominância

deste gênero é observada nos mais variados ecossistemas (Franke-Snyder et al. 2001; Ferrol

et al. 2004; Purin et al. 2006). No Brasil, estudos sobre a ocorrência e diversidade de FMA

mostram maior ocorrência de espécies de Glomus e Acaulospora. Em áreas de caatinga,

Souza et al. (2003) identificaram 24 táxons de FMA, com maior representatividade de

Glomaceae e Acaulosporaceae. Silva et al. (2005) encontraram 21 espécies de FMA, a

maioria pertencente ao gênero Glomus, em área de caatinga nativa e com distúrbios

ambientais provocados por atividade mineradora de cobre, constatando redução na

diversidade de FMA nas áreas mais atingidas pelo depósito de minério. Em área de Minas

Gerais, contaminada por metais pesados, principalmente Zn, Klauberg-Filho et al. (2002)

registraram 21 espécies de FMA, com maior ocorrência de Glomus e Acaulospora. Em Santa

Catarina, 38 espécies de FMA foram identificadas recentemente, em áreas com cultivo
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convencional e orgânico de macieiras e, em pastagens, com a maioria das espécies

distribuídas nos gêneros Glomus (15) e Acaulospora (15) (Purin et al. 2006). No Rio Grande

do Sul, foram identificadas 10 espécies de FMA, sendo cinco de Glomus, em viveiros e

pomares de citrus (Souza et al. 2002).

Tabela 2. Espécies de fungos micorrízicos arbusculares, número mais provável (NMP) de propágulos

infectivos1, número de esporos e conteúdo de glomalina facilmente extraível produzida no solo (0-20 cm),

em áreas das minas de cobre de Camaquã, Caçapava do Sul, RS

FMA Rejeito Margem Cultivo de

eucaliptos

CD2 CI3 CD CI CD CI

Archaeospora trappei (R.N. Ames & Linderman) J.B. Morton

& D. Redecker

X

Glomus clarum T.H. Nicolson & N.C. Schenck X

Glomus diaphanum J.B. Morton & C. Walker X

Glomus etunicatum W.N. Becker & Gerd. X X

Glomus intraradices Schenck & G.S.Smith X X

Glomus mosseae (T.H. Nicolson & Gerd.) Gerd. & Trappe X

Glomus sp. X

Gigaspora margarita W.N. Becker & I.R. Hall X

Paraglomus brasilianum (Spain & J. Miranda) J.B. Morton &

D. Redecker

X X X X X

Paraglomus occultum (C. Walker) J.B. Morton & D. Redecker X X

Scutellospora heterogama (T.H. Nicolson & Gerd.) C. Walker

& F.E. Sanders

X X X

Scutellospora fulgida Koske & C. Walker X

Total de espécies 7 3 8

NMP (100 g solo-1) 190 12 1000

Esporos (100 g solo-1) 18 B4 ND 347 A

Glomalina (mg g solo-1) 0,10 B ND 1,56 A
1Obtido em bioensaio com milho (Zea mays L.) cultivado por 40 dias; 2Identificação a partir de contagem
direta (CD) de esporos em amostra de solo; 3Identificação a partir de esporos recuperados após 6 meses de
cultura armadilha (CI); 4Tratamentos com mesmas letras na linha não diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0.05); ND = abaixo do nível de detecção.
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Dentre as espécies de FMA encontradas na área estudada, Paraglomus brasilianum foi

a mais representativa, sendo observada nas três áreas, tanto na contagem direta (CD) quanto

após o período de multiplicação (CI), não ocorrendo porém na CD da área margem da

mineradora. Os estudos confirmaram que o uso de culturas armadilha pode propiciar a

detecção de maior riqueza de espécies do que a contagem direta do material trazido do campo.

No entanto, isso nem sempre acontece. Em ecossistema semiárido no sudeste da Espanha,

Ferrol et al. (2004) verificaram que o número de esporos de FMA nas amostras coletadas

diretamente da área de estudo era relativamente baixo (2–55 esporos 100 g de solo-1) e apenas

uma espécie, Paraglomus occultum foi identificada. Após três anos de cultura com plantas

armadilha, a riqueza de espécies de FMA mantinha-se baixa, com predominância de espécies

de Glomus. Em diferentes sistemas de cultivo, Franke-Snyder et al. (2001) verificaram que

das 15 espécies encontradas, 13 eram do gênero Glomus. Após três ciclos de cultivo, apenas

uma espécie, Glomus constrictum, que não havia sido encontrada na contagem direta foi

identificada.

Na área rejeito foram encontradas três espécies (Archaeospora trappeii, Glomus

diaphanum e Glomus sp.) que não ocorreram nas demais áreas. As duas primeiras também

não foram recuperadas após os dois ciclos de cultivos com painço e amendoim. É provável

que as espécies micorrízicas encontradas na área rejeito estejam melhor adaptadas às

condições do local e prevaleçam no ambiente por possuir afinidade com as características do

solo, suportando pH alcalino (7,8) e as elevadas concentrações de P (70 mg L-1) e de Cu, Zn e

Fe (145, 4 e 367 mg L –1, respectivamente) disponíveis. De acordo com a análise de solo (Tab.

1), há indícios de aplicação de fontes de P na área rejeito, especificamente, fertilizantes a base

de monofosfato de cálcio (magnésio) hidratado. Esta é uma estratégia que promove a

precipitação de complexos de hidróxidos de fosfatos de Cu, Fe e Zn insolúveis, no sentido de

atenuar a contaminação dos ecossistemas vizinhos com esses metais. Composição química
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semelhante ao substrato de rejeito Camaquã, RS, também foram visualizadas em área de

rejeito de mineração de cobre, no município de Jaguararí, Bahia, por Lins et al. (2006), que

apresentou pH alcalino (7,4) e elevadas concentrações de P (70 mg L-1) e de Cu, Zn e Fe (484,

3,6 e 673 mg L –1, respectivamente) disponíveis. Na área margem, adubações adicionais com

substratos orgânicos e fontes de cálcio e magnésio podem ter sido empregadas dentro de um

programa de acondicionamento de leito para o plantio de eucalipto. Essa estratégia procura

acondicionar a composição química do solo dentro do tolerável para o crescimento do

eucalipto, influenciando quanti e qualitativamente (biodiversidade) a microbiota do substrato

solo e, especificamente a relação fungo-planta.

Maior número de esporos foi encontrado na área de cultivo de eucaliptos, diferindo

significativamente das áreas rejeito e margem, onde poucos esporos foram isolados (Tab. 2).

A variação encontrada no NMP de propágulos infectivos, assim como no número de esporos

nas áreas estudadas, pode estar relacionada com a cobertura vegetal de cada área, às

condições do solo, o hospedeiro utilizado no bioensaio e aos diferentes mecanismos de

sobrevivência dos FMA. Silva et al. (2001) verificaram que em área de mineração de cobre

houve baixa densidade de esporos e reduzido NMP de propágulos micorrízicos, especialmente

nas áreas com excesso de metais pesados. Em área contaminada com Zn, Klauberg-Filho et

al. (2002) referiram maiores densidades de esporos nos locais com menor contaminação,

atribuindo o fato ao melhor crescimento vegetativo do hospedeiro e ao maior nível de

colonização micorrízica. Em área da caatinga foi encontrada relação inversa entre o número

de esporos e o de NMP de propágulos de FMA (Souza et al. 2003), o que não ocorreu no

presente trabalho. Em áreas desertificadas do semiárido no sudeste da Espanha, onde a

vegetação herbácea predominava, Azcón-Aguilar et al. (2003) constataram maior número de

propágulos de FMA em solos cultivados do que em não cultivados.
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Reduções na diversidade de FMA podem ser justificadas pela perda da diversidade em

termos de hospedeiros e pela baixa estabilidade do ecossistema, ocasionada normalmente por

estresses, como poluição do solo por metais pesados (Klauberg-Filho et al. 2002). Espécies

vegetais podem influenciar o padrão de multiplicação de FMA na rizosfera e afetar

significativamente a diversidade desses fungos (Johnson et al. 2003). Na área de rejeito havia

algumas gramíneas dispersas, enquanto na margem não havia plantas e, de acordo com o

estudo morfológico realizado, os poucos esporos de FMA encontrados aparentemente eram

inviáveis e, por esta razão, não foram contabilizados. A área de cultivo de eucaliptos era

constituída basicamente por bosques de eucalipto com idade média de 8 anos, em substituição

à vegetação nativa, provavelmente como uma barreira ao escoamento superficial do rejeito.

Apesar de não apresentarem especificidade, os FMA possuem certa preferência quanto ao

hospedeiro (Declerck et al. 1995), o que pode ter contribuído para o número reduzido de

espécies de FMA e para o número elevado de esporos inviáveis (velhos e oxidados)

encontrados na área de cultivo de eucaliptos. Além disso, o eucalipto forma associação do

tipo arbuscular apenas no início do seu desenvolvimento, especificamente na fase de muda,

sendo posteriormente substituída pela ectomicorrízica (Brundrett et al. 1996). Neste caso, é

provável que, por não encontrarem hospedeiros disponíveis, os esporos de FMA na área de

cultivo de eucaliptos estivessem em estado de latência, sendo possível recuperá-los e

identificá-los posteriormente no cultivo em cultura armadilha ou por contagem indireta.

Maior produção de glomalina ocorreu na área de cultivo de eucaliptos, em comparação

com as demais áreas, onde pouca ou nenhuma proteína foi detectada (Tab. 2). Wright et al.

(1999) observaram que a produção de glomalina foi menor em área com distúrbio do que em

área cultivada, sugerindo que a concentração de glomalina pode ser uma medida específica da

qualidade do solo quando comparada com áreas impactadas. Considerando que na área de

cultivo de eucaliptos havia mais esporos, estes podem ter contribuído para detecção de
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maiores valores de glomalina nesta área. Além de ser produzida pelas hifas externas dos

FMA, esta glicoproteína pode ser encontrada também na parede dos esporos (Wright et al.

1996). A glomalina pode ser utilizada para estimar a produção de FMA no solo, servindo

como bioindicador, pois além de específica desses fungos (Lovelock et al. 2004), pode ter sua

produção afetada por fatores ambientais (Rillig & Steinberg, 2002), variando entre espécies e

isolados (Wright et al. 1996).

O conhecimento das espécies de FMA adaptadas à condição de estresse na área

impactada pela atividade mineradora, indica a possibilidade da sua utilização no

estabelecimento de plantas, em processos de revegetação. Os resultados mostraram que o

excesso de metais pesados no solo, especificamente o cobre, influencia a densidade e a

diversidade de FMA, e conseqüentemente a atividade micorrízica.
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Resumo  

Dois experimentos foram desenvolvidos para avaliar o efeito da inoculação com Glomus 

etunicatum sobre o crescimento e acúmulo de nutrientes em plantas de Trifolium pratense L. 

(trevo vermelho) cultivadas em condições de excesso de cobre. No 1o experimento foi testado 

o nível de cobre tolerável pela planta, em fatorial, com 8 níveis de cobre (31, 123, 246, 492, 

984, 1967, 3935 e 7869 µM) x 2 níveis de fósforo (0,1 e 1,9 mM). Aos 40 dias da inoculação, 

efeitos negativos do aumento do nível de cobre foram observados sobre a produção de matéria 

seca da parte aérea e da raiz, altura das plantas e comprimento das raízes. A colonização das 

raízes mostrou-se sensível ao aumento do nível de cobre e, nas concentrações ≥1967 µM não 

houve estabelecimento da simbiose. A adição de P, no tratamento com 31 µM Cu, diminuiu a 

colonização em aproximadamente 65%, e nos tratamentos com 123 e 246 µM Cu estimulou a 

colonização, em relação ao observado nos tratamentos com 0,1 mM P. A produção de esporos 

foi inibida a partir de 123 µM Cu, nos dois níveis de fósforo. No 2o experimento, em fatorial, 

com 2 tratamentos de inoculação com FMA (com e sem) x 4 níveis de cobre (31, 123, 246, 

492 µM) x 2 níveis de fósforo (0,1 e 1,9 mM), as plantas de trevo foram avaliadas aos 90 dias 

quanto à produção de matéria seca e elementos acumulados na parte aérea e na raiz. O 

aumento de fosfato na solução proporcionou acúmulo de P (de 186 para 1339 µg) e de K (de 

3,30 para 4,72 mg) na parte aérea das plantas. G. etunicatum estimulou significativamente a 

produção de MSPA e o acúmulo de Fe na raiz (600%). O aumento da concentração de fosfato 

na solução reduziu significativamente o acúmulo de Cu na parte aérea das plantas cultivadas 

nos níveis acima de 236 µM Cu. Os resultados sugerem que o uso concomitante de Glomus 

etunicatum e fósforo pode constituir alternativa em processos de recuperação de áreas 

impactadas por excesso de cobre. 

 

Palavras-chave: associação micorrízica, bioacúmulo, fósforo, Glomus etunicatum, trevo  
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Introdução 

Quando presentes em elevadas concentrações no solo, os metais pesados são tóxicos 

às plantas e à maioria dos microorganismos (Vivas et al., 2005), incluindo os fungos 

micorrízicos arbusculares (FMA) que se estabelecem na interface das raízes das plantas 

hospedeiras e do solo (Malcová et al., 2003). Os FMA ocorrem de maneira generalizada em 

ecossistemas terrestres, incluindo solos contaminados por metais pesados. Estes fungos 

formam associação simbiótica com a maioria das espécies vegetais (Smith & Read, 1997) e 

são considerados essenciais para a sobrevivência e crescimento das plantas em solos 

impactados (Khan 2005). Em troca do carbono fornecido pelas plantas, os FMA suprem a 

planta hospedeira com nutrientes minerais que são relativamente imóveis no solo, 

particularmente o P e os micronutrientes (Zhu et al., 2001; Chen et al., 2005), aumentam a 

resistência à seca (Kaya et al., 2003), diminuem as infecções por patógenos (Abdala & Abdel-

Fattah, 2000) e reduzem a absorção ou translocação de vários metais para a parte aérea das 

plantas, quando estes se encontram em quantidades excessivas no ambiente (Enkhtuya et al., 

2000; Bi et al., 2003). De acordo com Vivas et al. (2005), os microrganismos podem ser 

cruciais na sobrevivência das plantas em solos contaminados. A tolerância aos metais, 

mostrada pelas plantas micorrizadas, é baseada em uma série de mecanismos e efeitos 

simbióticos, bem como na capacidade do micélio fúngico se ligar na rizosfera ou nas raízes. 

Dentre os possíveis mecanismos pelos quais os FMA aumentam a resistência das 

plantas aos metais pesados, está a capacidade em imobilizar os metais através da precipitação 

intracelular de cátions com fosfato ou pela adsorção de íons de metais na parede das hifas (Bi 

et al., 2003; Barea et al., 2005). O efeito dos FMA na disponibilidade de metais no solo para 

as plantas envolve conhecimentos sobre os processos fisiológicos, simbiose, a disponibilidade 

química (intensidade da exposição tóxica) e a capacidade do solo em suprir o metal 

(Peijenenburg et al., 2000; Malcová et al., 2003). 
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Estudos têm mostrado efeito positivo dos FMA nas plantas quanto à absorção ou 

translocação de metais. Chen et al. (2003) verificaram, em plantas de Trifolium pratense L. 

micorrizadas, a redução do Zn translocado para a parte aérea e a retenção de quantidades 

substanciais deste metal nas raízes. Huang et al. (2002) encontraram, em plantas de milho 

(Zea mays L.) micorrizadas, reduções de 10, 18 e 29 %, respectivamente, no acúmulo de Pb, 

Cu e Zn, quando comparadas com plantas não micorrizadas. Nesse contexto, a simbiose 

planta × FMA mostra-se como alternativa importante para aumentar a eficiência nos 

processos de revegetação em ambientes adversos (Vivas et al., 2003), tais como em áreas de 

mineração. Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do FMA sobre o crescimento e o 

acúmulo de nutrientes em plantas de trevo (T. pratense) cultivadas em condições de excesso 

de cobre e diferentes níveis de fósforo. 

 

Material e métodos 

Sementes de trevo vermelho (Trifolium pratense L.) superficialmente desinfestadas 

(5% hipoclorito de sódio, v/v) e escarificadas (àgua a 70 °C) foram tratadas com inoculante 

turfoso contendo Rhizobium leguminosarum bv. trifolii (estirpes 023-1 e 022-3), cedido pela 

Bioagro® (Santa Maria, RS) e semeadas (20 sementes) em areia lavada esterilizada (225 g. 

tubete-1). Em seguida, inóculo com 200 esporos. tubete-1 de Glomus etunicatum Becker & 

Gerd. - UFPE 06 (proveniente do Laboratório de Micorrizas da UFPE) foi adicionado. Após 

15 dias da germinação, procedeu-se ao desbaste, deixando 10 plantas tubete-1. Durante o 

cultivo as plantas receberam solução nutritiva de Hoagland & Arnon (modificada por Jarstfer 

& Sylvia, 1992), acrescida de Cu (CuSO4) e de P (K2HPO4-KH2PO4), com pH final de 6,8. O 

substrato foi mantido a 70% (p/p) da capacidade máxima de retenção de solução nutritiva 

durante o cultivo. O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado em 

fatorial 8×2 (8 níveis de Cu: 31, 123, 246, 492, 984, 1967, 3935 e 7869 µM e 2 níveis de P: 
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0,1 e 1,9 mM), com 3 repetições, sob condições de casa de vegetação, com temperatura de 23 

a 32 °C  e umidade relativa do ar de 50 a 81%, mínimas e máximas, respectivamente, no 

Campus da UFPE (8º 25’ S e 34º 57’ W).  

Após 40 dias da inoculação, as plantas foram avaliadas quanto à altura, produção de 

matéria seca (75 ºC, por 36 h) da parte aérea (g MSPA) e da raiz (g MSR), comprimento total 

de raízes, colonização micorrízica (% segmentos de raiz colonizados) e produção de esporos 

(no esporos 50 g areia-1). Aspectos relacionados com a nodulação também foram verificados. 

As medidas da colonização do fungo nas raízes foram por contagem direta, após coloração 

(Phillips & Hayman, 1970), seguindo o método de interseção dos quadrantes (Giovannetti & 

Mosse, 1980). A produção de esporos de FMA foi estimada após extração por peneiramento 

úmido (Gerdemann & Nicolson, 1963) e centrifugação em água e solução de sacarose 

(Jenkins, 1964). Outras variáveis derivadas como relação da matéria seca da parte aérea com a 

raiz (g MSPA g MSR-1), densidade específica da raiz (g MSR cm de raiz-1) e produção de 

esporos na base de matéria seca de raiz (no esporo g MSR-1) também foram estudadas. 

Um segundo experimento fatorial (2×4×2) foi realizado em delineamento casualizado 

com 5 repetições, sob condições de casa de vegetação, com temperatura de 13 a 23 °C  e 

umidade relativa do ar de 75 a 87%, mínimas e máximas no Campus da UFSM (29º 43’ S e 

53º 42’ W). Os tratamentos avaliados foram: 1) inoculação (não inoculado e inoculado com 

114 esporos de G. etunicatum - UFPE 06; 2) níveis de Cu (31, 110, 236, 472 µM); 3) níveis 

de P (0,1 e 1,9 mM). Sementes de trevo desinfestadas foram escarificadas e inoculadas com 

rizóbio e FMA. As plantas foram cultivadas conforme mencionado anteriormente e, após 90 

dias da inoculação, foram avaliadas quanto à produção de matéria seca e elementos 

acumulados na parte aérea e na raiz. As análises para micro (Cu e Fe) e macronutrientes (P e 

K) no tecido vegetal foram realizadas conforme informado em Tedesco et al. (1995). Outras 



Lins, Cláudia, E.L. Efeito do cobre sobre fungos micorrízicos... 78 

variáveis derivadas, como a relação MSPA/MSR e as relações parte aérea:raiz (PA/R) dos 

elementos acumulados também foram estudadas. 

Foi realizada análise da variância e as médias comparadas pelo teste de Tukey 

(P<0,05). Os dados de número de esporos e de colonização das raízes foram transformados, 

respectivamente, em log (x+1) e arcsen (x. 100-1)0,5. 

 

Resultados e discussão 

No primeiro experimento, foram detectados efeitos do aumento do nível de fosfato de 

0,1 para 1,9 mM na solução, sobre a produção de matéria seca e o comprimento da parte aérea 

e da raiz das plantas (Tab. 1). Os maiores efeitos positivos foram observados na MSPA (43%) 

e na altura das plantas (35%). Menores aumentos foram obtidos na MSR (17%) e no 

comprimento da raiz (10%). A adubação fosfatada em leguminosas tem sido estudada devido 

sobretudo ao importante papel do P no desenvolvimento destas plantas (Marschner, 1995). 

Bailey & Laidlaw (1998) obtiveram, em casa de vegetação, incremento de produção de 

matéria seca de trevo branco (Trifolium repens L.) com a aplicação de P (120 mg vaso-1), que 

favoreceu a ramificação, o número de folhas e a área foliar. Em três leguminosas (Trifolium 

resupinatum L., Trifolium subterraneum L. e Lotus subbiflorus Lag.), Krolow et al. (2004) 

verificaram que as plantas responderam positivamente ao aumento da adubação fosfatada, e 

que a dose de 2,15 mg dm-3 P, cerca de duas vezes a recomendada, proporcionou a máxima 

produção de MS nas três espécies testadas. 
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Tabela 1. Efeito do fósforo na matéria seca, altura e comprimento da raiz de plantas de trevo vermelho 

(Trifolium pratense), 40 dias após inoculação com Glomus etunicatum (UFPE 06) 

 Matéria Seca Altura              Comprimento da 

Raiz 

      mM P Parte Aérea Raiz   

 (g) (cm) 

0,1 *0,135 B 0,428 B 5,63 B 48,78 B 

     

1,9 0,193 A 0,499 A 7,65 A 53,50 A 

 * Médias (n = 24) com a mesma letra, na coluna, não diferem pelo teste de F (P< 0.05). 

 

Elevadas concentrações de cobre no solo (> 0,8 mg dm-3) são fitotóxicas (Abreu et al., 

2001) e podem causar dano a plantas e microrganismos (Camargo et al., 2001). Efeitos 

negativos produzidos pelo aumento do nível de Cu foram observados sobre MSPA, MSR, 

altura e comprimento da raiz, no presente trabalho (Tab. 2). Os efeitos deletérios do Cu foram 

significativos para níveis ≥ 1967 µM quando comparados ao controle (31 µM). A MSPA e a 

MSR tiveram reduções ≥ 32%. A altura das plantas mostrou-se menos sensível ao efeito 

deletério do Cu, com redução de 8,0 para 6,2 cm no nível de 1967 µM (22%). O comprimento 

da raiz mostrou-se mais sensível ao Cu, com redução de 71 para 40 cm, equivalente a 44% 

(Tab. 2). Trabalhos envolvendo a influência de metais pesados no crescimento de plantas 

micorrizadas de T. pratense revelam diferenças quanto à sensibilidade dessa espécie à 

toxicidade destes elementos. Bi et al. (2003) observaram que as produções de MS da parte 

aérea e da raiz foram reduzidas por elevadas concentrações de Zn (400 mg kg-1). Por outro 

lado, em estudos realizados por Chen et al. (2003), a produção de MS de trevo vermelho não 

foi influenciada pela adição de Zn (0-400 mg. kg-1), mas houve tendência para redução em 

concentrações de Zn maiores que 600 mg. kg-1.  

A densidade de raízes teve comportamento diferenciado (Tab. 2), com aumento 

significativo de 46% (0,8 para 1,23 g MSR. cm de raiz-1) quando o nível de Cu aumentou de 
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31 para 7869 µM. Este resultado mostra que o trevo vermelho responde ao estresse formando 

raízes com maior massa por unidade de comprimento, o que coincide com as observações 

diretas quanto ao aspecto morfológico das raízes, que apresentaram encurtamento e maior 

diâmetro, nos tratamentos com maiores níveis de Cu (Fig. 1). De acordo com Malavolta et al. 

(1997), o cobre tende a acumular-se nas raízes e, devido a este fato, a toxidez se manifesta 

primeiramente nas raízes que escurecem e perdem elementos previamente absorvidos, 

indicando o possível comprometimento da permeabilidade das membranas. Durante estádios 

iniciais do desenvolvimento da planta, a toxicidade do cobre afeta o crescimento e causa 

redução na ramificação, engrossamento e coloração anormal das raízes (Gupta, 2001). A 

clorose em folhas mais jovens é outro sintoma provocado pela interferência deste metal, 

quando em excesso, que influencia negativamente a síntese de clorofila (Römheld, 2001). 

Clorose acentuada foi observada nas folhas de trevo conforme o aumento da concentração de 

Cu. Esse efeito foi diminuído nas plantas que receberam 1,9 mM de fosfato (Fig. 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Aspecto geral de plantas de Trifolium pratense cultivadas em níveis crescentes de cobre e de fósforo, 

40 dias após inoculação com Glomus etunicatum (UFPE 06). 

0,1 mM P 1,9 mM P 0,1 mM P 1,9 mM P 
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Tabela 2. Efeito dos níveis de cobre no rendimento da matéria seca, na altura, no comprimento da raiz 

e na densidade específica em raízes de trevo vermelho (Trifolium pratense), 40 dias após a inoculação 

com Glomus etunicatum (UFPE 06) 

Tratamentos Matéria Seca 

Parte Aérea 

Matéria Seca 

Raiz 

Altura Comprimento                    

da  Raiz 

Densidade 

Específica da 

Raiz 

µM Cu (g) (cm) (g) 

31 *0,213 A 0,591 A 8,08 A 71,0 A    0,84 B 

123   0,184 AB 0,567 A 7,50 AB 63,6 A    0,90 AB 

246   0,196 A 0,575 A 7,67 AB 65,3 A    0,89 AB 

492   0,180 AB 0,537 A 7,67 AB 62,2 A    0,87 AB 

984   0,187 AB 0,507 AB 6,75 ABC 58,8 A    0,88 AB 

1967   0,143 BC 0,404 B 6,17 BC 40,2 B    1,01 AB 

3935   0,121 CD 0,341 B 5,25 CD 32,8 B    1,07 AB 

7869   0,087    D 0,187 C 4,00 D 15,2 C    1,23 A 

   CV (%)      14,6    14,2   15,1    15,2       20,7 

*Médias (n = 6) com a mesma letra, na coluna, não diferem pelo teste de Tukey (P< 0.05). 

 

Íons de fosfato podem interferir na solubilidade dos elementos metálicos, formando 

precipitados pouco solúveis e diminuindo a concentração de íons em solução (Camargo et al., 

2001). A relação MSPA/MSR e a colonização micorrízica das raízes de trevo vermelho 

responderam diferentemente ao aumento dos níveis de Cu, sob influência da concentração do 

P (Fig. 2). Em níveis de 0,1 mM P, o aumento de Cu de 31 para 3935 µM não alterou a 

relação MSPA/MSR (≈ 0,33 g MSPA. g MSR-1); entretanto, houve aumento significativo (> 

80%) na concentração de 7869 µM Cu (Fig. 2A). Nos tratamentos com 1,9 mM P, a relação 

MSPA/MSR praticamente não variou nos diferentes níveis de Cu. O aumento da concentração 

de P (0,1 para 1,9 mM) resultou numa relação MSPA/MSR significativamente superior nas 

concentrações de Cu de 246 a 984 µM. Contudo, no tratamento com 7864 µM Cu a relação 

MSPA/MSR foi diminuída pelo aumento de P (1,9 mM). Não se detectou qualquer tipo de 

estrutura micorrízica nas plantas não inoculadas. Quanto à inoculação com rizóbio, nenhum 
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nódulo ou estrutura semelhante foi observado nas raízes de trevo neste experimento. De modo 

geral, a colonização das raízes por G. etunicatum (Fig. 2B) mostrou-se sensível ao aumento 

do nível de Cu e nas concentrações ≥ 1967 µM não houve estabelecimento da simbiose. 

Diferenças quanto ao percentual de raízes colonizadas por FMA podem mostrar variações 

quanto às espécies de planta e fungo testados e resposta ao ambiente. Li & Christie (2001) 

observaram percentual médio de 30% de colonização micorrízica nas raízes de T. pratense, 

sendo pouco influenciada pelos diferentes níveis de Zn (0-1000 mg kg-1). Contudo Chen et al. 

(2005) verificaram que a colonização em raízes de T. repens não foi influenciada pelo 

acréscimo de Pb em areia (0-600mg kg-1). Diferenças também podem ser devidas ao retardo 

ou inibição da colonização pela presença de metais pesados. Em raízes de T. repens, cultivado 

em solo contaminado por efluentes de esgoto (com altos níveis de Zn, Cu, Ni e Cd) só se 

constatou colonização (15%) após 8 semanas de cultivo (Koomem et al. 1990). Um dos 

mecanismos envolvidos na imobilização de metais por plantas micorrizadas é a precipitação 

intracelular do cátion de metal com o fosfato ou adsorção de íons de metal na parede das hifas 

(Bi et al., 2003; Barea et al., 2005). Apesar da adição de 1,9 mM P no tratamento com 31 µM 

Cu ter diminuído a colonização em aproximadamente 65%, nos tratamentos com 123 e 246 

µM Cu, a adição de P estimulou a colonização, 7 e 35 vezes mais, respectivamente, em 

relação ao observado nos tratamentos com 0,1 mM P. Este resultado sugere que em baixas 

concentrações de Cu o P inibe a micorrização, entretanto, em concentrações de Cu inibitórias, 

a associação é favorecida pelo fosfato, possivelmente pela imobilização química do Cu. Bi et 

al. (2003) relataram que a adição de P no substrato reduziu a colonização das raízes de T. 

pratense, exceto em altas concentrações de Zn (400 mg. kg-1) e que os maiores índices de 

colonização (35-38%) ocorreram no tratamento sem adição de P. Entretanto, Shetty et al. 

(1995) verificaram efeito da simbiose micorrízica em Andropogon gerardii Vilm. na 
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tolerância ao Zn (0-1000 mg kg-1) sob diferentes níveis de P (0-200 mg kg-1) e também 

constataram que, na ausência de P, os FMA estimularam o crescimento das plantas.  

 

 
Figura 2. Efeito do cobre e fósforo na matéria seca da parte aérea e raiz (A) e na colonização micorrízica (B) de 

plantas de trevo vermelho (Trifolium pratense) cultivadas e recebendo solução nutritiva por 40 dias após a 

inoculação com Glomus etunicatum. Médias (n = 33) com a mesma letra não diferem pelo teste de Tukey 

(P< 0.05). Letras minúsculas comparam dentro de cada nível de fósforo. Letras maiúsculas comparam 

dentro de cada nível de cobre. 

 

A produção de esporos foi inibida com redução de aproximadamente 200 para 50 

esporos 50 g areia-1 (Fig. 3A) entre as concentrações de 31 a 492 µM Cu, nas duas 

concentrações de P avaliadas. Essa redução foi mais acentuada nos tratamentos com 246 e 

492 µM Cu que receberam 1,9 mM P. Inibição também foi observada, de modo significativo, 

nas concentrações de Cu ≥ 1967 µM, com 1,9 mM P. Quanto ao número de esporos 

relacionado com a produção de matéria seca da raiz (Fig. 3B) foram observadas respostas 

semelhantes àquelas encontradas para o número de esporos. Contudo, significante estímulo 

(300 para 1500 esporos. g MSR-1) na esporulação foi observado nos tratamentos com níveis 

de Cu ≥ 1967 µM e 0,1 mM de P. Tal como a colonização, a produção de esporos de FMA 

também é afetada por diferentes metais e concentrações e varia de acordo com a espécie 

fúngica, a planta hospedeira e as condições do solo (Liao et al., 2003). Lins et al. (2006) 

verificaram que a atividade deste mesmo isolado de G. etunicatum foi negativamente afetada 



Lins, Cláudia, E.L. Efeito do cobre sobre fungos micorrízicos... 84 

pela adição crescente de rejeito (70 e 484 mg dm-3 de P e Cu, respectivamente) de mineração 

de cobre no substrato cultivado com uma leguminosa arbórea (Leucaena leucocephala (Lam.) 

de Wit.), com redução do número de esporos de 3,17 para 0,02 g-1 de areia nos tratamentos de 

0 a 100% de rejeito. Liao et al. (2003) observaram diferenças quanto à sensibilidade ao 

excesso de Cu, de FMA associados a plantas de milho (Z. mays): o número de esporos de 

Glomus manihotis Howeler, Sieverd. & Schenck não variou com o aumento da concentração 

de Cu, enquanto Glomus caledonium (Nicol. & Gerd.) Trappe & Gerd. foi sensível no 

tratamento com elevada concentração do metal (3 mg L-1). 

 

Figura 3. Efeito do cobre e fósforo na produção de esporos (A) e na relação nº de esporos g matéria seca raiz (B) 

de plantas de trevo vermelho (Trifolium pratense), cultivadas e recebendo solução nutritiva por 40 dias após 

a inoculação com Glomus etunicatum. Médias (n = 33) com a mesma letra não diferem pelo teste de Tukey 

(P< 0.05). Letras minúsculas comparam níveis de cobre dentro de cada nível de fósforo e maiúsculas 

comparam níveis de fósforo dentro do mesmo nível de cobre. 

 

No segundo experimento, o aumento da concentração de Cu e do nível de P na solução 

nutritiva assim como a inoculação com G. etunicatum, influenciou algumas variáveis 

estudadas. O aumento de 31 µM para 472 µM Cu aumentou significativamente a relação 

MSPA/MSR (Fig. 4). Tratamentos com concentrações intermediárias de Cu (110 e 236 µM) 

não diferiram significativamente dos tratamentos anteriormente mencionados. O aumento do 

fosfato na solução de 0,1 para 1,9 mM proporcionou acúmulo de P (de 186 para 1339 µg) e de 
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K (de 3,30 para 4,72 mg) na parte aérea das plantas (Tab. 3). Esses resultados diferem dos 

encontrados por Bailey & Laidlaw (1998), que observaram redução na concentração de K na 

matéria seca de T. repens com o aumento da aplicação de P. Respostas positivas ao aumento 

da adubação fosfatada em espécies de trevo têm demonstrado a importância do P para estas 

plantas (Krolow et al., 2004), principalmente no estágio inicial de desenvolvimento. Por outro 

lado, plantas de trevo micorrizadas diferem quanto à produção de matéria seca e acúmulo de 

nutrientes quando comparadas às não inoculadas, mesmo em elevadas concentrações de 

metais (Zhu et al., 2001; Chen et al., 2003).  

G. etunicatum estimulou significativamente a produção de MSPA, o acúmulo de Fe na 

raiz (600%) e aumentou a relação PA/R do Cu acumulado (22%) na planta (Tab. 4). Contudo, 

houve redução significativa (de 89,6 para 65,8 µg) no acúmulo do Cu nas raízes do trevo 

vermelho inoculado. Ressalta-se que o acúmulo de Cu na parte aérea das plantas não mostrou 

efeito da inoculação, e que os resultados obtidos para o acúmulo na raiz (diminuição) e na 

relação PA/R (aumento) desse elemento é um forte indício de que, com a inoculação com G. 

etunicatum a translocação de Cu para a parte aérea das plantas de trevo foi muito reduzida, 

podendo ser um mecanismo de defesa da planta estimulado pela micorrização. Chen et al. 

(2003) constataram que o crescimento de T. pratense cultivado em níveis crescentes de Zn (0-

300mg kg-1) foi significativamente influenciado pela colonização micorrízica. Baseados na 

análise da relação PA/R do Zn acumulado, esses autores concluíram que as plantas 

micorrizadas acumularam Zn nas raízes, enquanto nas do tratamento controle, o Zn foi 

translocado para a parte aérea. Em A. gerardii, a inoculação micorrízica não afetou a 

concentração de Zn na parte aérea das plantas, mas aumentou significativamente a nutrição de 

P e resultou em uma alta relação P/Zn na parte aérea, em todos os níveis testados (Shetty et 

al., 1995). 
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Figura 4. Efeito do cobre na relação das matérias secas da parte aérea e das raízes de Trifolium pratense 

cultivado (90d) em solução nutritiva de Hoagland e areia. Médias (n = 20) seguidas de letras iguais não 

diferem pelo teste de Tukey (P<0,05). 

 

 

 

Tabela 3. Efeito do fósforo no acúmulo de P e K na parte aérea de Trifolium 

pratense cultivado (90d) em solução nutritiva de Hoagland e areia.  

TRATAMENTOS P  K 

 Acúmulo na parte aérea 

mM P µg  mg 

0,1 *186 B 3,30 B 

1,9 1339 A 4,72 A 

CV (%) 12,1 13,5 

*Médias (40 repetições) seguidas de letras iguais nas colunas, não diferem pelo teste de 

Tukey (P<0,05) 
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Tabela 4. Efeito da inoculação com Glomus etunicatum na produção de matéria seca da parte aérea, no acúmulo 

de Fe e Cu na raiz e na relação da parte aérea/raiz na quantidade de Cu de Trifolium pratense, cultivado (90d) em 

solução nutritiva de Hoagland e areia 

TRATAMENTOS Matéria seca da 

parte aérea 

Fé Cu 

Inoculação  Acúmulo na 

raiz 

Acúmulo na 

raiz 

Relação parte 

aérea/raiz 

 g tubete-1 µg tubete-1  µg µg-1 

Inoculado *0,2027 A 582 A 65,8 B 0,44 A 

Não inoculado 0,2017 B   82 B 89,6 A 0,36 B 

CV (%) 0,80 75 26,0 36,0 

*Médias (n = 40) seguidas de letras iguais, nas colunas, não diferem pelo teste de Tukey (P<0,05) 

 

Efeitos de interação entre os níveis de P e a inoculação com G. etunicatum foram 

detectados para MSR, relação MSPA/MSR, acúmulo do P nas raízes e de Cu na parte aérea 

das plantas, e nas relações PA/R do P e K acumulado nas plantas (Tab. 5). As comparações 

dentro do nível de 0,1 mM P mostraram diminuição significativa apenas para o Cu acumulado 

na parte área das plantas (de 37 para 32 µg) quando inoculadas com G. etunicatum. Nos 

tratamentos com 1,9 mM P, a inoculação reduziu o acúmulo de P nas raízes e aumentou a 

relação PA/R do P, mostrando que nessa condição, a inoculação não promoveu  acúmulo de P 

na parte aérea das plantas. Entretanto, a eficiência de produção de MSR (relação MSR com o 

µg P acumulado na raiz-1) foi 70% maior nos tratamentos inoculados. Ainda nos tratamentos 

com 1,9 mM P, a inoculação aumentou a relação PA/R do K acumulado. Por outro lado, as 

comparações dentro dos tratamentos inoculados mostraram que o aumento do nível de P de 

0,1 para 1,9 mM estimulou significativamente a produção de MSR, o acúmulo do P nas raízes 

e aumentou a relação PA/R do P e do K acumulado nas plantas. Para os tratamentos não 

inoculados, o aumento da concentração de P promoveu o acúmulo nas raízes e aumento da 
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relação PA/R de P acumulado nas plantas. O acúmulo de Cu na parte aérea das plantas não 

inoculadas foi diminuído pelo aumento dos níveis de P. Diferentes mecanismos podem estar 

envolvidos nas interações entre colonização micorrízica e acúmulo de metais pesados, 

incluindo diluição destes elementos tóxicos no tecido, devido às interações com P, bem como 

ao seqüestro de metais tóxicos e o desenvolvimento de tolerância na planta pela presença do 

fungo (Zhu et al., 2001). Redução da toxicidade, causada por excesso de alguns metais 

pesados, aumento da biomassa, e acúmulo de P em plantas micorrizadas têm sido referidos. 

Plantas de T. pratense inoculadas com Glomus mosseae Nicolson & Gerd. apresentaram duas 

vezes mais fósforo acumulado e biomassa que plantas não micorrizadas (Chen et al., 2003). 

Por outro lado, Chen et al. (2005) observaram que a micorrização aumentou 

significativamente a concentração de P na parte aérea e a biomassa de T. repens, sob elevadas 

concentrações de Pb. Porém, não registraram diferenças na concentração de P na parte aérea 

das plantas nos diferentes tratamentos com Pb, sugerindo que a alta eficiência da aquisição de 

P pela micorriza pode ser um mecanismo de tolerância da planta ao estresse produzido pelo 

Pb. 
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Tabela 5. Efeito do fósforo e da inoculação com Glomus etunicatum na produção de matéria seca das raízes e na relação parte aérea/raiz, no acúmulo de P 

(raiz e na relação parte aérea/raiz), K (relação parte aérea/raiz) e Cu (parte aérea) de plantas de Trifolium pratense cultivado (90d) em solução nutritiva de 

Hoagland e areia 

TRATAMENTOS MATÉRIA SECA P K Cu 

 Inoculação 
Raiz 

 

Relação parte 

aérea/raiz 

 Acúmulo na raiz Relação parte 

aérea/raiz 

 Relação parte 

aérea/raiz 

 Acúmulo na 

parte aérea 

mM P  g tubete-1 g g-1 µg µg µg-1 mg mg-1 µg 

0,1 Inoculado      *0,148 Ab 1,54 Aa   85 Ab 2,35 Ab   5,32 Ab 31,8 Ba 

 Não inoculado 0,166 Aa 1,27 Aa 122 Ab 1,96 Ab   6,00 Aa 37,4 Aa 

1,9 Inoculado 0,195 Aa 1,06 Ab 255 Ba 6,79 Aa 13,07 Aa 27,2 Ab 

 Não inoculado 0,175 Aa 1,21 Aa 385 Aa 3,89 Ba   8,35 Ba 26,9 Ab 

CV (%)    21,7   30,2 12,1   60,3   48,9 21,2 

* Médias (n = 20)  na coluna, seguidas de letras iguais não diferem pelo teste de Tukey (P<0,05). Letras maiúsculas comparam inoculação no mesmo nível de P e letras 
minúsculas comparam níveis de P no mesmo tratamento de inoculação  
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Houve efeito de interação entre os níveis de fosfato e de Cu na MSPA, no Fe e no Cu 

acumulado na parte aérea e, no P, K e Cu acumulado nas raízes das plantas de trevo (Fig. 5). 

Os resultados mostraram redução significativa na produção de MSPA com o aumento do nível 

de Cu de 31 para 472 µM, no cultivo com 0,1 mM P. Com exceção do tratamento com 31 µM 

Cu, a adição de P estimulou a produção de MSPA dos níveis 110 a 472 µM Cu (Fig. 5A). 

Logo, quando o cobre estava presente em excesso, na solução, o acréscimo de P favoreceu  a 

produção de matéria seca, possivelmente por reduzir o efeito tóxico do Cu para as plantas. O 

K acumulado nas raízes de trevo não foi alterado significativamente pelos níveis de Cu. 

Contudo, houve redução significativa do K acumulado nas raízes pelo aumento do nível de P 

no tratamento com 31 µM de Cu (Fig. 5A). O aumento de Cu na solução não influenciou o 

acúmulo de P nas raízes, considerando as duas concentrações de P. O acréscimo de P 

promoveu aumento significativo no acúmulo deste elemento nas raízes (≈180%). Trabalhos 

recentes mostraram que o acúmulo de P não foi afetado quando plantas de trevo foram 

cultivadas em excesso de Zn (Chen et al., 2003) e Pb (Chen et al., 2005). O Fe acumulado na 

parte aérea das plantas foi significativamente aumentado pelo acréscimo de Cu no tratamento 

com 0,1 mM P (Fig. 5B) e, nos tratamentos com 31 e 236 µM Cu, as plantas tiveram aumento 

significativo do Fe acumulado na parte aérea devido ao incremento do P na solução nutritiva. 

Em geral, níveis crescentes de Cu induziram maior acúmulo deste nutriente na parte aérea das 

plantas para os tratamentos com menor nível de P. Bi et al. (2003) observaram que níveis 

crescentes de Zn promoveram menos acúmulo de Zn na PA e R em baixos níveis de P. O 

aumento da concentração do fosfato para 1,9 mM na solução nutritiva reduziu 

significativamente o acúmulo de Cu na parte aérea das plantas cultivadas nos níveis acima de 

236 µM Cu (Fig. 5C). Estes dados comprovam o efeito inibidor do P sobre a  disponibilidade 

do Cu para as plantas, quando este metal estava em excesso na solução, o que parece ser 



Lins, Cláudia, E.L. Efeito do cobre sobre fungos micorrízicos... 91 

aplicado a outras culturas e metais pesados. Em A. gerardii, a adição de P no substrato 

também reduziu a toxicidade às plantas, mas neste caso ao Zn (Shetty et al., 1995). 

O acúmulo de P e Fe na parte aérea e de P e K nas raízes, assim como a relação PA/R 

do acúmulo de K e Fe nas plantas de trevo foram afetadas diferentemente pelos níveis de Cu, 

na dependência das plantas estarem ou não inoculadas com G. etunicatum (Fig. 6). O P foi 4 

vezes mais acumulado na parte aérea (≈800 µg) que nas raízes (≈200 µg) das plantas (Fig. 

6A). A inoculação com G. etunicatum não produziu alterações significativas no P acumulado 

na parte aérea de plantas de trevo conforme aumentaram os níveis de Cu. Entretanto, nas 

plantas não inoculadas houve redução significativa do P acumulado nos tratamentos com 

níveis ≥ 110 µM Cu. Neste caso, a inoculação estabilizou o acúmulo de P na parte aérea, o 

que não ocorreu nas plantas não inoculadas, em elevadas concentrações de Cu. Apenas nos 

tratamentos com 31 µM de Cu, a inoculação reduziu significativamente o P acumulado na 

parte aérea das plantas. Nas raízes das plantas inoculadas, houve aumento significativo no 

acúmulo do P pelo aumento do Cu de 110 para 236 µM, e redução significativa pelo aumento 

de 236 para 472 µM. Comportamento semelhante foi observado nos tratamentos não 

inoculados, mas neste caso, para as menores concentrações de Cu. Nos tratamentos com 110 e 

472 µM Cu, a inoculação com G. etunicatum reduziu significativamente o P acumulado nas 

raízes. Quanto ao acúmulo de K nas raízes e sua relação PA/R, não foram detectadas 

diferenças significativas associadas ao aumento do nível de Cu, nos dois tratamentos de 

inoculação (Fig. 6B). Contudo, nos níveis ≤ 110 µM Cu, a inoculação reduziu 

significativamente o acúmulo de K nas raízes. Na relação PA/R do K acumulado, ocorreu o 

inverso: nos tratamentos com 110 µM Cu a inoculação com G. etunicatum aumentou 

significativamente essa relação. Isso pode indicar a importância do fungo na absorção e, 

consequentemente, no transporte do K para a parte aérea das plantas de trevo sob níveis de Cu 

tóxicos. Em plantas inoculadas, não houve diferença significativa no Fe acumulado na parte 
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aérea e na relação PA/R quando se aumentou o nível de Cu na solução nutritiva (Fig. 6C). 

Todavia, nos tratamentos não inoculados houve incrementos significativos quanto ao acúmulo 

de Fe na parte aérea (≈30%) e na relação PA/R (≈200%) conforme o nível de Cu aumentava. 

Para o Fe na parte aérea, a inoculação estimulou significativamente o acúmulo nos 

tratamentos ≤ 110 µM Cu e o reduziu no tratamento com 236 µM Cu. De modo geral, a 

inoculação com G. etunicatum reduziu significativamente (≈95%) a relação PA/R do acúmulo 

de Fe e manteve a distribuição de Fe na parte aérea ao longo dos níveis de Cu. 

Concluindo, foi demonstrado o efeito de proteção da micorriza arbuscular diante da 

exposição de plantas de T. pratense a níveis tóxicos de cobre, bem como o efeito de proteção 

à toxicidade do cobre promovido pelo acréscimo de P na solução. Os resultados sugerem que 

o uso concomitante de Glomus etunicatum e P pode constituir alternativa em processos de 

recuperação de áreas impactadas por excesso de cobre. Pesquisas deverão ser estendidas, 

incluindo novos hospedeiros e FMA, para elucidar os mecanismos de proteção micorrízica a 

elementos potencialmente tóxicos no solo.  
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Figura 5. Efeito do cobre e sua interação com o fósforo na produção de matéria seca da parte aérea e acúmulo de 

K na raiz (A), de P na raiz e Fe na parte aérea (B), e de Cu na parte aérea e raiz (C) em Trifolium pratense 

cultivado (90d) em solução nutritiva de Hoagland e areia. Médias (n = 10) seguidas de letras iguais não 

diferem pelo teste de Tukey (P<0,05). Letras maiúsculas comparam níveis de P no mesmo nível de Cu e 

minúsculas comparam níveis de Cu no mesmo tratamento de P. 
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Figura 6. Efeito do cobre e da inoculação com Glomus etunicatum no acúmulo de P na parte aérea e raiz (A), de 

K na raiz e na relação parte aérea/raiz (B) e de Fé na parte aérea e na relação parte aérea/raiz (C) de 

Trifolium pratense cultivado (90d) em solução nutritiva de Hoagland e areia. Médias (n = 10) seguidas de 

letras iguais não diferem pelo teste de Tukey (P<0,05). Letras maiúsculas comparam inoculação no mesmo 

nível de Cu e minúsculas comparam níveis de Cu no mesmo tratamento de inoculação. 
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Resumo 

Foram determinados os efeitos da adição de cobre e fósforo no crescimento micelial e 

na atividade enzimática de três fungos ectomicorrízicos. Um experimento em meio sólido 

(Melin-Norkrans modificado - MNM), com dois níveis de P (0,1 e 1,9 mM) e nove níveis de 

Cu (31, 62, 123, 246, 492, 984, 1967, 3935 e 7869 µM) foi desenvolvido a 25±1 °C, no 

escuro, por 30 dias, utilizando Pisolithus microcarpus (UFSC – Pt 116), Chondrogaster 

angustisporus (UFSC – Ch 163) e Suillus sp. (UFSC – Su 168). Este último apresentou maior 

velocidade de crescimento das colônias e, aos 30 dias, produziu mais matéria seca do que os 

demais isolados. Em 0,1 mM P, os tratamentos com níveis ≥ 123 µM Cu apresentaram 

redução na matéria seca, no diâmetro e na velocidade de crescimento das colônias. Entretanto, 

esses efeitos foram atenuados em 1,9 mM P. Num segundo experimento, o isolado Su 168 foi 

cultivado em meio MNM líquido, com dois níveis de P (0,1 e 1,9 mM) e três níveis de Cu 

(31, 123 e 246 µM). Com 1,9 mM P, a produção de biomassa foi inibida em 38% e, com 0,1 

mM P, houve acidificação significativa do meio (pH 3,6). O aumento do cobre (31 para 123 

µM) inibiu a produção de biomassa (40%), e a atividade das fosfatases ácida (FAc) e alcalina 

(FAl) aumentaram em 41% e 61%, respectivamente. A presença de P (1,9 mM) diminuiu a 

atividade da FAc intracelular (25%) e FAl extracelular (42%), e aumentou a atividade da FAl 

intracelular (13%). O nível de toxicidade do cobre, medida pela concentração inibitória de 

50% do crescimento (CI50) da cultura foi 53 µM (P. microcarpus e Suillus sp.) em meio 

sólido e 160 µM (Suillus sp.) em meio líquido. Os resultados indicam que elevada 

concentração de cobre tem efeitos deletérios diferenciados sobre parâmetros de crescimento e 

bioquímicos dos fungos estudados. Por outro lado, a atividade enzimática pode ser um 

mecanismo de detoxificação dos fungos ao excesso de cobre. 

 

Palavras-chave: atividade enzimática, fosfatase, fungos ectomicorrízicos, toxicidade, metais. 
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Introdução 

A contaminação dos solos por metais pesados, causada por processos naturais ou por 

atividade humana, constitui um dos mais sérios problemas ambientais (Galli et al., 1994). Em 

altas concentrações, os metais são tóxicos para a maioria dos organismos (Giller et al., 1998) 

e constituem fator limitante no crescimento de plantas (Turnau et al., 2001) e fungos 

(Grazziotti et al., 2001a). O cobre é um elemento essencial, mas pode ser tóxico à maioria das 

células vivas quando em concentrações elevadas (> 0,8 mg dm-3) no solo (Cervantes & 

Gutierrez-Corona, 1994; Van Tichelen et al., 1999).  

Os fungos ectomicorrízicos (FEM) têm papel fundamental no aumento da absorção de 

nutrientes de muitas espécies vegetais (Hartley et al., 1997b) e importantes espécies arbóreas 

utilizadas em programas de reflorestamento dependem da simbiose ectomicorrízica para 

crescer e sobreviver (Rossi et al., 2002), especialmente em solos contaminados por atividade 

de mineração (Ramam et al., 2002). A habilidade dos FEM em reduzir a toxicidade dos íons 

de metais para a planta hospedeira (Hartley et al., 1997b; Kong et al., 2000) está associada à 

diminuição nas concentrações do metal na parte aérea da planta (Wilkins, 1991; Van Tichelen 

et al., 1999), devido ao aumento na absorção destes nutrientes pelas raízes e o seu acúmulo no 

micélio extraradical, conferindo ao hospedeiro maior tolerância a estes elementos (Aggangan 

et al., 1998; Grazziotti et al., 2001b). 

Os FEM podem variar quanto à capacidade de tolerância ambiental, sendo necessário 

avaliar o impacto dos metais sobre estes organismos (Grazziotti et al., 2001b). Pesquisas têm 

sido conduzidas para determinar a sensibilidade dos FEM a uma variedade de metais 

potencialmente tóxicos, na busca do entendimento dos diversos mecanismos pelos quais estes 

fungos podem tolerar os metais pesados (Wilkins, 1991; Hartley et al., 1997a). Entretanto, 

ainda há pouca informação sobre a resposta fisiológica e bioquímica dos FEM aos metais 

tóxicos (Fan-Xiang, 1995; Pritsch, 2004). 
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A atividade enzimática é importante na mobilização e transferência de nutrientes no 

solo, via fungos ectomicorrízicos, para a planta hospedeira (Pritsch et al., 2004). Por outro 

lado, a capacidade dos FEM em disponibilizar o P a partir de fontes orgânicas e, portanto, 

melhorar a nutrição fosfática das plantas hospedeiras é de extrema importância em solos onde 

a biodisponibilidade do P é limitada. Um importante mecanismo pelo qual o P de fontes 

orgânicas é disponibilizado para as plantas é representado pela atividade das fosfatases dos 

fungos micorrízicos (Smith & Read, 1997). Entre essas, a fosfatase ácida está relacionada à 

mineralização de compostos de fosfatos orgânicos em solos ácidos (Huang & Shindo, 2000). 

A atividade de uma variedade de enzimas do solo é inibida em altas concentrações de metais 

pesados, mas em concentrações amenas, o papel de detoxificação destes metais pelas enzimas 

pode ser induzido (Reddy et al., 2002).  

A seleção de isolados de FEM tolerantes a metais pesados poder potencializar 

inoculações das plantas dependentes em solos impactados por mineração (Aggangan et al., 

1998), e o sucesso no estabelecimento de plantas em locais contaminados por metais pesados 

pode trazer benefícios ecológicos e econômicos (Hartley et al., 1997b). Entretanto, a 

eficiência da proteção dos FEM depende dos isolados testados, dos metais pesados e das 

condições experimentais de crescimento (Van Tichelen et al., 1999; Galli et al., 1994). Este 

trabalho teve como objetivo verificar os efeitos do Cu e da adição de P no crescimento 

micelial e na atividade enzimática de fungos ectomicorrízicos.  

 

Material e métodos 

Experimento 1: Culturas de fungos ectomicorrízicos (Pisolithus microcarpus UFSC – Pt 116, 

Chondrogaster angustisporus UFSC – Ch 163 e Suillus sp. UFSC – Su 168), fornecidas pelo 

Laboratório de Ectomicorrizas do Departamento de Microbiologia e Parasitologia da 

Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) foram repicadas para a superfície de meio 
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sólido (15 g ágar L-1; pH 5,8) Melin-Norkrans Modificado (MNM) (Marx, 1969), contido em 

placas de Petri (9 cm de diâmetro). Em seguida, as placas foram incubadas a 25±1 °C, no 

escuro, por 21 dias. Após crescimento, discos de inóculo (8 mm de diâmetro) das culturas 

foram transferidos para a superfície do meio MNM (15 mL) suplementado com Cu e P e as 

placas incubadas por 30 dias. As concentrações do cobre e de fósforo utilizadas no presente 

estudo foram estabelecidas em estudos preliminares, usando-se soluções estoque 

concentradas, respectivamente, de CuSO4 e de K2HPO4-KH2PO4, ambas ajustadas para pH 

5,8. O experimento foi em fatorial (9x2x3), com delineamento inteiramente casualizado e três 

repetições. Os tratamentos testados foram: 1) nove níveis de Cu (31, 62, 123, 246, 492, 984, 

1967, 3935 e 7869 µM); 2) dois níveis de fósforo (0,1 e 1,9 mM); e 3) três isolados 

micorrízicos (UFSC – Pt 116, UFSC – Ch 163, UFSC – Su 168). Para avaliar a dinâmica do 

crescimento das culturas, o diâmetro das colônias foi medido durante o cultivo e a velocidade 

de crescimento estimada pelo ajuste do modelo linear para essa variável. Trinta dias após a 

inoculação foram avaliados a produção de massa micelial e o pH no meio de cultivo 

(meio/água, 1:2, p/p) (pH meter, Model F8L, Horiba, Tokyo). 

Experimento 2: Discos de culturas de Suillus sp. UFSC – Su 168 foram repicados para 

Erlenmeyers com meio líquido MNM (50 mL) contendo Cu e P e incubados a 25±1 °C por 30 

dias. O experimento foi em fatorial (3x2) com delineamento inteiramente casualizado e quatro 

repetições. Os tratamentos testados foram: 1) três níveis de Cu (31, 123 e 246 µM); e 2) dois 

níveis de P (0,1 e 1,9 mM). Após o período de crescimento, o micélio foi separado em papel 

de filtro (Watman Nº 42) e lavado com tampão acetato de sódio gelado 0,1 M (pH 4,5). O 

meio de cultivo sem massa micelial (fração extracelular) foi adicionalmente esterilizado por 

filtração (0,22 µm, Millipore) e armazenado a -80 ºC. A umidade do micélio foi reduzida 

colocando ao ar (28 ºC) sobre papel de filtro, por 2 horas, sendo realizadas medidas 

gravimétricas. Para obter a fração citosólica, o micélio fresco (0,5 g) foi macerado e 
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homogeneizado após congelamento com nitrogênio líquido. O macerado micelial foi 

transferido para tubo Eppendorf (1,5 mL) contendo solução salina (0,15 M NaCl), 

homogeneizado e centrifugado (22.000 g, 15 min a 5 °C). O sobrenadante foi armazenado em 

tubo Eppendorf e o pellet lavado (2x) por resuspensão e centrifugação em solução salina. Os 

sobrenadantes das centrifugações foram misturados (fração citoplasmática) e armazenados a -

80 ºC. As atividades das fosfatases ácidas (FAc; EC 3.1.3.2) e alcalinas (FAl; EC 3.1.3.1) 

foram avaliadas pela velocidade de liberação do p-Nitrofenol nas frações citoplasmática e 

extracelular, medida pela absorbância em 410 nm (Spectrophotometer, Model Du 640, 

Beckman, Fullerton). Para avaliação das fosfatases foi utilizado o Kit Doles comercial (Doles 

Reagentes e Equipamentos para Laboratório Ltda).  

Análise estatística: Foi realizada análise da variância e as médias comparadas pelo teste de 

Tukey (P<0,05). A concentração de Cu inibitória de 50% do crescimento (CI50) da cultura foi 

estimada pelo emprego de modelo ajustado por regressão. 

 

Resultados e discussão 

A taxa de crescimento da colônia e a produção de matéria seca (30 dias) dos FEM 

cultivados em meio sólido variaram entre as espécies. A velocidade de crescimento das 

colônias de Suillus sp. (0,186 cm dia-1) foi significativamente superior às de Pisolithus 

microcarpus (0,163 cm dia-1) e de Chondrogaster angustisporus (0,159 cm dia-1), que não 

diferiram entre si. Do mesmo modo, Suillus sp. teve  produção de matéria seca micelial 100% 

superior (0,043 g placa-1) à registrada para P. microcarpus (0,020 g placa-1) (Tab. 1). A 

produção de matéria seca micelial de C. angustisporus não foi determinada devido à perda do 

material.  
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Tabela 1. Taxa de crescimento da colônia e produção de matéria seca micelial de fungos ectomicorrízicos 

(FEM) cultivados (30 dias) em meio Melin-Norkrans Modificado (MNM) 

FEM Crescimento da Colônia  Produção de Matéria Seca 

 cm dias-1 g placa-1 

Pisolithus microcarpus    0,163 B   0,020 B 

Suillus sp.    0,186 A   0,043 A 

Chondrogaster angustisporus    0,159 B   NT 

CV (%) 14, 8 26,1 

Médias (40 repetições) com a mesma letra na coluna não diferem pelo teste de Tukey (P< 0.05). NT - não determinado. 

 

A produção de matéria seca micelial, o diâmetro (Fig. 1) e a velocidade de 

crescimento das colônias dos FEM, assim como o pH do meio MNM no final do período de 

cultivo (30 dias) (Fig. 2), foram afetados pelos níveis de Cu, na dependência da concentração 

de P no meio. Para níveis de Cu até 62 µM, a concentração de 1,9 mM P influenciou 

negativamente (queda de 20%) a produção de matéria seca micelial. Esse efeito inibidor do P 

não foi detectado para as outras variáveis (Fig. 2). Acima de 123 µM Cu, com 0,1 mM P, a 

matéria seca, o diâmetro das colônias e a velocidade de crescimento foram afetados 

negativamente pelo cobre. Nessas condições, o pH do meio diminuiu. Contudo, o efeito 

tóxico do Cu foi atenuado pela elevação da concentração do fosfato para 1,9 mM. De acordo 

com Hartley et al. (1997b), outros nutrientes podem influenciar o nível de toxidez dos metais 

pesados em fungos ectomicorrízicos. Neste trabalho, o aumento do P, nas concentrações 

deletérias de Cu, pode ter reduzido a atividade do cobre no meio de cultura e, por 

conseqüência, a sua toxidez.  
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Figura 1. Dinâmica de crescimento (aumento do diâmetro) das colônias de Suillus sp. cultivado em meio MNM, 

suplementado com cobre e fósforo. 

 

  

 

  

 
Figura 2. Efeito do cobre e sua interação com o fosfato na produção de matéria seca, diâmetro da colônia (30 d), 

velocidade de crescimento da colônia (cm d-1) e no pH do meio MNM de cultura dos fungos 

ectomicorrizicos (Pisolithus microcarpus, Chondrogaster angustisporus e Suillus sp.). Médias (12 

repetições) seguidas de letras iguais não diferem pelo teste de Tukey (P<0,05). Letras maiúsculas comparam 

níveis de P dentro de cada nível de Cu e letras minúsculas níveis de Cu dentro de cada nível de P.    
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O diâmetro e a velocidade de crescimento das colônias dos FEM foram mais reduzidos 

no meio com concentrações acima de 123 µM Cu, indicando que estas variáveis, sobretudo o 

diâmetro das colônias, possuem maior sensibilidade na sinalização da toxicidade do cobre no 

cultivo em meio sólido. Medidas do crescimento radial e de massa seca apontaram diferenças 

quanto à sensibilidade inter e intraespecífica de FEM a metais pesados, em estudo realizado 

por Fomina et al. (2004), no qual dois isolados de S. bovinus tiveram o crescimento inibido 

por fosfatos de Cd, Cu e Pb adicionados ao meio, enquanto estímulo considerável foi 

observado em dois isolados de Suillus luteus pela adição de fosfato de Zn. Os FEM 

acidificaram o meio quando a concentração do P foi 0,1 mM (Fig. 2). O poder tampão do 

meio nos tratamentos com concentração 1,9 mM P (fonte K2HPO4 + KH2PO4) pode estar 

interferindo na detecção dessa tendência dos FEM em acidificar o meio conforme se aumenta 

o cobre. 

Informações na literatura mostram que os fungos podem interagir com metais tóxicos 

e seus minerais em diferentes processos, dependendo da tolerância e capacidade em 

influenciar a solubilidade desses metais. Ao avaliar o crescimento e a habilidade das espécies 

ericóides e ectomicorrízicas em solubilizar compostos de metais tóxicos insolúveis, Fomina et 

al. (2004) verificaram que algumas culturas produziram zonas de solubilização bastante 

proeminentes no meio agar. Os autores observaram que o fato dependeu da estirpe fúngica e 

da natureza do composto insolúvel. A potencialidade solubilizadora de compostos insolúveis 

de metal dos fungos ericóides em meio sólido foi avaliada por Martino et al. (2003), os quais 

relataram que a solubilização foi vista pela formação de halo em torno das colônias. 

Fenômeno similar foi observado no presente trabalho, na cultura de P. microcarpus (Fig. 3). 

Apesar de não ter havido crescimento a partir do disco inóculo nas concentrações de Cu acima 

de 492 µM, nos dois níveis de P, P. microcarpus produziu halo translúcido aos 20 dias de 

cultivo nos tratamentos com níveis ≥ 1967 µM Cu (inclusive no de 7869 µM). Os halos 
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mostraram uma largura média de 11 e 7 mm, respectivamente, nos tratamentos com 0,1 e 1,9 

mM de P. Isto pode indicar que a solubilização não está necessariamente relacionada à 

atividade de crescimento do fungo, já que os halos ocorreram em torno dos discos inóculo nas 

concentrações de Cu inibidoras de crescimento. Outros fatores, como a acidificação do meio, 

produzida por P. microcarpus, e as características intrínsecas do próprio fungo podem ter 

contribuído para a solubilização dos minerais. Dos 19 isolados de FEM avaliados por Fomina 

et al. (2004), apenas 10 dissolveram o fosfato de cobre, e um número bem menor (20-30%) 

solubilizou o fosfato cúprico e o de cádmio, mostrando que os isolados fúngicos apresentam 

diferença na habilidade para solubilizar minerais.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Aspecto geral da colônia de Pisolithus microcarpus (UFSC – Pt 116) crescida em meio Melin-

Norkrans Modificado (MNM) (Marx, 1969) com formação de halo translúcido aos 20 dias de cultivo, nos 

tratamentos com níveis ≥ 1967 µM Cu e 1,9 mM P. 

 

Também foram observadas alterações no diâmetro das colônias e no pH do meio (Fig. 

4) em função da espécie de FEM cultivada e do nível de cobre. De modo geral, o crescimento 

das colônias (diâmetro) dos fungos foi mantido no mesmo nível, sendo afetado apenas no 

tratamento com a maior concentração de Cu. Por outro lado, P. microcarpus mostrou-se 
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menos sensível do que as demais espécies no tratamento com nível de 492 µM Cu. O gênero 

Pisolithus é conhecido pela sua larga distribuição mundial e ampla faixa de hospedeiros e tem 

sido bastante estudado pois associa-se a espécies arbóreas importantes e altamente 

dependentes da simbiose para sobreviver em solos pobres (Rossi et al., 2002; Aggangan et al., 

1998). Em estudos realizados em Santa Catarina, P. microcarpus (UFSC – Pt 116) mostrou 

capacidade para crescimento em baixo pH, indicando adaptabilidade aos solos ácidos 

predominantes no país (Rossi et al., 2002). Vários isolados de Pisolithus têm revelado 

tolerância a altas temperaturas do solo, pH ácido, baixos níveis de P, seca e excesso de metais 

pesados (Aggangan et al., 1998). Grazziotti et al. (2001a) verificaram que o crescimento de P. 

tinctorius (Pt-306) foi estimulado com a adição de até 510 µM Cu. Tam (1995) observou 

resposta positiva de um isolado de P. tinctorius em MNM com adição de 1600 µM de Cu. 

 

  

 

Figura 4. Efeito do cobre e sua interação com os fungos ectomicorrizicos (Pisolithus microcarpus, 

Chondrogaster angustisporus e Suillus sp.) no diâmetro da colônia (30 d) e no pH do meio MNM de cultura. 

Médias (8 repetições) seguidas de letras iguais não diferem pelo teste de Tukey (P<0,05). Letras maiúsculas 

comparam fungos na mesma concentração de Cu e letras minúsculas comparam o mesmo fungo nas diversas 

concentrações de Cu. 

 

O crescimento de Pisolithus microcarpus contribuiu para tornar o pH do meio MNM 

mais ácido (de 5,8 para 4,3), exceto no tratamento com o maior nível de cobre (Fig. 4). Em 

contraste, C. angustisporus e Suillus sp. não alteraram o pH do meio de forma significativa, 
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quando cultivados com 31 µM Cu. Contudo, nos tratamentos com níveis ≥ 62 µM Cu, ambos 

apresentaram tendência para acidificar o meio MNM, o que foi mais evidenciado nas culturas 

de C. angustisporus. Nas culturas de Suillus sp., o pH decresceu de modo menos acentuado. 

Essa diferença entre C. angustisporus e Suillus sp. não foi observada no tratamento com 492 

µM Cu. Pisolithus microcarpus (UFSC – Pt 116) teve crescimento micelial superficial no 

meio sólido, enquanto os isolados de C. angustisporus e Suillus sp. tiveram crescimento 

micelial subsuperficial. É possível que esse hábito de crescimento dote o isolado P. 

microcarpus UFSC – Pt 116 de vantagens que conferem aparente resistência a níveis elevados 

de Cu em meio sólido. Isso poderia explicar as medidas do diâmetro das colônias e a 

capacidade de alterar o pH do meio nos tratamentos com 492 µM Cu. 

Foram detectadas diferenças entre as espécies de FEM associadas à área do meio 

sólido amostrado (área de crescimento e em torno da colônia), considerando o pH do meio 

(Fig. 5). Em torno da colônia, o pH do meio foi significativamente menor do que o da área de 

crescimento nos três fungos estudados. A biodisponibilidade e, conseqüentemente, a 

fungitoxicidade dos metais pesados são afetados pelo pH do meio. Gibson & Mitchel (2005a) 

observaram que o índice de tolerância (avaliado a partir da matéria seca) de micobiontes 

ericóides diminuiu significativamente com o aumento do pH (de 2 para 6) no meio líquido 

Rorinson suplementado com Cu e Zn (250 e 2000 µM, respectivamente). Segundo os autores, 

todos os isolados testados mostraram baixo ou insignificante índice de tolerância aos metais 

em pH 6. Neste experimento com MNM, P. microcarpus apresentou maior capacidade 

acidificante (pH≈4,4) e de crescimento micelial que os demais fungos testados. Martino et al. 

(2003) constataram que culturas de fungos micorrízicos ericóides acidificaram o meio líquido 

Czapeck sob a área de crescimento das colônias e na área do halo (área de solubilização), não 

havendo porém, correlação significativa entre o grau de acidificação do meio e a habilidade 

de solubilização dos fosfatos pelos fungos.  
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Figura 5. Efeito dos fungos ectomicorrízicos (Pisolithus microcarpus, Chondrogaster angustisporus e Suillus 

sp.) e sua interação com a área do meio da cultura no pH do meio MNM. Médias (20 repetições) seguidas 

de letras iguais não diferem pelo teste de Tukey (P<0,05). Letras maiúsculas e minúsculas comparam, 

respectivamente, dentro e entre as espécies fúngicas.     

 

Correlações lineares positivas (P ≤ 0,01) foram detectadas entre a produção de matéria 

seca micelial e a velocidade de crescimento das colônias de Suillus sp. (r = 0,65**) e P. 

microcarpus (r = 0,60**) (Fig. 6). O isolado de Suillus sp. apresentou maior aumento de 

matéria seca das colônias que P. microcarpus, o que indica superioridade na produção de 

biomassa micelial na maioria dos tratamentos avaliados. 
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Figura 6. Relação entre a velocidade de crescimento das colônias e a produção de matéria seca micelial de 

Suillus sp. e Pisolithus microcarpus cultivados em meio sólido MNM com níveis crescentes de Cu (31 a 492 

µM) e de fosfato (0,1 a 1,9 mM).     

 

Em meio MNM líquido, o crescimento micelial (30 dias) de Suillus sp. foi fortemente 

inibido (38%) pela maior concentração de P (Tab. 2), enquanto na menor concentração houve 

acidificação significativa (pH 3,2) do meio. Maior toxicidade do Cu foi observada (Tab. 3) no 

cultivo em meio líquido do que no experimento com meio sólido (Fig. 2). Houve redução de 

40% na produção de matéria fresca micelial quando a concentração de Cu aumentou de 31 

(0,97 g 50 mL-1) para 123 µM (0,58 g 50 mL-1). Fan-Xiang (1995) avaliou a influência de 

várias concentrações de Cu (0 a 400 µM) sobre o crescimento micelial de Amanita muscaria, 

em meio líquido MNM, observando que o fungo foi altamente inibido no tratamento com o 

maior nível de Cu. De acordo com Hartley et al. (1997a), a biomassa fúngica produzida em 

meio líquido propicia melhor avaliação, independente do indicado no meio sólido. O meio 

líquido pode não simular o ambiente no solo, mas para os estudos “in vitro” de toxicidade 

parece ser mais indicado que o meio sólido. Ao contrário do observado no cultivo em meio 

sólido, Suillus sp. acidificou o meio líquido a medida que diminuía a concentração do Cu, de 

246 (pH 4,7) para 123 µM (pH 3,6). Essa redução do pH pode estar relacionada à maior 

massa fresca produzida pelo FEM nos menores níveis de cobre.  



Lins, Cláudia, E.L. Efeito do cobre sobre fungos micorrízicos... 114 

 

Tabela 2. Efeito do fosfato no crescimento micelial de Suillus sp. 

e pH do meio MNM, aos 40 dias de cultivo 

Nível de P Massa Micelial pH 

mM g 50 mL-1  

0,1 0,789 a 3,24 b 

1,9 0,495 b 4,34 a 

CV (%)       38,9         17,0 

Médias (12 repetições) com a mesma letra na coluna não diferem pelo 
teste de F (P< 0.05). 

 

Tabela 3. Efeito do cobre na produção de massa micelial, no pH do meio MNM de cultura e na atividade 

das fosfatases ácida e alcalina de Suillus sp. aos 40 dias de cultivo 

Tratamento Massa Micelial pH Fosfatase 

   Ácida Alcalina 

µM Cu g 50 mL-1  µM p-Nitrofenol min-1 

31 0,971 a 3,30 b 6,57 b 0,72 b 

123 0,581 b 3,57 b 9,25 a 1,16 a 

246 0,263 b 4,67 a 8,45 ab   0,91 ab 

CV (%) 38,9 17,0 29,4 25,4 

Médias (8 repetições) com a mesma letra na coluna não diferem pelo teste de Tukey (P< 0.05). 

 

De modo geral, a fosfatase ácida (FAc) mostrou atividade 8-9 vezes maior em relação 

a fosfatase alcalina (FAl) (Tab. 3). A FAc é importante na decomposição do fosfato orgânico, 

contribuindo significativamente para a disponibilização do P para as plantas (Huang & 

Shindo, 2000; Fan-Xiang, 1995). No presente trabalho, as atividades das fosfatases (FAc e 

FAl) foram significativamente aumentadas, com a elevação da concentração de Cu, de 31 para 

123 µM. Esse aumento foi na ordem de 41% (6,6 para 9,2 µM p-Nitrofenol min-1) e 61% (0,7 

para 1,2 µM p-Nitrofenol min-1), respectivamente, para a FAc e FAl. Entretanto, houve 

redução não significativa da atividade dessas enzimas quando a concentração de Cu aumentou 

para 246 µM. Aumento na atividade de algumas enzimas parece estar associado ao aumento 

das concentrações de vários metais. Raman et al. (2002) verificaram que L. laccata 
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apresentou maior aumento na atividade das FAl e FAc do que S. bovinus e que as atividades 

máximas dessas enzimas foram obtidas, respectivamente, nas concentrações de 600 e 900 µM 

Cr. Reddy et al. (2002) observaram que 100 µg mL-1 de Al induziram aumento da atividade 

da FAc em Pisolithus sp. e Cantharellus cibarius, e sugeriram que essa enzima está envolvida 

na detoxificação de concentração deletéria do metal.  

As respostas das atividades das fosfatases, tanto da fração intracelular quanto da 

extracelular da cultura do Suillus sp. diferiram em função do nível de P no meio líquido 

MNM (Fig. 7). Para FAc, a fração intracelular (≈14 µM p-Nitrofenol min-1) resultou numa 

atividade significativamente maior (7×) que a fração extracelular (≈2 µM p-Nitrofenol min-1). 

O aumento da concentração de P diminuiu significativamente a atividade da FAc intracelular 

de 16 para 12 µM p-Nitrofenol min-1. Com a FAc extracelular não foi detectada alteração. Na 

cultura de Suillus sp. com 0,1 mM P, a atividade da FAl na fração extracelular (≈1,2 µM p-

Nitrofenol·min-1) foi significativamente superior à atividade na fração intracelular (≈0,85 µM 

p-Nitrofenol·min-1). Na cultura com 1,9 mM P, a atividade da FAl da fração extracelular foi 

significativamente menor que a registrada na fração intracelular (≈0,7 e 0,97 µM p-

Nitrofenol·min-1, respectivamente). Por outro lado, o aumento da concentração de P diminuiu 

significativamente (42%) a atividade da FAl extracelular.  
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Figura 7. Efeito do fosfato na atividade das fosfatases ácida (A) e alcalina (B) na fração intracelular e 

extracelular da cultura de Suillus sp., aos 40 dias de cultivo. Médias (12 repetições) seguidas de letras iguais 

não diferem pelo teste de Tukey (P<0,05). Letras maiúsculas e minúsculas comparam, respectivamente, 

dentro e entre os níveis de fosfato.     

 

Estudos sugerem que as fosfatases têm importância na tolerância de fungos 

ectomicorrízicos e ericóides aos metais pesados. A atividade de fosfomonoesterase (PMEase) 

extra e intracelular produzida por Pisolithus arrhizus aumentou em tratamento com resíduos 

industriais contendo Pb, Cd, Cu e Zn (Turnau & Dexheimer, 1995). Segundo os autores, esse 

aumento de atividade pode representar um mecanismo de barreira para íons metais (M2+), no 

qual os íons HPO4
2-, liberados a partir das fontes orgânicas pela ação da fosfatase, podem 

complexar com íons M2+ e formar compostos insolúveis (MHPO4), detoxificando o ambiente. 

Gibson & Mitchell (2005b) verificaram que o aumento da concentração de Cu (0 - 5000 µM), 

em meio líquido Rorinson, teve pouco/nenhum efeito na FAc intracelular produzida por 

fungos micorrízicos ericóides (Hymenoscyphus ericae). Entretanto, no nível de 250 µM Cu, a 

atividade da PMEase da fração extracelular foi reduzida quando comparada à fração 

intracelular. Por outro lado, houve aumento da atividade extracelular da fosfodiesterase 

(PDEase). Gibson & Mitchell (2005b) afirmaram que a capacidade destes endófitos em 

B A 
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sintetizar PDEase em ambiente com concentrações de Cu restritivas pode disponibilizar o P a 

partir de substratos orgânicos contaminados com este metal. 

Os dados da produção de matéria seca micelial (y = 0,04 − 0,004x; r = − 0,48*) em 

meio sólido permitem estimar, em geral, uma CI50 de 53 µM Cu para P. microcarpus e Suillus 

sp. Para Suillus sp. (y = 0,05 − 0,006∗x; r = − 0,92*) individualmente, a estimativa da CI50 

resultou em 40 µM Cu. Entretanto, quando Suillus sp. foi cultivado em meio liquido, a 

produção de matéria fresca micelial (y = 0,96 − 0,003∗x; r = − 0,73*) revelou uma CI50 de 

160 µM Cu. Diferente tolerância dos FEM a altas concentrações de Cu tem sido observada. 

Em meio MNM líquido, a CI50 de Cu para um isolado de P. tinctorius considerado tolerante 

foi de 3000 µM (Tam 1995). No mesmo meio, Grazzioti et al. (2001a) observaram CI50 de 

1180 e 120 µM Cu, respectivamente, para isolados de P. tinctorius e de S. bovinus. No 

presente trabalho, as estimativas de CI50 indicam que Suillus sp. UFSC – Su 168 tolera níveis 

de Cu quatro vezes menores no meio sólido que no líquido, e neste último, a CI50 mostra-se 

próxima da mencionada por Grazzioti et al. (2001a). A diferença de comportamento 

observada no cultivo dos FEM em meio líquido e sólido sugere cautela na definição da CI50 

nas condições “in vitro” e sua extrapolação para “in situ”. As diferenças, principalmente em 

termos de difusão e da quantidade de nutrientes existente nos meios MNM sólido (15 mL) e 

líquido (50 mL), podem justificar os diferentes CI50 encontrados. 

Foi demonstrada a importância dos parâmetros fisiológicos e bioquímicos estudados, 

na avaliação da fungitoxicidade do cobre sobre fungos ectomicorrízicos com potencial para 

uso em programas de revegetação. Os resultados indicam que elevadas concentrações de 

cobre (246 µM) exercem efeitos deletérios diferenciados sobre os fungos. 
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CONCLUSÕES GERAIS 

 

Nas condições experimentais utilizadas, conclui-se que: 

• Existem pelo menos 12 espécies de fungos micorrízicos arbusculares, que representam 

os gêneros Archaeospora (1), Glomus (6), Gigaspora (1), Paraglomus (2) e 

Scutellospora (2) na área de mineração de cobre no município de Caçapava do Sul, 

Rio Grande do Sul. 

• Glomus é o gênero predominante e Paraglomus brasilianum a espécie mais 

representativa, sendo encontrada nas áreas de rejeito, margem e cultivo de eucaliptos. 

• As concentrações de cobre acima de 1967 µM são deletérias ao crescimento e à 

micorrização de Trifolium pratense. 

• O trevo vermelho responde à adubação fosfatada, refletida pelo aumento na produção 

de matéria seca e acúmulo de nutrientes da planta. 

• O fósforo inibe a colonização micorrízica, porém sob condições de estresse causado 

por excesso de cobre no substrato, estimula a micorrização de trevo vermelho. 

• O uso concomitante de Glomus etunicatum e fósforo pode constituir alternativa em 

processos de recuperação de áreas impactadas por excesso de cobre. 

• Pisolithus microcarpus, Chondrogaster angustisporus  e Suillus sp. diferem quanto à 

sensibilidade ao excesso de cobre em meio de cultivo MNM. 

• Concentrações de cobre acima de 123 µM inibem o crescimento de Pisolithus 

microcarpus, Chondrogaster angustisporus  e Suillus sp. e maiores que 492 µM Cu 

tornam-se deletérias.  

• Níveis acima de 246 µM Cu inibem o poder acidificante de Pisolithus microcarpus.  

• Em comparação com os demais fungos testados, Suillus sp. é tolerante à toxidez do 

cobre. 
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• O fósforo inibe o crescimento de Pisolithus microcarpus, Chondrogaster 

angustisporus  e Suillus sp., entretanto atenua o efeito tóxico do cobre no crescimento 

destes fungos. 

• O meio MNM líquido parece ser mais indicado para o cultivo de Suillus sp. do que o 

meio contendo agar, sobretudo em testes de toxicidade com cobre. 

• O aumento da concentração de cobre no meio estimula a atividade das fosfatases ácida 

e alcalina, sugerindo um mecanismo de detoxificação de Suillus sp. ao excesso do 

cobre. 

 

Os resultados confirmam que elevadas concentrações de cobre são tóxicas a certos 

fungos micorrízicos, e à associação formada com as plantas hospedeiras. Possíveis interações 

com fosfato estão envolvidas nos diferentes mecanismos de sobrevivência e tolerância destes 

organismos, reduzindo a disponibilidade do cobre para as plantas e para os próprios fungos. 

Estudos em campo e que utilizem fungos micorrízicos arbusculares e/ou 

ectomicorrízicos eficientes, associados a plantas selecionadas, são necessários para garantir o 

estabelecimento de espécies vegetais nativas ou introduzidas que participam no processo de 

sucessão vegetal em programas de recuperação de áreas degradadas pela atividade 

mineradora. 
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NORMAS GERAIS PARA PUBLICAÇÃO DE 
ARTIGOS NA ACTA BOTANICA RASILICA  
1. A Acta Botanica Brasilica (Acta bot. bras.) 
publica artigos originais em Português, Espanhol e 
Inglês. 
2. Os artigos devem ser concisos, em quatro vias, 
com até 25 laudas, seqüencialmente numeradas, 
incluindo ilustrações e tabelas (usar fonte Times 
New Roman, tamanho 12, espaço entre linhas 1,5; 
imprimir em papel tamanho A4, margens ajustadas 
em 1,5 cm). A critério da Comissão Editorial, 
mediante entendimentos prévios, artigos mais 
extensos poderão ser aceitos, sendo o excedente 
custeado pelo(s) autor(es). 
3. Palavras em latim no título ou no texto, como por 
exemplo: in vivo, in vitro, in loco, et al. devem estar 
em itálico. 
4. O título deve ser escrito em caixa alta e baixa, 
centralizado, e deve ser citado da mesma maneira no 
Resumo e Abstract da mesma maneira que o título 
do trabalho. Se no título houver nome específico, 
este deve vir acompanhado dos nomes dos autores 
do táxon, assim como do grupo taxonômico do 
material tratado (ex.: Gesneriaceae, Hepaticae, etc.). 
5. O(s) nome(s) do(s) autor(es) deve(m) ser 
escrito(s) em caixa alta e baixa, todos em seguida, 
com números sobrescritos que indicarão, em rodapé, 
a filiação Institucional e/ou fonte financiadora do 
trabalho (bolsas, auxílios etc.). Créditos de 
financiamentos devem vir em Agradecimentos, 
assim como vinculações do artigo a programas de 
pesquisa mais amplos, e não no rodapé. Autores 
devem fornecer os endereços completos, evitando 
abreviações, elegendo apenas um deles como Autor 
para correspondência. Se desejarem, todos os 
autores poderão fornecer e-mail. 
6. A estrutura do trabalho deve, sempre que 
possível, obedecer à seguinte seqüência: - 
RESUMO e ABSTRACT (em caixa alta e negrito) 
– texto corrido, sem referências bibliográficas, em 
um único parágrafo e com cerca de 200 palavras. 
Deve ser precedido pelo título do artigo em 
Português, entre parênteses. Ao final do resumo, 
citar até cinco palavras-chave à escolha do autor, em 
ordem de importância. A mesma regra se aplica ao 
Abstract em Inglês ou Resumen em Espanhol. 
- Introdução (em caixa alta e baixa, negrito, 
deslocado para a esquerda): deve conter uma visão 
clara e concisa de: a) conhecimentos atuais no 
campo específico do assunto tratado; b) problemas 
científicos que levou(aram) o(s) autor(es) a 
desenvolver o trabalho; c) objetivos. - Material e 
métodos (em caixa alta e baixa, negrito, deslocado 
para a esquerda): deve conter descrições breves, 
suficientes à repetição do trabalho; técnicas já 
publicadas devem ser apenas citadas e não descritas. 

Indicar o nome da(s) espécie(s) completo, 
inclusive com o autor. Mapas - podem ser 
incluídos se forem de extrema relevância e devem 
apresentar qualidade adequada para impressão. 
Todo e qualquer comentário de um procedimento 
utilizado para a análise de dados em Resultados 
deve, obrigatoriamente, estar descrito no item 
Material e métodos. 
- Resultados e discussão (em caixa alta e baixa, 
negrito, deslocado para a esquerda): podem conter 
tabelas e figuras (gráficos, fotografias, desenhos, 
mapas e pranchas) estritamente necessárias à 
compreensão do texto. Dependendo da estrutura 
do trabalho, resultados e discussão poderão ser 
apresentados em um mesmo item ou em itens 
separados. As figuras devem ser todas numeradas 
seqüencialmente, com algarismos arábicos, 
colocados no lado inferior direito; as escalas, 
sempre que possível, devem se situar à esquerda 
da figura. As tabelas devem ser seqüencialmente 
numeradas, em arábico com numeração 
independente das figuras. Tanto as figuras como 
as tabelas devem ser apresentadas em folhas 
separadas (uma para cada figura e/ou tabela) ao 
final do texto (originais e 3 cópias). Para garantir 
a boa qualidade de impressão, as figuras não 
devem ultrapassar duas vezes a área útil da revista 
que é de 17,5K23,5 cm.  
Tabelas - Nomes das espécies dos táxons devem 
ser mencionados acompanhados dos respectivos 
autores. Devem constar na legenda informações 
da área de estudo ou do grupo taxonômico. Itens 
da tabela, que estejam abreviados, devem ter suas 
explicações na legenda. As ilustrações devem 
respeitar a área útil da revista, devendo ser 
inseridas em coluna simples ou dupla, sem 
prejuízo da qualidade gráfica. Devem ser 
apresentadas em tinta nanquim, sobre papel 
vegetal ou cartolina ou em versão eletrônica, 
gravadas em .TIF, com resolução de pelo menos 
300 dpi (ideal em 600 dpi). Para pranchas ou 
fotografias - usar números arábicos, do lado 
direito das figuras ou fotos. Para gráficos – usar 
letras maiúsculas do lado direito. As fotografias 
devem estar em papel brilhante e em branco e 
preto. Fotografias coloridas poderão ser aceitas 
a critério da Comissão Editorial, que deverá 
ser previamente consultada, e se o(s) autor(es) 
arcar(em) com os custos de impressão. As 
figuras e as tabelas devem ser referidas no texto 
em caixa alta e baixa, de forma abreviada e sem 
plural (Fig. e Tab.). Todas as figuras e tabelas 
apresentadas devem, obrigatoriamente, ter 
chamada no texto. Legendas de pranchas 
necessitam conter nomes dos táxons com 
respectivos autores. Todos os nomes dos gêneros 



precisam estar por extenso nas figuras e tabelas. 
Gráficos - enviar os arquivos em Excel. Se não 
estiverem em Excel, enviar cópia em papel, com boa 
qualidade, para reprodução. As siglas e abreviaturas, 
quando utilizadas pela primeira vez, devem ser 
precedidas do seu significado por extenso. Ex.: 
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE); 
Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV). Usar 
unidades de medida de modo abreviado (Ex.: 11 cm; 
2,4 µm), o número separado da unidade, com 
exceção de percentagem (Ex.: 90%). Escrever por 
extenso os números de um a dez (não os maiores), a 
menos que seja medida. Ex.: quatro árvores; 6,0 
mm; 1,0-4,0 mm;125 exsicatas. Em trabalhos 
taxonômicos o material botânico examinado deve 
ser selecionado de maneira a citarem-se apenas 
aqueles representativos do táxon em questão e na 
seguinte ordem: PAÍS. Estado: Município, data, 
fenologia, coletor(es) número do(s) coletor(es) (sigla 
do Herbário). Ex.: BRASIL. São Paulo: Santo 
André, 3/XI/1997, fl. fr., Milanez 435 (SP). No caso 
de mais de três coletores, citar o primeiro seguido de 
et al. Ex.: Silva et al. (atentar para o que deve ser 
grafado em CAIXA ALTA, Caixa Alta e Baixa, 
caixa baixa, negrito, itálico). Chaves de 
identificação devem ser, preferencialmente, 
indentadas. Nomes de autores de táxons não devem 
aparecer. Os táxons da chave, se tratados no texto, 
devem ser numerados seguindo a ordem alfabética. 
Ex.: 
1. Plantas terrestres 
2. Folhas orbiculares, mais de 10 cm diâm. 
    .....................................................2. S. orbicularis 
2. Folhas sagitadas, menos de 8 cm compr. 
    .........................................................4. S. sagittalis 
1. Plantas aquáticas 
3. Flores brancas  
     ........................................................ 1. S. albicans 
3. Flores vermelhas  
    ....................................................... 3. S. purpurea 
O tratamento taxonômico no texto deve reservar o 
itálico e o negrito simultâneos apenas para os nomes 
de táxons válidos. Basiônimo e sinonímia aparecem 
apenas em itálico. Autores de nomes científicos 
devem ser citados de forma abreviada, de acordo 
com índice taxonômico do grupo em pauta 
(Brummit & Powell 1992 para Fanerógamas). Ex.: 
1. Sepulveda albicans L., Sp. pl. 2: 25. 1753. 
Pertencia albicans Sw., Fl. bras. 4: 37, t. 23, f. 5. 
1870. Fig. 1-12. Subdivisões dentro de Material e 
métodos ou de Resultados e/ou discussão devem ser 
escritas em caixa alta e baixa, seguida de um traço e 
o texto segue a mesma linha. Ex.: Área de estudo - 
localiza-se ... 
Resultados e discussão devem estar incluídos em 
conclusões. 

- Agradecimentos (em caixa alta e baixa, negrito, 
deslocado para a esquerda): devem ser sucintos; 
nomes de pessoas e Instituições devem ser por 
extenso, explicitando o porquê dos 
agradecimentos. 
- Referências bibliográficas  
- Ao longo do texto: seguir esquema autor, data. 
Ex.: 
Silva (1997), Silva & Santos (1997), Silva et al. 
(1997) ou Silva (1993; 1995), Santos (1995; 1997) 
ou (Silva 1975; Santos 1996; Oliveira 1997). - Ao 
final do artigo: em caixa alta e baixa, deslocado 
para a esquerda; seguir ordem alfabética e 
cronológica de autor(es); nomes dos periódicos e 
títulos de livros devem ser grafados por extenso 
e em negrito. Exemplos: 
Santos, J. 1995. Estudos anatômicos em 
Juncaceae. Pp. 5-22.In: Anais do XXVIII 
Congresso Nacional de Botânica.Aracaju 1992. 
São Paulo, HUCITEC Ed. v.I. 
Santos, J.; Silva, A. & Oliveira, B. 1995. Notas 
palinológicas. Amaranthaceae. Hoehnea 33(2): 
38- 45. 
Silva, A. & Santos, J. 1997. Rubiaceae. Pp. 27-55. 
In: F.C. Hoehne (ed.). Flora Brasilica. São Paulo, 
Secretaria da Agricultura do Estado de São Paulo. 
Para maiores detalhes consulte os últimos 
fascículos rescentes da Revista, ou os links da 
mesma na internet: www.botanica.org.br. ou 
ainda artigos on line por intermédio de 
www.scielo.br/abb. Não serão aceitas 
Referências bibliográficas de monografias de 
conclusão de curso de graduação, de citações de 
simples resumos simples de Congressos, 
Simpósios, Workshops e assemelhados. Citações 
de Dissertações e Teses devem ser evitadas ao 
máximo; se necessário, citar no corpo do texto. 
Ex.: J. Santos, dados não publicados ou J. Santos, 
comunicação pessoal 
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