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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncia do Solo
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil

EFEITO DO COBRE NA POPULACAO DE BACTERIAS E FUNGOS DO
SOLO, ASSOCIACAO ECTOMICORRIZICA E NO DESENVOLVIMENTO
DE MUDAS DE EUCALIPTO E CANAFISTULA
AUTORA: Lilian Castilho dos Santos
ORIENTADORA: Zaida Inés Antoniolli
Data e Local de Defesa: Santa Maria, 07 de dezembro de 2006.

Os microrganismos séo sensiveis a presenca de determinadas concentracdes de cobre
sendo considerados biorremediadores capazes de remover metais através de
processos ativos e passivos, acumulando-os em seus compartimentos celulares.O
trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do cobre sobre a populacdo de fungos,
bactérias do solo e associagdo ectomicorrizica, bem como avaliar a acdo deste no
desenvolvimento de mudas de eucalipto (Eucalyptus grandis W. Hill ex Maiden) e
canafistula (Peltophorum dubium (Sprengel) Taubert). As amostras de solo foram
coletadas em area de rejeito, margem, cultivo de eucalipto, pinus com 2 anos e com 10
anos de cultivo, nas Minas do Camaquda, Cagapava, RS. A contagem da populagéo de
fungos e bactérias do solo foi realizada em meio de cultura incubado por 8 dias a 25 °C.
Posteriormente, foi instalado experimento para avaliar o efeito do cobre (0, 100, 200,
300 mg kg* copper) no desenvolvimento de mudas de eucalipto e canafistula
inoculadas ou ndo com Pisolitus microcarpus (Cooke & Massee) Cunn. UFSC Pt 116.
Avaliou-se altura, diametro do colo, matéria fresca da parte aérea e radicular, matéria
seca da parte aérea e percentagem de colonizacdo ectomicorrizica aos 110 dias. As
maiores médias para a populacdo de bactérias totais foram encontradas nas areas de
margem e cultivo de eucalipto, para a populagédo de fungos do solo foram em area de
margem. A quantidade de 203 mg dm™ de cobre inibe a populacdo de bactérias e
fungos do solo. A inoculacdo das mudas de eucalipto e canafistula com P. microcarpus
favoreceu o desenvolvimento da matéria fresca da parte aérea e radicular e da altura
das plantas. Os resultados mostram também que a canafistula € capaz de realizar
associacdo ectomicorrizica com P.microcarpus (4,96%). O desenvolvimento das
plantulas de eucalipto e canafistula foram inibidas pelos niveis de cobre mesmo
inoculadas com P. microcarpus UFSC Pt 116. A populacdo de bactérias e fungos do
solo, bem como as mudas de eucalipto e canafistula sdo diretamente influenciada pelo
teor de cobre do solo, sendo favorecidas pela inoculagdo do Pisolitus microcarpus
UFSC Pt 116.

Palavras-chave: metal pesado; esséncias florestais; biorremediacéo
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ABSTRACT

Master Dissertation in Soil Science
Graduate Program in Soil Science
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil

EFFECT OF COPPER IN BACTERIA AND FUNGI SOIL POPULATION,
ECTOMYCORRHIZAL ASSOCIATION AND DEVELOPMENT OF
EUCALYPTUS AND CANAFISTULA SEEDLINGS
Author: Lilian Castilho dos Santos
Advisor: Zaida Inés Antoniolli
Santa Maria, December 07, 2006.

The microrganisms are sensitive to the presence of determined concentrations of copper
being considered biorremediadores able to move metal through active and passive
processes, accumulating them in his cellular compartments The aim of this study was to
evaluate the effects of copper on the soil bacteria and fungi population and
ectomycorrhizal association, as well as on the growth of eucalyptus (Eucalyptus grandis
W. Hill ex Maiden) and canafistula (Peltophorum dubium (Sprengel) Taubert) seedlings.
The soil samples were collected in reject, adjacent, eucalyptus cultivation, pinus with 2
and 10 year old area, in the Camaqua Minas, Cacapava, Rio Grande do Sul, Brazil. The
counting of bacteria and fungi soil population was carried out in the laboratory in culture
medium, incubated 8 days, to 25 °C. Subsequently, experiment was installed to
determine the copper level effect (0, 100, 200, 300 mg kg™ of Cu) on eucalyptus and
canafistula seedlings, inoculated or not with the Pisolithus microcarpus (Cooke &
Massee) Cunn. UFSC Pt 116. It was determine the height, stem diameter, aerial fresh
matter and root dry matter, and ectomycorrhizal colonization percentage, at 110 days.
The highest average for the total bacteria population was found in the adjacent and
eucalyptus cultivation area, for the soil fungi population was in the adjacent area. The
copper quantity of 203 mg dm™ inhibits the bacteria and fungi soil population. The
inoculation of the seedlings of eucalyptus and canafistula with P. microcarpus UFSC Pt
116 increase the development of aerial fresh matter and height of seedlings. The results
show that the canafistula is able to form ectomycorrhizal association with P. microcarpus
UFSC Pt 116 (4,96 %). The development of eucalyptus and canafistula seedlings were
inhibited by the copper level even inoculated with P. microcarpus UFSC Pt 116. The
population of bacteria and fungi in the soil as well as the seedlings of eucalyptus and
canafistula are straightly influenced by the copper level in the soil, being favoured by the
inoculation with P. microcarpus UFSC Pt 116.

Key-words: heavy metals; forest essences; bioremediation
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1 INTRODUCAO

A populagdo da microbiota do solo em condi¢cdes naturais é elevada e sua
reducdo pode ser sinbnimo de desequilibrio ecolégico, causado principalmente por
acOes antropicas. A degradacdo da vegetacdo pode alterar o equilibrio da populacéo
microbiana do solo comprometendo por um longo periodo de tempo todo o ecossistema
(Souto, 2002).

A densidade e a atividade microbiana depende de caracteristicas quimicas,
fisicas e biologicas do solo. Além disso estdo diretamente influenciados por varios
fatores ambientais como aeragdo, temperatura, umidade, mineralogia do solo,
disponibilidade de nutrientes minerais (N, P, S, Ca, Mo, Co e Fe) e de substrato
organico. O manejo e a cobertura vegetal, a presenca de organismos antagonistas e de
metais como zinco, cobre, cadmio e chumbo também influenciam a populacédo de
organismos do solo. Os metais dependendo da concentracdo e da forma como se
apresentam podem comprometer 0s importantes processos bioldgicos realizados pelos
microrganismos do solo.

As Minas do Camaquéa estéo localizadas em Cagapava do Sul, RS, Brasil, tendo
sido exploradas até a década de 1980. Hoje, o local esta erodido e com certa
guantidade de rejeito prejudicando e estrutura e a atividade biolégica do solo (Teixeira e
Gonzalez, 1988).

Os microrganismos sao agentes dos principais processos bioquimicos que
ocorrem no solo como na decomposicao da matéria organica e liberacdo de nutrientes,
na formagdo e estabilizacdo de agregados, na ciclagem de nutrientes, em
transformacfes de elementos metélicos, producdo de metabdlitos, degradacdo de
pesticidas e herbicidas e altera¢des nas caracteristicas fisicas do solo (Pfuller, 2000).

A contaminacdo do solo por metais devido a atividades exercidas pelo homem,
como a mineracdo € um problema ambiental que merece atencdo. Entre 0s metais, 0
cobre é um elemento que em determinadas concentracdes pode exercer efeitos

deletérios em diversas formas de vida, causando freqiientemente, de modo irreversivel,
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contaminacéo e poluicdo dos ecossistemas (Leyval et al., 1997; Siqueira et al., 1999).
Alguns metais como o cobre e 0 zinco sdo considerados nutrientes essenciais sendo
usados em reacgdes bioquimicas como catalizadores, na formacédo de proteinas e na
manutencdo do equilibrio osmotico da célula (Ji e Silver, 1995).

Bactérias e fungos do solo tém habilidade para transportar o cobre dentro de
suas células. Isto porque existem proteinas especificas que protegem o organismo
contra os efeitos de toxicidade do cobre, ligando-o0 a determinadas enzimas especificas
(Turpeinen, 2002).

A concentracdo do metal e as propriedades quimicas e fisicas caracteristicas de
cada solo é que irdo determinar a toxidez do cobre para o ambiente e microrganismos.
A matéria organica regula a disponibilidade de varios nutrientes essenciais, bem como a
atividade de metais pesados (Dias-Junior et al., 1998). Alguns microrganismos do solo
podem auxiliar no estabelecimento de plantas em areas contaminadas por mineracao
de cobre. Entre estes, destacam-se 0s fungos ectomicorrizicos que tém habilidade em
reduzir a toxicidade dos ions de metais para a planta hospedeira (Kong et al., 2000). O
aumento na absorcdo destes elementos pelas raizes e 0 seu acumulo no micélio
extraradicial, confere ao hospedeiro maior tolerancia a estes elementos (Grazziotti et
al., 2001 a).

Neste contexto, a simbiose de plantas com fungos ectomicorrizico e o estudo da
populacdo de fungos e bactérias do solo mostram-se como boas alternativas para
estudos visando processos de revegetacdo e de recuperacdo de areas contaminadas
por cobre. Assim, este trabalho teve por objetivo avaliar o efeito do cobre sobre a
populacdo de bactérias, fungos do solo e na associacdo ectomicorrizica de eucalipto e
canafistula. Além disso, determinar os efeitos do cobre sobre o crescimento de mudas

de eucalipto e canafistula inoculadas ou ndo com Pisolitus microcarpus UFSC Pt 116.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cobre

2.1.1 Cobre no solo

A denominagdo “metal pesado” é aplicada a um grupo heterogéneo de
elementos, incluindo metais, semi-metais e ndo metais que possuem numero atdémico
maior do que 20 ou peso especifico maior que 5 g cm™ (Malavolta, 1994). Os principais
metais pesados presentes no solo e nos produtos utilizados na agricultura sao Co, Cd,
Cr, Cu, Fe, Hg, Mn, Ni, Pb, Sn e Zn (Abreu et al., 2002). Entre estes, deve-se ressaltar
gue alguns séo essenciais as plantas (Cu, Fe, Mn, Mo, Ni e Zn), as bactérias fixadoras
de nitrogénio (Co e Mo) e aos animais (Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Mo e Zn). Entretanto,
Turpeinen (2002) considera como metais os elementos (Co, Cr, Cu, Mg, Mn, Ni e Zn) e
relata que estes desempenham papel essencial nos processos de vida dos
microrganismos. Contudo, Sodré e Lenzi (2001) estudando o comportamento do cobre
em solos argilosos, classificam este elemento como um metal pesado.

A presenca dos metais pesados nos solos pode ter origem natural ou
antropogénica, sendo esta a principal razdo do aumento crescente dos metais pesados
nos solos, provocando distarbios muitas vezes de dificil recuperacdo para o ambiente
(Abreu et al., 2002). Atividades decorrentes da agricultura, indastria metalargica e
mineragdo sao responsaveis pela poluicdo de extensas areas de solo em todo o0 mundo,
sendo seus efeitos pouco conhecidos nas condi¢cbes brasileiras (Dias Junior et al.,
1998). Metais pesados como cobre ndo sdo biodegradaveis e apresentam uma
dindmica no solo bastante complexa, alterada diretamente por fatores do meio,
principalmente pela composicéo quimica, fisica e mineralégica do solo, pela quantidade
de matéria organica, pH e CTC (Sodré e Lenzi, 2001).
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O cobre ocorre na solucdo do solo quase que exclusivamente na forma de Cu?*
(Sodré e Lenzi, 2001; Abreu et al., 2001) e a concentracdo na solucédo é geralmente
muito baixa (2 a 100 mg kg™) sendo governada pela adsorcédo as particulas do solo
(Abreu et al., 2001). As formas reduzidas monovalentes e metdlica sdo possiveis
somente em solos sob condi¢cdes de reducdo, especialmente na presenca de ions de
enxofre e halogénios (Sodré e Lenzi, 2001).

O cobre interage com outros nutrientes como 0 potassio, zinco, nitrogénio e
fosforo, alterando sua disponibilidade. Entre estas interacfes, a que exerce com 0O
fosforo é uma das mais importantes (Abreu et al., 2001). ions de fosfato podem interferir
na solubilidade dos elementos metalicos, formando precipitados pouco sollveis e
diminuindo a concentrag&o de ions em solu¢do. O cobre esta mais fortemente ligado a
matéria organica que outros cations micronutrientes como o Zn** e o Mn?* (Camargo et
al., 2001). O nivel de cobre na solu¢éo do solo é reduzido com o aumento do pH devido
a forte adsorc&o do cobre e precipitacéo (Lindsay, 1972). Em pH 6,5 o Cu** é a espécie
dominante na solucdo do solo, entretanto em pH 7, a espécie predominante € Cu(OH),
(Bahaminyakamwe et al., 2006).

A retencdo dos metais pelo solo pode ser explicada por mecanismos de
adsorcao especifica, troca ibnica e precipitacdo. Os metais podem estar disponiveis no
solo na forma de elementos solUveis como ions livres sendo absorvidos pelas plantas e
ou lixiviados pelos solos (Guilherme et al., 1995). Estes ocorrem também na forma de
elementos trocaveis, sendo adsorvidos por forcas eletrostaticas em sitios carregados
negativamente na matéria organica ou em minerais, ou estarem adsorvidos
especificamente, ligados a materiais organicos insollveis, ou precipitados na forma de
carbonatos e sulfatos entre outros (Costa et al., 2004).

A matéria organica e o pH do solo sdo os fatores que atuam direta e
indiretamente sobre a biodisponibilidade do cobre. Os radicais organicos como metais e
oxidos de aluminio tém sitios OH™ com alto potencial para adsor¢éo especifica de cobre
(Guilherme et al., 1995). A adsor¢cédo dos metais aos 0xidos pode ocorrer pela formacgao
de ligacOes covalentes com OH e ou O na superficie dos coloides (Costa et al., 2004).

Em solos com pH menor que 2,5 o cobre compete com prétons por sitios de adsorcao,
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mas quando o pH for maior que 4,5, muitos sitios carregados séo ligados ao cobre
diminuindo a competigdo por protons. Entretanto, em solos com pH entre 4,0 a 6,0 os
oxidos de Fe e Al sdo a principal causa da solubilizacdo e fixagdo do metal
(Casagrande et al., 2004).

O cobre apresenta uma baixa mobilidade no solo, sendo influenciada diretamente
pelo pH, formando 6xidos, hidroxidos, carbonatos e sulfetos insollveis. Quando céations
metalicos como o Cu?* sdo adsorvidos pelos 6xidos, formam complexos de esfera-
interna com ligagcdes covalentes e idnicas de alta energia. Assim, quanto maior o
namero de ligagdes entre o cobre e o grupo funcional de superficie maior seré a energia
de interacdo e menor sua mobilidade no perfil do solo e conseqientemente na
contaminacéo do ambiente (Costa et al., 2004).

E muito importante conhecer a forma em que se apresenta o metal no solo, a sua
espécie, que pode variar em funcéo de interagcdes com outros elementos da solu¢éo do
solo. A partir da informagcdo da espécie do metal presente é possivel inferir sobre

biodisponibilidade para plantas, mobilidade no perfil do solo e atuagao no solo.

2.1.2 Cobre e matéria organica

Os grupos funcionais da matéria organica podem complexar cations presentes
nos solos, como acontece com o Cu®. A complexaco de ions metélicos que s&o toxicos
pelas substancias humicas pode reduzir a atividade desses elementos na solu¢do do
solo, atenuando sua capacidade de produzir efeitos de toxidez para as plantas ou de
contaminar as aguas superficiais e subterraneas (Costa et al., 2004).

A importancia desse tipo de reacdo de complexacdo pode ser expressa pelo
aumento da solubilidade de cations essenciais as plantas, como o Cu? para as plantas,
gue se encontram em formas inorganicas pouco sollveis no solo. Por outro lado essas
reacoes de complexacdo podem formar também complexos com esses micronutrientes

gue podem ser pouco disponiveis para as plantas (Costa et al., 2004).
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2.1.3 Cobre nas plantas

O cobre é um metal pesado, sendo classificado como micronutriente, pois é
essencial para o desenvolvimento das plantas. A concentracdo média desse metal no
solo varia de 6 a 8 mg kg™, podendo oscilar em funcéo das atividades desenvolvidas no
local (Sodré e Lenzi, 2001). Quantidades excessivas de cobre quando acumuladas nos
tecidos da plantas alteram severamente o crescimento e 0s processos fisiolégicos e
bioquimicos das mesmas (Fernandes e Henriques, 1991).

O metabolismo de carboidratos e do nitrogénio, a sintese de lignina e de clorofila
e a constituicdo de proteinas das plantas sé@o realizadas com a participacédo do cobre
(Filho, 2005). Plantas expostas a presenca de cobre tém a atividade da enzima nitrato
redutase alterada, reduzindo o N total, e o tamanho da planta através da producédo
reduzida de clorofila (Luna et al., 1997).

Para as plantas, grandes concentracbes de cobre causam manchas aquosas
evoluindo para necrose das folhas, desfolhamento precoce, diminuicao do crescimento
e da ramificacdo (Filho, 2005). Estes sintomas estdo diretamente relacionados com a
reducdo das raizes que diminui a capacidade de absor¢cdo de agua e nutrientes,
fazendo com que a planta desenvolva mecanismos de reducdo de transpiracdo e
aumento na capacidade de armazenamento da 4gua (Panou-Filotheu et al., 2001).

O pH do solo controla a disponibilidade do cobre para as plantas. Ambientes
acidos determinam maior mobilidade do metal (Nascimento et al., 2003). Em pH neutro
ou basico a baixa fitodisponibilidade do metal é considerado um fator limitante em
trabalhos de fitoextragdo de metais pesados (Kayser et al., 2000).

A fitorremediacdo € um termo empregado quando se usam plantas que tém a
capacidade de hiperacumular metais para seletivamente remover e reciclar quantidades

excessivas de metais em solos. Existe uma variacdo em relacéo a tolerancia que esta
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condicionada a espécie e género da planta que serd usada em processos de
fitorremediacao (Costa et al., 2004).

A fitorremediacdo inclui a fitoextracdo que usa plantas para remover o0s
contaminantes do solo, conservando a estrutura fisica do solo e restaurando sua
qualidade ecoldgica (Sell et al., 2000). Inclui também a fitovolatilizagcdo usando plantas
para tornar volatil espécies ou elementos quimicos do solo, a rizofiltragdo utilizando
raizes de plantas para remover contaminantes de aguas correntes e a fitoestabilizacao
usando plantas para transformar metais do solo em formas menos toxicas, sem,
entretanto, remover o metal do solo (Costa et al., 2004).

O uso de plantas pode alterar as formas dos metais pesados, reduzindo sua
mobilidade e disponibilidade no solo (Tordoff et al., 2000). As plantas podem acelerar os
processos de remocdo de metais, atuando sobre os contaminantes e contribuindo
indiretamente através do efeito rizosférico sobre a microbiota biodegradadora ou
acumulando o metal em suas raizes. (Moreira e Siqueira, 2002).

Plantas chamadas hiperacumuladoras de metais s&o capazes de completar seu
ciclo de vida sem apresentarem sintomas da toxidade do metal. Pteris vittata € capaz de
acumular 119 mg kg™ de arsénico em suas raizes, e sendo uma boa alternativa para
ambientes com altas concentrac6es de arsénico (Fischerova et al., 2006).

Para a extracdo de metais do solo buscam-se plantas com capacidade de
absorver contaminantes, acumulando-os em concentragcfes de 1 a 3% na matéria seca,
ou usando-se plantas com capacidade acumuladora (Sell et al., 2000). Estes métodos
podem ser uma alternativa promissora para descontaminagcdo do ambiente por metais

pesados.

2.1.4 Cobre e microrganismos

Certas concentracfes de metais pesados exercem efeitos toxicos no ambiente,

interferindo negativamente nos processos biolégicos que acontecem naturalmente no
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solo. A acumulagdo de metais pesados reduz a biomassa microbiana, a atividade de
varias enzimas e a estrutura da comunidade microbiana do solo diminuindo também a
diversidade funcional dos microrganismos menos tolerantes aos metais pesados (De
Mora et al., 2006).

Fatores como o pH do solo e caracteristicas fisicas, quimicas e mineraldgicas
influenciam diretamente na disponibilidade do metal e seus efeitos tdxicos para os
microrganismos do solo (Sanders et al., 1986). Os metais presentes na solucéo do solo
podem estar na forma de quelatos com moléculas organicas em formas quimicas nao
disponiveis para os microrganismos. A toxidez do cobre estad condicionada ao tipo,
concentracdo do metal e as propriedades caracteristicas de cada solo (Dias-Junior et
al., 1998). Estes também tém influéncia da interacdo com outros metais e ao contrario
dos contaminantes organicos os metais pesados ndo sdo degradados (De Mora et al.,
2006).

Os metais sdo parte integrante dos processos vitais dos microrganismos. Alguns
deles como o cobre e o zinco s&o nutrientes essenciais e sao usados como
catalizadores de reagdes bioquimicas, estabilizadores de proteinas e mantedores do
equilibrio osmotico da célula (Ji e Silver, 1995). O cobre é um elemento essencial para
a sobrevivéncia das bactérias e fungos do solo, mas pode se tornar téxico quando a
concentracdo exceder 750 mg g™ (Baath, 1989).

Os processos de crescimento dos organismos, morfologia da célula,
metabolismo, formacéo e destruicdo da membrana celular s&o influenciados pelos
metais pesados. A toxicidade resulta em alteragdes na estrutura dos acidos nucléicos,
proteinas, na fosforilagcdo oxidativa e no balanco osmético atuando de maneira
comprometedora nas reagfes bioquimicas essenciais (Bruins et al., 2000). Os
microrganismos s&o biorremediadores eficientes capazes de remover 0s metais,
através de processos ativos e passivos acumulando eficientemente os metais pesados
do solo nos seus compartimentos celulares (Turpeinen, 2002).

As bactérias e os fungos do solo apresentam mecanismos para o transporte do
cobre dentro de suas células. Determinadas proteinas protegem o organismo dos

efeitos toxicos do metal, ligando-o a enzimas especificas (Turpeinen, 2002). Pode
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ocorrer o transporte do metal através de gradiente quimiosmético pela membrana
citoplasmética de bactérias, diminuindo seu potencial toxico (Nies, 1999).

A comunidade microbiana do solo atua em processos de imobilizacéo,
mobilizacdo, transformacdo de metais por reacdes de precipitacdo extracelular,
acumulacéo intracelular, reac6es de oxidagdo e reducdo, metilagdo e demetilagao.
(Brierley, 1991). A partir dessas reac0es, as bactérias e os fungos obtém energia para o
desenvolvimento de seus processos Vvitais (Santini et al, 2000). Estas
biotransformacdes sdo importantes componentes do ciclo biogeoquimico sendo
mecanismos usados por bactérias e fungos em solos contaminados por metais pesados
e que podem servir como meio para minimizar as consequéncias da contaminacédo do
solo por cobre (Gaad, 2000). A exposicao dos microrganismos aos metais leva ao
desenvolvimento da tolerancia pela comunidade microbiana do solo exercendo pressao
seletiva a resisténcia aos metais por parte de fungos e bactérias do solo (Ellis et al.,
2003). Pesquisas conduzidas desde 1970, identificaram organismos resistentes a certos
metais, entre estes muitos organismos anaerdbios como Echerichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Bacillus sp. (Bruins et al., 2000). Este mecanismo de tolerancia varia em
funcdo da espécie do organismo envolvido, da forma e da quantidade do contaminante
disponivel.

A oxidacdo bacteriana da calcopirita (CuFeS;) um dos mais abundantes minerais
sulfetados do cobre, tem sido largamente estudada, e se mostra como um dos sulfetos
mais resistentes ao ataque bacteriano, se comparada com outros sulfetos de cobre
(Bruynesteyn, 1989). Dois outros minerais sulfetados de cobre, a covelita (CuS) e a
calcocita (Cu,S), sao solubilizados via bacteriana. O ataque inicial bacteriano a
calcocita resulta na liberagdo de sulfeto de cobre soluvel e também no aparecimento de
uma “covelita artificial “(CuS), que pode ser oxidada pelas bactérias (Melo e Azevedo,
1997).

Os microrganismos apresentam condi¢cdes catabdlicas para degradar o0s
contaminantes, mas para isso o contaminante tem que estar disponivel para o ataque
dos microrganismos e das enzimas. As condigcbes ambientais devem ser adequadas

para o crescimento e atividade da microbiota do solo. Estes mecanismos variam de
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acordo com as espécies. Relatos de fungos do género Mucor, Fusarium e bactérias do
género Enterobacter, Pseudomonas e Bacillus mostram que estes individuos
apresentam resultados positivos em trabalhos de recuperacdo de areas degradadas
(Moreira e Siqueira, 2002).

2.2 Microrganismos

2.2.1 Bactérias do solo

As bactérias sdo organismos procariontes, de tamanhos que variam entre 0,2 a
2,0 ym de didmetro e 2 a 8 um de comprimento. As formas mais comuns de procariotos
sao cocos, espirilos e bacilus que podem apresentar alteragcbes em fungdo das
condigcdes ambientais. As bactérias podem ser gram-positivas quando apresentam na
sua parede celular peptideoglicano, polissacarideos e acido teidico (Tortora et al.,
2004).

Nas bactérias gram-negativas ha uma membrana externa permeavel a moléculas
de polissacarideo e lipopolissacarideo. O peptideoglicano € bastante poroso e
circundado por lipoproteinas e pela membrama plasmatica. A dispersdo do material
genético pelo citoplasma, cromossomos circulares e reproducdo geralmente por fissdo
binaria sédo caracteristicas genéticas que os diferenciam dos eucariotos (Tortora et al.,
2004). As bactérias mostram uma grande capacidade e diversidade no que se refere a
colonizacdo de ambientes adversos.

O numero de bactérias normalmente € maior que os fungos e actinomicetos do
solo, representando entre 25 e 30% de biomassa microbiana (Moreira e Siqueira, 2002).
A populacdo destes grupos é maior na superficie do solo declinando com a
profundidade. Os microrganismos que vivem nos horizontes superficiais do solo s&o os

mais envolvidos na formacdo do solo, no ciclo biogeoquimico dos nutrientes e na
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regulacéo do fluxo da dgua (Goberna et al., 2005). Assim, a microbiota dos horizontes
superficiais € responsavel pelo funcionamento ecolégico do solo, possuindo um
importante papel nas atividades de decomposicao e transformacéo de nutrientes.

Processos de reducdo de metais como cromo, cobre, uranio e ferro com a
presenca de bactérias do solo sdo possiveis (Slobodkin, 2005). A reducéo de Fe (lll) e
Mn (IV) é possivel porque estes organismos usam esses metais em seus processos
metabdlicos como aceptores finais de elétrons (Straub et al., 2001).

Bactérias termofilicas Sulfolobus acidocaldarius Darland exibem habilidade em
reduzir o Fe (Ill) em estudos de cultura pura (Vagras et al., 1998). Resultados positivos
também foram encontrados em géneros Termoanaerobacter, Anaerobranca e
Sulfobacillus (Slobodkin, 2005). Estudos com Ni mostram que a concentracdo do metal
extraido aumentou de 2,2 mg kg™ para 2,6 mg kg™ quando o solo foi incubado com
Microbacterium arabinagalactanolyticum (Abou-Shanab, 2006).

A producdo de sider6foros € bastante estimulada na presenca de metais
pesados, alterando a biodisponibilidade dos metais para o solo e para plantas.
Trabalhos com Azotobacter vinelandii Lipman em presenca de Zn (Il) e Pseudomonas
aeroginosa mostraram aumento na producdo de sideréforos (Gilis, 1990). Além das
bactérias, outros organismos como os fungos, estao presentes em grandes quantidades

no solo.

2.2.2 Fungos do solo

Os fungos podem ser classificados na Divisdo Chytridiomycota, Zygomycota,
Ascomycota, Basiomycota e Deuteromycota (Moreira e Siqueira, 2002; Legaz et al.,
1995). Os géneros Mucor, Rhizopus, Aspergillus, Trichoderma, Penicillium, Fusarium,
Pythium, Verticillium e Alternaria sdo fungos tidos considerados os mais comuns

encontrados no solo (Moreira e Siqueira, 2002).
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Os eucariontes apresentam caracteristicas distintas como a organizagédo do seu
material genético dentro do ndcleo, presenca de organelas citoplasmaticas e divisao do
corpo por mitose (Tortora et al., 2004). Ao contrario dos procariotos, estes nao
apresentam a capacidade de usar compostos inorganicos e de fixar nitrogénio
atmosférico (Tortora et al., 2004). Mesmo ndo sendo um grupo predominante no solo,
os fungos representam entre 70 e 80% da biomassa microbiana do solo e sua
ocorréncia esta condicionada a fatores como pH, umidade e quantidade de matéria
organica (Moreira e Siqueira, 2002).

Os fungos apresentam grande capacidade de adaptacdo a presenca de metais
pesados no solo. Este mecanismo pode ser explicado por mutacdes genéticas e
adaptacoes fisiologicas dos fungos em contato com o metal pois a capacidade de um
organismo sobreviver em condi¢cOes adversas depende da rapidez de suas respostas
fisiologicas as condi¢cdes ambientais (Gaad, 2000).

A capacidade de biossorcdo dos fungos se aplica aos metais pesados. Testes
contando o numero de unidades formadoras de colénias (UFC) mostraram um aumento
de 21% na dose de 200 mg Cu L™ quando comparado ao tratamento controle (Paoletti,
1999). Resultados encontrados pelo mesmo autor relatam um crescimento de 24% dos
fungos em solos poluidos com Zn quando comparados com o tratamento controle onde
0 crescimento mostrado foi de 4,5 % (B&ath, 1989).

Os fungos podem ser sensiveis a compostos radioativos e defensivos agricolas
(Paoletti, 1999). Fusarium oxysporum apresenta alteracdes na presenca de herbicidas
da classe das triazinas (Galvao et al., 2003), mostrando diferencas na pigmentacao e
na velocidade de crescimento quando colocado na presenca de diferentes
concentracoes de herbicidas (Coura et al., 2000).

Os processos de agregacdo do solo, decomposicdo de residuos organicos,
mineralizacdo de nutrientes, controle de pragas, doencas e estabelecimento de
relagdes simbidticas sdo realizados com a participacéo efetiva dos fungos. Participam
também de processos de degradacdo de pesticidas e podem servir  como
compartimentalizadores de metais pesados do solo, diminuindo a sua toxidez para o

ambiente (Moreira e Siqueira, 2002).
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2.2.2.1 Ectomicorrizas

As micorrizas sdo associa¢des simbiodticas mutualisticas entre fungos do solo e a
maioria das plantas vasculares. Através dessa associacdo, a planta fornece ao fungo os
carboidratos necessarios ao seu crescimento, enquanto o fungo por meio de suas
estruturas externas (hifas) auxilia na absor¢éo dos nutrientes da solucdo do solo e os
transfere para as plantas (Antoniolli e Kaminski, 1991; Smith e Read, 1997).

Registros fosseis indicam que as associa¢gfes ectomicorrizas surgiram ha pelo
menos 50 milhdes de anos. A ocorréncia das ectomicorrizas é em cerca de 3% das
faner6gamas e nas regides temperadas, em 90% das espécies florestais (Lepage et al.,
1997). No Brasil, espécies como o eucalipto, acacia e pinus (Costa et al., 2000) e com
certa raridade em outras espécies como em gabiroba e unha-de vaca podem formar
associacoes ectomicorrizicas (Moreira e Siqueira, 2002).

As micorrizas podem ser divididas em trés grupos distintos de acordo com as
caracteristicas morfoldgicas e anatdmicas. As ectomicorrizas; as endomicorrizas que se
subdividem em 3 grupos: ericoides, orquiddides e arbusculares; e as ectendomicorrizas
subdivididas em Monotropdide e Arbutéide. As micorrizas arbusculares e as
ectomicorrizas sdo as mais estudadas por estarem associadas a maioria das plantas
vasculares e/ou de maior interesse econémico, diferentemente das ectendomicorrizas,
gue sao de ocorréncia limitada (Peterson e Farquhar, 1994).

As ectomicorrizas caracterizam-se por apresentarem uma camada de hifas, o
manto, a rede de hartig, e uma rede de filamentos que interligam as micorrizas ao solo
e aos basidiocarpos (Smith e Read, 1997). A formacdo de ectomicorrizas no campo
depende de vérios fatores do ambiente, tais como a disponibilidade de nutrientes, pH do
solo, temperatura, disponibilidade de agua, aeracéo, intensidade luminosa, fisiologia da
planta hospedeira, interagdes com os microrganismos do solo e a toxicidade de certos
pesticidas (Smith e Read, 1997; Alves et al., 2001; Costa et al., 2002).
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Existem diferencas quanto a morfotipos de ectomicorrizas. Este fato pode ser
atribuido a fatores edaficos como acidez do solo e qualidade da matéria organica
(Rumberger et al., 2004). Estudos sobre serrapilheira de carvalho e de pinus mostram
gue as diferencas na estrutura da comunidade ectomicorrizica correspondem ao tipo de
serrapilheira do local amostrado (Conn e Dighton, 2000).

Diversos beneficios decorrem da associacdo da planta hospedeira com fungos
ectomicorrizicos. As hifas dos fungos retiram da planta compostos organicos
necessarios a sobrevivéncia do fungo e a producdo de novos cogumelos e
basidiocarpos (Smith e Read, 1997). Em contrapartida, as plantas tornam-se mais bem
nutridas e apresentam maior sobrevivéncia e longevidade no campo (Harley e Smith,
1983).

A disponibilidade de nutrientes como o fésforo e o nitrogénio estdo intimamente
ligados com os fungos ectomicorrizicos. A mineralizacdo de formas organicas dos
nutrientes e a solubilizagdo de minerais por meio de &cidos organicos, tornam esses
elementos disponiveis para a planta (Soares, 1986).

O desenvolvimento de ectomicorrizas em Eucalyptus grandis inoculado com o
fungo Pisolithus tinctorius (Pers.) Coker & Couch obteve a maxima taxa de colonizagéo
com 4,5 ppm de P extraivel (Soares, 1986). Ja, Mulette (1976) obteve alta taxa de
colonizagdo micorrizica com o fungo Pisolithus tinctorius quando os teores de P
extraivel no solo foram de 1 a 5 mg kg™ pelo método Melich.

As associacdes ectomicorrizicas respondem a especificidade fungo- hospedeiro.
Determinadas espécies de fungos apenas exibem simbiose quando em contato com a
planta hospedeira especifica. Este mecanismo € governado por uma interagdo genética

entre o fungo e a planta hospedeira (Costa et al., 2000).

2.2.2.2 Ectomicorrizas e a contaminac¢éo do solo
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Estudos mostram que a incorporacdo e a mobilizacdo de diversos metais no
solo, entre estes o cobre, excedem em mais de dez vezes 0S processos naturais
(Baker, 1987). Os resultados dessa contaminagdo podem comprometer a sobrevivéncia
das mais variadas espécies, que podem apresentar efeitos irreversiveis.

Ainda ndo ha meios para a completa recuperacdo de areas com certo grau de
contaminacédo pelo depdsito de metais pesados no solo, mas alguns trabalhos mostram
que o uso de materiais adsorventes e a imobilizacdo bioldgica usando-se mudas de
plantas nativas como cassia verrugosa (Sena multijuga (L. C. Rich.) Irwin et Barneby),
acoita-cavalo (Luehea grandiflora Mart. et Zucc.), tamboril (Enterolobium
contortisiliguum (Vell.) Morong), albizia (Albizia lebbeck (L.) Benth.) e fedegoso (Senna
macranthera (Collard.) Irwing et Barneby) inoculadas com fungos micorrizicos
arbusculares mostram resultados positivos no crescimento pés transplantio de mudas
em solo com 20% de Zn, Cd, Pb e Cu. (Siqueira et al., 1999).

Dentre 0s microrganismos, os fungos ectomicorrizicos mostram habilidade em
absorver metais pesados do solo e podem ser usados como atenuadores da fitotoxidez
causada pelos metais minimizando os efeitos do metal no solo ou sobre as plantas
(Leyval et al., 1997).

Em solos com excesso de metais pesados, os fungos ectomicorrizicos podem
estabelecer simbiose com raizes de plantas hospedeiras. A partir dessa associacao, 0s
fungos podem aumentar a absor¢do de nutrientes e agua pelas raizes e imobilizar os
metais pesados diminuindo a sua disponibilidade para o solo (Grazziotti et al., 2001 a;
Doria et al., 2002). Trabalhos com plantas de carvalho, mostram que os fungos
ectomicorrizicos diferem na sua capacidade de mobilizar e transferir nutrientes da
serrapilheira para plantas micorrizadas (Bending e Read, 1995).

Os fungos ectomicorrizicos aumentam o volume de solo explorado pelas raizes
das plantas. Em consequéncia, elementos com estreita zona de difusdo em torno das
raizes como o cobre e 0 zinco sédo absorvidos com maior eficiéncia. (Grazziotti et al.,
2001 b).

Pesquisas recentes indicam que estruturas fungicas como o0 manto e a rede de

Harting imobilizam os metais do solo funcionando como um filtro de retencéo,
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configurando um importante mecanismo de protecdo (Costa et al., 2000). Mudas de
Betula papyryfera colonizadas por Scleroderma flavidum Pers. na presenca de 85 mol
L™ de Ni, obtiveram um crescimento de 54% maior do que plantas ndo colonizadas,
este feito se deu pela retencdo dos metais no micélio (Jones e Hutchinson, 1986).

A capacidade de tolerancia das ectomicorrizas aos metais pesados é bastante
conhecida. A reducao da disponibilidade dos metais para as plantas pode se dar pela
excrecao de substancias quelantes, imobilizacao extracelular pela mucilagem, alteracéo
no pH, adsorcédo do metal ao manto e modificacdo no sistema de absor¢do da planta
(Costa et al., 2000; Moreira e Siqueira, 2002). As ligacdes a polimeros da parede celular
tais como quitina ou melanina e precipitacdo de metais também s&o alguns
mecanismos adaptativos usados pelas ectomicorrizas para sobreviver em ambientes
com excesso de metais pesados (Grazziotti et al., 2001 a).

A condicdo de tolerancia das ectomicorrizas aos metais difere entre os fungos e
entre 0s metais. Testes com cinco isolados de Paxillus involutus apontaram trés deles
com crescimento na concentracdo de Cu de até 4 x 10° mol L' sendo assim
considerados tolerantes (Grazziotti et al., 2001 a).

Os fungos ectomicorrizicos exibem variagbes intra e interespecificas e de
adaptacdo ecoldgica a fatores abioticos adversos como o tipo de metal. Isolado de
Suillus bovinus (L. Fr) O. Kuntze considerado tolerante a Zn, mostrou-se sensivel ao
Cu e Cd e Pisolithus tinctorius (Pers.) Coker & Couch foi capaz de tolerar a presenca de
Cd, Zn e Cu em meio de cultura (Grazziotti et al., 2001 a). Estes resultados apontam a
variacao na tolerancia em relacdo ao tipo de metal e a espécie de fungo envolvida.

A verificagdo de dez isolados de Pisolithus involutus quanto & tolerancia de
zinco em meio de cultura, mostrou que existem diferencas na habilidade dos isolados
em colonizar raizes de Betulla sp. e de promover o crescimento de plantas em
substrato com 4 x 102 mol L* de Zn (Denny e Wilkinns, 1987). Portanto, € muito
importante conhecer o impacto dos metais sobre cada uma das espécies de fungos
para se obter resultados positivos em trabalhos de recuperacao de areas impactadas.

A sensibilidade ao Cd foi testada em Lactarius rufus e os resultados mostraram

gue ele é menos sensivel do que Laccaria bicolor (Jongbloed e Borst-Pauwels, 1990)
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enquanto Suillus bovinus (L. Fr) foi menos sensivel ao excesso de Zn do que outras
guatro espécies de fungos ectomicorrizicos (Colpaert e Van Assche, 1987).
Experimentos in vitro descritos relatam que Pisolithus tinctorius se mostra resistente a
presenca de Cd, Cu e Zn quando comparados com outros fungos (Tam ,1995)

A investigacao sobre a contribuicdo de Paxillus involutus (Batsch) Fr. e Pisolithus
tinctorius em associacdo com plantas de Salix viminalis Wild. para absor¢cdo de Cd em
solos contaminados revelam que o metal foi compartimentalizado por translocacao na
raiz da planta (Denny e Wilkinns, 1987). Estudos com Scleroderma sp. demonstraram
gue as plantas inoculadas apresentaram maior quantidade de Ni nas raizes do que na
parte aérea da planta que concentrou 16 mg g* a 62 mg g de matéria seca de Ni para
plantas inoculadas e nao inoculadas (Moreira e Siqueira, 2002). Assim, é importante
conhecer o comportamento do fungo em contato com o metal quando se deseja realizar

trabalhos de recuperacéo de areas contaminadas.

2.2.3 Principais fatores que influenciam os microrganismos do solo

2.2.3.1 pH

Os microrganismos do solo podem ser classificados em relacdo a tolerancia de
pH como insensiveis quando sédo tolerantes a uma ampla faixa de pH, neutréfilos se
ndo toleram acidez e alcalinidade, aciddéfilos quando crescem bem em condi¢des acidas
e basofilos se apresentarem melhor crescimento em condi¢fes alcalinas (Tortora et al.,
2004).

A maioria das bactérias cresce entre pH 6 e 8 e poucas crescem em pH 4,0. Um
grupo distinto de bactérias, as aciddfilas sdo capazes de se desenvolver em pH acido e
as guimioautotroficas que oxidam o enxofre para formar o acido sulfarico podem

sobreviver em pH 1,0. Entretanto os fungos filamentosos e as leveduras sao mais
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tolerantes as variacdes de pH, crescem bem em pH de 5 a 6 e sdo bem adaptados a pH
menor que 5 (Moreira e Siqueira, 2002).

A grande maioria dos solos tem pH entre 4,0 e 8,5. O pH pode baixar quando
ocorrer nesse solo a fertilizacdo em grandes quantidades e também a fixacdo biolégica
do nitrogénio. O substrato a ser metabolizado pelos microrganismos também influencia
na flutuagéo do pH do solo (Catelan e Vidor, 1990 a).

A calagem e da adubacdo mineral ou orgénica favorecem o desenvolvimento
microbiano de forma direta pelo aumento do pH e pela disponibilidade de nutrientes as
células dos microrganismos. Consequentemente aumentara o efeito rizosférico
estimulando o desenvolvimento da populacdo microbiana do solo (Catelan e Vidor,
1990 a).

2.2.3.2 Temperatura e umidade

A temperatura afeta as reacOes fisiologicas e metabodlicas das células e as
caracteristicas quimicas do ambiente como por exemplo o volume do solo e as reacdes
de difuséo e presséo (Catelan e Vidor, 1990 b).

O solo € um ambiente onde ocorrem flutuacdes de temperatura. As maiores
flutuacGes sao encontradas nos primeiros 5 cm variando de 15 a 18°C. Essas variagcoes
de temperatura diminuem conforme aumenta a profundidade do solo (Martinez e
Ramirez, 1978).

A interacdo entre o manejo do solo e da cobertura vegetal durante as diferentes
épocas do ano, principalmente em regides subtropicais faz com que ocorra flutuacdes
no desenvolvimento da populagdo microbiana (Catelan e Vidor, 1990 b). Essa flutuagé&o
€ maior nas camadas superiores do solo, onde existem as maiores oscilagbes na
umidade e temperatura (Martinez e Ramirez, 1978).

As altas temperaturas alteram fungbes metabdlicas, causando mudancas na

estrutura das moléculas e na agdo das enzimas. J4 em temperaturas mais baixas, as
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proteinas podem sofrer alteragdes na sua forma pelo enfraquecimento das ligacdes que
controlam as estruturas terciarias das proteinas (Moreira e Siqueira, 2002).

A superficie descoberta do solo fica sujeita a flutuacfes térmicas e hidricas que
podem ocasionar morte de parte da biomassa (Silva Filho e Vidor, 1984). Trabalhos
com a populacao bacteriana do solo mostram que houve um aumento na populagdo em
funcdo da maior disponibilidade de agua no solo (Campbell e Biederbeck, 1976). A
populacdo de fungos também se mostrou sensivel ao défict hidrico em diferentes

sistemas de cultura e profundidades de solo (Catelan e Vidor, 1990 b).

2.2.3.3 Nutrientes

O solo é um grande reservatério de nutrientes para os microrganismos, de onde
retiram os nutrientes conforme suas necessidades que variam de acordo com a espécie
do microrganismo (Catelan e Vidor, 1990 b).

Alguns elementos como o carbono, oxigénio, hidrogénio e nitrogénio sao
constituintes principais das moléculas organicas. O carbono participa da sintese dos
compostos organicos necessarios para que a célula se torne viavel, sendo considerado
o elemento celular bésico da constituicdo de todos os seres vivos (Tortora et al., 2004).

O fosforo e o nitrogénio estdo envolvidos na sintese de DNA e ATP. O enxofre e
0 nitrogénio sintetizam proteinas. Alguns elementos como o ferro, zinco, cobre,
molibdénio sdo necessarios em pequenas quantidades para a célula e usados como co-
fatores na atividade de algumas enzimas (Moreira e Siqueira, 2002).

Os residuos organicos quando incorporados ao solo sdo atacados pelos
microrganismos para a formacdo dos seus constituintes celulares. Alteracdes na
disponibilidade de nutrientes, provocadas por adubagdes quimicas e organicas e pela
calagem, atuam diretamente sobre a populacdo microbiana do solo (Silva Filho, 1984).
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2.3 Esséncias florestais

O estado do Rio Grande do Sul possuia originalmente 42% de sua superficie
territorial coberta por florestas. No inicio do século XX a cobertura vegetal foi reduzida
para aproximadamente 25% chegando a aproximadamente 4% em 1965 (IFCRS,
2003). As poucas areas de mata nativa existentes pertencem as areas de preservacao,
parques, reservas e pequenas areas de matas de dificil acesso (Mattei e Rosenthal,
2002). No Rio Grande do Sul embora tenha ocorrido desmatamento, ainda ha pontos
isolados de matas nativas e algumas propostas para a recuperagdo dessas matas
(Zachia et al., 2002).

As plantacbes de esséncias florestais tém um papel importante no
desenvolvimento de um pais, tanto do ponto de vista econdbmico e energético, quanto
do ponto de vista social. A crescente demanda de matéria prima do setor florestal
exige a aplicacdo de medidas eficazes para aumentar a produtividade das esséncias
florestais no pais, para suprir a falta de madeira. Este défict acontece em funcéo da
limitacdo econdmica e ambiental das expansdes das areas plantadas sendo suprido
pelo corte de florestas nativas (Santos et al., 2001).

No Brasil, a produgcédo de madeira € destinada a industria moveleira, producéo de
energia, construcao civil e, principalmente para a producédo de papel e celulose.

Além de ser socialmente e economicamente importante para o Brasil, a floresta é
essencial na qualidade de vida da populacdo em fungdo dos seus beneficios. A
cobertura florestal protege o solo, os mananciais de agua e a fauna, evita enchentes,
captura didxido de carbono vindo principalmente do uso de combustiveis fosseis,
aumenta a vida util dos reservatorios hidricos e propicia a existéncia da biodiversidade
(Ferreira e Galvao, 2000).

Em processos de revegetacdo de areas degradadas € importante escolher
espécies de rapida adaptacdo a fatores limitantes de crescimento da planta,

principalmente quando relacionados a solos degradados (Pralon e Martins, 2001).
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Algumas espécies nativas leguminosas do sul do Brasil como a timbalva
(Enterolobium contortisiliguum (Vellozo) Morong.) a bracatinga (Mimosa scrabella
Bentham.) e a canafistula (Peltophorum dubium (Sprengel) Taubert) e também espécies
exéticas introduzidas no Brasil como o Eucalyptus spp. e Pinus spp. podem ser uma
boa alternativa para o reflorestamento de areas degradadas (Carvalho, 1995).

A canafistula Peltophorum dubium (Sprengel) Taubert pertencente a Familia
Leguminosae e a Ordem Fabales. E uma arvore decidual do estrato emergente do Alto
Uruguai, podendo atingir 25 a 30 m de altura. Suas folhas s&o deciduas, as
inflorescéncias sdo amplas e vistosas de coloracdo amarela e o fruto € do tipo vagem
(Reitz et al., 1988). Espécie muito recomendada para arborizagdo urbana por produzir
sombra em virtude da folhagem delicada e densa, proporcionando sombra fechada
(Reitz et al., 1988). E tida como uma espécie pioneira, rastica, com crescimento rapido
e util em reflorestamentos mistos de areas degradadas (Lorenzi, 1992).

A canafistula € uma espécie nativa de crescimento rapido classificada como
espécie apta a regeneracéo artificial (Carvalho, 1998). Sua madeira pode ser usada na
industria de méveis, construgdo civil e naval, carpintaria, marcenaria e na producéo de
papel (Reitz et al., 1978).

Dentre as espécies empregadas em praticas de silvicultura, o eucalipto é
bastante utilizado devido as caracteristicas intrinsecas da planta. Originario da
Austrdlia, ocorre na maioria das regides secas de todo continente australiano
caracterizando zonas climaticas e formagfes vegetais. Atualmente, cerca de 500-600
espécies de eucalipto sdo reconhecidas, e embora possam ser encontradas
mundialmente, possui distribuicdo restrita a certos nichos. Com um sistema de raizes
resistentes adaptadas a condi¢cbes de baixos nutrientes no solo, esta planta possui a
capacidade de conservar e utilizar eficientemente os nutrientes absorvidos (Florence,
1996).

No Brasil, predominantemente no sul do pais, o eucalipto é a esséncia florestal
mais cultivada em razdo do seu rapido crescimento e elevado rendimento econdémico
grande producdo de celulose, resisténcia a doencas e a condicfes ambientais adversas

(Silva, 2002; Santos et al., 2001). O desenvolvimento florestal nessas regibes é
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baseado na introducdo de espécies exoticas, as quais dependem obrigatoriamente das
micorrizas. Associado ao fator da maioria desses solos serem pobres, a inoculagdo com
fungos ectomicorrizicos de forma adequada podera contribuir para o estabelecimento
regular dos plantios e propiciar aumentos significativos na producdo de biomassa

vegetal (Bellei e Carvalho, 1992).

A partir dos anos 60, o eucalipto passou a ser intensamente utilizado em
programas de reflorestamento do mundo e também nas regides Sul e Sudeste do Brasil
(Alves et al., 2001).

O eucalipto pode formar simbiose com fungos micorrizicos arbusculares (FMA) e
ectomicorrizicos (EMC) com fungdes especializadas no solo. No eucalipto a sucesséo
entre fungos micorrizicos arbusculares e ectomicorrizicos pode ser observada. A
ocorréncia de FMA e EMC no mesmo sistema radicular foi encontrada quando
Eucalyptus urophylla S.T. Blake, E. citriodora Hook F., E. grandis W. Hill ex Maiden, E.
cloeziana F. Muell e E. camaldulensis Dehnh foram inoculados simultaneamente com
Glomus etunicatum Becker & Gederman e Pisolithus tinctorius (Pers.) Cocker & Couch
(Santos et al., 2001). A literatura relata que o aumento na colonizacdo por fungos
ectomicorrizicos é acompanhado pelo decréscimo dos fungos micorrizicos
arbusculares. Assim, é de importancia ecoldgica e tecnoldgica conhecer a capacidade
de espécies florestais associadas com fungos ectomicorrizicos em resistir a toxidez de

metais do solo.

3 MATERIAL E METODOS

As etapas da execucao desta pesquisa estdo esquematizadas da Figura 1.
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Minas do Camaqua,
Cacapava do Sul, RS,
Brasil

Casa de vegetacédo do
Departamento de Solos da
UFSM, Santa Maria, RS

A 4

35

Areas: Rejeito
Margem
Cultivo de eucalipto
Pinus com 2 anos de cultivo
Pinus com 10 anos de cultivo

Eucalipto e Canafistula x cobre
x fungo ectomicorrizico

A 4

A 4

Avaliacéo da populacéo de
fungos e bactérias do solo

Determinagoes:

-altura da planta

-diametro do colo

-matéria seca da parte aérea
-matéria fresca radicular e da
parte aérea

-percentagem de colonizacdo
ectomicorrizica.

Figura 1- Etapas da execucao do estudo do efeito do cobre sobre a populagdo de bactérias e fungos nas
Minas do Camaqué, RS, Brasil e sobre a associa¢do ectomicorrizica em eucalipto e canafistula em casa

de vegetacdo da UFSM, Santa Maria, RS, 2006.

3.1 Populacédo de bactérias e fungos do solo em area contaminada por cobre nas

Minas do Camaqué, Cacapava do Sul, RS.

3.1.1 Localizagao da area

As Minas do Camaqué estédo situadas no municipio de Cagapava do Sul (30°
47'S e 52° 24’ W) na regiao central do estado do Rio Grande do Sul (Figura 2), Brasil. O
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clima é subtropical, com precipitacdo pluviométrica anual de 1500 mm e temperatura

média de 17°C (Teixeira e Gonzalez, 1988).

g2 7R 52715

528733 | {5287 33

s29°53 | 1 529053

s31*13 - s31°15%

£32°33 | Je32°33
Cagapava do Sul —_—

$33°53" % + + A

wSB" 10 w5E" 35 w5500 w5325 w51° 50" w5015

Figura 2- Localizacdo do municipio de Cacapava do Sul, RS, Brasil.
Fonte: SPRING (Camara et al., 1996)
Organizado por: Trentin, R.

3.1.2 Descri¢ao da area

Os diferentes locais amostrados foram selecionados conforme sua localizagéo na
area e cobertura vegetal (Figura 3) apresentando as seguintes caracteristicas: Rejeito

(Re) localizado entre a area de margem e de cultivo de pinus com 2 anos, sem a
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presenca de vegetacdo e com deposito do rejeito extraido das minas, Margem (Ma)
local situado entre as areas de rejeito e area de cultivo de eucalipto, com 30 a 50 m de
largura composta por vegetacdo rasteira e esparsa; Cultivo de eucalipto (Euc)
localizado entre a area de margem e pinus com 10 anos apresentando vegetacdo
rasteira, arbustiva e bosque de eucalipto; Pinus 2 anos (com 2 anos de cultivo)
localizado atrds da area de rejeito, exclusivamente cultivado com bosque de Pinus;
Pinus com mais de 10 anos de cultivo, localizado apés a area cultivada com eucalipto,

somente com o cultivo de pinus.

3.1.3 Solo

As amostras de solo foram coletadas em junho de 2006, na profundidade de 0-20
cm, nos cinco locais da area. Em cada area coletaram-se cinco amostras compostas,
consideradas repeticGes, formadas por trés subamostras, perfazendo um total de 25.
Depois de coletadas as amostras foram embaladas em sacos plasticos devidamente
etiguetados e transportadas em caixa de isopor com gelo até o Laboratério de
Microbiologia do Solo e do Ambiente Marcos Rubens Fries, do Departamento de Solos,
UFSM. As amostras de solo ficaram guardadas em freezer a 4 °C por 48 horas, até o
momento da determinacdo da populacdo microbiana do solo. As amostras compostas
de solo foram coletadas e analisadas quanto a fertilidade no Laboratério Central de
Andlises de Solo da Universidade Federal de Santa Maria/ UFSM/ RS (Tabela 1).

3.1.4 Identificagao dos fungos
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Apés o periodo de incubacdo os fungos encontrados nas placas foram

identificados em nivel de género, através de microscopio estereoscopico e 6tico, com

base na bibliografia especializada (Barnett e Hunter, 1999).
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Figura 3- Locais de coleta das amostras de solo. Area de rejeito (A), margem (B), cultivo de eucalipto (C),
pinus 2 anos e (D) pinus com mais de 10 anos (E) localizadas nas Minas do Camaqué, Cagapava do Sul,
RS, 2006.

3.1.5 Meios de cultura

Para a determinac&o da populacdo de bactérias do solo utilizou-se o meio Agar-
PG (Moreira e Siqueira, 2002) o qual contou dos seguintes nutrientes por litro: 0,1 g de
glicose, 1,0 g de peptona, 0,1 g de K;HPO,, 0,02 g de FeS0,.7H,0, 15 g de &agar, 2,4 g
de PCNB. O pH foi ajustado a 7 antes do meio ser autoclavado.Para avaliagcdo da
populacdo de fungos utilizou-se o meio Martin's-Bengala Agar (Martin, 1950) com os
seguintes nutrientes por litro: 10 g de glicose, 5 g de peptona, 1 g de KH,PO,4, 3,3 mL
de rosa bengala, 16 g de 4gar, 300 mg de rifampicina. Os meios de cultura usados

foram esterilizados em autoclave a 120 °C por 20 minutos.

Tabela 1- Caracteristicas quimicas e fisicas e teor de cobre em amostras de solo de area de rejeito,
margem, cultivo de eucalipto, pinus 2 anos e pinus com mais de 10 anos de cultivo. Minas do Camaqua,

Cacapava do Sul, RS, 2006.

Local pH P K Ca Mg CTCe M.O Argila  Cu
H,0  mgdm®  —oomeev cmole dm®--mmme e  — mg dm™
Rejeito 34* 76 43 2,4 0,2 2,7 0,4 22 203
Margem 6,5 40 93 5,8 19 8,0 1,7 23 92
Cultivode 4,8 25 82 3,7 1,2 7 3 43 24
Eucalipto
Pinus 2 7,2 61 120 34 11 4,8 0,4 60 199
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anos

Pinus + 47 3,7 48 2,9 0,8 55 1,8 60 6
10 anos

*Média de cinco repeti¢cdes coletadas em cada local
*CTC efetiva

3.1.6 Avaliacao

A contagem do numero de unidades formadoras de coldénias de bactérias e
fungos (UFC) foi determinada pelo método da inoculagdo em suspensdes diluidas de
solo em meio de cultura. Para tanto, preparou-se uma diluicdo decimal em série
partindo-se de 10 g de solo colocado em frascos de erlenmeyer com 90 mL de agua
destilada e esterilizada. De cada diluigéo, foi retirado uma aliquota de 1 mL por placa de
petri, sobre o qual verteu-se o meio. Para cada diluicdo foram feitas trés repeticdes por
placa. As placas foram envolvidas em papel filme e armazenadas em estufa a 25°C no
escuro. A contagem das UFC de bactérias e fungos foi realizada aos 8 dias apds a

incubagé@o em estufa usando-se o contador de colénias.

3.1.7 Andlise estatistica

Os resultados obtidos sobre os grupos de bactérias e fungos do solo foram
submetidos a andlise de variancia e as médias dos tratamentos foram comparadas
entre si pelo Teste de Tuckey a 5% de probabilidade de erro, utilizando-se o programa
estatistico SISVAR (Ferreira, 2003). Para a analise estatistica, os dados obtidos das

avaliagcGes foram transformados para raiz quadrada de y+ 0,5.
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3.2 Efeito do cobre e de fungos ectomicorrizicos no desenvolvimento de mudas
de Eucalyptus grandis W. Hill ex Maiden e Peltophorum dubium (Sprengel)

Taubert

3.2.1 Preparacao das mudas

O experimento foi realizado na casa de vegetacdo do Departamento de Solos da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), Santa Maria (RS), no periodo de abril a
julho de 2006, totalizando 110 dias.

As sementes de eucalipto foram obtidas junto a Fepagro-Florestas- Boca do
Monte, Santa Maria/RS. Depois de selecionadas, as sementes foram colocadas em
uma solucdo para germinagdo com 0S seguintes componentes por litro de agua
destilada: 0,068 g de CaS0,4.2H,0, 0,186 g de H3BO3, 2 g de glicose. O pH foi ajustado
em 5,7. As sementes ficaram submersas na solu¢cdo em agitacdo constante durante 48
horas.

As sementes de canafistula (Peltophorum dubium (Sprengel) Taubert) foram
submetidas a uma solucdo de quebra de dorméncia com acido sulfarico por 60 minutos.
Posteriormente as sementes foram lavadas com agua corrente repetidas vezes para

retirar o excesso de acido sulfdrico.

3.2.2 Substrato

Para o experimento foi usado areia e vermicultita na propor¢ao 1:1 (viv). O
substrato depois de misturado foi autoclavado em saquinhos de polipropileno com

capacidade para 1 Kg por 60 minutos a 120 °C e 1,5 atm de presséo.
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Este procedimento foi repetido 3 vezes em um espacgo de tempo de 24 h entre
cada autoclavagem. Apds, o substrato foi colocado em potes com capacidade para 500

g de solo.

3.2.3 Adi¢édo de sulfato de cobre

As doses de cobre testadas foram 0, 100, 200, 300 mg kg, na forma de CuSO,
5H,0. A adicdo do sulfato de cobre ao substrato foi feita usando-se pipetas
esterilizadas.

3.2.4 Selecéo do fungo ectomicorrizico

O isolado usado Pisolitus microcarpus UFSC-Pt 116 (Figura 4) pertence a
colecdo da Micoteca do Laboratdrio de Microbiologia do Solo e do Ambiente Marcos
Rubens Fries do Departamento de Solos da UFSM, Santa Maria (RS).

k

Figura 4- Cultura do fungo Pisolitus microcarpus UFSC-Pt 116 selecionado para producao do inoculante.
Santa Maria, RS, 2006.
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3.2.5 Producéo do inoculante

O in6culo de Pisolitus microcarpus foi obtido inicialmente a partir da multiplicacao
e crescimento em estufa a 25°C por aproximadamente 30 dias. Apos esse periodo,
discos de micélio de 8mm de didmetro ai obtidos foram transferidos para erlenmeyer de
250 mL com 25 mL de meio MNM liquido (Marx, 1969) e levados para estufa a 25°C
para a incubag&o por um periodo de 45 dias.

Em seguida, o conteudo de dois frascos foi fragmentado com 200 mL de meio
MNM liquido, em liquidificador previamente autoclavado durante 5 segundos. O
conteudo resultante da fragmentacgdo, foi adicionado a 100 mL de meio MNM liquido, e
inoculados em uma mistura de turfa-vermiculita (4:1) (v/v) acondicionada em vidro do
tipo conserva com capacidade para 900 mL. Os frascos foram mantidos a 25°C em
estufa, no escuro, por aproximadamente 90 dias (Figura 5).

A mistura de turfa-vermiculita foi previamente esterilizada em autoclave a 121°C

a 1,5 atm de pressao durante 60 minutos.

Figura 5- Inoculante miceliano em mistura de turfa-vermiculita com 90 dias de incubacgéo, & 25°C. Santa
Maria, RS, 2006.

3.2.6 Experimento com cobre, semente e indculo de fungo ectomicorrizico
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O substrato recebeu a quantidade de cobre correspondente ao tratamento, que
foi adicionado ao mesmo por meio de uma pipeta. Apos, foram colocadas as sementes
de eucalipto ou canafistula e sobre estas 3 gramas de inéculo (Figura 6). As plantas
foram irrigadas diariamente.

As mudas de eucalipto e canafistula foram consideradas prontas para o desbaste
aos 40 dias a partir da montagem do experimento quando atingiram dois pares de
folhas definitivas, ficando apenas uma muda por unidade experimental.

Aos 40, 55, 70, 85 e 100 dias as mudas receberam 10 mL de solu¢&o nutritiva de

Hoagland e Arnon (1950) modificada por Jarstfer e Sylva (1992).

Figura 6- Unidade experimental com substrato, cobre, semente e inéculo de fungo ectomicorrizico. Santa
Maria, RS, 2006.

3.2.7 Avaliagéo
A avaliagdo do experimento foi 110 dias apos a instalagdo e avaliou-se:
a) Diametro do colo e altura da planta
Para a medida do didmetro do colo e da altura da planta foi utilizada uma régua

milimetrada.

b) Matéria fresca da parte aérea e do sistema radicular e matéria seca da parte aérea
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A parte aérea das plantas foi separada da raiz e lavada com agua destilada.
Logo ap0s, determinou-se matéria fresca da parte aérea. Para determinagdo da matéria
seca as plantas foram secas em estufa a 70°C, por 72 horas.

As raizes foram separadas do solo, lavadas com agua destilada, secas em papel

toalha e entdo pesadas.

c¢) Avaliacao da colonizagdo micorrizica

Depois da determinacdo da matéria fresca, as raizes foram armazenadas em
alcool 50% em temperatura ambiente. Apés, foram submetidas ao clareamento (KOH a
10%) e coloragdo com azul de trypan a 0,05% (Phyllips e Hayman, 1970). A
percentagem de colonizacdo ectomicorrizas foi determinada pelo método da placa

guadriculada (Giovannetti e Mosse, 1980).

3.2.8 Andlise estatistica

Os resultados obtidos sobre a altura da planta, diametro do colo, matéria fresca
da parte aérea e radicular, matéria seca da parte aérea e percentagem de coloniza¢éo
micorrizica foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas entre si
pelo Teste de Tuckey a 5% de probabilidade de erro, utilizando-se o programa
estatistico SANEST (Zonta e Machado, 1984).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Populacéo de bactérias e fungos do solo em area contaminada por cobre nas

Minas do Camaqué, Cacapava do Sul, RS.
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A éarea de rejeito apresentou os niveis mais altos de cobre quando comparados
com os outros locais de coleta de solo (Tabela 1). A Unido Européia determina que o
limite méximo permitido para o cobre no solo é de 140 mg kg™ (Chaudri et al., 1993). As
concentracdes de 40 a 100 mg kg™ séo fitotoxicas e variam respectivamente entre solo
arenoso e argiloso (Moreira e Siqueira, 2002). Neste trabalho, os teores de cobre
encontrados excederam os dois limites propostos, podendo ter dificultado o
desenvolvimento de vegetacéo e da populacdo de microrganismos do solo.

O numero reduzido de bactérias na area de rejeito era esperado em funcéo do
elevado grau de degradacéo do local, mostrado pelos baixos valores de pH e matéria
organica, elevada concentracdo de cobre (Tabela 1) e auséncia de vegetacdo (Figura
3). Resultados semelhantes foram encontrados por Catelan e Vidor (1990 a) em solo
descoberto onde encontraram um baixo niumero de bactérias e fungos do solo.

Embora a area de rejeito tenha apresentado elevados teores de cobre, os
microrganismos se estabeleceram no local (Figura 3). Sabe-se que 0s microrganismos
sao influenciados de modo diferenciado pela presenca de metais pesados no solo. Este
comportamento depende do metal, da sua concentra¢ao no solo e dos microrganismos
envolvidos no processo. Os fungos filamentosos, as leveduras, as bactérias e as algas
sao biorremediadores eficientes, removendo metais via mecanismos ativos ou passivos,
podendo acumular eficientemente os metais pesados como o Cd, Zn, Ni, Cu e Pb do
ambiente (Guelfi, 2001).

A hipotese mais provavel para a presenca e o0 estabelecimento da populacéo de
bactérias nesta area pode ser explicada por mecanismos bioquimicos. O cobre pode ter
sido absorvido no envelope celular resultando na biossor¢cdo. A adsor¢do de ions
metalicos ao redor do envoltério celular microbiano, a chamada biossorcdo €
independente da atividade metabdlica (Rosa et al., 2001). A absorcdo através do
metabolismo celular e a translocacdo para dentro da célula com a posterior
bioacumulagéo também podera ter ocorrido com esses microrganismos.

O sistema de transporte de metais (Co, Cu, Cr, Mg, Ni e Zn) dentro da célula é

regulado por proteinas (Turpeinen, 2002). Entre estas a metalotioneina que tem elevada
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afinidade por metais pesados como o Cu, Cd e Zn (Waalkes, 2000). Elevadas
concentracdes do metal podem também ter exercido pressdo seletiva na tolerancia e
resisténcia da comunidade microbiana a presenca de metais pesados. Este mecanismo
adaptativo foi relatado por Ellis et al. (2003) em estudos com diversidade de bactérias
em solo contaminado por Zn e Pb.

As é&reas de margem e cultivo de eucalipto ndo mostraram diferencas
significativas quanto ao niamero de bactérias (Tabela 2). O pH do solo dessas areas
teve uma variagédo de 6,5 a 4,8. Isto pode evidenciar que os valores de pH interferiram
na populacdo de bactérias comparando-se com a populacdo destes organismos em
outras areas de avaliagcdo. O pH altera a especiacdo quimica dos ions metalicos,
podendo atuar sobre sua toxicidade para o solo e para os microrganismos. Os
organismos do solo sobrevivem em um pH 6timo, onde o crescimento e as funcdes
metabdlicas sdo mais eficientes (Baath, 1989). E provavel que neste caso, as bactérias
mostram-se adaptadas ao pH baixo, ndo influenciando diretamente nas suas atividades
metabdlicas, quando comparadas com as outras areas. Assim, nessas condi¢cfes o pH
pode ser considerado 6timo para o grupo de bactérias encontradas nestes locais,
mostrando a habilidade do grupo em sobreviver nessas condicdes ambientais adversas.

A cobertura vegetal influencia o nimero de microrganismos do solo (Silva Filho e
Vidor, 1984). Quando o solo é protegido por vegetacdo, aumenta a disponibilidade de
nutrientes organicos, diminuindo os efeitos de variacdo de temperatura e umidade,
tornando o ambiente propicio para o0 desenvolvimento das bactérias e outros
organismos. O crescimento da vegetacdo promove a liberacdo de exsudatos das raizes
alterando a disponibilidade dos metais para os microrganismos (Zilli et al., 2003). Esses
mecanismos podem justificar o numero significativo de bactérias nas areas de margem

e cultivo com eucalipto, pois havia presenca de residuos organicos sobre o solo.

Tabela 2- Populagdo de bactérias e fungos do solo em diferentes locais de coleta nas Minas do
Camaqua, Cacapava do Sul, RS, 2006.

Local Bactérias (x 10%) Fungos (x 10%)
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Rejeito 1,9 b* 15c
Margem 4,2 a 3,7a
Cultivo de Eucalipto 51a 25b
Pinus 2 anos 16Db 3,0b
Pinus 10 anos 25b 10c
cv (%) 27 40

* Médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna ndo diferem significativamente pelo Teste de
Tuckey a 5% de probabilidade de erro.

A populacéo de bactérias do solo nos locais de cultivo com Pinus com 2 anos e
com mais de 10 anos e rejeito ndo diferiram significativamente (Tabela 2). O fato das
bactérias se apresentarem em um numero menor na area de Pinus com 2 anos de
cultivo e rejeito poderia ser explicado pelos baixos teores de matéria organica (Tabela
1) levando assim a pouca complexacdo do cobre. Também o desenvolvimento de
endosporos, que ndo foram contados no experimento, poderiam justificar o nimero de
bactérias dessas areas. Os endosporos, sdo estruturas de protecdo a estresses
ambientais como a contaminagdo do solo por cobre. Resultados semelhantes foram
encontrados por Dias-Junior et al. (1998) em locais contaminados por rejeito de
indastria de zinco. A populacédo de bactérias € influenciada pela presenca da cobertura
vegetal através da producdo de exsudatos radiculares. Na area de Pinus com 2 anos de
plantio, ndo havia nenhuma espécie como vegetacdo de cobertura do solo. Assim, a
producdo de exsudatos de raizes era pequena. Este resultado esta de acordo com
Catelan e Vidor (1990 a) que estudando os efeitos dos fatores ambientais sobre a

biomassa, populacdo e atividade microbiana no solo em diferentes sistemas de
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culturas, concluiu que o desenvolvimento dos microrganismos foi influenciado pela
variacdo dos fatores climaticos como umidade e temperatura, que influenciam
diretamente sobre a cobertura vegetal.

O uso de plantas pode acelerar os processos de degradacdo de poluentes
atuando sobre os contaminantes e contribuindo indiretamente através do efeito
rizosférico sobre a microbiota biodegradadora. (Moreira e Siqueira, 2002) Quando
associadas com microrganismos podem alterar as formas dos metais pesados (De
Mora et al., 2006). Isto pode ser verificado na area de plantio de pinus com mais de 10
anos, onde houve um aumento da populacdo de bactérias podendo ser mais
influenciadas pelo efeito rizosférico do que os fungos.

A variacdo nos valores de matéria organica e cobre no solo (Tabela 1) pode
explicar resultados sobre bactérias em plantio de pinus com 2 anos. Neste local, a
guantidade de cobre é maior porque havia pequena quantidade de matéria organica,
isto é, pouca complexacao de metais pela matéria organica, ficando assim o cobre mais
disponivel para os microrganismos.

A temperatura do solo atua sobre a toxidade do metal para os microrganismos
(Guelfi, 2001). O solo descoberto na area de Pinus com 2 anos de cultivo pode ter
elevado a sua temperatura. Essa variagdo aparentemente teria influenciado de maneira
negativa sobre a atividade metabdlica das bactérias presentes nessa area. Estudos
mais aprofundados sdo necessarios envolvendo unidades formadoras de colbnias
(UFC) de bactérias e fungos, pH e matéria organica pois, conforme Baath (1989) suas
relacbes com a toxidade dos metais e as variaveis microbiologicas do solo ainda néo
estdo bem esclarecidas.

A area de margem apresentou a maior média de fungos (Tabela 2), mostrando
diferencas significativas em relacéo as outras areas amostradas. O local caracteriza-se
pela presenca de gramineas cobrindo o solo e estas por terem um sistema radicular
denso exercem maior efeito rizosférico, propiciando o desenvolvimento de fungos no
solo. Resultados semelhantes foram encontrados por Nuernberg et al. (1984), onde a

cobertura vegetal alterou o numero de fungos do solo.
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Os eucariotos geralmente sdo mais tolerantes do que o0s procariotos a
contaminacdo por metais pesados (Hiroki, 1992; Hattori, 1992). Os géneros de fungos
respondem de maneira diferenciada em relacdo a concentracdo e ao tipo de metal
presente no solo. A sensibilidade a toxidez pela comunidade microbiana responde de
maneiras diferentes entre solos, dependendo das caracteristicas quimicas, fisicas e
biolégicas (Giller ,1989).

Os fungos encontrados na area de margem pertencem aos géneros Aspergillus,
Fusarium, Trichoderma e Penicillium (Tabela 3). Neste trabalho, o género Penicillium
sp. exibiu tolerancia a presenca de sulfetos de cobre do solo. Resultados semelhantes
foram encontrados por Baath (1989) que encontrou fungos do género Penicillium como
espécie abundante em solos com alto teor de cobre.

Ha variacfes na tolerancia aos metais por parte dos microrganismos. Trabalhos
realizados por Williams et al. (1977) relatam a diminuicdo do numero de fungos do
género Penicillium sp. em solos contaminados por metais pesados, podendo em alguns
casos acontecer também o desaparecimento deste género quando em presenca de

grandes concentracdes do cobre.

Tabela 3- Géneros de fungos do solo encontrados nas diferentes areas de coleta das Minas do
Camaqua, Cacapava do Sul, RS, 2006.

Area Aspergillus  Fusarium Trichoderma Penicillium  Géneros NI*
Rejeito X X X

Margem X X X X X
Cultivo de X X X X X
Eucalipto

Pinus 2 X X X

anos
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Pinus +

10 anos X X X X

*NI - ndo identificados
Géneros de Fusarium, Trichoderma e Aspergillus também foram encontrados na

area de margem (Figura 7). Estes fungos possivelmente apresentam adaptacdes

fisiolégicas e mudancas genéticas para tolerar a presenca do cobre no solo (Gaad,
1978).
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Figura 7-Caracteristicas das col6nias dos isolados de fungos das areas de margem (Ma) (A e B) cultivo
de eucalipto (C) area de pinus com 2 anos de cultivo (D) area de rejeito (E) e area de Pinus com mais de
10 anos de cultivo (F) nas Minas do Camaqud, Cacapava do Sul, RS, 2006.

A populagédo de fungos ndo apresentou diferencas significativas de ocorréncia
entre as areas de cultivo de eucalipto e pinus 2 anos. Os teores de cobre e valores de
pH (Tabela 1) entre as duas areas amostradas possivelmente nao influenciaram no
desenvolvimento da populacdo dos fungos (Tabela 2). O pH da area de cultivo de
eucalipto variou de 4,5 a 5,0. Segundo Moreira (2002) os fungos séo mais adaptados a
pH menor do que 5 e este valor foi encontrado na area de cultivo de eucalipto. Fatores
como o pH, teor de matéria organica e textura do solo atuam sobre os metais e 0s
microrganismos (Hattori, 1992). Destes, o pH exerce grande influéncia na solubilidade
e especiacdo dos ions metdlicos (Sanders et al., 1986) e no estado metabdlico dos
microrganismos (Baath, 1989). Os géneros presentes nesses dois locais de coleta se
mostraram tolerantes as doses de cobre (Tabela 3, Figura 7).

O género Trichoderma exibe baixa tolerancia a adicdo de sulfetos de cobre no
solo (Bettiol e Trach, 2001). Os resultados encontrados na area de cultivo de pinus com
2 anos de idade n&o mostram a presenca de Trichoderma. Isto possivelmente
aconteceu em funcgéo das elevadas doses de cobre do solo, que poderiam ter inibido o
desenvolvimento desta populacéo de fungos.

A area de rejeito (Re) e area de Pinus com mais de 10 anos de cultivo
apresentaram as menores médias na contagem da populagcdo de fungos quando
comparadas com as outras areas de coleta (Tabela 2). Os resultados podem ser
explicados pelos elevados teores de cobre no solo, baixos valores de pH e matéria
orgéanica e com pouca vegetagao de cobertura.

Geralmente locais com pH neutro e com uma relativa quantidade de matéria
organica reduzem os efeitos toxicos dos metais pesados, tornando-os menos
disponiveis para os microrganismos (Banu et al., 2006). O Zn, Co e Ni presentes na
solucdo do solo podem ndo estar biodisponiveis, mas na forma de quelatos com
moléculas orgéanicas em formas quimicas ndo disponiveis (Sanders et al., 1986). A
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populacdo de fungos na area de pinus com mais de dez anos de cultivo pode ter sido
alterada pela acdo oligodindmica do cobre. Essa acdo pode acontecer quando
substancias mesmo em concentracfes baixas, atuam em funcdo das condi¢des que o
organismo vivo se encontre, podendo inibir, estimular ou mesmo destruir os individuos
(Borzani, 2000). A acao oligodinamica do cobre € conhecida em fungos filamentosos
Aspergillus e Penicillium (Borzani, 2000), cujos géneros ocorreram nas areas em estudo
(Tabela 3, Figura 7).

Comparacdes entre sitios poluidos e ndo poluidos mostram que os fungos sao
adaptados até um certo grau e para a espécie sensitiva aquela toxidade (Baath, 1989).
Ha variacfes entre os géneros de fungos quanto & tolerancia adaptativa em relacao a
guantidade elevadas de metais no solo, podendo levar os individuos & morte (Banu et
al., 2006). Trabalhos com crescimento micelial de alguns fungos fitopatogénicos
mostraram que houve drastica reducdo da populacéo total de fungos com adicéo de 0,3
kg de cobre (Bettiol e Trach, 2001). Assim, as quantidades de cobre disponiveis na
solugéo do solo possivelmente atuam no desenvolvimento da populacéo de fungos que

varia em condigfes de tolerancia e resisténcia a presenca do metal.

4.2 Influéncia dos fungos ectomicorrizicos no desenvolvimento de mudas de

Eucalyptus grandis W. Hill ex Maiden e Peltophorum dubium (Sprengel) Taubert

A altura da planta e a matéria fresca da parte aérea e da raiz aos 110 dias das
mudas de eucalipto cultivadas variaram entre os tratamentos (Figura 8). Houve um
efeito significativo da inoculagdo nos dois pardmetros avaliados. As médias da altura
das mudas de Eucalyptus grandis inoculadas com Pt 116 (8,87 cm) foram
significativamente maiores do que as médias encontradas no tratamento sem
inoculagéo (4,95 cm) (Tabela 4).

Quanto & matéria fresca da parte aérea, sua média foi significativamente maior

nos tratamentos com inoculacdo com Pt 116 (0,53 cm) quando comparados com 0s
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tratamentos sem inoculacdo (0,19 cm). Resultados semelhantes foram encontrados por
Vieira e Peres (1990) onde a altura da planta e a matéria fresca da parte aérea de Pinus
caribea inoculadas com Pisolithus tinctorius e submetidas a doses de 15, 30 e 60 mg
kg' de fosforo aplicado no solo apresentaram valores superiores comparados com
mudas nao inoculadas.

Eucalyptus grandis inoculado com Pisolithus tinctorius ou ndo inoculado, com
diferentes niveis de fosforo aplicados em um Latossolo Vermelho escuro do Cerrado,
mostrou as maiores médias de altura em mudas micorrizadas, onde o P extraivel era de
1,71 mg kg™*, apesar das elevadas taxas de ectomicorrizas nas mudas cultivadas em
vasos com 3,5 e 11,1 mg kg™ de P extraivel (Vieira e Peres, 1988).

A inoculagdo de Eucalyptus grandis com Pisolithus tinctorius, isolado Pt 90,
promoveu maior crescimento da parte aérea e da raiz da planta nas doses de 20, 50,
90 mg dm™ de enxofre com uma dose Unica de 60 mg dm™ de P em solucéo nutritiva
testadas em um substrato solo-areia (Trindade , 2001).

A inoculagdo com fungos micorrizicos seria uma alternativa para substituir doses
elevadas de enxofre para o melhor crescimento da planta. A absor¢céo e o metabolismo
do enxofre parecem estar ligados ao do P e as informac¢des obtidas com micorrizas
arbusculares indicam que pode haver aumento na absorcdo do elemento pela
translocacdo das hifas para as raizes (Rhodes e Gerdmann, 1978 a). Pode haver
aumento da absorcao de enxofre como resultado indireto do aumento da absorgéo de P
pela planta micorrizada (Rhodes e Gerdmann, 1978 b).
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Figura 8- Mudas de Eucalyptus grandis W. Hill ex Maiden aos 110 dias inoculadas com Pt 116 (A), sem
inoculacdo (B) com Pt 116. Santa Maria, RS, 2006.

O diametro do colo e a matéria seca da parte aérea ndo apresentaram diferencas
significativas em suas médias (Tabela 4). Em mudas de Eucalyptus grandis inoculadas
com Pt 116, o didmetro do colo da planta (1,0 mm) obteve as mesmas médias das
mudas ndo inoculadas com Pt 116 (1,0 mm) mostrando que para esses parametros
testados ndo houve interferéncia positiva da inoculagdo com Phisolitus microcarpus .

Talvez o fungo Pt 116 néo seja capaz de estabelecer uma simbiose perfeita com
mudas de Eucalyptus grandis, assim os efeitos da micorrizagdo ndo sao claramente
observados em todas as avaliagdes. Pisolithus tinctorius coletado de Pinus caribea var.
hondurensis em area de cerrado mostrou uma simbiose imperfeita, explicando a menor
média encontrada na matéria seca da parte aérea da planta quando comparados com
resultados obtidos por outros isolados de fungos ectomicorrizicos coletados (Vieira e
Peres ,1990). Os autores relataram que a area de Pinus era circundada por plantas de
eucalipto, onde a incidéncia de basidiocarpos de Pisolithus tinctorius era grande,
podendo ser este fungo um simbionte de eucalipto incapaz de manter uma simbiose

perfeita com as espécies de Pinus.

Tabela 4- Matéria seca da parte aérea, matéria fresca da parte aérea e da raiz, altura, diametro do colo e
percentagem de colonizagdo micorrizica de Eucalyptus grandis W. Hill ex Maiden em resposta a
inoculagdo com Pisolitus microcarpus aplicado ao substrato areia- vermiculita 1:1 (v/v), Santa Maria, RS,
2006.
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Tratamento Matéria seca Matéria fresca Altura  Didmetro  Colonizagéo
Parte aérea Parte aérea Raiz do colo micorrizica
---------------- g/vaso --------------- ---CM---  ---mm--- ----=-%p-------
Pt 116* 0,18 a* 0,53 a 0,3da 8.87a 10a 22,62 a
Sem inoculacdo 0,16 a 0,19b 0,19b 495D 10a Ob
cv (%) 25 24 20 15 18 30

'Pt 116 Pisolitus microcarpus
* Os valores na mesma coluna seguidos de letras iguais ndo diferem significativamente pelo Teste de
Tuckey a 5% de probabilidade de erro.

Os fungos ectomicorrizicos variam em compatibilidade e eficiéncia dependendo
das espécies simbiontes e das condicbes ambientais (Alvez et al.,, 2001). Estes
organismos tém capacidade diferenciada em promover o0s beneficios a seus
hospedeiros, como resultados das diferengas fisiologicas e ecoldgicas intraespecificas
(Smith e Read ,1997).

Neste trabalho, além do Pt 116 possivelmente ndo estabelecer uma simbiose
perfeita com o eucalipto, fatores como inadequacdo da aplicacdo do inoculo ao
substrato podem ter influenciado de maneira negativa nos resultados.

O controle da micorrizacdo exige o desenvolvimento de métodos de producéo de
inoculantes em larga escala (Hung e Molina, 1986). Uma das alternativas é o inoculante
vegetativo, constituido de micélio em cultura pura numa mistura vermiculita-turfa e meio
de cultura (Marx et al., 1982). O indculo aplicado no experimento correspondeu ao
citado acima, mas a quantidade (3g) e uma Unica aplicacdo poderiam néo ter sido
suficiente para promover uma completa micorrizagéo refletindo nos resultados obtidos
no trabalho.

A matéria fresca da parte aérea e da raiz e a altura (110 dias) das mudas de
canafistula cultivadas variaram entre os tratamentos (Figura 9). Efeitos benéficos da

micorrizagdo foram observados na matéria fresca da parte aérea e na altura das mudas
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de canafistula. A altura das mudas de Peltophorum dubium inoculadas com Pt 116
apresentou média superior (8,75 cm) do que as médias encontradas no tratamento sem
inoculagéo (8,12 cm) (Tabela 5).

O efeito sobre altura das plantas, matéria seca e absor¢cédo de N pela araucaria
foram observados. Os resultados indicam que as respostas foram devidas
provavelmente ao estabelecimento da simbiose micorrizica, visto que em estudos com
in6culos de micorrizas nativas em araucaria em que o substrato ndo tinha sido
fumigado, os efeitos da adicdo de indculo de micorriza sédo pouco acentuados (Oliveira
et al., 1992).

A inoculagd@o com fungos micorrizicos pode influenciar diretamente o crescimento
pos-transplante de espécies florestais. No acoita cavalo (Luehea divaricata Martius.)
verificou-se resposta linear, sendo maior a altura das plantas quando inoculadas com
fungos micorrizicos. Este comportamento foi observado também para sesbéania
(Sesbania sp.) e tamboril (Entelobium contortisiliguum (Vellozo Morong.) que mostraram
diferencas no crescimento ja aos 30 dias (Rojas e Siqueira, 1990).

Em geral, esséncias florestais nativas formam simbiose com fungos micorrizicos,
como as plantas da familia Leguminosae, que podem associar-se com dois tipos de
fungos micorrizicos geralmente endomicorrizas e ectomicorrizas favorecendo o
estabelecimento e desenvolvimento das mudas a campo e em casa de vegetagcao
(Sturner e Bellei, 1994).
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Figura 9-Mudas de Peltophorum dubium (Sprengel) Taubert aos 110 dias inoculadas com Pt 116 (A), sem
inoculacdo (B) com Pt 116. Santa Maria, RS, 2006.

O diametro do colo e a matéria seca da parte aérea das mudas de canafistula
(110d) ndo apresentaram diferengas significativas nas médias obtidas quanto ao
tratamento inoculado com Phisolitus microcarpus e ndo inoculado (Tabela 5). Embora
tenha sido encontrada evidéncia de colonizacdo ectomicorrizica (4,96%) esta
apresentou baixos valores. Estudos com a canafistula e o isolado UFSM RA 2,8
mostrou que houve a formag&o do manto fungico e da rede de Hartig, mas ndo obteve
diferencas significativas na altura da planta, matéria fresca da raiz e da parte aérea e
matéria seca da parte aérea (Andreazza, 2006).

Associacdes ectomicorrizas com canafistula em ambiente natural ndo foram
encontradas (Frioni et al., 1999; Zangaro et al., 2002). Isto pode acontecer devido a
fatores ambientais, tipo de solo, presenca de pouco in6culo e temperatura e néo ter

ocorrido a presenca de in6culo compativel ou viavel proximos as raizes de plantas e em

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com

59

quantidades suficientes para promover a associagdo ectomicorrizica (Giachini et al.,
2000).

Tabela 5- Matéria seca da parte aérea, matéria fresca da parte aérea e da raiz, altura, diametro do colo e
percentagem de colonizagdo micorrizica de Peltophorum dubium (Sprengel) Taubert em resposta a
inoculagdo com Pisolitus microcarpus aplicado ao substrato areia- vermiculita 1:1 (v/v), Santa Maria, RS,

2006.
Tratamento Matéria seca Matéria fresca Altura  Didmetro  Colonizagéo
Parte aérea Parte aérea Raiz do colo micorrizica
g/vaso ---CM---  -—-mMm--- - %------
Pt 116* 0,17a* 052a 0,25a 8,75a 2,75a 4,9 a

Sem inoculacdo 0,15a 0,44b 0,15b 8,12 b 2,75a Ob

cv (%) 25 24 20 15 18 30

Pt 116 Pisolitus microcarpus
* Os valores na mesma coluna seguidos de letras iguais ndo diferem significativamente pelo Teste de
Tuckey a 5% de probabilidade de erro.

A inoculacdo de mudas com fungos ectomicorrizicos se mostra como uma boa
alternativa para producdo de mudas com uma melhor qualidade e capacidade de
sobrevivéncia a campo, sendo entdo essa associagcdo muito importante para as
esséncias florestais quando presente. Ha& especificidade entre o0s fungos
ectomicorrizicos e seus hospedeiros e alguns isolados ndo sdo capazes de formar
associacdes ectomicorrizicas ndo colonizando determinadas espécies de plantas Voight
et al. (2000). Neste trabalho, as doses de 100, 200 e 300 mg kg™ de cobre inibiram o
desenvolvimento de mudas de eucalipto e canafistula inoculadas ou ndo com Pt 116,

sobrevivendo apenas 15 dias, ndo sendo usadas para a discussao dos resultados.
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5 CONCLUSOES

A populacéo de fungos e bactérias foi maior na area de margem 92 mg dm™ e menor

na area de rejeito com 203 mg dm™ de cobre:

O pH do solo, quantidade de matéria organica e presenca de vegetacdo influenciaram

na populacéo fungos e bactérias do solo na area de Minas do Camaqua.

As mudas de eucalipto e canafistula inoculadas e ndo inoculadas com Pisolithus
microcarpus UFSC-Pt 116, ndo sobreviveram com 100, 200 e 300 mg kg* de cobre

adicionado ao solo.
A inoculacdo das mudas de eucalipto e canafistula com Pisolithus microcarpus em solo
sem adigdo de cobre favoreceram o desenvolvimento da matéria fresca da parte aérea

e radicular e da altura das plantas.

A canafistula é capaz de formar associa¢do ectomicorrizica com Pisolithus microcarpus.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Como proposto, este trabalho avaliou primeiramente a populacédo de bactérias e
fungos do solo e associagdo ectomicorrizica em raizes de canafistula (Peltophorum
dubium (Sprengel) Taubert) e eucalipto (Eucalyptus grandis W. Hill ex Maiden) em
diferentes niveis de cobre.

O levantamento prévio dos géneros de fungos do solo (Aspergillus, Penicillium,
Trichoderma e Fusarium) encontrados na area de mineracdo de cobre permite o
desenvolvimento de futuros trabalhos envolvendo o uso destes organismos nos mais
diversos sistemas de cultivo ou manutencdo de sistemas florestais em &areas
degradadas por este metal. A ocorréncia populacional média de bactérias em torno de
3,1 x 10 g* de solo, indica que s&o necesséarios mais estudos sobre 0 mecanismo de
utilizag@o do cobre pelas bactérias, tanto em condigdes naturais como em laboratorio e
casa de vegetacao.

A inoculagcdo com o fungo ectomicorrizico Pisolithus microcarpus (UFSC Pt 116)

formou associacdo com a canafistula e eucalipto, entretanto o cobre mostrou efeito
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negativo sobre esta simbiose. Para isso recomenda-se mais avaliagdes utilizando
outros isolados da mesma espécie ou mesmo outras espécies de fungos
ectomicorrizicos. A inoculagdo com espécies destes fungos isolados da area de

mineracéo poderia ser mais promissora na formacao desta simbiose.

APENDICE A- Efeito do cobre na populacéo de bactérias e fungos do solo e no

cultivo de mudas de Eucalyptus grandis W. Hill ex Maiden e Pinus elliotti Engelm

RESUMO
O cobre é um metal pesado que pode exercer efeitos toxicos para microrganismos e
plantas. Os microrganismos sao capazes de remover os metais do solo atuando como
biorremediadores eficientes. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de diferentes
doses de cobre na produgcdao de mudas de eucalipto e pinus e sobre a populacéo de
fungos e bactérias do solo, bem como fazer o levantamento dos principais géneros de
fungos encontrados nestas condicées.O experimento foi desenvolvido em casa de
vegetacdo do Departamento de Solos da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM),
Santa Maria, RS, durante 60 dias. A contagem da populag&o microbiana foi realizada no
Laboratério de Microbiologia do Solo e do Ambiente Prof. Marcos Rubens Fries da

UFSM. As mudas de eucalipto e pinus foram produzidas na Fepagro-Florestas, Santa
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Maria/RS. Os tratamentos formados pela combinagdo de fatores UFC (bactérias e
fungos), sulfato de cobre aplicado ao solo (quatro doses: 0,7; 0,708; 0,716; 0,724 mg
kg') e mudas (eucalipto e pinus) foi em delineamento experimental inteiramente
casualizado com trés repeticdes. A populacéo total de bactérias e fungos do solo foi
alterada pela presenca do cobre. As mudas de eucalipto e pinus ndo sofreram 0s
efeitos da adicdo do cobre. Os géneros de fungos Trichoderma, Fusarium, Aspergillus e
Penicillium foram encontrados em solo com cobre.

Palavras chave: espécies florestais; metal; microrganismos
INTRODUCAO

O solo € um sistema bastante complexo e muito dindmico onde ha interagédo de
fatores quimicos, fisicos e bioldgicos de modo continuo, assim quando houver uma
modificacdo em algum desses fatores havera alteracdes diversas nos demais
componentes do solo.

Os microrganismos do solo, por sua vez, atuam como agentes reguladores dos
principais processos bioquimicos no solo como: decomposicdo da matéria organica,
mineralizacdo de compostos organicos, transformacfes inorganicas do N e S,
transformacdes de elementos metalicos, producdo de metabdlitos (fitorménios, acidos
organicos), degradacdo de pesticidas e herbicidas e alteragcbes nas caracteristicas
fisicas do solo como agregacéo e estabilidade de agregados (Pfuller, 2000).

A contaminagdo de areas por atividades de mineracdo e processamento de
metais é reconhecida como um grande problema ambiental. Entre os metais, o0 cobre
merece destaque, sendo um elemento que em concentragdes superiores aos limites
permitidos se torna toxico para animais e plantas (Alloway, 1990). Pode causar efeitos
sobre a atividade microbiana do solo, na produtividade agricola, afetando a biomassa
microbiana, a atividade das enzimas e a funcionalidade e a diversidade dos
microrganismos do solo alterando a estrutura do ambiente (Kandeler et al., 1996).

Geralmente, os metais pesados no solo podem estar de forma solivel ou em

complexos organicos e inorganicos. A mobilidade e a disponibilidade do metal pesado
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para o solo e microrganismos depende da forma em que ele se encontra. A
disponibilidade dos metais depende do pH do solo, tempo de contato entre 0 metal e o
solo e a competicdo com outros ions metalicos por ligantes organicos e inorganicos
(Banu et al., 2006).

O uso de plantas associadas com microrganismos pode alterar as formas dos
metais pesados, reduzindo sua mobilidade e disponibilidade (Tordoff et al., 2000). O
uso de plantas pode acelerar os processos de remoc¢ao de metais, atuando sobre os
contaminantes e contribuindo indiretamente através do efeito rizosférico sobre a
microbiota biodegradadora ou acumulando o metal em suas raizes (Moreira e Siqueira,
2002). Assim, o objetivo deste trabalho foi determinar o efeito da quantidade de cobre
na producdo de mudas de eucalipto e pinus e sobre a populacdo de fungos e bactérias
do solo e identificar os principais géneros de fungos encontrados nas condi¢cdes

propostas.

MATERIAL E METODOS

Preparo do solo e transplantio de mudas

O experimento foi realizado em casa de vegetacao do Departamento de Solos da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), Santa Maria, RS, no periodo de julho a
setembro de 2005, totalizando 60 dias. O solo usado no experimento foi um Argissolo
Vermelho Distrofico tipico (EMBRAPA, 1981) sem historico de recebimento de cobre,
com suas principais caracteristicas quimicas e fisicas apresentadas na Tabela 1.

Doses de 0,7; 0,708; 0,716; 0,724 mg kg™ de cobre na forma de sulfato de cobre
(CusSO,5H,0) foram adicionadas ao solo armazenado em vasos plasticos,
permanecendo incubado por sete dias. ApOs este periodo, mudas de Eucalyptus
grandis W. Hill ex Maiden e Pinus elliotti Engelm foram transplantadas para os vasos,
recebendo irrigacdo diaria. Aos 20, 35, 50 dias as mudas receberam 10 mL de solugao
nutritiva de Hoagland e Arnon (1950) modificada por Jarstfer e Sylva (1992).

Tabela 1- Caracteristicas quimicas e fisicas e teor de cobre em amostras de solo de um Argissolo
Vermelho Distréfico tipico, Santa Maria, RS, 2005.
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pH P K Ca Mg CTC¢ M.O  Argila Cu
H,O mgdm® - 03110) 6 [ 7 — mg dm
48 76 96 3,3 2,1 6,6 14 22 0,7

Coleta de amostras de solo

As coletas foram realizadas aos 0, 30 e 60 dias apés a instalacdo do
experimento. Depois de coletadas, as amostras foram colocadas em sacos plasticos
etiquetados e acondicionadas em caixa de isopor.

No Laboratério de Microbiologia do Solo e do Ambiente Marcos Rubens Fries, 0
material foi guardado no frezeer a 4 °C, até o0 momento das analises previstas. A coleta

no tempo zero dias foi imediatamente apds a colocacéo do cobre no solo.

Meios de cultura

Para a determinacdo das UFC (unidades formadoras de colbnias) de bactérias
do solo utilizou-se o meio Agar-PG (Moreira e Siqueira, 2002) com 0s seguintes
nutrientes por litro: 0,1 g de glicose, 1,0 g de peptona, 0,1 g de K;HPO,, 0,02 g de
FeS0,4.7H,0, 15 g de agar, 2,4 g de PCNB. O pH foi ajustado em 7,0 antes do meio ser
autoclavado. A contagem das UFC de fungos foi feita utilizando-se o meio Martin’s-
Bengala Agar (Martin, 1950), com os seguintes nutrientes por
litro: 10 g de glicose, 5 g de peptona, 1 g de KH,PO4, 3,3 mL de rosa bengala, 16 g de
agar, 300 mg de rifampicina. Os meios de cultura usados foram esterilizados em

autoclave a 120°C e 1,5 atm por 20 minutos.

Avaliac&o da populacdo microbiana
A contagem do numero de unidades formadoras de coldénias de bactérias e
fungos (UFC) foi determinada pelo método da inoculagdo em suspensfes diluidas de

solo em meio de cultura. Para isso, preparou-se uma diluicdo decimal em série
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partindo-se de 10g de solo colocado em frascos de erlenmeyer com 90 mL de agua
destilada e esterilizada. De cada diluigéo, foi retirado uma aliquota de 1 mL por placa de
petri, sobre o qual verteu-se o meio. Para cada diluicdo foram feitas trés repeticdes por
placa. As placas foram envolvidas em papel filme e armazenadas em estufa a 25°C no
escuro. A contagem das UFC de bactérias e fungos foi realizada aos 8 dias apds a

incubagé@o em estufa usando-se o contador de colénias.

Identificacdo dos fungos

Apbés o periodo de incubacdo os fungos encontrados nas placas foram
identificados em nivel de género, através de microscopio estereoscopico e 6tico, com
base na bibliografia especializada (Barnett e Hunter, 1999).

Andlise estatistica

Os resultados obtidos sobre os grupos de bactérias e fungos do solo foram
submetidos & andlise de variancia e teste de regressdo pelo Programa estatistico
SANEST (Zonta e Machado, 1984).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados mostram que no tempo de zero, a populacdo de bactérias em solo
cultivado com Eucalyptus grandis aumentou significativamente nos tratamentos com
maiores doses de cobre adicionado ao solo (Figura 1). Quando o metal esta em grande
concentracao no sistema passando a ser toxico para 0s microrganismos, estes exibem
a capacidade de reduzir a sua sensibilidade celular e desenvolver resisténcia ao metal
(Ji e Silver, 1995). A remocdo do metal também poderia ter acontecido devido a
exclusdo por permeabilidade celular, sequestro intra e extracelular e reducgéo
enzimatica (Bruins et al., 2000).
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Figura 1- Populacao total de bactérias em solo com diferentes doses de cobre no tempo 0, 30 e 60 dias
com cultivo de Eucalyptus grandis W. Hill ex Maiden, Santa Maria, RS, 2005.

O tempo de exposicdo das bactérias e a quantidade do metal influenciam
diretamente na sua capacidade de tolerancia e resisténcia ao metal, atuando sobre a
formacéo da membrana plasmatica e sintese protéica (Banu et al., 2006). Os resultados
encontrados relataram uma redugao na populacéo bacteriana aos 30 e 60 dias que se
manteve em todas as doses testadas (Figura 1).

A contagem da populacdo de bactérias totais revelou uma redugdo em 31% no
tempo 30 dias comparado a contagem feita no tempo zero nas mesmas doses de
cobre. Aos 60 dias, houve uma reducdo de 24 % em comparacdo com o tratamento
zero na mesmas doses de cobre. Fatores como umidade, temperatura e pH do solo
influenciam diretamente a populacdo microbiana (Vargas e Hungria, 1997). O solo
usado para a contagem da populacao de bactérias apresentava pH 4,8 que poderia ser
acido para algumas espécies de bactérias presentes, inibindo assim o seu
desenvolvimento (Tabela 1).

O numero de unidades formadoras de colénias (UFC) de bactérias em solo
cultivado com Pinus elliotti no tempo zero diminuiu a medida que aumentaram as doses
de cobre (Figura 2). Os microrganismos podem sofrer interferéncia direta dos metais e
das diferentes doses sobre seus processos metabdlicos (Banu et al.,, 2006). Os
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resultados encontrados neste trabalho evidenciaram que este mecanismo pode ter
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Figura 2- Populagéo total de bactérias em solo com diferentes doses de cobre no tempo 0, 30 e 60 dias
com cultivo de Pinus elliotti Engelm, Santa Maria, RS, 2005.

Alguns grupos de bactérias apresentam em sua constituicdo proteinas que
regulam a bioacumulag&o celular dos metais, este sistema de transporte depende do
grau de tolerancia do organismo ao metal. A capacidade de adsorcdo e acumulo nos
tecidos microbianos mostra efeitos diferenciados em relagcdo aos diferentes metais e
organismos envolvidos (Moreira e Siqueira, 2002).

Neste trabalho foi observada uma diminuicdo do namero de bactérias no tempo
30 dias em relacdo ao tempo zero. Provavelmente os organismos presentes neste
tempo apresentavam baixo grau de tolerancia em suportar a presenca do metal no solo,
afetando assim o seu desenvolvimento e sobrevivéncia.

O uso de plantas pode acelerar os processos de remocéo de metais, atuando
sobre o0s contaminantes e contribuindo indiretamente através do efeito rizosférico sobre

a microbiota degradadora (Moreira e Siqueira, 2002; Silva Filho e Vidor, 1984). Os
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resultados encontrados mostraram que o0 uso da planta nédo foi eficiente para diminuir os
efeitos do metal sobre a populagéo de bactérias do solo.

A populacdo de fungos na cultura de Eucalyptus grandis aumentou
significativamente apos 30 dias na maior dose de cobre. Isto pode acontecer devido ao
chamado “sinal de resisténcia” a presenca do cobre no solo, onde 0s microrganismos
exibem a capacidade de sobrevivéncia e adaptagdo a condicbes ambientais adversas
(Borzani, 2000) (Figura 3).

No tempo 60 dias, a populacdo de fungos se manteve constante independente
das doses testadas (Figura 3). Possivelmente, isto deve-se a presenca de géneros de
crescimento mais lento em presenca de metais, ndo sendo contados no periodo de 8
dias, tempo estipulado para a contagem das UFC. O género Trichoderma sofre inibicdo
da sua populacédo pela aplicagcdo de sulfato de cobre (Bettiol e Trach, 2001). Neste
trabalho, foram encontrados fungos do género Trichoderma, Aspergillus e Penicillium. O
género Trichoderma totalizou 28% do total de fungos desta coleta.

A populacdo de fungos do solo no tempo zero, sofreu um decréscimo & medida
gue a quantidade de cobre aumentou, possivelmente pelo contato dos microrganismos
com o metal, sem que houvesse tempo para adaptacdo dos individuos as condicdes
ambientais geradas pelo cobre (Figura 3). Também é preciso considerar a influencia
dos fatores como umidade, pH e temperatura do solo que atuam diretamente na

dindmica dos microrganismos do solo (Moreira e Siqueira, 2002).
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Figura 3- Populagéo total de fungos em solo com diferentes doses de cobre no tempo 0, 30 e 60 dias com
cultivo de Eucalyptus grandis W. Hill ex Maiden, Santa Maria, RS, 2005.

O numero de unidades formadoras de col6énia (UFC) de fungos no tempo zero e
30 dias na cultura do Pinus, mostrou um aumento significativo no tratamento com maior
guantidade de cobre (Figura 4). Possivelmente, isto tenha acontecido em resposta
adaptativa as condi¢cGes de estresse provocadas pelo metal pesado. Outro aspecto que
deve ser considerado no tempo zero em relagdo a um aumento da populacdo de
fungos, é que devido ao pouco tempo de contato dos organismos com o0 metal, ndo
houve uma grande interagcdo entre os dois, preservando a viabilidade reprodutiva
desses individuos. O comportamento da populacéo de fungos aos 60 dias mostrou um
declinio em fungdo das maiores doses do metal, isto pode ser explicado pela acéo
oligodinamica do cobre sobre os fungos. Essa acdo pode acontecer quando sustancias
mesmo em concentragcdes baixas, atuam em funcdo das condicbes em que o
organismo vivo se encontre, podendo estimular, inibir ou mesmo destruir os individuos
(Borzani, 2000). A acdo oligodinamica do cobre é conhecida nos fungos filamentosos
Aspergillus e Penicillium (Borzani, 2000). Os resultados deste trabalho mostram que a
populacdo de Aspergillus e Penicillium diminuiu em 20% do total encontrado no

tratamento testemunha.
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Figura 4- Populagéo total de fungos em solo com diferentes doses de cobre no tempo 0, 30 e 60 dias com
cultivo de Pinus elliotti Engelm, Santa Maria, RS, 2005.

A diminuicdo da populacdo neste tempo, poderia ser devido & um tempo maior
de exposicdo dos fungos ao cobre, atuando diretamente nos processos de sintese
protéica e formacdo da membrana plasmatica (Banu et al., 2006).

CONCLUSOES

A populacédo total de bactérias foi maior no solo cultivado com Pinus elliotti quando

comparado ao solo cultivado com Eucalyptus grandis, na presenca de cobre.

A populacédo total de bactérias do solo foi maior na cultura de Pinus elliotti enquanto a
populacao total de fungos foi maior na cultura de Eucalyptus grandis. Em doses
superiores a de 0,7 mg kg* de cobre ocorre & diminuicdo da populacdo de bactérias

nos tempos 0 e 30 dias na cultura de Pinus elliotti.
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Os géneros de fungos Trichoderma, Fusarium, Aspergillus e Penicillium foram

encontrados em solo com cobre.

Os fungos do género Trichoderma foram tolerantes até o nivel de 0,716 mg kg™,

Penicillium, Aspergillus e Fusarium até 0,724 mg kg™ de cobre no solo.
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