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RESUMO

Este trabalho apresenta uma investigagdo sobre a ecologia e o potencial rizorremediador dos
Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMAs) na Restinga de Massambaba, Arraial do Cabo, RJ.
A presenga bem sucedida da formacao vegetal psamofila-reptante, importante para a fixacao
de dunas e manutencao ecologica do ambiente estressado e solo distrofico de restinga, indica
que as espécies endémicas ali encontradas sdo capazes de realizarem simbiose com micro-
organismos que auxiliam o seu estabelecimento e desenvolvimento. Como vegetais pioneiros,
situando-se logo apos a linha da maré, as plantas haldfitas-psamofilas, entre elas a Remirea
maritima, apresentam em suas rizosferas uma microbiota simbionte de vital importancia para
a sua sobrevivéncia nesse ambiente indspito. A busca de possiveis solugdes para mitigagao de
impactos causados por hidrocarbonetos do petréleo em ecossistemas costeiros, os quais t€ém
ocorrido devido a acidentes e vazamentos no transporte de derivados do petrdleo e agua de
producdo por tubulacdes subterraneas que atravessam tais ambientes, nortearam os esforgos
empreendidos neste estudo. S3o apresentados aqui dois artigos cientificos: (i) uma ampla
revisdo de publicagdes sobre caracterizagcdo e classificagdo das micorrizas, como também
estudos atuais sobre o potencial de endomicorrizas na rizorremediagdo de solos poluidos por
hidrocarbonetos e metais pesados; (ii) identificacao de esporos e outras estruturas fungicas no
solo da area de estudo e nas raizes de R. maritima; a realizacdo de bioensaio que buscou
avaliar o potencial rizorremediador de FMAs autdctones na presenga de tolueno e inoculagao
com propagulos de FMAs, utilizando, para isso, sementes de Brachiaria decumbens, vegetal-
teste amplamente relatado como simbionte de fungos micorrizicos e utilizado em
experimentos de biorremediagdo. Foi utilizada a metodologia de extragdo e separagdo de
esporos por peneiramento umido; coloragdo de raizes e avaliacao de colonizagdo radicular por
FMAs; identificacdo de estruturas fungicas em lupa e microscopio de epifluorescéncia;
germinagdo e crescimento vegetal em camara de incubagdo (tipo BOD com fotoperiodo) por
30 dias. Nao obstante a auséncia de pesquisas similares em solo de restinga, os dados obtidos
apontam para o desenvolvimento de técnicas de micorrizoremediagdo para mitigacdo de
impactos causados por hidrocarbonetos, como também para manutengdo de uma excepcional
riqueza floristica e consideravel endemismo num ambiente que vem sendo negligenciado

pelas praticas econdmicas atuais.

Palavras — chave: Biorremediagdo. FMAs. Micorriza. Restinga. Hidrocarboneto.



ABSTRACT

This paper presents an investigation on the ecology and rizhoremediator potential of
Arbuscular Mycorrhizal Fungi (AMF) in Massambaba Restinga in Arraial do Cabo, RJ. The
successful presence of the creeping psammophyte vegetation, important for the fixation of
sand dunes and ecological changes of the environment and stressed dystrophic soil of
sandbanks, indicates that the endemic species found there are able to realize symbiosis with
microorganism that help your establishment and development. As a pioneer plant, standing
just after the tide line, the “halofitas-psamofilas”, including the Remirea maritima, a feature in
their rhizosphere microbial symbiont of vital importance to their survival in this inhospitable
environment. The search for possible solutions to mitigate impacts of petroleum hydrocarbons
in coastal ecosystems, which have occurred due to accidents and leaks in the transport of oil
and water production by underground pipes that traverse these environments, guided efforts to
this study. Presented here two papers: (i) an extensive review of publications on
characterization and classification of mycorrhizae, and current studies on the potential
endomycorrhizae in bioremediation of soils polluted by hydrocarbons and heavy metals; (ii)
identification of spores and other fungal structures in the soil of the study area and roots of R.
maritima; conducting bioassay that sought to evaluate the potential rizorremediador
indigenous AMF in the presence of toluene and inoculation with mycorrhizal seedlings, using
for this, Brachiaria decumbens seeds, plant-test widely reported as symbiotic mycorrhizal
fungi and used in experiments bioremediation. Methodology was used for extraction and
separation of spores by wet sieving; staining of roots and root colonization assessment,
identification of fungal structures in magnifying glass and microscope epifluorescence;
germination and plant growth chamber incubation (BOD photoperiod) for 30 days. Due to the
absence of similar searches in the soil of sandbanks, the data showed the development of
techniques micorrizoremediation to mitigate impacts caused by pollutants, but also in
maintaining an exceptional richness and considerable endemism in an environment that has

been neglected for practical current economic.

Key - words: Sand dunes; hydrocarbon; bioremediation; AMF; mycorrhizae.
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1 INTRODUCAO

A crescente demanda de energia pela sociedade moderna vem refletindo o descuido e a
negligéncia com que essa mesma sociedade utiliza os recursos naturais. Longe de serem
ilimitados, na disponibilidade e na geracao de impactos ambientais e a saude dos seres vivos,
tais recursos utilizados geram residuos que trazem preocupagdes cada vez maiores com 0S
problemas relacionados a locais contaminados por esses descartes (VIDALI, 2001). Em
processos industriais, o uso dos derivados de petroleo assume proporgdes que refletem a
busca desenfreada pelo consumo na sociedade atual. A utilizacdo e manipulagdo desses
derivados geram residuos e efluentes altamente contaminantes e poluidores para diversos
sistemas, e sua reutilizagdo, transporte e eliminacdo ou disposi¢cdo em locais adequados
acarretam investimentos elevados, o que tem contribuido para gerar procedimentos
inadequados de descarte que culminam em danos, as vezes irreversiveis, ao meio ambiente,
“tanto ao solo como aos recursos hidricos subjacentes” (MOREIRA e DOURADO, 2005).

Com o intuito de eliminar residuos industriais descartados, tecnologias diversas de
remedia¢do da contaminacdo do solo foram pesquisadas e utilizadas, tais como a lavagem de
solo, solidificacao/estabilizacdo, a biorremediacdo ¢ a incineragdo em fornos de alta
temperatura. A incineracdo ¢ uma op¢ao de remediacdo de solo em crescimento no Brasil
buscando substituir a tecnologia hegemonica no pais: os aterros, para onde cerca de 80% dos
residuos industriais sdo destinados devido aos altos custos das demais
tecnologias(FURTADO, 2010). J& em uso ha algum tempo, técnicas tradicionais de
biorremediacao de solos, como o “landfarming”, por ndo obterem resultados satisfatorios na
eliminacao completa dos residuos toxicos (CASTRO et al, 2005; PAULA, SOARES e
SIQUEIRA, 2006), também tendem a ser superadas por tecnologias que propde destruir tais
residuos  definitivamente. M¢étodos tradicionais de eliminagdo de poluentes, como a
incineragdo, podem ser muito eficazes na reducdo dos niveis de uma série de contaminantes,
possuindo, no entanto, varias desvantagens, principalmente pela sua complexidade
tecnoldgica, o custo para aplicagdo em escala pequena, e a falta de aceitacdo publica
(VIDALLI, 2001). O aumento da exposicdo aos residuos contaminantes, tanto por
trabalhadores como por residentes proximos ao local de incineracdo, aumentam a rejeicao
popular a métodos de remedia¢ao como esse (VIDALLI, 2001).

A industria do petrdleo e gas natural gera poluentes desde as etapas de exploragao até
a distribuicdo dos produtos comercializaveis (SILVA, 2009). Hidrocarbonetos leves

compostos de fase liquida ndo aquosas (light non-aqueous phase liquids -LNAPLs) - estes



representados usualmente por benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno (BTEX) e outros
hidrocarbonetos derivados do petréleo mais leves que a agua — compdem grande parte dos
contaminantes de solo e agua subterraneas, principalmente em paises industrializados e em
desenvolvimento — provenientes de vazamentos de solventes e combustiveis organicos
(SOUZA; PERES; MOARES, 2010).

Estudos com micro-organismos degradadores, entre eles os fungos, refletem o
interesse de pesquisadores para melhoramento de solos agricultaveis e biorremediacdo desde
meados do século XX (JACQUES et al., 2007). Ja em 1990, em conferéncia internacional
sobre micorrizas realizada na India, entre diversos trabalhos sobre o assunto, foram
apresentadas técnicas de isolamento de esporos de Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMAs)
em solos de regides aridas e semiaridas (GOKULDAS; BAGYARAJ; PRASAD, 1990), que
afirmaram também que o “estresse de FMAs”, causado por diversos fatores ambientais, entre
eles a pouca disponibilidade de agua no solo das regides estudadas, aumentou o nimero de
esporos e propagulos desses fungos. Este fato foi confirmado por estudos recentes que
descreveram os mecanismos de adaptacdo das estruturas arbusculares dos fungos micorrizicos
em solo distrofico e adverso ( SIQUEIRA; LAMBAIS; STURMER, 2002).

O ambiente de restinga, caracterizado por “solos arenosos, pobres em argilas e matéria
organica, além de baixa capacidade de reter dgua e nutriente” (BRAGA, 2008), torna-se
propicio ao desenvolvimento de micro-organismos identificados na literatura cientifica como
rizorremediadores. As atividades simbioticas de micorrizas e plantas adaptadas a condi¢des
extremas de agua e nutrientes, como as que ocorrem em dunas de restinga, foram estudadas
por Cordazzo e Stiirmer (2007), Koske (1988), Silva (2010) e Alarcon e Cuenca (2010).
Quanto as atividades rizorremediadoras por FMAs em solos poluidos, Bento (2008), Khan
(2006), Paula, Soares e Siqueira (2006), Nakatani et al. (2008), Nogueira (2007), Souza ef al.
(2005) apresentaram resultados positivos para degradagdao de hidrocarbonetos do petrdleo em
solos contaminados. Pode-se entdo inferir que as restingas se apresentam como ambientes
favoraveis ao estudo da rizorremediagao.

Este estudo teve como objetivo: a) Identificar estruturas infectivas de endomicorrizas
(FMAs) no solo da formagdo vegetal psamofila-reptante na restinga de Massambaba, Arraial
do Cabo- RJ e estruturas arbusculares em raizes de Remirea maritima, vegetal endémico de
restinga abundante na area de estudo; b) identificar a influéncia do hidrocarboneto do petroleo
(tolueno) e da inoculagdo com propagulos de FMAs na germinagdo e crescimento
de Brachiaria decumbens, vegetal-teste bastante utilizado em experimentos de

rizorremediacdo e comprovadamente simbionte com micorrizas arbusculares.



2 ARTIGO 1

FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES (FMAs): ECOLOGIA E POTENCIAL
PARA MICORRIZORREMEDIACAO EM SOLO DE RESTINGA.

2.1 Resumo

Realizou-se uma revisdo de diversas técnicas de biorremediacao de solos contaminados por
poluentes organicos e inorganicos provenientes de atividades antrdpicas, desenvolvidas ao
longo da ultima década. Impactos em solos causados por hidrocarbonetos de petréleo té€m se
tornado um problema ambiental global devido ao crescente consumo de derivados do
petroleo. As fontes contaminantes relacionadas a exploracao, a producao, ao armazenamento,
ao transporte, a distribuicao e a destinacao final de petroleo e seus derivados trazem riscos
que ameagam ambientes litoraneos frageis, pouco estudados, e que necessitam de atencao da
comunidade cientifica. Pretendeu-se, aqui, destacar a aplicagdo de biotecnologia utilizando
Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMAs) em solos impactados por hidrocarbonetos de
petroleo. Os estudos aqui apresentados relatam resultados positivos para o estudo da
degradacao de diversos poluentes, como os metais pesados e BTEX, por via metabdlica de
vegetais associados as endomicorrizas. Foram abordados também os critérios taxondmicos
das micorrizas arbusculares, os quais passaram por mudangas nos ultimos anos, como a
insercdo dos FMAs no recente filo Glomeromycota e algumas familias na nova ordem
Diversisporales. Entre as principais técnicas de biorremediagdo, destacam-se a bioaumentagao
e a bioestimulagdo — que se distinguem da fitorremediacdo (que utiliza vegetais que degradam
poluentes) — técnicas que potencializam a degradacdo de contaminantes pela utilizacdo
consorciada com micro-organismos, autdctone ou nao, no ambiente contaminado. A utilizacao
de FMAs em rizorremediacao de solos ¢ incluida em técnicas de fitoestimulagdo, neste caso,

classificada como micorrizorremediacao.

Palavras-chave: FMAs, micorrizas, fitorremediacao, fitoestimulagao, petroleo.



2.2 Abstract

We conducted a review of various techniques of bioremediation of soils contaminated with
organic and inorganic pollutants from anthropogenic activities, developed over the last
decade. Impacts on soils caused by petroleum hydrocarbons have become a global
environmental problem due to increasing consumption of oil. The sources of contamination
related to the exploration, production, storage, transport, distribution and disposal of
petroleum and its products carry risks that threaten fragile coastal environments, poorly
studied, and in need of attention from the scientific community. It was intended here to
highlight the application of biotechnology using Arbuscular Mycorrhizal Fungi (AMF) in
soils impacted by petroleum hydrocarbons. The studies presented here report positive results
for the degradation of various pollutants such as heavy metals and BTEX, metabolic pathway
associated with vegetable endomycorrhizal. We also discussed the taxonomic criteria of
mycorrhizae, which have undergone changes in recent years, as the recent AMF inclusion of
the phylum Glomeromycota and some families in the new order Diversisporales. Among the
main techniques of bioremediation stands out the bioaugmentation and biostimulation -
distinguished of phytoremediation (using plants to degrade pollutants) - that boost the
degradation of contaminants by using consortium of microorganisms, indigenous or not, the
contaminated environment. The use of AMF in rhizoremediation soil is included in

phytostimulation techniques, in this case, classified as micorrhizorremediation.

Keywords: AMF, arbuscular, phytoremediation, phytostimulation, oil.



2.3 Introducao

Impactos ambientais em ecossistemas diversos, causados por residuos industriais,
inclusive em faixas litoraneas onde se situam as restingas, t€ém se tornado motivo de grande
preocupacdo em muitos paises. Também as industrias do setor de exploracdo de petroleo
passaram a empreender esfor¢os para aprimoramento dos “processos de extragao,
beneficiamento, refino e distribuicao” (PAULA; SOARES; SIQUEIRA, 2006). Tais esfor¢os
tém o objetivo de dispor adequadamente os descartes poluentes produzidos em seus processos
de producao.

Na busca de solugdes para eliminagdo completa dos residuos toxicos de descartes
industriais, a biorremediacao vem se apresentando como técnica que traz pouco risco a saude
humana e ao ambiente, mostrando ser relativamente barata (mesmo em pequena escala),
possibilitando a destruicdo de varios contaminantes através da “atividade bioldgica natural”,
eliminando-os completamente ou transformando-os em substancias in6cuas (VIDALLI, 2001,
CASTRO et al, 2005; PAULA, SOARES & SIQUEIRA, 2006). Unindo a aceitagao publica
com a possibilidade de, na maioria das vezes, ser realizada in situ, a biorremediacao torna-se
uma op¢ao cada vez mais estudada e ampliada. Técnicas desse tipo, Silva (2009) denomina de
“Green Technologies”, o que denota a sua credibilidade num contexto do que seja
“ecologicamente correto”. Nesse cendrio € que os Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMAs)
se apresentam como objeto de pesquisa na area de biorremediacao de solos.

Verifica-se o potencial de biorremediacdo de Fungos Micorrizicos Arbusculares
(FMAs) associados a raizes de plantas adaptadas a solos distroficos e adversos na literatura
consultada. Porém, quando se trata de ambiente de restinga, a abordagem se restringe apenas a
identifica¢do da associagdo de FMAs e sua importancia para o desenvolvimento as espécies
vegetais desses ecossistemas (KOSKE,1988; ALARCON ¢ CUENCA ,2005; CORDAZZO
,C. V.; STURMER, 2007; BRAGA, 2008; RODRIGUES, 2008; OLIVEIRA, 2009; SILVA,
2010). Assim, fazem-se necessarios estudos que avaliem o potencial de micorrizorremediagao
por FMAs em solo de restinga.

Relacionar a agdo metabdlica dos FMAs a degradacdo de substincias quimicas
poluidoras tem sido objetivo de importantes pesquisas recentes. Esses micro-organismos sao
considerados recursos microbiolégicos para remediacdo de solos contaminados por

hidrocarbonetos do petroleo, entre outras aplicagdes (CABELLO 2006; PAULA, SOARES e



SIQUEIRA,2006). O conhecimento diverso sobre o uso dessa tecnologia exige integragao

multidisciplinar para que o estudo de seu potencial biorremediador seja ampliado.

2.4 Fungos Micorrizicos

A associacdo simbidtica entre alguns tipos de fungos do solo e raizes da maioria de
vegetais superiores ¢ chamada de micorriza (BRUNDRETT, 1991). Segundo Souza (2006), o
termo foi proposto pela primeira vez em 1885 pelo botanico alemao Albert Bernard Frank.
Seu significado provém do grego “mico” (fungo) e “riza” (raizes). Mesmo conhecida 50 anos
antes do botanico Frank, esta associacao era considerada como parasitica pelos estudiosos da
época em que ele especulou sobre a possivel influéncia fingica na nutrigdo e crescimento das
plantas, afirmando que as raizes ndo eram injuriadas ou atacadas pelo fungos, e estes eram
incapazes de causarem qualquer disfungdo nos vegetais associados.

Em estudos de biorremediacao, destacam-se as pesquisas com micorrizas arbusculares
(MAs) por serem encontradas em inumeros ambientes e espécies vegetais. Souza (2005)
menciona que os fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) possuem trés formas de infecgao
das raizes: esporos, fragmentos de raizes micorrizadas e fragmentos de micélio (hifas
extrarradicais), denominados de propagulos, propagulos infectivos ou propagulos fungicos
(SOUZA et al, 2003; SILVA; SIQUEIRA; SOARES, 2006; BERBARA; SOUZA,
FONSECA, 2006; BARTZ et al, 2008). Algumas espécies de FMAs utilizam todas as formas
de propagulo (p.e. espécies das familias Glomeraceae e Acaulosporaceae), porém
Gigasporaceae tem nos esporos sua melhor fonte de inoculacdo, sendo esta a melhor forma de
sobrevivéncia da espécie. Logo, nem todas as espécies de FMAs inoculam raizes da mesma
forma, além de que o sucesso da simbiose depende de fatores, tais como, espécies envolvidas,
tipos de substratos e nimero de propagulos (SOUZA, 2005; BARTZ et al, 2008).

Segundo Berbara e colaboradores (2006), sdo quatro as principais estruturas de
promocao da simbiose micorrizica dos FMAs (arbusculos, vesicula, hifas intrarradiculares e
hifas extrarradiculares), e delas, as mais estudadas sdo as hifas fungicas intrarradiculares,
devido a maior facilidade de observacdo e analise, e aos mecanismos de transferéncia de
nutrientes para a planta micorrizada. No entanto, sdo as hifas extrarradiculares que estimulam
o aumento da produtividade do solo, agindo em harmonia com todas as fungdes quimicas e
biologicas ali presentes, e, por isso, estdo diretamente relacionadas com a qualidade do solo

(BERBARA; SOUZA; FONSECA, 2006).



Acerca do desenvolvimento do estudo e das aplicagcdes das micorrizas arbusculares
em diversos setores do desenvolvimento economico, Souza e colaboradores (2006)

declararam:

Esses estudos foram confirmados pelas técnicas da ciéncia moderna e se
constituiu nas bases da micorrizalogia, que se espalhou pelo mundo inteiro e
representa, hoje, um importante ramo interdisciplinar das Ciéncias Biologicas,
com enormes possibilidades para a exploragdo comercial, visando aumentar a
producdo de madeira, fibras e alimentos e, ainda, reduzir os custos financeiros e
o impacto dos sistemas modernos de producao sobre o meio ambiente (p.613).

2.4.1 Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMAs)

As micorrizas formadas pelos Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMAs), sdo o tipo
de simbiose radicular mais comum, encontradas em cerca 80% das plantas vasculares
(SMITH e READ, 1997). Os FMAs sdo encontrados numa grande variagdo de plantas em
ecossistemas diversos no Brasil, e até¢ 35 espécies deles podem ser encontradas em dunas
costeiras (SIQUEIRA; LAMBAIS e STURMER, 2002).

O ciclo de vida dos FMAs, por serem obrigatoriamente simbiotroficos, ¢ completado
somente mediante associagdo a uma raiz hospedeira, e esta lhe fornece nutrientes
(principalmente hidrocarbonetos) necessarios ao seu desenvolvimento e reprodugdo
(SIQUEIRA; LAMBAIS; STURMER, 2002; BERBARA; SOUZA; FONSECA, 2006).
Brundrett e colaboradores (1996) esclareceram que trés componentes principais estdo
envolvidos na associacdo de micorrizas arbusculares com plantas simbiontes: as
caracteristicas do solo, o tipo de fungo e a planta com caracteristicas ideais para a simbiose.
Estabelecida tais condigdes desenvolve-se a infec¢do por hifas originadas nos esporos dos
FMAs que sdo atraidos por exsudados da raiz da planta, estabelecendo-se ai a micorriza
(vesiculas, arbusculos e hifas internas e externas). A simbiose promove a absorcdo de
nutrientes, principalmente o fosforo, além da zona dos pelos radiculares onde ocorre deple¢ao

de Pinorganico (P1), conforme Berbara e colaboradores (2006) esquematizaram (figura 1).
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Figura 1- Esquema ilustrativo da infeccdo de raiz absorvente por micorriza arbuscular onde se
destaca a ampliagdo da area de absor¢do do P pelas hifas extra-radiculares. Fonte: Esquema
gentilmente cedido por Berbara e colaboradores (2006).

Segundo Berbara e colaboradores (2006), que detalharam os processos metabdlicos
envolvendo a transferéncia de nitrogénio e fosforo para as raizes pelos fungos micorrizicos e
do carbono do vegetal para os fungos, a simbiose se estabelece pelo beneficio mutuo (planta-
fungo) que ocorre devido a presenca das hifas inter e extrarradiculares. Estas se diferenciam
em uma estrutura presente nas células do cortex radicular similar a um haustoério,
excessivamente ramificado, os arbusculos, onde ocorre a troca bidirecional de nutrientes entre
os simbiontes. E nessa estrutura que a planta fornece ao fungo compostos organicos fixados
via fotossintese, e recebe do fungo elementos minerais extraidos do solo (principalmente
fosforo e nitrogénio). A maior eficiéncia das hifas extrarradiculares em absorver nutrientes
do solo se deve a serem estruturas extremamente longas e finas, indo além da zona de
deplecao de nutriente em torno das raizes e aumentando a superficie de contato com o solo.

Descrevendo a sinalizagdo molecular e a transdugdo de sinais na formac¢ao de MAs,
Kiriachek et al. (2009) observa que nas interagdes planta-micro-organismo a percepcao mutua
ocorre antes do contato fisico propriamente entre eles, envolvendo ndo apenas moléculas do
exsudado de origem vegetal, mas também sinais moleculares de origem fungica. Embora os
mecanismos de comunicagdo fungo-planta sejam pouco estudados devido a dificuldade de
cultivo de FMAs na auséncia de plantas hospedeiras, sabe-se que o inicio da germinagdo dos
esporos no solo nao necessita de um sinal vegetal, j4 que os esporos podem germinar em
agua. Compostos volateis (p.e.CO,) exsudados pelas raizes podem estimular a germinagao
desses esporos, o que denota uma sensibilidade dos FMAs aos compostos presentes na

rizosfera vegetal. A busca de isolar o “fator de ramifica¢dao das hifas” (“Branching Factor”,



BF), num esfor¢o de identificacdo dos mecanismos envolvidos na germinagdo e infecc¢ao
pelos FMAs, constatou a presenca de uma proteina codificada pelo gene MtENODI1'.
Quanto aos compostos ativos no processo de comunicagdo entre os simbiontes, observou-se
que plantas nutricionalmente deficientes em P apresentaram concentracdo maior desses
compostos do que aquelas bem nutridas com P (KIRIACHEK et al, 2009).

A inibi¢ao da colonizacdo de raizes mediante a alta concentracao de Pi (fosforo
inorganico) no solo, o papel regulador de fitohormdnios (auxinas e citocininas) encontrados
em maior concentragdo nas rizosferas de plantas colonizadas ¢ o fato da formagdo de
apressorios de FMAs ocorrerem somente na presenca de tecidos da raiz, ndo sendo observado
em superficies sintéticas, denotando um reconhecimento especifico por células de raizes de
plantas simbiontes, indicam o envolvimento de importantes mecanismos sinalizadores e
estimulantes de MAs que necessitam ser melhores esclarecidos (NUNES er al, 2008;
KIRTACHEK et al, 2009; RAMOS et al, 2011).

Siqueira e colaboradores (2002) abordaram a formagao de arbtsculos, destacando que
eles promovem a “integragdo morfofisiologica, bioquimica e funcional” e o estabelecimento
do processo mutualista, o que resulta no “micotrofismo”, que ¢ a absor¢do de nutrientes pela
planta através do fungo.

Quanto a reproducao dos FMAs, Berbara e colaboradores (2006 ) salientaram que nao
existem evidéncias comprovadas que indiquem que esse fungos se reproduzam sexualmente.
Sugerem, entdo, maiores estudos para elucidacdo dos mecanismos de evolugdo dos mesmos,
assim como sua forma de manter a diversidade genética. A multiplicacdo de FMAs de forma
puramente assexuada estaria descartada por ser esta um obstaculo a evolucao da espécie, e a
consequente adaptacdo ao longo do tempo, devido ao acumulo de mutacdes deletérias
decorrentes da falta de variabilidade genética (BERBARA; SOUZA; FONSECA, 2006).

Ha dois tipos de crescimento no ciclo de vida dos FMAs: o crescimento assimbidtico,
que ¢ a germinacao de propagulos no solo (esporos, hifas e micélio) na auséncia de raizes e,
na presenca destas, realizam o crescimento simbiotico, que € a colonizacao do cortex radicular

garantindo a producao de novos propagulos (DURAZZINI, 2009).

! MtENODI11 ¢ um gene que codifica uma proteina rica em hidroxiprolina, componente da matriz
extracelular, cuja expressdo ¢ induzida durante o desenvolvimento de MAs. Mesmo que essa
molécula ndo tenha sido ainda identificada, nem a sua essencialidade para o estabelecimento das MAs
demonstrada, tal indu¢do de expressdao génica ¢ evidéncia direta da troca de sinais entre plantas e
FMAs. (KIRIACHEK et al, 2009).
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Tem-se em conta que a rizosfera de uma planta micorrizada torna-a possuidora de
maior tolerancia a ambientes distroficos devido a uma nutricdo mineral mais equilibrada
promovida pelos FMAs (CABELLO, 2006; KHAN, 2006). Por isso, ha o interesse cientifico
em identificar e quantificar seu potencial de biodegradacao de poluentes organicos como os
hidrocarbonetos do petrdleo.

Cabello (2006) afirmou que, teoricamente, os FMAs compensariam a redugdo do
crescimento de raizes de plantas simbiontes em solos poluidos, ja que, tal crescimento, torna-
se reduzido em plantas ndo micorrizadas devido a toxidade dos poluentes. Relatou, ainda, a
presenca no solo de diversas fontes de propagulos de algumas espécies de fungos bem
adaptadas a ambientes adversos, como esporos, hifas e fragmento de raizes com estruturas
arbusculares, possibilitando maior potencial bidtico para iniciagdo de novas colonias.

Entre as acdes desenvolvidas pelas micorrizas arbusculares destaca-se a acao
“biocontroladora” que ameniza o estresse causado por fatores diversos como metais pesados e
poluentes organicos (SIQUEIRA; LAMBAIS e STURMER, 2002). E esta caracteristica que
pode tornar os FMAs eficazes como coadjuvante na mitigagdo de impactos causados por

possiveis derramamentos de petroleo e seus derivados em solos de restinga.

2.4.2 “Dark Septate Endophytes” —DSE

As hifas hialinas dos FMAs sdo cenociticas, ou seja, ndo sao septadas (quando septada
indica envelhecimento do micélio) (BERBARA, SOUZA e FONSECA, 2006; SOUZA,
2005). No entanto, a investigacdo de raizes em busca de infeccdo de MAs pode apresentar
hifas septadas em meio ao micélio cenocitico dos FMAs, e que podem ndo ser hifas
envelhecidas destes fungos. Estudos em vegetacdo de ambientes semidridos tém relatado a
presenca de outro tipo de endomicorriza, cujas hifas sdo septadas e de colora¢ao mais escuras.
Os especialistas tém denominado estes fungos de “Dark Septate Endophytes” (DSE) ou
fungos endofiticos septados escuros (DSEF) (PEREIRA, 2011) e os incluem no grupo dos
Deuteromicetos (conidiais ou fungos imperfeitos) (JUMPPONEN e TRAPPE, 1998). Embora
seu papel ecologico ainda seja pouco conhecido, estudos prévios tém relatado uma “co-
colonizagdao” de DSE e FMAs em raizes de plantas hospedeiras (JUMPPONEN e TRAPPE,
1998; GARCIA, MENDOZA ¢ POMAR, 2012), porém os DSE também tém sido relatados
em espécies de plantas ndo-micorrizicas (REININGER; GRUNIG e SIEBER, 2012). Embora
os FMAs sejam cosmopolitas, os DSEs sdo particularmente encontrados em ambientes

estressados (GARCIA, MENDOZA ¢ POMAR, 2012; KNAPP; PINTYE e KOVACS, 2012).
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Reininger e colaboradores (2012) destacaram que espécies de DSE ndo podem ser
diferenciadas com base na morfologia, mas por meio de marcadores moleculares genéticos da
populagao.

Knapp e colaboradores (2012), investigando a colonizagdo de plantas nativas e
invasoras em areas arenosas semidridas nas estepes hiingaras, concluiram que 14 grupos de
DSE ali encontrados e identificados dominam 60% da colonizagdo, e que sdo similares aos
anteriormente relatados em pastagens aridas da America do Norte, confirmando a hipotese de
que tais grupos fungicos compartilham ambientes semiaridos em uma escala global.

Santos et al. (2010) ao considerar como “associagdo positiva” a simbiose entre DSE e
vegetais, mencionaram que a metodologia para preparagdo de raizes para observacao de
FMAs também permite a observacao de infecgdes por DSE, sugerindo ser apropriada a
avaliacao de ambas as infeccdes (DSE e FMAs). Entretanto, diferentemente dos FMAs, por
nao serem biotréfico obrigatorio os DSEs apresentam facilidade de crescimento em
laboratorio devido ao seu desenvolvimento em meio de cultura independentemente da

presenca de raizes (PEREIRA, 2011).

2.4.3 Diversidade de FMAs e de estruturas fingicas.

Muitos pesquisadores realizaram pesquisas taxondmicas para classificagdo de FMAs.
Gerdemann e Trappe, em 1974, foram os primeiros a proporem uma classificacdo em
separado para os fungos formadores de micorrizas arbusculares (BERBARA; SOUZA e
FONSECA, 2006). A discussao em torno de critérios metodologicos e parametros de
classificacdo e nomenclatura ainda ocupam parte da literatura consultada.

Os primeiros estudos incluiam os FMAs no filo Zygomicota baseados apenas na
morfologia dos mesmos. Porém estudos posteriores por analise filogenética das sequéncias de
DNA da subunidade menor do gene ribossomal (SSUrDNA) (SCHUBLER, A.;
SCHWARZOTT, D.; WALKER, 2001, 2010) afastavam os FMAs daquele grupo e sugeriram
a formagao de um grupo monofilético (grupo de espécies derivadas de um ancestral comum).
Desta forma foi criado o filo Glomeromycota no qual estdo incluidos todos os FMAs
(SCHUBLER, A.; SCHWARZOTT, D.; WALKER, 2001).

Goto e Maia (2006) alertaram para as inimeras terminologias que cada pesquisador
aplica a identificacdo dos esporos de FMAs segundo critérios proprios. Apontaram que as
estruturas propagativas tém sido descritas com nomes diferentes. Esse estudo aponta que cada

um dos filos de fungos tem um nome apropriado para seus esporos: ascésporos de
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Ascomycota, basidiésporos de Basidiomycota, zygésporos de Zygomycota. E com tais
fundamentos que propde um novo nome para os esporos do Filo Glomeromycota:
glomerésporos (GOTO; MAIA, 2006).

Berbara e colaboradores (2006) apresentaram trés géneros como abrangentes da
maioria das espécies de FMAs: Glomus, Acaulospora e Scutellospora, respectivamente com
104, 33 e 32 espécies das 197 descritas. Esses autores fazem uma ampla revisdo taxondmica
sobre o desenvolvimento da classificacdo dos FMAs e suas diversas mudancas, ampliando a
divisao dos FMAs.

A classificagdo geral apresentada por Silva (2008) foi detalhada anteriormente por
Berbara e colaboradores (2006) os quais apontaram a recente criagdo da ordem
Diversisporales para incluir quatro familias: Diversisporaceae ( género Diversispora, com 3
espécies descritas); a Gigasporaceae (géneros Gigaspora e Scutellospora, onde sdo descritas 7
e 32 espécies respectivamente); a Pacisporaceae (género Pacispora, com 7 espécies
descritas) e a Acaulosporaceae (géneros Acaulospora e Entrophospora com 33 e 5 espécies
descritas respectivamente). Além dessas, ali sdo descritas as demais ordens anteriormente
aceitas e suas respectivas familias e géneros correspondentes: Glomerales, familia
Glomeraceae (género Glomus com 104 espécies), Archaeosporales , familias
Archaeosporaceae (género Archaeospora, com 3 espécies) e Geosiphonaceae (género
Geosiphon, com 1 espécie) e, finalmente, a ordem Paraglomerales, familia Paraglomeraceae
(género Paraglomus, com 2 espécies). Esta relagdo totaliza 4 ordens , 8 familias, 10 géneros e
197 espécies descritas e classificadas, além de analise filogenética de sequéncia SSU rDNA,
com base em resultados “morfologicos, citologicos e moleculares” (WALKER et al., 2004
apud BERBARA et al., 2006). Deve-se, no entanto, atentar com cuidado para a “analise
filogenética baseada em um s6 gene [ observando-se que | a evolu¢do de genes nem sempre
segue o processo de especiacdo” (BERBARA, SOUZA e FONSECA, 2006). No caso de
FMAs, ¢ possivel e desejada a analise de outros genes conforme apresentado nos estudos
especificos. Com base em estudos recentes pode-se elaborar o diagrama apresentado na figura

2.
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Glomus — > 86

Funneliformis —— 11
[Fungi ] Glomeraceae Rhizophagus —> 10

Sclerocystis———> 10

N°®de espécies
| Familias Gnicros | PRI

Gigasporaceae Gigaspora ——— 7
Filos Scutellospora — = 32
-| Gigasporales Dentiscutataceae I—\ gi;(;ilfsf:fata g
—l Basidiomycota I Quatunica S5 7
| | Racocetraceae l—\_: Racocetra  __5 13
Coraspon —
—I Entrophosporaceae I—\_(: Entrophospora 4
Zigoncot Claroideoglomus?> 6
—I Acaulosporaceae I_\_‘i Acaulospora > 41
— Kuklospora —— 2
Deuteromycota —l Sacculosporaceae l—\— Sacculospora — 1
—| Pacisporaceae Ii Pacispora —p: '8
-| Glomeromycota I —-I Diversisporaceae |—|\ Diversispora —> 7
Otospora —> 1
Redeckera ——> 3
Paraglomerales Paraglomeraceae Paraglomus ——= 3

g
Geosiphonaceae |— Geosiphon ——> 1

—I Paraglomeromycetes .

Ambisporaceae |- Ambiospora ——

—I Archaeosporomycetes I—' Archaeosporales _| s Archaeospora 2
rchaeosporaceae l—— >

Figura 2 - Diagrama de classificagio dos fungos micorrizicos arbusculares (FMAs). “Inclui
sinonimias®. Fontes: Modificado de SchiiBler e Walker (2010); Oehl ez al (2011).

Estudo recente de revisdo das novas descobertas taxonomicas, baseado em estudos que
realizaram analises moleculares sistematizando os diversos grupos de FMAs
filogeneticamente, ampliou o nimero de classes (3), ordens (5), familias (13), géneros (31) e
espécies (282) do filo Glomeromycota (SCHUBLER; WALKER, 2010; OEHL et al., 2011),
denotando os constantes esforgos que a comunidade cientifica mundial realiza para se chegar
a um consenso na classificagdo dos FMAs.

Diferentes tipos de colonizagdo radicular podem ser encontrados nas micorrizas
arbusculares, os quais tém fungdes similares. As colonizagdes se distinguem
morfologicamente em dois tipos: a Paris e a Arum (figura 3). Estes termos advém do fato de o

primeiro tipo ter sido reconhecido hé cerca de 100 anos na espécie vegetal Paris quadrifolia,

? Oehl et al (2011) descrevem ainda 6 géneros, cada um contendo 1 espécie descrita, além dos relacionados no
diagrama acima : Glomeraceae: Simiglomus, Septoglomus ¢ Albahypha; Archaeosporaceae: Intraspora;
Entrophosporaceae: Viscospora, Diversisporaceae: Tricispora. 2- Schiifiler ¢ Walker (2010) descrevem o
género Claroideoglomus na familia Claroideoglomeraceae e ordem Glomales, no diagrama acima, este género
segue a classificagdo sugerida por Oehl (2011) que o insere na familia Entrophosporaceae, ordem
Diversisporales.
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e o segundo em Arum maculatum (Dickson, 2004). Na colonizacao do tipo Arum, as hifas
crescem intercelularmente, de maneira linear e longitudinal ao longo do espaco cortical,
formando estruturas finas e muito ramificadas nas células — os arbusculos. No tipo Paris,
hifas grossas enovelam-se intracelularmente, desenvolvendo hifas enroladas ou “coils”
(BERBARA,SOUZA ¢ FONSECA, 2006). O mesmo fungo pode formar os diferentes tipos
de colonizagdo dependendo da anatomia das raizes de diferentes plantas hospedeiras

(BRUNDRETT, 1996).

Figura 3. Imagens de colonizacao dimoérfica de FMAs. A- Colonizagdo micorrizica tipo Arum
onde as hifas se desenvolvem intercelularmente com aspecto linear; B- Colonizacao
micorrizica tipo Paris, onde as hifas grossas se enovelam intracelularmente formando “coils”.
Fonte: Imagens autorizada por Berbara e colaboradores (2006).

Khade (2008) estudando morfotaxonomia de Glomus rubiforme e Glomus
pachycaulis, espécies esporocarpicas de FMAs, através da andlise de seus “clamiddsporos”,
respectivamente amarelos e marrons, detalhou as caracteristicas taxonémicas de cada uma
dessas espécies por seus esporocarpos.

Segundo Goto e Maia (2005), a maioria de FMAs esporocarpicos (termo que inclui
espécies com esporos em grupos € espécies com estruturas mais complexas) ndo tem sua
distribui¢do bem conhecida. Esse estudo afirma que entre as espécies esporocarpicas apenas
duas pertencem ao género Acaulospora, enquanto todas as outras estdo incluidas no género
Glomus. Cinco espécies de Glomus presentes na Mata Atlantica e em areas cultivadas no
nordeste brasileiro foram identificadas por esses autores.

Goto, Costa e Maia (2009) alertaram para o cuidado que se deve ter nas observagdes
para identificacdao de espécies de FMAs, como cor e tamanho de esporos, ja que estes variam
por fatores intrinsecos ou ambientais. Por isso, individuos de uma mesma espécie coletados
em locais diferentes podem apresentar variagdo na cor e tamanho de seus esporos. Justifica-se
entdo que ndo se deve utilizar essas caracteristicas, exclusivamente, para classificagdo das

espécies encontradas em determinado sitio.
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Observa-se, pois, a importancia de cuidados na investigagao e classificacdo de fungos
em pesquisas que pretendam encontrar, selecionar e classificar FMAs, devido a grande

variedade e semelhanga de aspectos taxondmicos de suas espécies.
2.4.4 Ciclo de vida e forma de infec¢ao dos FMAs

Segundo Rivas (2006), o ciclo de vida dos FMAs passa por trés etapas: pré-infecgao,
colonizacdo e desenvolvimento micelial. O esquema na figura 4 apresenta resumidamente os

processos envolvidos nessas fases.

N3o encontrando rizosferade planta hospedeira, o

FASE DE PRE-INFECCAO

ATIVACAO DE
PROPAGULO

Esporo viavelemitem turbo
germinativoque cresce emforma
radiale erratica (micélio)

7
/;; )
At
4 {;
4

citoplasma volta a se retrair e o esporo retorna ao estado
latente.

* FASE DE COLONIZACAO

FORMACAO DE APRESSORIOS

O fungo adere a parede P
Celular formando apressorios por

‘ onde penetra na planta g ™ W)
HIFAS INTERCELULARES

DESENVOLVIMENTO

HIFAS DE EXPLORACAO
Alguns estudos indicam a
produgdo de 7 a 250m de hifas
externas, cuja fungao é captar
nutrientes (principalmente P).

Saoproduzidas de formas diferentes
(p.e. enoveladas) dependendo de cada

MICELIAL INTRA E enoveladas) d > de
EXTRARRADICAL i Pt ol e

“Trocas” de Q—)

nutrientes ARBUSCULOS
Planta-fungo . Penetram o plasmalema, poré!n
O fungo extrai “empurram” amembrana plasmatica
fotossintatos da da célula vegetal ocupando parte do
planta, fornecendo- espagodentro da parede celular sem
Ihe principalmente modificar aparentemente a raiz

aguae Pi. -
VESICULAS

Nadosao todos os géneros de
FMAs que formam essa
estrutura. Parece ter fungdo de
reserva de nutrientes.

@

Propagulos (esporos, micélio e
fragmentos de raizes
infectadas) podem iniciar um
novo ciclo. (RODRIGUES,2008)

Harelatos de que, em
ambientes haldfilos e
contaminados com metais, ha
um aumento do nimero de
vacuolos nas vesiculas com

ions de cloreto, sodio ou metais
(MIRANSARI, 2011)

Figura 4 - Ciclo de vida dos fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) - adaptado de RIVAS (2006).
Fotografias: Bruna Pozzebon, 2012.

Todas as estruturas infectivas dos FMAs, denominadas “propagulos” (esporos, hifas,
arbusculos, vesiculas ou mesmo fragmento de raizes micorrizadas) sdo capazes de iniciar uma
colonizagdo em uma raiz de planta simbionte (MAIA; SILVEIRA; CAVALCANTE, 2005;
BERBARA; SOUZA; FONSECA, 2006; SAGGIN JUNIOR; SILVA, 2002, RODRIGUES,
2008).
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Quanto aos processos metabdlicos dos FMAs para adaptarem-se a ambientes
estressados, Miransari (2011) destaca a presenga de elevado nimero de vactiolo nas vesiculas
produzidas pelos fungos entre as células corticais infectadas de plantas presentes em solos sob
estresse salino. Tais vactiolos nessas condigdes apresentam maior armazenamento de ions de
sal, tais como cloreto de s6dio, 0 mesmo ocorrendo com ions metéalicos em solos poluidos
com metais pesados. Essa adaptagdao fingica pode atenuar os efeitos desfavoraveis sobre o
crescimento das plantas. Sob tais condi¢des, os FMAs podem alterar a fisiologia da planta de
forma tal que permite a planta hospedeira suportar o estresse (MIRANSARI, 2011). Saggin
Junior (2002) enfatiza a importancia agricola e ecologica de tais modifica¢des, nao obstante o
desconhecimento de seus mecanismos fisiologicos exatos, ja que podem elevar a tolerancia da

planta ao estresse hidrico em ambientes secos.

2.5 Biorremediagao: conceitos e tipos

Vidali (2001), em sua revisao geral sobre tecnologias utilizada em remediagao de solo
contaminado, principalmente a biorremediacao, detalhou os diversos tipos utilizados in situ e
ex situ (remediacdo do solo realizada, respectivamente, no ambiente e fora do local de
contaminacao), caracterizando a biorremediacdo como a remog¢do de contaminantes do
ambiente por micro-organismos devido ao metabolismo que possuem e possibilitam a
remoc¢ao ou acumulacdo dos mesmos em estruturas celulares especificas. Exemplo de tal
adaptacdo ¢ o fato de ser observada nas vesiculas de FMAs oriundos de ambientes halofilos
ou poluidos a presenga de um elevado niimero de vacuolos armazenando ions de sddio e
cloreto, ou metais tragcos, podendo atenuar com isto “os efeitos desfavoraveis do estresse
sobre o crescimento das plantas” (MIRANSARI, 2011).

Bento (2008) ressaltou que reagdes quimicas combinadas com processos de
engenharia criam condigdes maximas para que os micro-organismos envolvidos na
biorremediacdo (principalmente bactérias e fungos) promovam a transformacdo dos
contaminantes organicos do solo. Em seu estudo relacionou as principais “substancias alvos”
da fitorremediacao, uma das técnicas utilizadas na remediacdo de solos contaminados. Na
fitorremediagdo incluem-se metais tragos (Pb, Zn, Cu, Ni, Hg, Se), hidrocarbonetos derivados de
petroleo (BTEX) e residuos orgénicos industriais (PCPs, PAHs), entre outros, como substancias alvos
(BENTO, 2008). O trabalho de Bento (2008) abordou a interagdo entre dois tipos de simbiose
rizosférica: FMAs e rizobios isolados de areas contaminadas na Refinaria Duque de Caxias

(REDUC) em solo com cinco niveis de contaminagdo por petréleo (0, 10, 30, 50 e 70 g.kg"). Este
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¢ um campo interessante de estudo, pois amplia o potencial de biorremediagdo dos solos
contaminados por hidrocarbonetos.

Silva (2009) fez uma ampla revisao sobre os diferentes processos biorremediadores de
hidrocarbonetos, detalhando-os: A bioestimulacao refere-se a técnica de melhoria dos fatores
ambientais , destacando-se o pH, o teor de umidade, a temperatura, o aumento de nutrientes
(fontes de carbono organico, fosforo, nitrogénio, etc.) e de aceptores finais de elétrons
estimulando a fitorremediagdo por micro-organismos presentes nas rizosferas. A
bioaumentacio refere-se ao aceleramento e o aumento da eficiéncia de degradacao do
poluente pela inser¢ao de micro-organismos que promovam a quebra dos hidrocarbonetos,
porém ndo originarios do ambiente onde ocorre a contaminagdo, € que vao agir
concomitantemente com os microrganismos autdctones. Silva (2009) ainda destaca que a
eficiéncia do processo de bioaumentagado ja foi comprovada em experimentos com sedimento
arenoso, onde o resultado identificou que a fragdo pesada do 6leo contaminante foi reduzida
em 31% apods a consorciagdo de micro-organismos exogenos.

Jacques (2007), recomendando a biorremediagdo de solos poluidos com
hidrocarbonetos de petroleo, relata resultados conflitantes de estudos que testam a
bioestimulacdo com N e P no solo contaminado. Em seu estudo destaca que a bioaumentagao
reduziu a degradacao de HPAS.

Biopilhas, compostagem, biorreatores e incinera¢do sdo variantes de técnicas de
remediacdao de solo ex situ (CASTRO et al, 2005; SILVA, 2009). Usualmente, o campo
utilizado na landfaming situa-se proximo ao local de producao dos residuos, podendo por isso

ser considerado uma técnica in situ.

2.5.1 Fitorremediacao de solos poluidos

Diversas plantas apresentam propriedades favordveis a fitorremediagdo, tais como
crescimento rapido, alta produgdo de biomassa, competitivas, vigor e tolerancia a poluigdo, e
por isso podem ser usadas em acgdes de despolui¢ao de solos (LAMEGO e VIDAL, 2007).

Inimeras pesquisas foram realizadas com fitorremediacdo na ultima década.
Tecnologias promissoras tém sido aplicadas em varias escalas para o tratamento de poluentes
moderadamente hidrofobicos, tais como benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno (BTEX)
(BARAC et al., 2004) e também metais pesados, agrotoxicos, explosivos, solventes clorados

e residuos toxicos de industria (ANSELMO ¢ JONES, 2005).
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Segundo Lamego e Vidal (2007), sdo cinco os tipos de fitorremediagao citados na

literatura que relacionam processos fisiolégicos de plantas a micro-organismos simbiontes, 0s

quais podem ser empregados, dependendo da natureza quimica ou da propriedade do poluente

(BENTO, 2008):

Fitoestabilizagcdo : Uso de plantas especificas para estabilizagao dos poluentes no solo,
prevenindo perdas por erosao ou lixiviagao (LAMEGO e VIDAL, 2007).
Fitodegradagdao : Aqui, as atividades enzimdticas das plantas degradam poluentes
organicos diretamente ou indiretamente com a participacdo de enzimas de micro-
organismos simbiontes. Herbicidas, trinitrotolueno e tricloroetileno (TCE) sdo degradados
em processos enzimaticos que envolvem glutationa e citocromo P-450 monoxigenase,
mineralizando completamente os poluentes a compostos inorganicos (dioxido de carbono,
agua e minerais) ou a intermediarios estaveis armazenados na propria planta. Embora a
fitodegradagdao seja geralmente atribuida a planta, a presenga de micro-organismos
endofiticos sdo importantes para esse processo ocorrer (BARAC et al., 2004; LAMEGO e
VIDAL, 2007).
Fitovolatilizagdao: Nesse processo, ocorrem a absor¢do pelas raizes e a incorporacao dos
poluentes no tecido da planta, convertidos em formas ndo toéxicas e volatizados na
atmosfera (LAMEGO e VIDAL, 2007).
Fitoextragdo : Espécies vegetais que promovem a extracao de poluentes do solo fazendo-
os acumularem-se em seus tecido sdo chamadas de hiperacumuladoras, caracterizando
esse tipo de fitorremediacao(LAMEGO e VIDAL, 2007; BENTO, 2008).
Fitoestimulacdo : E a estimulagio da degradacdo de poluentes orginicos por micro-
organismos simbiontes (como as micorrizas) presentes na rizosfera de plantas,
estimulados pelos exudados do vegetal como fonte de carbono. Esse processo ¢ utilizado
em limpeza de ambientes contaminados por compostos organicos hidrofobicos (como o
petroleo e seus derivados), os quais ndo podem ser absorvidos pelas plantas. As
micorrizas presentes na rizosfera participam no processo de degradacdo dos
hidrocarbonetos de petrdleo e, consequentemente no crescimento da planta, favorecendo a
dissipacdo dos poluentes (KAIMI et al., 2006; BENTO, 2008). Na fitoestimulagdo pode-
se incluir a rizorremediacao e a micorrizorremediagdo por abrangerem relacdo simbidtica
em rizosfera de vegetais fitorremediadores.

Além dessas técnicas, Bento (2008) acrescentou mais duas outras em sua revisao:
Rizofiltragdo : Técnica que utiliza espécies vegetais aquaticas que possuem potencial de

remog¢do de contaminantes em meio aquoso, com o objetivo de reduzir a concentragdo de
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nitrogénio , fosforo e outros poluentes. O melhoramento da qualidade de aguas residuais
tem sido o principal objetivo desta técnica.

* A fitomineragao ¢ aplicada em remediagao de solo com presenga de baixa concentragao de
metais (menores que 1%), tanto por contaminantes (fitorremediacdo), como por metais de
interesse econdomico (fitoextragao).

Carneiro, Siqueira ¢ Moreira (2002) estudando processos em fitoextracdo de metais
pesados com diversas espécies vegetais, constataram que Pffafia sp € hiperacumuladora de
cadmio (Cd) e zinco (Zn). Das 31 espécies vegetais analisadas nesse estudo de
fitorremedia¢ao de cddmio e zinco, além de Pffafia sp, apenas 6 espécies (embora menos
tolerantes) foram consideradas promissoras para revegetacdo de areas contaminadas com
esses metais pesados : 7. repens, E. mexicana, C. dactylon, Cyperus sp, A. strigosa ¢ C.
ciliares. As espécies Sidas glaziovii, Bidens pilosa, Rhynchelytrum repens, Cenchrus
echinatus e Nicandra physaloides foram consideradas extremamente sensiveis a
contaminacao do solo por Zn e Cd, nao sendo indicadas para acdes de fitorremediagdao de
solos poluidos por esses metais.

Diversos estudos relatam a utilizacdo de Brachiaria em experimentos de
rizorremediacdo de solo contaminado com hidrocarbonetos do petrdleo e metais pesados,
inclusive em associagdo com FMAs (CARNEIRO; SIQUEIRA; MOREIRA,2002; SILVA;
SIQUEIRA; SOARES,2006; NAKATANI et al., 2008; CEOLA, 2010). Abordando o carater
facultativo que algumas plantas apresentam em relagdo a simbiose com FMAs, destacando a
dependéncia delas da associacdo com esses fungos em solo distrofico, principalmente pela
baixa disponibilidade de fosforo inorganico (Pi) e insuficiéncia de absorcao deste nutriente
por tais vegetais, Berbara e colaboradores (2006) citaram como exemplo a Brachiaria
decumbens.

Santos e colaboradores (2007) também estudaram Brachiaria decumbens em
fitoestabilizacdo de Zn e Cd e observaram que esta espécie apresentou tolerancia a esses
metais presentes no residuo industrial apos tratamento de contengdo quimica com silicato de
calcio e lodo de biodigestor de cervejaria. Apresentaram entdo esta técnica como um tipo de
bioestimulacao a fitorremediagdo destes metais.

Em revisdo sobre os processos de fitorremediacao Lamego e Vidal (2007) relataram
Pennisetum purpureum (capim-elefante), Brachiaria decumbens (capim-braquiaria) e
Pennisetum graucum (milheto forrageiro) como fitorremediadores de cromo.

Tang e colaboradores (2010) utilizaram Lolium multiflorum L. (Azevém) para

degradacao de dleo diesel. Os autores citam ainda outros estudos com vegetais comumente
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usados em pesquisa sobre remediacdo de solo contaminado por petroleo: Sorghum bicolor
(sorgo), Linum usitatissumum (linhaga), Pannicum sp., Eleusine indica ( L.) Gaerth (capim-
pé-de-galinha), Festuca arundinacea (Festuca, Tall Fescue) e Phaseolus coccineus, além de
outros vegetais serem ali citados como potenciais fitorremediadores, como os centeio, milho,
alfafa e arroz.

Paula, Soares e Siqueira (2007) estudaram a fitorremediagdo de antraceno e creosoto
pela presenca do FMA Glomus etunicatum em rizosfera de Pueraria phaseoloides. Muitos
outros estudos relatam resultados positivos da fitorremediacdo de poluentes inorganicos e
organicos (CASTRO et al, 2005; KAIMI et al., 2006; SILVA; SIQUEIRA; SOARES, 2006;
JACQUES et al, 2007; LAMEGO; VIDAL, 2007, SANTOS, 2007, TANG et al, 2010;
KATHI ; KHAN, 2011; RIVAS, 2012;) . No entanto, Lamego e Vidal (2007) observaram que
poucas pesquisas tém sido conduzidas sobre as relagdes entre o crescimento radicular das
plantas, a atividade microbiana e a degrada¢dao de contaminantes realizados por micorrizas.
Nao obstante, estes pesquisadores afirmaram que, geralmente, tanto o crescimento vegetal
simbionte ¢ a dissipacdo de hidrocarbonetos de petroleo ¢ favorecida pela presenca de
micorrizas.

Estudos sobre biorremediacao de solos relataram dilui¢des experimentais com diversas
doses de derivados do petroleo: Jacques (2005) adicionou 500mg de antraceno - um HPA
(Hidrocarboneto policiclico aromatico) - por quilo de solo. O que corresponde a 0,10g (116 ul
ou 0,05%) de poluente em 200g de substrato-teste. Jacques (2007) relata experimento de
biorremedia¢io com utilizagio de 1.017mg por Kg™' de solo de uma mistura de 16 HPAs,
correspondendo a 203 mg (235 ul ou 0,01%) em 200g de substrato. TANG (2002) relata uma
concentragao 6,19% de petroleo no solo contaminado estudado, equivalente a 12,38g (14,30
ml) de poluente em 200g de solo. Oténio (2005) trabalhando com biodegradagdo de BTX
(Benzeno, tolueno e xileno) em meio liquido por Pseudomonas putida utiliza as
concentracdes de 50mg .L”' e 33,33 mg.L" correspondentes a concentragdo de 0,05% e
0,03% de tolueno no substrato respectivamente. Ogbo (2008) utiliza cinco diferentes niveis
de contaminacao preparadas com agua destilada. Aproximadamente 1, 2, 3, 4, e 5% foram
preparados adicionando 0,8, 1,62, 2,43, 3,24 e 4,05 ml de combustivel para motores diesel em
10 ml de agua destilada, respectivamente. A agua contaminada foi utilizada para umedecer
papel de filtro nas placas de Petri. Jacques (2005) adicionou 500mg de antraceno - um HPA
(Hidrocarboneto policiclico aromatico) - por quilo de solo. O que corresponde a 0,10g (116 pl

ou 0,05%) de poluente em 200g de substrato-teste. Jacques (2007) relata experimento de
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biorremedia¢do com utilizacdo de 1.017mg por Kg™' de solo de uma mistura de 16 HPAs,
correspondendo a 203 mg (235 pl ou 0,01%) em 200g de substrato. TANG (2002) relata uma
concentracdo 6,19% de petrdleo no solo contaminado estudado, equivalente a 12,38g (14,30
ml) de poluente em 200g de solo. Oténio (2005) trabalhando com biodegradagdo de BTX
(Benzeno, tolueno e xileno) em meio liquido por Pseudomonas putida utiliza as
concentragdes de 50mg L' e 33,33 mg.L'1 correspondentes a concentracdo de 0,05% e
0,03% de tolueno no substrato respectivamente. Ogbo (2008) utiliza cinco diferentes niveis
de contamina¢do preparadas com agua destilada. Aproximadamente 1, 2, 3, 4, e 5% foram
preparados adicionando 0,8, 1,62, 2,43, 3,24 e 4,05 ml de combustivel para motores diesel em
10 ml de agua destilada, respectivamente. A agua contaminada foi utilizada para umedecer
papel de filtro nas placas de Petri. Jacques (2005) adicionou 500mg de antraceno - um HPA
(Hidrocarboneto policiclico aromatico) - por quilo de solo. O que corresponde a 0,10g (116 ul
ou 0,05%) de poluente em 200g de substrato-teste. Jacques (2007) relata experimento de
biorremediacdo com utilizagio de 1.017mg por Kg™' de solo de uma mistura de 16 HPAs,
correspondendo a 203 mg (235 pl ou 0,01%) em 200g de substrato. TANG (2002) relata uma
concentragcdo 6,19% de petrdleo no solo contaminado estudado, equivalente a 12,38g (14,30
ml) de poluente em 200g de solo. Oténio (2005) trabalhando com biodegradagio de BTX
(Benzeno, tolueno e xileno) em meio liquido por Pseudomonas putida utiliza as
concentragdes de 50mg L' e 33,33 mg.L'] correspondentes a concentracao de 0,05% e
0,03% de tolueno no substrato respectivamente. Ogbo (2008) utiliza cinco diferentes niveis
de contaminacao preparadas com agua destilada. Aproximadamente 1, 2, 3, 4, e 5% foram
preparados adicionando 0,8, 1,62, 2,43, 3,24 e 4,05 ml de combustivel para motores diesel em
10 ml de agua destilada, respectivamente. A agua contaminada foi utilizada para umedecer
papel de filtro nas placas de Petri. Jacques (2005) adicionou 500mg de antraceno - um HPA
(Hidrocarboneto policiclico aromatico) - por quilo de solo. O que corresponde a 0,10g (116 ul
ou 0,05%) de poluente em 200g de substrato-teste. Jacques (2007) relata experimento de
biorremedia¢io com utilizagio de 1.017mg por Kg™' de solo de uma mistura de 16 HPAs,
correspondendo a 203 mg (235 ul ou 0,01%) em 200g de substrato. TANG (2002) relata uma
concentracao 6,19% de petroleo no solo contaminado estudado, equivalente a 12,38g (14,30
ml) de poluente em 200g de solo. Oténio (2005) trabalhando com biodegradagdo de BTX
(Benzeno, tolueno e xileno) em meio liquido por Pseudomonas putida utiliza as
concentracdes de 50mg .L” e 33,33 mg.L" correspondentes a concentragdo de 0,05% e

0,03% de tolueno no substrato respectivamente. Ogbo (2008) utiliza cinco diferentes niveis
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de contamina¢do preparadas com agua destilada. Aproximadamente 1, 2, 3, 4, e 5% foram
preparados adicionando 0,8, 1,62, 2,43, 3,24 e 4,05 ml de combustivel para motores diesel em
10 ml de agua destilada, respectivamente. A dgua contaminada foi utilizada para umedecer

papel de filtro nas placas de Petri.

2.5.2 Micorrizorremediagao

A caracteristica cosmopolita dos FMAs ¢ comumente apresentada nos estudos sobre
estes fungos. Tal caracteristica possibilita estuda-los em diversos ambientes e avalia-los em
inumeras biotecnologias aplicadas ao solo, inclusive naquelas que visam eliminar residuos
toxicos em ambientes contaminados, como por exemplo, agrotoxicos, metais pesados e
hidrocarbonetos do petroleo. As técnicas de biorremediacdo com micorrizas podem ser
aplicadas tanto ex situ como in situ (CASTRO et al, 2005; NAKATANI, 2008; BENTO,
2008; SILVA, 2009).

A técnica de se utilizar fungos micorrizicos para biorremediacdo de solo contaminado
por atividade antropogénicas foi também denominada de “Mycorrhizoremediation” por Khan
(2006), que relatou a importancia do estudo das raizes de plantas e a diversidade da
microbiota do solo e sua associagdo com bactérias, fungos e microfauna em seu papel na
remediacao bioldgica de solos contaminados. Destacou, ainda, a universalidade da presenca
de FMAs nas rizosferas de plantas e as qualidades desses fungos como biofertilizantes e
biodegradadores em solos poluidos, sugerindo que mais estudos que esclarecam tais
mecanismos sejam realizados.

A associacdo micorrizica se torna mais importante ainda em ambientes degradados e
solos empobrecidos de minerais (DURAZZINI, 2009) como ¢ o caso dos solos arenosos
distroficos encontrados em restingas, sendo que estas sdo extremamente vulneraveis aos
acidentes com exploragdo e transporte de petroleo e seus derivados que tém se intensificado
mediante o aumento da pressdo antrdpica sobre seus ecossistemas.

Gogosz e colaboradores (2010) realizaram estudo de germinacao e desenvolvimento
de Campomanesia xanthocarpa (gabiroba) em solo contaminado por derramamento de
petroleo de uma refinaria em Araucdria-PR  em 2000, assim como o desenvolvimento da
mesma espécie em solo proveniente do local do derramamento biorremediado por 5 anos, e
concluiu que a biorremediacdo amenizou o efeito do contaminante no desenvolvimento da
plantula em 30 e 60 dias de experimento. O estudo abrangeu uma revisdo sobre os impactos

na germinagdo e desenvolvimento de diversas espécies vegetais causados por contaminagdes
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por petroderivados, apontando para a importancia da biorremediagdo de ambientes poluidos
com estes compostos.

Cabello (2006), Paula, Siqueira e Soares (2006) e Bento (2008), em estudos sobre
FMAs e suas potencialidades para degradagao de hidrocarbonetos do petroleo, realizaram a
separacao de esporos desses fungos, identificando-os e classificando-os, apresentando
resultados positivos quanto a sua capacidade de biorremediacdao. A reducdo de absor¢ao de
contaminantes do solo pela planta micorrizada se d& pela capacidade de adsor¢do das
substancias toxicas pelas paredes das hifas dos FMAs devido aos polissacarideos
extracelulares ai produzidos, o que aumenta a tolerancia dessas plantas a esse tipo de
ambiente (NOGUEIRA, 2007).

Sobre o mecanismo utilizado pelos FMAs para degradacao de substancias toxicas em
solos poluidos e da contribuicdo na agregacao do solo, Khan (2006) relatou a importancia das
proteinas relacionadas com as glomalinas para esses processos ocorrerem. Destacando a
importancia dos exsudados de fungos simbiontes no processo de agregacao de solos dunares
de restinga, Rodrigues (2008) relata as valiosas acdes ecoldgicas dos FMAs para o meio
ambiente, entre elas o favorecimento da estabilizagcdo dos solos promovida pela acao fisica do
micélio fingico e pela agdo da glomalina. Berbara e colaboradores (2006) apresentaram dois
provaveis fatores para agregacdo e estabilidade dos solos: um fisico, pelas hifas extra-
radiculares envolvendo e enovelando particulas minerais e organicas do solo, e outro
quelante, gragas a acao das glomalinas.

Paula, Soares e Siqueira, (2006) e Nakatani e colaboradores (2008), analisando a
atividade de FMAs em solo de “landfarming”, relataram que h4a maior capacidade de
estimulacdo da degradacdo de hidrocarbonetos de petrdleo no solo com plantas micorrizadas
acelerando o processo de biorremediagao.

Silva (2009), descrevendo as diversas técnicas disponiveis hoje para remediacao de
solos contaminados por hidrocarbonetos do petroleo, destacou que as “Tecnologias Verdes”,
onde os processos biologicos estdo inseridos, t€ém maior aceitagdo publica do que os métodos
fisico e quimicos de remedia¢do, visto que apresentam baixo custo, possibilidade de aplicagao
para tratamento in situ e eficiéncia elevada para a biodegradacao de diversos contaminantes.

Baseado em diversos estudos sobre remediagcdo de solos por FMAs, Nogueira (2007)
afirmou que, embora os mecanismos de tolerancia a ambientes poluidos com metais ndo
tenham ainda sido elucidados, sabe-se que isolados provenientes de sitios contaminados sao
mais resistentes quando expostos a mesma situacdo de presenca de metais. A variagdo de

tolerancia aos contaminantes, que pode ocorrer conforme a origem dos FMAs pré-expostos ou
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nao aos agentes toXicos, sugere que testes comparativos com espécies de fungos cultivados
em vasos contaminados e ndo-contaminados com hidrocarbonetos devam ser realizados. A
analise dos estudos citados acima apresenta as micorrizas, principalmente as MAs, com
potencial de depuragao do ambiente contaminado, promovendo o restabelecimento da biota
do solo e melhor recuperagao das espécies vegetais simbiontes.  Paula, Siqueira e Soares
(2007), estudando a fitorremediagao de antraceno e creosoto em solo de landfarming por
Brachiaria brizantha e Pueraria phaseoloides, concluiram que esta ultima ¢ indicada para
biorremediacdo de areas impactadas por hidrocarbonetos do petroleo. Tal resultado
relacionou-se a presenca do FMA Glomus etunicatum em suas raizes enquanto que
Brachiaria brizantha (sensivel a presenca de HAPs) ndo foi encontrada colonizada por
FMA:s.

Cabello (2006) discute os efeitos de hidrocarbonetos do petrdleo sobre a colonizacgao
micorrizica, comparando o potencial de colonizagdo entre propagulos encontrados em solo
poluido e nao poluido em experimentos realizados na Argentina e Alemanha. Seus resultados
indicaram maior presen¢a de arbusculos nas raizes que foram colonizadas por propagulos em
solo nao poluido. No entanto, verificou também um alto potencial de colonizagdo dos FMAs
em solo poluido por hidrocarbonetos, constatando maior presenca de vesiculas nos vegetais
estressados pelo poluente, ndo obstante observar uma menor presenga de esporos nesse tipo
de solo. Ou seja, a presenca de arbusculos nas raizes diminuiu a medida que o estresse
causado pelo poluente aumenta, enquanto que o contrario se observou em relacdo a presenca
de vesiculas. Cabello (2006) ainda sugere a busca de mais informagao sobre FMAs em solos
poluidos por hidrocarbonetos, tais como limites de tolerancia, os efeitos da adicdo de
nutrientes, as espécies eficientes na promocao do crescimento e sobrevivéncia vegetal, ¢ a

avaliacao do papel de varios tipos de propagulos desses solos.

2.6 As restingas e a formagao psamofila-reptante

O termo restingas tem sido utilizado para designar ecossistemas costeiros que se
desenvolveram sobre depositos litoraneos arenosos costeiros quaternarios originados pelos
movimentos de transgressao e regressao marinhos e pela deposi¢do de sedimentos de origem
fluvial. Fitogeograficamente, denomina-se o conjunto de comunidades vegetais, distribuidas
em mosaico, associado a esses depositos arenosos costeiros quaterndrios e aos ambientes
rochosos litoraneos. (ASSUMPCAO e¢ NASCIMENTO, 2000; SANTOS; SYLVESTRE;
ARAUJO, 2004; ARAUJO et al., 2009; BOHRER, 2009; BRASIL,2009).
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Segundo Assumpg¢do e Nascimento (2000), o ambiente geologico recente das
formacdes de restingas, caracterizado por suas diferengas geomorficas, pedologicas e
climaticas, foi colonizado por espécies vegetais provenientes de outros ecossistemas (Mata
Atlantica, Tabuleiros e Caatinga) com varia¢des fenotipicas devido as condi¢des diferentes do
seu ambiente original.

Nessas faixas litoraneas, ao longo da costa brasileira, sdo encontradas diversas
formacdes vegetais nas quais se encontram, bem adaptadas, plantas de fisionomias herbaceas
salinas, entre elas, a formacdo “praial-gramindide”- nomenclatura adotada por Assumpgao e
Nascimento (2000), entre muitas outras nomenclaturas existentes e revisadas por Thomaz e
Monteiro (1992) e Silva (1999).

Thomaz e Monteiro (1992) relata uma formagao vegetal na zona de marés, a qual
denomina de ‘“formacgdo halofila”. Esse autor ainda discute as caracteristicas das duas
formacdes situadas dentro e no limite da zona de marés, observando a dificuldade em separar
as duas comunidades ali presentes: a halofila e a psamoéfila-reptante onde tanto em uma
quanto em outra se pode encontrar individuos com caracteristicas psamofitas (plantas
reptantes) e halofiticas (com adaptagdes para ambiente salgado) e que apresentam relagdes
ecologicas estreitas. Por isso o autor se refere a elas como uma tUnica formagdo vegetal :
“formacao halo6fila-psamofila”.

Kuster (2010), que denomina de “formacdo haléfila-psamofila reptante” toda a regido
dunar que limita as marés, discute as caracteristicas “eutroficas” daquele solo pela presenca
marcante de sodio originado pelo spray marinho (salsugem), ndo obstante o solo seja
caracterizado como “pobre” ou “distrofico” devido a deficiéncia dos demais nutrientes.

Boher (2009) e Aratjo e colaboradores (2009), que mapearam detalhadamente as
formacdes vegetais do Centro de Diversidade Vegetal de Cabo Frio-RJ, onde estd inserida a
Restinga de Massambaba, utilizaram nomenclaturas diferentes para todas as formagdes
proximas a praia, designando-as simplesmente de “formac¢do psamofila-reptante”,
nomenclatura ora adotada neste estudo. Ocorre uma baixa densidade populacional de vegetais
na zona varrida pelas marés, ocasionado por eventos ciclicos de marés de tempestades que
reduzem drasticamente a biomassa ¢ a densidade das populacdes naquela area (SEELIGER,
1988).

As restingas do Centro de Diversidade Vegetal de Cabo Frio no Rio de Janeiro, Brasil,
sdo possuidoras de uma riqueza exuberante, ¢ a Restinga de Massambaba tem sua importancia
apresentada por Aratjo et al (2009) e Bohrer et al (2009) com alta diversidade vegetal sobre

planicie areno-argilosa e seriamente ameacada por atividades antrépicas degradadoras.



26

Caracteristicas especiais promovem nesse ecossistema costeiro do Rio de Janeiro um
clima peculiar do litoral do sudeste, abrigando espécies vegetais endémicas as restingas e
mais de 14 espécies que somente ocorrem em restingas € na mata atlantica do Estado
(ARAUIJO et al, 2009).

As rizosferas de formagdes vegetais em dunas litoraneas apresentam espécies de
fungos, que numa relacdo mutualistica - as micorrizas - possibilitam que tais plantas
sobrevivam em um ambiente tdo adverso em suas caracteristicas fisico-quimicas e climaticas
(SILVA et al., 2010; CORDAZZO & STURMER, 2007).

As caracteristicas ambientais da restinga de Massambaba fazem dela importante
bidtopo para a biodiversidade local (PETROBRAS, 2008), caracteristicas essas fortemente
influenciadas pelo clima peculiar da regiao (figura 5). Segundo Boher (2009), suas condigdes
climaticas sao resultantes da interacdo de diversos fatores, entre eles esta o efeito provocado
pela ressurgéncia, caracterizada pelo deslocamento da massa oceanica superficial aquecida
pelos ventos e a migracao vertical de aguas frias de subsuperficie, o que inibe a formacao de
cumulus. Juntamente com a inexpressiva existéncia de chuvas causadas pelo relevo (“menor
controle orografico”) devido ao afastamento do topo da Serra do Mar em direc¢ao ao litoral, o
resultado ¢ a diminuicdo da taxa de precipitacao nessa faixa litoranea (BOHER, 2009), o que
lhe imprime aspectos fitossocioldgicos diferenciados do seu entorno, apresentando vegetagao
“enquadradas na definicdo de florestas secas”, caracteristica do semidrido nordestino
(ANDRADE, 2005). Tais condicdes, as quais estdo associadas a sua historia geomorfologica e
ao clima semiarido, originaram na Restinga de Massambaba uma diversidade floristica

numerosa que necessita ser conservada (ARAUJO et al., 2009).
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Figura S- Isoictas de precipitagdo na porgdo leste do estado do Rio de Janeiro onde est situado o
Centro de Diversidade Vegetal de Cabo Frio (ARAUJO et al., 2009). A Restinga de Massambaba (seta
e retdngulo em destaque) estd inserida numa area onde a taxa de precipitag:éo anual é de
aproximadamente 800 mm ou menos por ano (BOHER ez al, 2009; ARAUJO et al., 2009). Fonte:
Servigo Geoldgico do Brasil — (CPRM, 2012) - Adaptado.

Quanto a diversidade vegetal que caracterizam o ecossistema de restinga, Araujo e
colaboradores (2009) apresentaram dez tipos de formagdo vegetal na Restinga de
Massambaba. Sao catalogadas e classificadas 664 espécies vegetais distribuidas em 118
familias de angiospermas e pteridofitas. Sdo também identificadas espécies halofitas e
psamofitas ocupando uma extensa faixa proéxima a praia em todo o seu corddo arenoso
(PETROBRAS, 2008; ARAUJO et al, 2009; THOMAZ, L. D.; MONTEIRO,1992) .

Como caracteristica seletiva para este ambientes alguns vegetais apresentam estomatos
apenas na face abaxial das folhas (hipoestomaticas), caracteristica presente em R. maritima
relatada por BOEGER ( 2006). Segundo Alves et al (2009) o Brasil possui quinze géneros de
Cyperacea, e cinco desses sao monoespecificos, entre eles a Remirea maritima. Ou seja, em
qualquer ambiente de restinga no Brasil esta ¢ a Unica espécie encontrada de Remirea. Isso se
confirma no levantamento fitossociolégico na Restinga de Massambaba realizado por Araujo
et al (2009) onde a unica espécie do género listada € a Remirea maritima Aubl, o que também
se confirma na “Lista de Espécies da Flora do Brasil” (ALVES et al., 2012). Alves et al
(2009) acrescentam que as Cyperaceas sdao potenciais bioindicadores de ecossistemas

saudaveis.
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A Remirea maritima possui distribui¢do fitogeografica desde o sul da América do

Norte até a Australia, ja identificada por diversos especialistas em todo o mundo

(PICKERING,2012) (figura 6).

Figura 6 — Mapa’ apresentando a distribui¢io fitogeografica de Remirea maritima elaborado pela
Discover Life (PICKERING,2012).

2.6.1 Presenca de FMAs em zonas costeiras

Koske (1988) investigou a presenca de FMAs em rizosferas de plantas de dunas no
Havai e encontrou algum nivel de colonizagdo em todas as plantas estudadas, entre elas, Batis
maritima, Cocos nucifera, Ipomoea brasiliensis, Pennisetum setaceum , Prosopis pallida,
Scaevola taccada, e Sporobolus sp. O género Glomus foi o mais frequente das espécies
encontradas, e, ao contrario dos demais, esteve presente em todos os sitios estudados.
Também foi relatada alta taxa de frequéncia do género Sclerocystis em rizosferas de Scaevola,
Cocos, Pennisetum, Ipomoea e Batis, ¢ do género Scutellospora em rizosferas de Scaevola,
Ipomoea, Pennisetum, Cocos, and Sporobolus.

Cordazzo e Stiirmer (2007) avalizaram a ocorréncia de FMAs em dunas costeiras no
Sul do Brasil em gramineas da espécie Panicum racemosum € constataram a presenca de 10

espécies de FMAs em dunas incipiente, dunas frontais e dunas fixadas. Dois géneros, dos

>0 mapa de distribuigdo fitossocioldgica de Remirea maritima, apresentado virtualmente no site Discover Life
(PICKERING,2012), possui forma interativa, no qual se pode acessar os registros de arquivos ¢ de exsicatas de
herbarios internacionais, tais como Global Biodiversity Information Facility, Missouri Botanical Garden
database ¢ Plants Database, United States Department of Agriculture database. Disponivel em: <
http://www.discoverlife.org/mp/20m?act=make_map > e < http://eol.org/pages/29459/media>.
Acesso em: 20 de maio 2012
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quatro encontrados, foram dominantes: Scutelospora predominou nas trés areas estudadas,
enquanto que Glomus na rizosfera de Panicum em dunas fixas. Ao comparar com outros
estudos que avaliaram plantas adaptadas a dunas costeiras, esses autores constataram o baixo
percentual (<1%) de colonizagdo em Panicum na éarea estudada.

Rodrigues (2008), avaliando o efeito da inoculacdo de FMAs associada a adubagao
nitrogenada em Clusia fluminensis presente na Restinga da Marambaia, RJ, destacou a
importancias desses fungos para a reabilitacdo de areas tropicais onde predominam solos de
baixa fertilidade, sendo essenciais para o sucesso da revegetagao.

Braga (2008), desenvolvendo estudo com a espécie de palmeira Allagoptera arenaria
na Restinga de Marambaia- RJ avaliou a associacdo de FMAs e bactérias fixadoras de
nitrogénio na rizosfera daquele vegetal e encontrou uma alta taxa de coloniza¢ao em todas as
areas avaliadas. Destacaram-se ali os géneros de maior frequéncia: Glomus, Acaulospora e
Gigaspora.

Oliveira (2009), em estudo em area de restinga no litoral do Estado da Paraiba,
caracterizou comunidades de FMAs presentes em area de dunas revegetadas avaliando sua
influéncia no desenvolvimento das espécies vegetais nativas Tabebuia roseo-alba e Tocoyena
selloana. Seu estudo avaliou a produgdo de proteinas do solo relacionadas a glomalina
(PSRQG), densidade e diversidade de esporos presentes nas rizosferas dos vegetais estudados
relatou a presenca de colonizagdo micorrizica em Tabebuia, com frequéncia de 80%, e em
Tocoyena a frequéncia foi de 60%.

Silva (2010), buscando determinar a situagdo de comunidades de FMAs em areas de
dunas impactadas por mineracdo e revegetadas, realizou comparagdo dessas areas com outras
areas de restinga: mata de restinga arborea preservada, restinga praiana e dunas revegetadas.
Esse autor relatou a maior ocorréncia de glomerosporos € maior nimero de propagulo
infectivos em mata de restinga arborea preservada e em area de duna revegetada.

Em todos os estudos que investigaram rizosferas de plantas em zonas costeiras,
destacou-se a importancia dos FMAs para adaptacdo e crescimento dessas plantas em

sistemas dunares.

2.6.2 Nutrientes em solo de restinga e eficiéncia micorrizica sob estresse abidtico

Souza (2007) abordou a questao da ciclagem de nutrientes em ambiente de restinga. O

estudo destacou a importancia da intera¢do entre as comunidades vegetais ¢ a biota do solo,

observando que a perturbagdo dessas interagdes poe em risco o funcionamento equilibrado
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dos mesmos, podendo levar a prejuizos socio-econdmico-ambientais, inclusive a extingao de
espécies. Perturbagcdes ambientais podem ser detectadas quando sdo observadas alteracdes na
biota do solo devido ao aumento da fauna do solo ou de intervencdes na cobertura vegetal,
podendo gerar a ruptura da sustentabilidade a médio e longo prazo (SOUZA, 2007).

O solo na restinga nao ¢ a principal fonte de nutrientes, o que fica por conta do spray
marinho que ¢ a maresia presente na atmosfera (SOUZA, 2007). A salsugem trazida pelos
ventos marinhos € responsavel pelo maior aporte de P nas formagdes vegetais imediatamente
apos a praia (BOHRER et al, 2009; LOURENCO JUNIOR; CUZZUO, 2009; RODRIGUES,
2008). Lourengo Junior ¢ Cuzzuo (2009) identificou maior concentracao de P na formacgao
psamofila-reptante do que na formagdo Palmae. O mar também ¢ fonte de adi¢ao de
nutrientes em restingas através do lengol fredtico, porém, este também pode funcionar como
dreno de nutrientes, pois, devido as caracteristicas arenosas do solo, os nutrientes nao ficam
retidos. Reside ai a importancia imprescindivel de mecanismos capazes de reter ou retardar a
saida de matéria organica existente (SOUZA, 2007), principalmente dos micro-organismos ali
envolvidos. A inter-relagdo existente entre esses organismos dependentes do solo (fauna
edafica, bactérias e fungos) ¢ que permite a decomposicao estrutural e quimica dos tecidos
complexos de plantas, restos de animais e também do micélio fungico das micorrizas na
rizosfera, fontes importantes de carbono e nutrientes nesse processo ecologico de ciclagem da
matéria organica (HOFFMANN et al, 2009; BERBARA; SOUZA; FONSECA, 2006).

O estabelecimento de simbiose micorrizica tem no gradiente de P no solo um dos
fatores limitantes, pois este nutriente em maiores concentragdes influencia a exsudacao de
fitohormonios que sinalizam contrariamente a micorrizagdo do vegetal (KIRIACHEK, 2009).
As caracteristicas fisico-quimicas do solo de restinga apresentam ainda outro fator limitante
proporcionado pelo estresse salino: a presenga de sodio (Na) bastante expressiva conforme
apresentada por estudos que realizaram analise fisico-quimica de solos litoraneos. Logo,
estruturas micorrizicas que atuam na reducdo do impacto de estresse € na manutengdo
nutricional do vegetal, sio de grande importancia para a sobrevivéncia no ecossistema de
restinga.

Estudos que analisaram os valores de bases trocaveis, K, Ca e Mg, entre os
macronutrientes ¢ Cu, Mn e B entre os micronutrientes, além de apresentarem altos indices
de Na (LOURENCO JUNIOR; CUZZUO, 2009; SOUZA, 2007; PEREIRA et al, 2005;
GOMES et al, 2007, FRAGA; PEREIRA; SOUZA, 2010), sdo importantes para a
compreensdo dos processos ecoldgicos envolvidos na manutencdo da fauna edafica em

ecossistemas semiaridos.
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Lourenco Junior e Cuzzuo (2009) detectaram gradiente decrescente de concentragao
de nutrientes com a profundidade do solo. Nos primeiros 10 cm da formagdo psamofila-
reptante na restinga do Parque Estadual Paulo César Vinha, Guarapari- ES, onde a
concentragdo foi maior para todos os nutrientes naquela formagdo vegetal do que nos demais
niveis, encontraram maiores teores de Fe ( 17,3 mg.kg™) e Zn (53,8 mg.kg™). Os teores de P ¢
Na foram de 24,6 ¢ 104 mgkg', respectivamente, nesta mesma profundidade. Os demais
nutrientes quantificados na analise foram: K: 20,3; Ca:760,0; Mg: 87,0 mg.kg'l.

Fraga e colaboradores (2010) quantificaram teores de Ca (3,27cmolkg™) * ; Mg
(1,62cmolkg™), K (29,67 mgkg"), P (3,16 mg.kg"), Na (0,14 cmolkg™) na restinga de
Marambaia-RJ. A parte superior (10 cm de profundidade) do perfil do solo também
apresentou maiores valores para estes nutrientes do que as inferiores.

Scivittaro e Pillon (2007) apresentando interpretacao dos teores de fosforo (P) no solo,
de acordo com o teor de argila em sua composicao, descreveram como “muito baixo” o teor
desse nutriente em menor ou igual concentragio de 7mg.dm’ em amostra de solo com 20% de
argila (classe 4) e “muito alto” para teor maior ou igual a 42 mg.dm’ de solo da mesma classe.
Cabe saber que, segundo Souza e Lobato (2012), o teor maximo de argila encontrado em solo
de restinga (Neossolo Quartzarénico) ¢ de até 15%. Logo, de acordo com os estudos aqui
citados, ambientes de restinga podem apresentar teores de P menores do que o classificado
como “muito baixo”. Tais condi¢des estressantes sdo propicias ao estabelecimento das
micorrizas arbusculares, o que, como aqui discutido, estd diretamente relacionado aos
mecanismos simbidticos planta-fungo.

Em observagdes cito-histoquimicas de FMAs foi encontrada presenca de enzima
fosfatase alcalina em arbusculos e hifas intra-radiculares. Tal atividade enzimadtica tem sido
aceita como um bom indice do efeito da associacdo micorrizica no crescimento da planta
hospedeira (MATOS; SILVA; LIMA, 1999). Em estudo de Matos e colaboradores (1999),
que fizeram importante revisao sobre o papel de P nas micorrizas arbusculares, afirma-se que
o fato de espécies diferentes de FMAs possuirem variacdo no potencial de absor¢do de P,
tendo como base o C usado por unidade de P transportado pela hifa, torna-se uma ferramenta
de avaliacdo da eficiéncia da simbiose micorrizica como um método importante para selegao
de fungos mais eficientes nesse processo e consequente aplicagdo biotecnoldgica. Essa

eficiéncia se traduz pela habilidade do fungo de aumentar a fotossintese e o crescimento do

4 Um cCentimolc de carga, ou cmolc, é igual a 10 mg de hidrogénio. A férmula para calculo é: cmolc g/dm?® = peso atémico do elemento
quimico em g/ valéncia /100 (LOPES; GUILHERME,1992). Por exemplo, 1 cmolc de Na= 22,99 /1/100 = 0,230 g de Na ou 230 mg de
Na.
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hospedeiro, através de um melhor fornecimento de nutrientes, principalmente P. (MATOS;

SILVA; LIMA, 1999).

2.7 Conclusio

Nesta revisdo obteve-se uma ampla abordagem da ecologia das micorrizas e de
diversas tecnologias de biorremediacao onde elas sdo aplicadas. Os conhecimentos sobre
FMAs e seu potencial para micorrizorremediagdo (fitoestimulagdo por micro-organismos em
rizosfera de espécies fitorremediadoras) de solos contaminados por poluentes organicos e
inorganicos foi evidenciado. As muitas pesquisas realizadas com estas técnicas ndo se
refletem em solos distroficos de restinga, onde a literatura, na maior parte, trata apenas de
identificar as espécies de fungos micorrizicos e seu potencial de estimulagdo de crescimento
de plantas desse ecossistema, nao relacionando os FMAs ali encontrados a remediagao destes
solos contaminados por poluentes.

A micorrizorremediagdo apresenta promissora oportunidade de desenvolvimento de
uma tecnologia para possivel solu¢do para alguns problemas ambientais brasileiros. No
entanto, se fazem necessarios maiores estudos que fornegcam dados qualitativos e quantitativos
para seu desenvolvimento. A micorrizorremediagdo de solos poluidos parece ser o processo
indicado para solos de restinga, tendo em vista as condigdes extremas que vivem ali a flora
endémica, principalmente pelo estresse hidrico e a salinidade constante. Ndo obstante tais
condicdes serem adversas para as espécies de fungos e bactérias simbiontes de vegetais, sdo
ambientes ideais para o desenvolvimento de comunidades micorrizicas especificas de FMAs

que promovem o crescimento e adaptagao das plantas colonizadas aos sistemas dunares.
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3 ARTIGO 2

POTENCIAL DE FMAS AUTOCTONES DE PSAMOFILAS-
REPTANTES PARA MICORRIZORREMEDIACAO DE SOLO DE
RESTINGA CONTAMINADO COM HIDROCARBONETO DO
PETROLEO.

3.1 Resumo

Um problema crescente que ameaca a existéncia e a sustentabilidade dos ecossistemas de
restinga € a sua contaminagao por hidrocarboneto derivados do petroleo, principalmente pelos
derramamentos decorrentes de falha no transporte de tais produtos, vazamento em tubulagdes
subterraneas que cortam aqueles ambientes, e postos de combustiveis em funcionamento em
suas proximidades. Nao obstante ser identificadas diversas espécies de FMAs em
comunidades de solos hal6filos de restinga pode-se inferir seu potencial biorremediador por
estudos realizados em outros tipos de solo, mas que relatam os mesmos géneros de fungos
como participantes dos processos micorrizorremediadores de solos poluidos. No presente
estudo desenvolveu-se metodologia para avaliagdo do potencial micorrizorremediador dos
FMAs em um Neossolo Quartzarénico distrofico presente em formacao vegetal psamofila-
reptante de restinga. Utilizando-se o tolueno (hidrocarboneto integrante da classe BTEX) nas
concentracdes de 0 ; 0,77 e 23,5 ml kg™ solo (0,153 ml e 4,7 ml por vaso de 240 mm’),
realizou-se bioensaios de micorrizorremediacdo. A planta-teste foi Brachiaria decumbens
cultivada por quatro semanas sob os diversos tratamentos e inoculacdo com propagulos de
FMAs. O delineamento experimental foi desenvolvido na presenca ou auséncia de propagulos
de FMAs: esporos (E) e fragmentos de raizes de Remirea maritima micorrizados (M)
combinados com duas doses de poluente: 153ul de tolueno (H;), 4,7ml de tolueno (H;) e duas
testemunhas ndo contaminadas: uma ndo inoculada com FMAs (V) e outra inoculada com
esporos (VE), em grupos experimentais com 5 repeticdes. Buscando testar o impacto da
contaminacdo na planta-teste e sobre as caracteristicas do solo original, ndo foi realizado
qualquer tido de bioestimulacao (fertilizagdo ou outras adigdes). Glomerosporos de FMAs
foram extraidos por decantacdo e peneiramento umido de amostras de Neossolo
Quartzarénico distréfico coletado na restinga de Arraial do Cabo, RJ, € o seu isolamento foi
realizado em placa canaletada com auxilio de lupa estereoscopica. A identificagdo dos esporos

foi feita através de comparacdo com as descricdes disponiveis no sitio da Colegao
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Internacional de Cultura de FMAs (INVAM) e em literatura com descricao original das
espécies. O bioensaio foi realizado em camara B.O.D. com fotoperiodo, para avaliar os efeitos
de tolueno na germinagdo, no crescimento e na coloniza¢do micorrizica de B. decumbens
durante 30 dias. Todos os tratamentos foram submetidos a estresse hidrico (auséncia de regas)
nos cinco ultimos dias. O delineamento experimental foi desenvolvido na presenca ou
auséncia de propagulos de FMAs: esporos (E) e fragmentos de raizes de Remirea maritima
micorrizados (M) combinados com duas doses de poluente: 153ul de tolueno (H;), 4,7ml de
tolueno (H;) e duas testemunhas nao contaminadas: uma ndo inoculada com FMAs (V) e
outra inoculada com esporos (VE), em grupos experimentais com 5 repeticdes. Utilizando
metodologia de extragdo e isolamento dos glomerosporos nas amostras do solo, foi observada
a presenca dos seguintes géneros: Acaulospora, Gigaspora ¢ Glomus, ja relatados como
presentes em experimentos de biorremediacdo ou em dareas degradadas, e as espécies
Dentiscutata cerradensis e Fuscutata heterogama. O crescimento de B. decumbens na
presenca dos FMAs autoctones da restinga e de tolueno demonstrou que o indculo e o
contaminante nao interferiram na germinagao da planta, constatando-se, em média, 62,8% de
viabilidade das sementes. ApoOs o estresse hidrico, foi observado que os maiores percentuais
de sobrevivéncia do vegetal foram encontrados nos tratamentos inoculados com propagulos
de FMAs e com maior concentracdo de tolueno: VMH, (68,5%), VEH: (70,1%), indicando
uma provavel prote¢do radicular pelo fungo contra os efeitos adversos do solo e do potencial
de toxicidade do tolueno. O tratamento controle (V) obteve o menor percentual de
sobrevivéncia (26,5%), indicando os efeitos distroficos do solo sobre o vegetal, e,
consequentemente, a capacidade que o fungo tem de contribuir positivamente na relagao
simbidtica nos tratamentos inoculados. Nesta situagdo, os maiores percentuais de
sobrevivéncia do vegetal sob maior concentragao de poluente também sugerem um estimulo
abiotico pelo hidrocarboneto nos tratamentos inoculados com FMAs (VMH; e VEH») quando
comparados com os demais que receberam menor concentragdo de tolueno: VH; (28,7%),
VMH; (32,1%) e VEH, (42,6%) de sobreviventes. Fica evidenciada a resposta diferenciada
das micorrizas em situagdo de estresse hidrico e sob contaminagao com hidrocarboneto nas
concentragdes estudadas. Infere-se que o poluente pode ter sido utilizado como fonte de
energia pelos fungos e bactérias, potencializando o efeito dos FMAs. A investigagdo ainda
buscou identificar os FMAs presentes na rizosfera de Remirea maritima, espécie vegetal
endémica de restinga e abundante na area de coleta neste estudo. As estruturas intracelulares
(hifas, vesiculas e arbusculos) foram encontradas com alta frequéncia e os géneros ai

identificados foram Acaulospora e Glomus.
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3.2 Abstract

A growing problem that threatens the existence and sustainability of ecosystems sandbank is
its contamination by petroleum hydrocarbons, primarily by spills arising from failure to
transport such products, leaks in underground pipes that cut those environments, and gas
stations in operation in its vicinity. Despite being identified in several species of AMF soil
communities halophytes sandbank can infer bioremediation potential by studies in other types
of soil, but they report the same genera of fungi as participants mycorrhizoremediation
processes of polluted soil. In the present study developed a methodology for assessing the
rhizoremediation potential AMF in a sandy loam type of vegetation present in creeping-
psamophyte sandbank. Using toluene (hydrocarbon class member BTEX) at concentrations of
0, 0.77 and 23.5 ml kg-1 soil (153 pl and 4.7 ml per pot) was held mycorrhizoremediation
bioassays. The test plant was cultivated Brachiaria decumbens for four weeks under the
various treatments and inoculation with AMF propagules. The experiment was carried out in
the presence or absence of AMF propagules: spores (E) and root fragments of Remirea
maritima mycorrhizal (M) combined with two doses of pollutant: 153ul of toluene (H1), 4.7
ml of toluene (H2 ) and uncontaminated two witnesses: one not inoculated with AMF (V) and
one inoculated with spores (VE) in experimental groups with 5 replicates. Seeking to test the
impact of contamination on the test plant and the characteristics of the original soil, had not
been done any of bioestimulation (fertilization or other additions). AMF spores were extracted
by wet sieving and decanting of quartz sand samples collected in the dunes Arraial do Cabo,
RJ, and its isolation was performed in canaletada plate with the aid of a stereo microscope.
The identification of spores was made by comparison with descriptions are available at the
website of the International Culture Collection of VAM (INVAM) and literature describing
the original species. The bioassay was performed in chamber B.O.D. photoperiod, to evaluate
the effects of toluene on germination, growth and mycorrhizal colonization in B. decumbens
for 30 days. All treatments were subjected to water stress (no irrigation) in the last five days.
The experiment was carried out in the presence or absence of AMF propagules: spores (E)
and fragments of mycorrhizal roots Remirea maritima (M) combined with two doses of
pollutant: 153ul of toluene (H;) 4.7 ml toluene (Hz) and two control uncontaminated: a not
inoculated with mycorrhizal fungi (V ) and one inoculated with spores (VE) in experimental
groups with 5 replicates. Using the methodology of extraction and isolation of glomerosporos
in soil samples, we observed the presence of the following genres: Acaulospora, Gigaspora

and Glomus, already reported as present in bioremediation experiments or degraded areas, and
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the species Dentiscutata cerradensis and Fuscutata heterogama. The growth of B. decumbens
in the presence of AMF native of sandbanks and toluene showed that the inoculum and the
contaminant did not interfere in the germination of the plant, confirming 62.8% of seed
viability. After the water stress was observed that the highest percentages of survival of the
plant were found in treatments inoculated with AMF propagules and greater concentration of
toluene: VMH, (68.5%), VEH, (70.1%), indicating a probable fungus root protection against
the adverse effects of soil and potential toxicity of toluene. The control treatment (V) had the
lowest survival percentage (26.5%), indicating the effects dystrophic soil on the plant, and
therefore the ability of the fungus has to contribute positively in the symbiotic relationship in
the inoculated treatments. In this situation, the highest percentages of survival of the plant at
higher pollutant concentration also suggest a stimulus by abiotic hydrocarbon in treatments
inoculated with AMF (VMH; and VEH,) when compared with others who received lower
concentration of toluene: VHI1 (28.7% ), VMH, (32.1%) and VEH, (42.6%) of survivors. The
results showed a differential response of mycorrhizae in a situation of water stress and
hydrocarbon contamination under the concentrations studied. It is inferred that the pollutant
may have been used as energy source by bacteria and fungi, increasing the effect of the AMF.
The research also sought to identify the AMF present in the rhizosphere of Remirea maritima
salt marsh plant species endemic and abundant collection area in this study. The intracellular
structures (hyphae, vesicles and arbuscules) were found with high frequency and genders

there were identified Acaulospora and Glomus.
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3.3 Introdugao

A presenca cosmopolita dos Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMAs) colonizando
80 a 97% das espécies vegetais (BERBARA, SOUZA e FONSECA, 2006; NOGUEIRA,
2007) proporciona interesse da comunidade cientifica por tais micro-organismos nos estudos
com biorremediacao de solos poluidos, principalmente por metais peados e hidrocarbonetos
do petréleo (NOGUEIRA, 2001; VIDALLI, 2001; CARNEIRO; SIQUEIRA; MOREIRA,
2002; SOUZA et al., 2005; CABELLO, 2006; PAULA; SOARES; SIQUEIRA, 2006, 2007,
BENTO, 2008; NAKATANI et al., 2008; TANG, 2010).

As restingas, ecossistemas costeiros que se desenvolveram sobre depositos litoraneos
arenosos quaternarios, originados pelos movimentos de transgressdao e regressao marinhos e
pela deposicdo de sedimentos de origem fluvial, possuem comunidades vegetais de
fisionomias herbaceas salinas bem adaptadas as condi¢des distroficas do solo, onde a entrada
de nutrientes ocorre principalmente através do spray marinho. (ASSUMPCAO e
NASCIMENTO, 2000; SANTOS; SYLVESTRE; ARAUJO, 2004; ARAUJO et al., 2009;
BOHRER, 2009; BRASIL,2009). Como um dos ecossistemas litordneos mais degradados,
principalmente pela pressio imobiliaria (ARAUJO, 2009; BOHRER et al 2009), se fazem
necessarias pesquisas que venham caracterizar e quantificar a microbiota do solo e suas
implicacdes ecoldgicas nesses ambientes ainda pouco estudados.

Segundo Brundrett (1991), os FMAs sdo comuns na grande maioria de ecossistemas
terrestres, entre eles, as florestas tropicais e dunas costeiras. Alguns estudos confirmaram a
presenca desses fungos em solos dunares em associagdo com plantas de restingas (KOSKE,
1988; ALARCON; CUENCA, 2005; CORDAZZO; STRUMER, 2007; OLIVEIRA, 2009;
BRAGA, 2008; RODRIGUES, 2008; OLIVEIRA, 2009; SILVA, 2010), no entanto, nao
foram encontrados estudos que avaliassem a associagdo dos FMAs com vegetais de restinga
na presenga de poluentes.

Sobre o crescimento de vazamentos de hidrocarbonetos para o ambiente, em dezembro
de 2011 a Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental (CETESB) publicou um texto

explicativo sobre “dreas contaminadas e reabilitadas no Estado de Sao Paulo”. Segundo esse
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relatorio, em 2002 foram identificados 255 areas contaminadas; ao final de 2005 ja eram
1.596 areas e em 2011 foram registradas 4.131 areas. O relatério ainda aponta como maior
responsavel por esses vazamentos os postos de reabastecimento, os quais totalizaram 3.217
pontos (78% do total) de contamina¢do. Os demais responsaveis pela contaminac¢do das areas
cadastradas sdo industrias (14%); outros comercios (4%); residuos urbanos (3%) e
acidentes/agricultura/fontes desconhecidas (1%) (CETESB, 2011). Os principais grupos de
contaminantes ali relatados foram: combustiveis liquidos (em 2.637 pontos), solventes
aromaticos (2.587), hidrocarbonetos policiclicos aromaticos - HPAs (1.605), metais (543) e
solventes halogenados (272).

O tolueno ou metilbenzeno (formula: C¢HsCHs; peso molecular = 92,15; D =
0.87 g/em’), um solvente lipossoluvel, ¢ um hidrocarboneto aromatico, incolor e de odor
caracteristico. Sabe-se que o tolueno ¢ um depressor do sistema nervoso central (SNC), mas
seu mecanismo de acdo ainda ndo ¢ bem conhecido (FOSTER et al, 1994). O tolueno deriva
compostos quimicos como cresol, benzeno e fenol. Tem diversas aplicagdes na industria
como na fabricacdo de creolina, solventes de tintas, adesivos (cola de sapateiro), nylon,
corantes, perfumes, desinfetantes, explosivos (TNT), inseticidas, detergente, resinas,
medicamentos e embalagens de alimentos (CAMPOS, 2004; FOSTER, 1994). Sua principal
participacdo na poluicdo ambiental se da por sua presenca em combustiveis automotivos
como um dos componentes do BTEX (Benzeno, Tolueno, Etil-benzeno e Xileno), compostos
volateis participantes da composi¢cao da gasolina. Por sua toxicidade tem despertado
importante preocupagdo ambiental (SILVA, 2009, OLIVEIRA; ARBILLA; SILVA, 2007).
Estudos realizados em postos de combustiveis na cidade do Rio de Janeiro apontam para uma
concentragdo desses compostos na atmosfera dos postos numa taxa 158 vezes maior que a
encontrada no restante da cidade (OLIVEIRA; ARBILLA; SILVA, 2007). A volatilidade
dessas substancias e a presenca marcante de ventos nas regides litoraneas podem transferir
esses poluentes para ambientes naturais, como as restingas, contaminando fauna, flora e solo
de forma preocupante.

As restingas também podem sofrer impactos diretos por petroderivados por serem
atravessadas por oleodutos e gasodutos, além de tubulagdes de transporte de residuos de area
de refinamento de petrdleo (dgua de produgdo), tubulagcdes estas sujeitas a falhas e
consequentes vazamentos, como os que ocorriam frequentemente na Restinga de Jurubatiba,
em Cabitinas, Macaé-RJ, até serem desativados (FERREIRA; MORAES; SANTOS, 2005).

Neste cendrio destacam-se pesquisas que visam minimizar os impactos de atividades

antropicas em ecossistemas naturais sem introdu¢ao de espécies exdticas que, ao longo do
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tempo, possam trazer resultados indesejados (RODRIGUES, 2008; BOURSCHEID; REIS,
2010; FERREIRA, 2004).

Estudos de identificagdo e caracterizagdo de espécies e ecologia do solo de ambientes
litoraneo empreendidos nas duas ultimas décadas (THOMAZ; MONTEIRO, 1992;
KOSKE,1988; ASSUMPCAO; NASCIMENTO, 2000; ANDRADE, 2005; CORDEIRO,
2005; FERREIRA; MORAES; SANTOS, 2005; BOEGER, 2006; CORDAZZO; STURMER,
2007; BRAGA, 2008; RODRIGUES, 2008; ARAUJO et al., 2009; ALVES et a.l, 2009;
BOHRER, 2009; OLIVEIRA, 2009; KUSTER,2010) trazem perspectiva de uma crescente
sensibilizagdo da importancia de conservagao das restingas. Nessa trajetoria de crescimento
do interesse pela investigagdo da biodiversidade do solo da restinga estdo os Fungos
Micorrizicos Arbusculares (FMAs) (ALARCON; CUENCA, 2005; SILVA, 2010). Em dunas
costeiras, onde sdo encontradas formagdes vegetais de restinga, sdao relatadas 35 espécies de
FMAs pertencentes ao filo Glomeromycota (SIQUEIRA; LAMBAIS; STURMER, 2002).

Unir o conhecimento adquirido sobre ecologia dos FMAs e a biorremediagdo de solos
contaminados em ambientes de restinga, particularmente por hidrocarbonetos do petroleo,
pode ser um passo a ser dado para o aperfeicoamento da biotecnologia de remediagdo

desenvolvida até o momento.

3.4 FMAs e a micorrizorremediagdo de solos degradados por poluentes

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) sdo amplamente estudados quanto ao seu
potencial biorremediador em solos contaminados com poluentes, tais como metais pesados e
hidrocarbonetos do petroleo, provavelmente devido a melhora na nutricdo vegetal e as
propriedades agregadoras e estabilizadoras de solos que eles proporcionam (SOUZA, 2005;
BERBARA, SOUZA e FONSECA, 2006; KHAN, 2006). A capacidade de biorremediagdo
que esses fungos possuem varia de acordo com a interacdo solo-planta-fungo, onde as
condicdes abidticas locais e a genética dos simbiontes influenciam a dindmica das relacdes
envolvidas na microbiota rizosférica associada (SIQUEIRA; LAMBAIS; STURMER, 2002;
BERBARA; SOUZA; FONSECA, 2006).

Quanto a selecao que os FMAs sofrem em solos poluidos com hidrocarbonetos, Paula
(2007) destacou que individuos extraidos de solos que ja haviam sofrido contaminagdo por
derivados do petréleo foram mais eficazes no processo de biorremediacdo do que aqueles das
mesmas espécies extraidos de solos ndo contaminados quando expostos aos testes de

contaminacao ex situ. Tal adaptagdo também pode ser apontada pelos resultados obtidos por
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Cabello (2006) onde as raizes dos vegetais em solos poluidos por hidrocarbonetos
apresentaram maior percentual de vesiculas do que as de solos nao poluidos.

Paula (2007) avaliou os efeitos de antraceno (concentracdes de 0; 0,25; 0,5;0,75e 1 g
kg" solo) e creosoto (concentragdes de 0; 0,5; 1; 2 e 3 g kg solo) no crescimento e na
colonizacdo micorrizica de Brachiaria brizantha e Pueraria phaseoloides por Glomus
etunicatum, ¢ relata que tais contaminantes exerceram agdo inibitoria sobre o a simbiose
micorrizica em até 90% apo0s seis semanas de cultivo.

Bento (2008), em experimento conduzido em casa de vegetacao por 90 dias, testou
fitorremediag¢ao de solo contaminado artificialmente por petrdleo bruto (com cinco niveis de
contaminacdo: 0,10, 30, 50, e 70 g.kg™) por sete espécies de leguminosas arboreas (25
sementes por espécie) inoculadas com cinco espécies de FMAs: Gigaspora margarita,
Entrophospora contigua, Scutellospora calospora, Scutellospora heterogama e Glomus
clarum consorciado com um coquetel de quinze isolados rizobios, encontrando percentuais de
remocdo de mais de 50% de TPH (Hidrocarbonetos Totais do Petréleo) no nivel de 0,10 de
contaminacao, em todas as espécies vegetais testadas.

Nakatani e colaboradores (2008) estudando atividade rizosférica da comunidade
bacteriana ¢ FMAs em plantas de sistema de landfarming de residuos petroquimicos relatou
densidade elevada de esporulagdo micorrizica (entre 900 a 4.800 esporos por 50cm’),
observando a maior esporulacdo em Brachiaria decumbens. Quatro espécies de FMAs foram
ali encontradas: Glomus intraradices, Acaulospora morrowiae, Paraglomus occultum e
Archaeospora trappe. Estas trés tltimas espécies ainda ndo haviam sido relatadas em érea
contaminada por hidrocarbonetos do petréleo (NAKATANI et al., 2008).

Cabral e colaboradores (2010) relataram a cinética e a capacidade de retengdao de
metais (Cu, Zn, Cd e Pb) por micélios de FMAs cultivados em vasos com Brachiaria
decumbens. Estes autores concluiram que Glomus clarum e Gigaspora gigantea foram os
mais eficazes na retengdo de Cu e Zn, sugerindo o uso promissor destes fungos na técnica de
biorremediacao de solos poluidos.

Ceola (2010), estudando a colonizag@o micorrizica em area de mineragao de carvao no
Sul de Santa Catarina revegetada com B. decumbens, sugere o estabelecimento de programa
de inoculacao de FMAs (preferencialmente Glomus clarum) como estratégia de revegetagao
de areas mineradas a serem recuperadas.

Silva e colaboradores (2006) avaliando agdo biorremediadora de 14 isolados de FMAs,
concluiram que as espécies Acaulospora spinosa, Acaulospora morrowiae e Gigaspora

gigantea, foram eficientes remediar solo artificialmente contaminado com metais ( Cu, Zn,
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Pb e Cd) e cultivado com B. decumbens. De acordo com a espécie de FMAs, variou a
capacidade de extracdo dos poluentes do solo pela planta em até 63% dos teores iniciais de
contaminacdo e acumulacdo de at¢ 1000% de Cu nas raizes do vegetal, e ainda esta
capacidade de bioacumulagao se relacionou a presenca de glomalina produzida pelos FMAs.
Essa glicoproteina, descoberta em 1996 pela cientista americana Sara F. Wright, além de sua
implicacdo na biorremediacdo de solos contaminados, promove também a agregacdo das
particulas do solo viabilizando o desenvolvimento da estrutura do solo (WRIGHT e
UPADHYAYA, 1998; BERBARA ; SOUZA; FONSECA 2006; DINIZ, 2011).

Estudos em solos poluidos que se propuseram a avaliar os efeitos fitorremediadores de
plantas em simbiose com FMAs autoctones, relataram efeitos positivos na utilizacdo de
esporos isolados de cultura monoxénica e monosporica (a partir de um Unico esporo) ou
micélios dos mesmos, originados de comunidades de fungos nativos (KHAN, 2006;
NOGUEIRA, 2007; BENTO, 2010; CABRAL,2010).

Flores-Aylas (2003) sugeriu a aplicacdo de substancias estimulantes da micorrizagao,
o que pode favorecer a colonizagdao de novas plantas a partir de propagulos presentes no solo.
Tal possibilidade aponta para a necessidade de pesquisas em ambientes naturais impactados
por hidrocarbonetos do petrdleo em que seja possivel a estimulacdo da micorrizagdo por
inoculacao de FMAs autdctones.

No presente trabalho foram avaliados diversos tratamentos, inoculados ou nao com
FMAs, para quebra de dorméncia de sementes de B. decumbens semeadas em amostras de
Neossolo Quartzarénico presente na formacao vegetal psamoéfila-reptante de restinga; foram
testados os efeitos da inoculacdo de FMAs autoctones sobre o crescimento de Brachiaria
decumbens e a sua colonizagdo micorrizica em solos de restinga contaminado por tolueno em
condicdes controladas. O trabalho também teve o objetivo de identificar estruturas
micorrizicas nas rizosferas e raizes de Remirea maritima e levantar os FMAs dominantes
presentes na formacao vegetal psamofila-reptante de restinga.

Buscando testar a tolerancia das micorrizas arbusculares a contaminagdo com
hidrocarboneto e as possiveis variagdes de resultados dependentes apenas do nivel de
simbiose fungo-planta, foram realizados cultivos em vasos sem a aplicagdo de bioestimulacao
(acréscimo artificial de nutrientes ao substrato) ao solo autoclavado para os testes de
micorrizorremediacao.

Previamente, foram realizados testes de quebra de dorméncia das sementes de B.
decumbens, nos quais foram obtidos os percentuais de germinagdo das mesmas e percentuais

de crescimento da planta em Neossolo Quartzarénico distrofico.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1. Local da coleta de amostras

A area de estudo estd situada na Restinga de Massambaba, no bairro Figueira- Arraial
do Cabo - RJ, situada aproximadamente a 22°56°S; 42°11°"W no litoral do Rio de Janeiro
(figura 1) e tem em seu entorno salinas e residéncias, estando sujeita a continua influéncia de
acoes antropicas. Porém, devido a estar inserida numa area de preservagdo ambiental (RIO
DE JANEIRO, 2009) conserva ainda caracteristicas marcantes do ecossistema de restinga
como dunas e formacao vegetal herbaceas, arboreas e haléfilas-reptantes (THOMAZ, L. D.;

MONTEIRO,1992; BOHRER et al 2009).
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Figura 1. Localiza¢do da Area de estudo na Restinga de Massambaba- RJ. Fontes: CPRM-Servi¢o
Geolodgico do Brasil (2012) e IF Fluminense-Macaé, RJ - adaptadas. Latitude: 22° 56° S; Longitude:
42°11° O.

Optou-se pela realizagdo de coletas que abrangessem ambas as formagdes vegetais

poOs-praia (halofila e psamofila-reptante), com critério de coleta de solo e exemplares de
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plantas que estivessem presentes em ambas as formagdes dentro do sitio previamente

estabelecido (Figura 2)

Figura 2. Duna fixa na formacao psamofila-reptante da Restinga de Massambaba no bairro
Figueira em Arraial do Cabo- RJ — local de coleta das amostras (Foto do autor).

O clima da regidao ¢ marcado por duas estagdes bem definidas: umida (chuvosa) no
verao e seca no inverno, com duragao de aproximadamente 5 meses, ¢ classificado como
BSh, uma variacao do clima semiarido quente de Képpen (ARAUJO, 2009; BOHRER, 2009;
KOTTEK et al, 2006). Nas figuras 3A e 3B estdo apresentadas a precipitagdo mensal e as
médias mensais de umidade relativa do ar e de temperatura, ocorridas na regiao no periodo de
coletas.

As coletas foram realizadas em cinco campanhas entre os meses de outubro de 2011 e
maio de 2012: uma em 03/10 (fim do periodo seco) e duas em 12/12/2011 e 30/01/2012
(periodo chuvoso) e duas em 19/3 ¢ 21/05/2012 (inicio da estiagem com chuvas esporadicas).

Com os dados climatologicos obtidos pela Estacdo Meteorologica Automatica A606,
do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET) em Arraial do Cabo, para a latitude
22,9761°S e Longitude 42,0213°W, observou-se, no periodo que abrangeu setembro/2011 a
julho/2012, que a precipitacdo mensal variou de 0,20 a 256 mm mensais (média mensal de
97,18 mm) com um total de 1.166,10 mm no periodo; a umidade relativa do ar média foi de
74,76 % e a temperatura variou entre 20 e 36°C, com uma média mensal de 23°C

aproximadamente .
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Figura 3— A: Comparagio entre umidade relativa do ar (%), temperatura maxima (°C), e temperatura
minima (°C); B — Comparag¢io entre precipitagdo mensal (mm) e umidade relativa do ar (%); médias
observadas na estagdo convencional A606, localizada no municipio de Arraial do Cabo- RJ, entre os
dias 01 de setembro de 2011 a 27 de julho de 2012, periodo no qual ocorreram as cinco coletas de solo
e plantas na area de estudo. Fonte: Instituto Nacional de Meteorologia (INMET), 2012. (¥) Epoca de

amostragem.

Entre as espécies ali relacionadas encontra-se a Remirea maritima - aqui abordada como

objeto de estudo na simbiose com micorrizas arbusculares autdctones — espécie vegetal que,

juntamente com a Ipomoea pes-capreae, Panicum racemosum € Blutaparon portulacoide.
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Na formacao psamofila-reptante foi encontrada uma consorciagao desses quatro tipos

vegetais que tem seus rizomas entrelacados subterraneamente criando uma “rede fixadora”

das dunas, ndo obstante ja haver relatos de averiguacdo da importancia de exsudados vegetais

e da microbiota rizosférica para tal agregagao do solo (BERBARA et al. 2006; KUSTER,

2010).

4.2 Metodologia de amostragem do solo e plantas para estudo

b)

d)

As coletas foram realizadas conforme descrito abaixo:

Ao longo de 2,4 km de praia, a partir do limite leste da restinga de Massambaba, no
bairro Figueira, e entre 25 ¢ 50 m da linha de maré¢ alta, foram delimitados cinco sitios
(1 a’5), formando retangulos paralelos ao mar de aproximadamente 40m comprimento
por 15m de largura, com intervalo entre os sitios variando150m aproximadamente.

Em cada dia de campanha de amostragem designou-se um sitio diferente para
realizagdo das coletas. Dividiu-se cada sitio em trés parcelas e em cada parcela foram
coletadas dez subamostras que, juntas, formaram uma triplicata de amostra composta
por sitio (aproximadamente 2kg de solo por amostra composta) (SOUZA e GUERRA
1998; SILVA, 2009). Cada amostra composta recebeu a seguinte designacao: Sitio 1
em 03/10/11: P1,P2,P3; Sitio 2 em 12/12/11-P4,P5,P6; Sitio 3 em 30/01/12- P7,P8,P9;
Sitio 4 em 19/03/12 —P10,P11,P12; Sitio 5 em 21/05/12- P13, P14, P15 (Figura 4).

Em cada um dos pontos foram colatadas diversas amostras de rizosferas da
comunidade da formagdo psamofila-reptante juntamente com exemplares de Remirea
maritima. Os pontos de coleta foram realizados em zigue-zague, entre as partes mais
baixas e mais altas das dunas frontais. A profundidade variou entre 20 a 50 cm
dependendo do soterramento dos rizomas das plantas sob a areia solta.

Devido ao fato de haver um consorcio de quatro espécies dominantes de plantas na
formacao psamofila-reptante da area de estudo (Figura 5), a coleta de solo e extragdao
de esporos autdctones envolveu as rizosferas também dessas plantas. No entanto, neste
trabalho, a identificacdo de estruturas fingicas nas raizes foi realizada somente em
Remirea maritima. Parte da amostra de raizes de R. maritima coletadas na éarea de
estudo foram utilizadas para identificacdo de estruturas de micorrizas arbusculares e

outras estruturas intra e intercelulares.
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Figura 4- Diagrama de metodologia de amostragem de solo na forma¢ao vegetal-psamofila reptante
da Restinga de Massambaba, em Arraial do Cabo, RJ. Note-se que em cada sitio foi formada uma
triplicata de amostras compostas, totalizando 5 repeti¢des de amostragem do solo.

e) Todas as amostras foram transportadas para o laboratdrio, depois de embaladas
individualmente em sacos plasticos, marcadas com codigos de sua localizagdo, para
posterior separagao e identificacdo das comunidades de FMAs presentes nas rizosferas
e raizes coletadas. Aproximadamente 3 kg de solo foram extraidos em cada sitio da
area de estudo. Nao foi realizado qualquer procedimento para corre¢ao do solo,
visando testar suas caracteristicas distroficas mediante contamina¢ao no crescimento
vegetal.

f) Anteriormente ao procedimento de extragdo de esporos, foi realizada a
homogeneizagdo e quarteamento dos 3 kg de substrato, a fim de se obter uma amostra
significativa (SILVA, 2009), dos quais foram separados 400g para posterior extracao
de esporos por peneiramento Umido. As sobras de cada amostra de solo foram
separadas para testes de crescimento e inoculagdo de FMAs sob contaminacdo e nao
contaminacdo com tolueno ¢ FMAs (micorrizorremediacdo). Estes formaram o
substrato para os oito tratamentos do bioensaio (13,2 kg), apds secos, peneirados (1
mm) e autoclavado em 3 ciclos de 121°C, por 2 horas cada, em dias consecutivos, a
fim de eliminar propagulos vidveis de fungos micorrizicos arbusculares (FMAs)
indigenas.

g) Das amostras compostas coletadas em trés dos sitios acima (Sitio 1, 3 e 4), foram
também separados outros 400g de solo de 6 pontos de coletas: Sitio 1- P1 e P2; Sitio 3
—P7 e P8; e Sitio 4 — P10 e P11. Destes, foram separadas, apos quarteamento de cada
amostras, 3 subamostras de 50 ml (triplicata) para extracdo dos esporos pelo método
de peneiramento umido e centrifugacdo com sacarose, totalizando 18 subamostras

analisadas para quantificacdo do nimero de esporos presentes. O isolamento dos
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esporos, apds a extracdo, foi realizado em placa canaletada e vidro de relégio com o

auxilio de alfinetes entomologicos e lupa estereoscopica (40x de aumento), sendo

posteriormente contados.

Figura 5 - Espécies vegetais endémicas de restinga consorciadas presentes na Restinga de
Massambaba (ARAUJO,2009) na regido mais proxima a praia (formagio vegetal psamofila-reptante):
1- Remirea maritima, 2- Ipomoea pes-caprae, 3- Panicum racemosum, 4- Blutaparon portulacoides
(fotos do autor).

A Remirea maritima ¢ uma planta endémica de restinga da familia das Cyperaceae,
cuja classificagdo € a seguinte: Reino: Plantae; Subreino: Tracheophyta (plantas vasculares);
Superdivisdo: Spermatophyta (fanerégamas ou plantas com sementes); Divisdo:
Magnoliophyta (planta de flor); Classe: Liliopsida ( monocotiledoneas); Subclasse:
Commelinidae; Ordem Cyperales; Familia: Cyperaceae; Género: Remirea Aubl.-Beachstar;
Espécie: Remirea maritima Aubl.- Beachstar (ZECCA, 2008; USDA, NRCS, 2012).

Na comunidade floristica da area de estudo observou-se uma propagagdo expressiva
de R. maritima na zona mével das dunas frontais (aprox. 50 metros da praia), onde o vento
promove o movimento constante de areia, marcando assim a delimitacdo entre a formacao
vegetal e a zona de marés. Nessa zona hal6fita, com exceg¢do das quatro espécies aqui citadas,
foi rara a presenca de outros vegetais.

Ao expor as raizes de Remirea constatou-se que sua rizosfera era abundante,

apresentando agregacdo de solo o que sugere maior presenca de fatores de agregacdo



55

importantes, como exsudados do vegetal e micélio de fungos além de outros micro-
organismos. Assim, esta planta foi escolhida para realizacdo de experimentos de remediagdo,
servindo como inoculante de propagulos de FMAs através de raizes colonizadas de Remirea

maritima (Figura 6).

Figura 6 — Agregacdo de solo em rizosfera de Remirea maritima presente na area de estudo (fotos do
autor).

Exemplares de R. maritima coletados (figura 7) na area de estudo foram comparados
com pranchas disponiveis em sites de herbarios publicadas na internet (PICKERING,2012;
ROYAL BOTANIC GARDEN EDINBURGH, 2012 ), onde se pode comparar inflorescéncia,
anatomia de raizes e rizomas caracteristicos. Além disso, observam-se as mesmas
caracteristicas anatOomicas foliares descritas por Boeger e Gluzezak (2006): area foliar
pequena e coriaceas com baixo grau de suculéncia, verticalmente orientadas e com folhas

hipoestomaticas, ou seja, com estomatos presentes apenas na face abaxial da folha.

Inflorescéncia

micorrizadas

(FMASs)

Figura 7 — Exemplares de Remirea maritima coletada na area de estudo. Inflorescéncia do vegetal e
raizes micorrizadas de onde foram extraidos fragmentos para preparagdo do inodculo para o bioensaio.
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Os glomerosporos foram comparados com chaves taxondmicas amplamente difundida
por orgaos especializados e publicagdes de pesquisadores especialistas em taxonomia de
FMAs, como Schiiller ¢ Walker (2001, 2010), Siqueira, Lambais e Stiirmer (2002); Goto,
Costa e Maia (2009); Berbara e colaboradores (2006); Silva (2008) e Khade (2008); e no
website da INVAM (International Culture Collection of Arbuscular Mycorrhizal Fungi),
estando ainda em fase de classificagdo para posterior publicacao.

Utilizando metodologia de coloracdo de raizes e visualizagdo de colonizagao
micorrizica (UFLA, 2010; SOUZA; GUERRA, 1998), as raizes armazenadas em alcool 50%
foram cortadas em fragmentos de 1 a 1,5 cm de comprimento depois, em backer de 50 ml,
submetidas ao clareamento em solucdo de KOH 10% por 60 minutos a uma temperatura de 90
°C em banho Maria. As raizes de R. maritima sdo bastantes escuras, porém bem finas. Por
isso, alguns testes de acidificacao foram realizados. Bons resultados foram obtidos imergindo-
as em solugdo de 4cido cloridrico 1% por 3 minutos e ndo acidificando as raizes mais finas.
As raizes que continuavam escuras foram submetidas ainda a uma solucdo de perdxido de
hidrogénio alcalino (0.5% NH4OH e 0.5% v/v de H,O, em 4gua). As raizes claras, depois de
lavadas, foram colocadas em backer de 50 ml com solug¢do de azul de trypan 0,05% durante
60 minutos a 90°C em banho Maria. As raizes mais claras e finas ndo foram deixadas corando
no banho Maria apos clareamento, mas deixadas em placa de petri imersa na solu¢ao azul de
trypan em temperatura ambiente por 48 horas, obtendo-se também bom resultado.

A presenga de estruturas fungicas de FMAs nas raizes avaliadas e os esporos do solo
rizosférico foram observados em microscopio de epifluorescéncia Olympus BX51 acoplado a
uma camera fotografica Olympus DP72 no Laboratério de Microscopia do Grupo de Biologia
do Instituto de Estudos do Mar Alte. Paulo Moreira (IEAPM), Arraial do Cabo — RJ,
equipamentos utilizados para obtencao das imagens.

Nos bioensaios de micorrizorremediacdo a decisdo de se utilizar Brachiaria
decumbens como vegetal-teste, mediante presenga de poluente, baseou-se em pesquisas sobre
a utilizacdo desta ultima em estudos de biorremediacdo de solos poluidos e de inimeros
relatos sobre sua capacidade de se associar a FMAs. Nao foram encontrados, porém, relatos
com plantas hal6filas-psamofilas neste tipo de experimento.

Procedeu-se, entdo, os testes preliminares de germinagdo e crescimento de Brachiaria
decumbens em solo coletado na éarea de estudo, peneirado e autoclavado em 3 ciclos de 2
horas/121°C/ 1 atm em dias consecutivos. As sementes de Brachiaria decumbens foram

obtidas no Instituto de Agronomia - Departamento de solos da UFRRJ. Os resultados foram
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submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey (p <
0,05%) utilizando-se o programa de estatistica GraphPad Prism (versao 5.00 -2007).

Antes do ensaio que avaliou o potencial micorrizorremediador dos FMAs, foi
realizado teste de germinagdo das sementes de B. decumbens em substrato originado de solo
de restinga, sem bioestimulagdo (acréscimo de nutrientes), onde as sementes foram
submetidas a 4 tratamentos em triplicata (Quadro 1): um controle onde as sementes foram
semeadas in natura sem inoculacdo de propagulos de FMAs (SI1); desinfestagdo com
hipoclorito de s6dio 1% por 3 minutos (SI3); embebicdo por 24 horas em agua destilada
autoclavada (SI2 e CI4) para quebra de dorméncia. As sementes dos tratamentos 2 e 4 foram
também submetidas a desinfestacdo com hipoclorito de sddio a 1% por trés minutos (SILVA,
2007 — adaptado). Posteriormente, as sementes tratadas foram semeadas no substrato extraido
da area de estudo. O tratamento CI4 foi inoculado com propagulos de FMAs (esporos e
fragmentos de raizes micorrizadas) também extraidos diretamente do solo coletado
objetivando a observagdo de influéncia destes na germinacdo das sementes e crescimento
vegetal. O teste foi realizado em condi¢des controladas em camara de incubagao (tipo BOD)
com fotoperiodo de 24h e temperatura permanente de 25°C no Laboratério de Ecotoxologia e
Microbiologia Ambiental (LEMAM) do — IF Fluminense- Campus Cabo Frio.

Os vasos foram delineados sequencialmente em ordem numérica (1 a 12)

correspondendo cada niimero a respectiva triplicata por tratamento:

Quadro 1 — Tratamentos das sementes de B. decumbens para quebra de dorméncia em teste
de germinagao.

Codigo Replicata Tratamento da semente
SI1 1(a), 2(b) e 3(¢c) In natura (controle)
SI2 4(a), 5(b) e 6(c) Embebidas e desinfestadas
SI3 7(a),8(b) e 9(c) Desinfestadas
Cl4 10(a), 11(b) e 12(c) Embebidas, desinfestada e

com propagulos de FMAs

O experimento foi desenvolvido da seguinte forma: em cada vaso de 240 cm’ foram
semeadas 9 sementes em 3 covas por vaso num total de 27 sementes por tratamento. Ao todo
foram testadas 108 sementes (22,5% do total a ser utilizado no experimento de
micorrizorremediagdo posterior). O objetivo principal deste teste foi obter a forma de

tratamento das sementes mais adequada a quebra da dorméncia e o crescimento inicial do
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vegetal no solo distréfico, estabelecendo assim o percentual de sementes que  germinariam
neste tipo de solo e o desenvolvimento da plantula em 40 dias, obtendo-se parametros de
semeadura e crescimento do vegetal para o bioensaio de rizorremediagao.

A germinagao foi monitorada em uma base diaria durante o periodo de 40 dias, no
qual foram obtidos os dados para o célculo de percentagem (%) ( GORGOSZ, 2010) , como
também as quantificacdes médias da biomassa e altura foliares e comprimento de raizes
principais em cada tratamento. As regas ocorreram com o emprego de 20-30 ml de 4gua, em
média, a cada dois dias, ou de acordo com a necessidade da plantula mediante observagao
visual da umidade superficial do substrato. Apos 40 dias de cultivo, os comprimentos das
folhas e das raizes principais foram mensurados com a utilizagdo de paquimetro, enquanto
que, para determinar a biomassa, as plantas foram desidratadas em estufa de secagem (80°C
por 1h e meia) e pesadas em balanga digital (precisdao de 0,0001). Os dados foram organizados

em tabelas e analisados no programa estatisticos GraphPad Prism, versao 5.0.

4.3 Bioensaio de crescimento de Brachiaria decumbens na presenga de tolueno

Empregou-se uma amostra composta de Neossolo Quartzarénico distrofico
(EMBRAPA, 2009; BOHRER,2009; ARAUJO et al., 2009) coletado na Restinga de
Massambaba, Figueira, A. do Cabo, RJ. O material do solo inicialmente foi conservado em
refrigerador a 4°C para posterior aplicacdo dos tratamentos.

O estudo foi composto por um bioensaio realizado em camara climatizadora - tipo
B.O0.D com fotoperiodo de 12h, marca Nova Etica, modelo: 411/FPD155 - para avaliar os
efeitos do tolueno no crescimento ¢ na colonizacao micorrizica de B. decumbens durante o
periodo de quatro semanas entre 15de junho e 15 de julho de 2012.

Nao foram encontrados estudos que testassem hidrocarbonetos em solo de restinga
para obter doses equivalentes que pudessem servir como parametros para este estudo. Assim
os calculos para determinacdo das dosagens levaram em conta a densidade do produto e as
quantidades de substrato utilizadas em estudos similares.

Dimensionando o experimento para a incubadora a ser utilizada, decidiu-se que seriam
utilizados 40 vasos com capacidade para 240 ml, preenchidos com aproximadamente 60% do
seu volume para minimizar a contaminagao vaso a vaso. ApOs preparacdo e separacao do
substrato (peneiramento ¢ autoclavagem) utilizou-se 200g do mesmo para receber a
inoculagdo de FMAs e ou o poluente, denominado aqui de “solo-teste”. No fundo de cada

vaso foram adicionados 80g de substrato e acima o solo-teste, e sobre este foram aplicados
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50g do mesmo substrato, com o objetivo de minimizar a volatilizacdo do tolueno durante o
experimento.

Neste estudo as concentragdes de 4,7 ml e 0,153 ul de tolueno foram misturadas a 10
ml de agua (Ogbo, 2008) para serem adicionadas a cada 200g (120 ml) de substrato-teste e
homogeneizados com espatula. Imediatamente a cada homogeneizacao de um vaso, inseriu-se
o volume de 50 g (30 ml) de substrato seco acima do substrato-teste.

Quanto a inoculacdo do substrato com FMAs, neste estudo foram utilizados
fragmentos de raizes micorrizadas de Remirea maritima visando comparar os resultados
desses tratamentos com o inoculado apenas com glomerosporos.

O delineamento experimental foi desenvolvido na presenca ou auséncia de esporos
(E), fragmentos de raizes micorrizadas de Remirea maritima (M), 153ul de tolueno (T1),
4,7ml de tolueno (T2) em grupos experimentais totalizando oito tratamentos, com cinco
repeticoes (Quadro 2).

O bioensaio foi desenvolvido de acordo com os seguintes tratamentos experimentais:

Quadro 2 — Tratamentos experimentais do bioensaio de germinagdo e crescimento de B.
decumbens (V) inoculadas ou nao com FMAs (E ou M) na auséncia ou presenca de duas
doses de tolueno (H; e H,); n=5.

Codigo FMAs Tolueno (em 200g de solo)
vV - -
VH, - 153 ul
VH2 - 4,7 ml
VMH, X 153 ul
VMH, X 4,7 ml
VE X -
VEH, X 153 ul
VEH2 X 4,7 ml

As respectivas doses de tolueno (H; e H,) foram diluidas em 200g de solo para cada
Vaso.

Para a inoculagdo do substrato foram empregados glomerosporos de FMAs extraidos
de 50 ml, em triplicata, das amostras de solo da area de estudo pela técnica de decantagdo e
peneiramento Umido e centrifugacdo com agua (GERDEMANN & NICOLSON 1963;
SOUZA e GUERRA, 1998-adaptados). Em tratamentos especificos (VHM1 ¢ VHM2) foram

utilizados como indéculo de FMAs fragmentos de raizes micorrizadas de Remirea maritima
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coletadas nas campanhas de coleta e conservadas a 4°C em sacos plasticos contendo parte do
solo coletado para manuten¢do da viabilidade das hifas (UFLA,2010). No peneiramento
umido foi utilizado um conjunto de peneiras com malhas de 420 e 53 um, seguido de
centrifugacdo em agua a 3000 rpm por trés minutos e em solucdo de sacarose a 50% a 2000
rpm durante dois minutos (GERDEMANN & NICOLSON, 1963). Os esporos foram
submetidos a separacao por tipos morfolégicos (tamanho, cor, brilho, forma, transparéncia e
ornamentacao). A técnica de peneiramento umido e centrifugacdo com agua e sacarose foi
adaptada as condigdes peculiares do solo estudado, ja que glomerosporos maiores foram
observados no sobrenadante antes da primeira centrifugagdo (com agua). A adaptacao
necessaria foi realizar a separacdo dos esporos sobrenadantes anteriormente a primeira
centrifugacdo, s6 apos isso, foi realizada a segunda centrifugagdo com sacarose 50%. O
isolamento dos esporos, apoOs a extragado, foi feito em placa canaletada e vidro de reloégio com
o auxilio de alfinetes entomoldgicos e lupa estereoscopica (40x). Os esporos separados foram
reservado em uma dilui¢ao com agua destilada autoclavada e conservados, por breve periodo,
sob refrigeracdo de 4°C para posterior inoculagao nos tratamentos (BARTZ et al, 2008).

Na literatura consultada, nao foi encontrada padronizacao sobre o numero de esporos a
serem utilizados em suspensdo-indculo, havendo resultados positivos para quantidade
menores que vinte esporos a centenas deles suspensos em agua. Na metodologia aplicada por
INVAM (2010) na producdo de “vasos-armadilhas” e obtencdo de cultura monospdrica,
sugere-se que a quantidade de esporos a ser aplicada diretamente nas raizes dependera da
espécie do FMA. Neste experimento, no momento da semeadura das sementes de B.
decumbens ja tratadas de acordo com o teste de germinagao aqui apresentado, em cada cova
(6 covas por vaso em cinco repetigoes) foram aplicadas doses de 300 pl do inoculo de
glomerosporos (com 4 esporos em meédia), extraidos de uma suspensdo de 27 ml com 360
esporos aproximadamente, agitada constantemente para manter a homogeneizagdo durante o
processo de inoculagdo. Ou seja, nos trés tratamentos inoculados (VE, VEH; e VEH,) a fragao
do substrato inoculada em cada vaso - contendo 200g (120 ml) de substrato-teste, com ou
sem poluente- recebeu aproximadamente 24 esporos. A suspensdo-inoculo foi pipetadas
utilizando-se micropipetas com descartador de ponteira PipetPlus 100-1000ul (PX 1000).

Em seguida, os tratamentos permaneceram em condi¢cdes controladas em camara de
incubacdo com fotoperiodo de 12h (dia e noite) e temperatura permanente de 25°C no
Laboratério de Ecotoxologia e Microbiologia Ambiental (LEMAM) do — IFFluminense-
Campus Cabo Frio (figura 8 a-p).
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Figura 8 (a-g) - Delineamento e execu¢ao do experimento de avaliagdo da germinagdo e crescimento
de B.decumbens na presenga de tolueno ¢ FMAs autdctones em solo da Restinga de Massambaba — RJ.
(i-p) - Observou-se um baixo crescimento no 24° dia de cultivo antes do estresse hidrico (setas).
(I-n) - Exposicdo de duplicatas de cada tratamento escolhidos que apresentavam melhor
desenvolvimento das plantulas no 24° dia de cultivo.
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A incubadora foi adaptada para o experimento deixando-se apenas trés prateleiras para
execucgdo do experimento com espagos intercalados verticalmente para acomodar os quarenta
vasos e manter uma altura entre prateleiras que ndo prejudicassem a rega diaria e o rodizio
dos vasos, o qual foi realizado a cada 4 dias tanto horizontal como verticalmente (invertendo-
se as posi¢oes das prateleiras). Buscando diminuir a influéncia da ventilagdo forcada sobre a
umidade interna da camara e do substrato, efeitos estudados por Gaspar-Oliveira et al (2007)
que manteve bandejas com dgua no germinador, decidiu-se afixar 6 tubos para centrifuga de
50ml, com 40 ml de agua destilada (sem reabastecimento por todo o periodo em que
transcorreu o experimento), posicionados dois em cada lateral das trés prateleiras da

incubadora (B.O.D) (figura 9).

Figura 9 - Tubo para centrifuga (seta) com 30 ml de agua para minimiza¢do da evaporacdo promovida
pela ventilagdo forgada no interior da B.O.D.

A germinagao foi monitorada em uma base didria. A partir do 18° dia ndo se observou
mais qualquer germinacao até o final do experimento, no qual foram obtidos os dados para o
calculo de percentagem de germinagdo (%G). As quantificagdes da biomassa, altura foliar e
comprimento de raizes principais foram realizadas ao final do experimento. As medidas de
comprimento foliar foram realizadas na folha primaria (plimula) de cada plantula. Nao foi
quantificada a biomassa das raizes devido a fragilidade das mesmas ndo suportar o
procedimento de extracdo dos graos de areia aderidos fortemente a elas.

As regas diarias ocorreram com o emprego de 20-40 ml de 4gua, ou de acordo com a
necessidade da plantula mediante observacdo visual da umidade superficial do substrato e o
crescimento vegetal. Apos 30 dias de cultivo, os comprimentos das folhas e das raizes

principais foram mensurados com a utilizagdo de paquimetro, enquanto que, para determinar a
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biomassa foliar, as plantas foram desidratadas em estufa de secagem (80°C por 1h e meia) e
pesadas em balanga digital (precisao de 0,0001).

No 25° dia apds a semeadura foi aplicado a todos os tratamentos um estresse hidrico
deixando-se de fazer as regas periddicas, objetivando avaliar a sobrevivéncia das plantulas
nessas condigoes.

Para a analise da germinacao foi calculada a porcentagem de germinacdo (GASPAR-
OLIVEIRA, 2007) em cada tratamento. Os dados foram organizados em tabelas e os
resultados submetidos a analise de variancia (ANOVA), utilizando-se o teste de Tukey com p

< 0,05, no programa estatisticos GraphPad Prism, versao 5.0.

Resultados e Discussdo — Parte 1

5.1 Selegdo, quantificacao e identificacio de FMAs da Restinga de Massambaba

A quantificacdo de glomerosporos das coletas realizadas em 6 pontos da area de

estudo estd apresentada na tabela 1:

Tabela 1 — Quantificacdo de glomerosporos na formacao vegetal psamofila-reptante na Restinga de
Massambaba, Arraial do Cabo- RJ.

P1 P2 P7 P8 P10 P11
Meédia* 17+4,0 22+12,2 47+£23,3 31£17,1 12+4,2 8+2,1
Total 52 43 142 94 37 23

* As médias foram obtidas por contagem em triplicata (50 ml) de cada ponto de coleta. As
datas em que as coletas foram realizadas foram: 03/10/11(P1 e P2 );30/01/12 (P7,P8);
19/03/12 (P10 e P11). A analise estatistica pelo teste de Tukey (p<0,05) apresentou diferenca
significante apenas nas amostras entre P7 e P11.

Observou-se diferenca significativa pelo teste de Tukey (p<0,5) entre as amostras do
dia 30/01/2012 (P3) e 19/03/2012 (P6). Nota-se a diferenga de pluviosidade em cada um dos
periodos: P3 ocorreu em periodo chuvoso (408,40 mm no bimestre dez-jan) ¢ P6 com
auséncia de chuvas (0,70 mm no bimestre fev-mar). SILVE, 2011 afirmarou que o nimero de
esporos ¢ um atributo bastante variavel, ja que a esporulacao ¢ dependente de diversos fatores.
Alguns desses influem diretamente nos valores obtidos, tais como: forma de coleta, tamanho

da amostra e a técnica de quantificagdo adotada.
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Obteve-se uma média de 22 esporos em 50ml (aproximadamente 28 esporos/100 g) de
solo. Foram separados, no total, 395 glomerosporos dos quais foram montadas as laminas
para identificacgao.

Foram realizadas também a identificagdo de estruturas infectivas (hifas
intrarradiculares, arbusculos, vesiculas) nas raizes de R. maritima coletadas. Foram
encontradas

Na area de estudo foi possivel confirmar, por caracteristicas morfologicas, a presenca
dos géneros Acaulospora sp ( figura 10 e); Gigaspora sp (figura 10 1), Glomus sp (figura 10
a-c); ja relatados como presentes em experimentos de biorremediagdo ou em 4areas

degradadas, e a espécie Fuscutata heterogama (figura 10d).

Glomus sp

Gigaspora sp

Fuscutata heterogama.
Acaulospora sp

Figura 10 — Glomerosporos extraidos do solo da formagao vegetal psamofila-reptante na restinga de
Massambaba, A. do Cabo - RJ em coletas realizadas entre outubro de 2011 a maio de 2012.
Fotos:Bruna Pozzebon.

Soares et al. (2009) discutiram resultados de estudos que apresentaram influéncia em
tratamentos com FMAs em crescimento de mudas de vegetais, observando variagdes em

resultados dependendo da espécie de FMAs utilizada na inoculagdo. Em estudos com
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abacaxizeiro a inoculag@o resultou em maior crescimento das mudas quando comparadas com
as ndo micorrizadas. No entanto, tal estudo observou que, também em abacaxizeiro, a
utilizagdo de Glomus etunicatum nao promoveu o crescimento das mudas, mesmo com indice

de colonizagao de 70%.

5.2 Identificagdo de estruturas micorrizicas em raizes de R. maritima

A ocorréncia de FMAs no solo da formagao psamofila-reptante pdde ser constatada
por meio da observagdo de micélio extrarradicular e estruturas intrarradicular das amostras de
R. maritima (figura 11) .

Na figura 11D foi observada a presenca de hifas septadas escuras colonizando raizes
de R. maritima, podendo ser comparadas as “Dark Septate Endophytes”, encontradas em
ambientes estressados (GARCIA;MENDOZA;POMAR, 2012; KNAPP; PINTYE; KOVACS,
2012), o que pode confirmar a hipotese de Knapp e colaboradores (2012) que tais grupos

fungicos compartilham ambientes semidridos em uma escala global.

) . Imagens: Bruna Pozzebon
Figura 11 - (A-J) Estruturas fungicas radiculares em raizes de Remirea maritima Aublet coletadas na

restinga de Massambaba- Arraial do Cabo — RJ. APR- Apressorios de hifas cenociticas na raiz (A).
MIC- Micélio de FMAs (B). Seta branca - Esporocarpo em meio ao micélio aderido a raiz (B). HFM —
Hifas cenociticas de FMAs extrarradiculares (C,D). HFM-IR — Hifas de FMAs intrarradiculares
(E,H,I). VES- Vesiculas intercelulares (E,F,G,H). DSE — Hifa septada extrarradicular de Dark Septate
Endophytes (D). DSE-MI — Microesclerodio de DSE intrarradicular (J). ES — Esporo em rizosfera de
Remirea. Barras indicam 20 mm. EC —Esporocarpo (M).
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Estruturas fungicas, hifas intra e extrarradiculares, esporos, esporocarpos, arbusculos,
vesiculas nas raizes e na rizosfera de R. maritima confirmam que este vegetal ¢ simbionte de
FMAs (BERBARA; SOUZA; FONSECA, 2006; BRAGA, 2008; SAGGIN JUNIOR, 2002;
SANTOS, 2010; SCHUBLER; WALKER 2010; INVAM, 2010) e, por isso sua utilizagdo em
experimentacao com solo contaminado por hidrocarbonetos ¢ perfeitamente viavel, podendo
gerar resultados positivos para micorrizorremediagdo (KHAN, 2006; LAMEGO; VIDAL,
2007).

Cordeiro (2005) e Boeger (2006) destacaram caracteristicas estruturais de plantas
halofitas-psamofilas, entre elas a Remirea maritima, que possibilitam sua adaptacdo a
ambientes distroficos litoraneos, como as restingas. Algumas caracteristicas desta zonacao,
composicao floristica e adaptagdes estruturais vegetais sao atribuidas a presenca de fatores
como a concentracao de nutrientes no solo, profundidade do lengol fredtico, deposi¢ao de
salsugem e posi¢ao topografica.

Relacionando caracteristicas bioacumuladoras de fitorremediagdo e o relato de plantas
halofitas possuirem “células acumuladoras de NaCl” (MARTINS; MACHADO;ALVES,
2008) e também a capacidade de acumular ions cloreto e s6dio que as vesiculas de FMAs em
raizes de plantas sob ambiente salino possuem (MIRANSARI, 2011) pode-se inferir a
capacidade micorrizorremediadora que essas plantas podem possuir quando associadas a
FMAs. Sao questdes como esta que, para indicagdes de biorremediagdo de solos de restinga
impactados por poluentes oriundos de agdes antropicas, demandam pesquisas
multidisciplinares, tais como bioquimica, moleculares e fisiologicas (KHAN, 2006) e
apontam para a necessidade de identificacdao de espécies autdctones a serem utilizadas em tais

técnicas biotecnologicas.

5.3 - Resultados e Discussdo — Parte 11

5.3.1 Avaliac¢ao da quebra de dorméncia do crescimento de sementes de B. decumbens

em Neossolo Quartzarénico

Na figura 12 apresentados os resultados para o teste de quebra de dorméncia das
sementes de B. decumbens, no qual os quatro tratamentos a que foram submetidas sdo
comparados. Os tratamentos SI, e CI obtiveram maior crescimento de raizes, demonstrando
que a melhor quebra da dorméncia e o desenvolvimento das raizes se apresentaram melhor

quando as sementes passaram por embebicao e desinfestacdo. Os resultados para percentual
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de germinagdo, producao de massa seca e crescimento foliar ndo apresentaram diferengas

significativas pelo teste de Tukey (p<0,05, n=3).

A B
40+ 15+
ns Si1 ns Si1
30 ns = SI2 ns & si2
| - SI3 104 ns He B si3
== Cl - i = C
g2 NS £
T ns
54
104
0- 0-
Tratamentos Tratamentos
c D
8+ 801
b b Si1 i SE
il Si2 ns = si2
2 60 ns
Em SI3 - si3
2 2 . S - Cl
§4 T ® 4] ——
2 20-
0- gl
Si1 SI2 SI3 Cl
Tratamentos Tratamentos

Figura 12 — Teste de germinacdo de sementes de B. decumbens submetidas a desinfestacdo com
hipoclorito de sodio 1% (SI2, SI3 e CI4) e embebicdo em agua destilada por 24 horas (SI2 ¢ CI4)
semeadas em Neossolo Quartzarénico distrofico. A- Massa seca B - altura foliar; C - Comprimento da
raiz principal; D - Percentual médio de germinag¢do de sementes; ns= diferengas estatisticas
“nao significantes”; letras iguais no topo das barras ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey
(p<0,05).

Constatou-se que ndo houve auséncia de germinacdo em nenhum dos tratamentos e
interferéncia significativa dos FMAs no crescimento do vegetal, mantendo-se em 45 + 8, 21%
o percentual médio de sementes germinadas.

Lima (2008), ao avaliar a micorriza¢do de raizes de manjericdo e trevo por Glomus
clarum, relata a acdo negativa que os momentos iniciais da simbiose vegetal — fungo pode
sofrer, uma vez que os FMAs drenam cerca de 5 a 20% do fotossintato liquido total
produzido pelo hospedeiro para sua formacdo e manutengdo, e, por isso, considera tal
processo simbidtico um dreno para o hospedeiro nos momentos iniciais de sua formagao e
inicialmente ndo benéfico para os vegetais (LIMA, 2004 apud LIMA 2008).

Necessario se faz a realizacdo de estudos que desenvolvam experimentos de

germinagdo € crescimento de plantas em solo de éareas dunares por periodo maior de
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observacdo, objetivando constatar essa acdo ndo benéfica inicial dos FMAs no processo
simbidtico e seus possiveis beneficios no desenvolvimento da planta hospedeira apds as
primeiras semanas da inoculagao.

Embora o bioensaio tenha apresentado resultados satisfatorios e parametros para o
bioensaio de micorrizorremediagdo posterior, observaram-se baixos valores para crescimento
foliar, numeros de folhas e massa seca do vegetal-teste. Boeger e Gluzezak (2006) comenta
que menores areas foliares refletem uma estratégia para evitar a perda de agua por
transpiracdo quando o vegetal se encontra em condigdes de temperaturas elevadas e sob
intensa luz solar ou mesmo como resposta a baixa fertilidade do solo. Esse autor apresenta
também interferéncia no metabolismo vegetal promovida pela alta salinidade no solo que
pode reduzir a taxa de crescimento, resultando em plantas com menor tamanho e nimero de
folhas, além da redugdo da area foliar. Tanto a salinidade quanto a baixa fertilidade sao
caracteristicas do solo de restinga utilizado no experimento. Foi observado na formagao
psamofila-reptante da area de coleta, uma comunidade vegetal pouco abundante e crescimento
foliar reduzido, corroborando tais respostas apresentadas por Boeger e Gluzezak (2006). Isso

pode explicar o os baixos valores resultantes do experimento.

5.3.2 Avaliacao da tolerancia de B. decumbens em Neossolo Quartzarénico inoculados com

FMA s e contaminado com tolueno.

Na tabela 2 s3o observadas as distribuicoes de totais e médias obtidas da B.
decumbens submetida ao teste com tolueno e FMAs. Nota-se que a germinagdo das sementes
manteve-se numa média de 31 individuos, ou seja, 51 + 6,2% do total semeado germinaram,
média proxima a obtida no teste de germinacdo (45+ 14,4 %) onde ndo foi utilizado
hidrocarboneto. Infere-se que nao houve influéncia do hidrocarboneto ¢ dos FMAs na
germinagdo da B. decumbens. Quanto ao numero de sobreviventes observou-se que o0s
tratamentos inoculados com FMAs e com dose mais concentrada de tolueno (VMH;, e VEH,)
obtiveram maior nimero de individuos (17) resistentes ao estresse, o que pode ser
consequéncia de influéncia de FMAs na sobrevivéncia do vegetal. Observou-se também que
esse mesmos tratamentos obtiveram maior massa foliar total (Mft) — 34,8mg (VMH,) e 29,5
mg (VEH,) respectivamente - porém as médias de producdo de massa foliar (Mf) obtidas em
cada tratamento ndo foram estatisticamente significantes pelo teste de Tukey (p<0,05),

ocorrendo 0 mesmo para comprimento da raiz (Cr) e altura foliar (Af).
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Tabela 2 - Caracteristicas de B.decumbens sobreviventes na presenca de propagulos de Fungos
Micorrizicos Arbusculares (FMAs), presenca ou auséncia de duas concentracdes de hidrocarbonetos
do petroleo (tolueno)' por 30 dias apds estresse hidrico.

Caracteristicas | V. | VH, | VH, | VMH, | VMH, | VE | VEH, | VEH
Total de
germinagao 28 30 31 31 25 32 38 30
Mf, (mg) 9,1 11,3 23,7 11,3 34,8 13,7 23,4 29,5

Mf (mg) 3,0ns+1,7 3. 8ns+2,3 4, 7ns+24 23ns+04 7,0ns+4,3 34ns+1,8 7.8ns+4,2  59ns+3,3
Cr (cm) 3,5ns+2,0 3. 8ns+1,0 4,Ins+1,4 3,5ns+1,04 34ns:1,0 43ns+l,4 3,2ns+0,6 3,0nstl,5

Af (cm) 6,2ns+0,2 49 ns+l,1 5,4ns+ 0,7 5,1 ns+0,5 55ns+1,4  59ns+1,2  7,7ns+l,7 5,3 ns+0,7

'_ V. vegetal na auséncia de hidrocarboneto (tolueno); VH;: vegetal na presenca de menor
concentragio de tolueno em substrato (153 ml.200g"'solo) VH,: vegetal na presenca de maior
concentragio de tolueno em substrato (4,7ml. 200g™" solo); VE: Vegetal na presenca de esporos de
FMAs; VEH;: Vegetal na presenca de esporos de FMAs e dose de menor concentragdo de tolueno em
substrato (153ml.200g 'solo); VEH,: Vegetal na presenga de esporos de FMAs e maior concentragio
de tolueno em substrato (4,7ml. 200g" solo); VMH;. vegetal na presenca de fragmentos de raizes
micorrizadas de Remirea maritima e dose de menor concentracdo de tolueno em substrato
(153ml.200g™" solo); VMH,: vegetal na presenca de fragmentos de raizes micorrizadas de Remirea
maritima e dose de maior concentragio de tolueno em substrato (4,7ml.200g™ solo).2- Mf, Afe Cr :
médias de massa seca foliar, altura foliar e comprimento da raiz respectivamente com desvio padrao.
Mft: massa seca foliar total por tratamento apos estresse hidrico; 3-Médias seguidas pela mesma letra,
na linha, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05, n=5)

Na figura 13 sdo observados os percentuais de germinagdo e de sobrevivéncia do
vegetal-teste. Esses percentuais foram calculados levando-se em consideragdo o percentual de
cada vaso, obtendo-se a partir dai a média que cada tratamento apresentava. Nota-se que nao
houve influéncia significativa do hidrocarboneto e de FMAs no percentual de sementes
germinadas. Embora haja relatos de que os hidrocarbonetos do petrdleo inibam a germinagao
de sementes, segundo Inckot (2008), bioensaios podem obter resultados diferentes de acordo

com a espécie, a concentracdo e o tipo de dleo.
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Figura 13- Percentuais de germinagao de sementes de B. decumbens em 30 dias de cultivo na
presenca FMAs e tolueno.

Os resultados mais expressivos em relacdo a influéncia dos FMAs na sobrevivéncia
das plantas submetida a estresse hidrico na presenca do contaminante estao apresentados nas
figuras 14A e 14B Observou-se que o tratamento que foi inoculado com fragmentos de raizes
micorrizadas de R. maritima e com maior dosagem de tolueno, VMH;, apresentou o maior
percentual médio (89,6+ 12,5 ) de sobrevivéncia apos o estresse aplicado. O tratamento que
recebeu esporos ¢ maior dosagem de tolueno, VEH,, também apresentou alto percentual
médio de sobrevivéncia (81,7 22,1), denotando uma aparente influéncia do fungo no
crescimento do vegetal na presenca de tolueno. Entretanto, VEH; ndo apresentou diferenga
estatistica significativa quando comparado com VH2 (41+ 11,2%) que recebeu dosagem

maior do poluente, mas nenhum propagulo de FMAs.
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Figura 14- (A) Percentual médio de sobrevivéncia de B. decumbens apos 25 dias de cultivo na presenca
FMAs e na presenga de tolueno e antes do estresse hidrico de 5 dias (B) Percentual médio de
sobrevivéncia de B. decumbens apds 30 dias de cultivo na presengca FMAs e tolueno, apods estresse
hidrico de 5 dias. Letras iguais no topo das barras ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey
(p<0,05).

Um melhor desempenho do vegetal submetido a concentracdo maior de tolueno sem
inoculacdo sugere um estudo mais aprofundado para obtengdo de dados que venham
esclarecer se tal desempenho deve-se ou nao ao potencial fitorremediador da B. decumbens,
que na auséncia de FMAs pode utilizar um dos caminhos metabdlicos da fitorremediagao aqui
jé discutido.

Os tratamentos que apresentaram menor percentual de plantulas sobreviventes ao
estresse abidtico de seca artificialmente produzido - cessacdo de regas - foram os que nao
receberam inoculacdo com FMAs (V, VE, VH; e VH,) ou inoculados que receberam dose de
tolueno em menor concentracdo (VMH; . VEH;). A influéncia direta do tolueno nessa
sobrevivéncia do vegetal ainda nao pode ser explicada nesse experimento, ja& que em baixa
concentracdo do poluente ndo se apresentou diferenca significativa de sobrevivéncia vegetal
em relacdo ao controle. Aqui ndo se optou por realizar desinfestacdo dos esporos nem dos
fragmentos de raizes de R. maritima utilizados no indculo, no entanto Soares (2009) cita
mecanismos metabolicos associados a bactérias promotoras do crescimento de plantas”
simbiontes de FMAs que podem melhorar o desempenho da planta sob condi¢des de estresse
e aumentar o rendimento. Tais mecanismos simbidticos podem estar envolvidos na utilizagao
do hidrocarboneto pelo fungo como fonte de carbono, refletindo em maior crescimento
micelial e maior influéncia na sobrevivéncia da planta. Soares (2009) testando inoculagdo de

FMA s associados ou ndo a bactérias promotoras de crescimento em plantula micropropagada
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de abacaxizeiro, relata que ndo houve crescimento significativo na presenca de FMAs
esterilizados com hipoclorito de sodio e estreptomicina. Tal sinergia bactéria-fungo também ¢
abordada por Azcon-Aguilar e Barea (1997) observando que a mesma promove o
desenvolvimento e a sanidade do vegetal melhorando sua adaptagdo a medida que reduz o
estresse.

Observou-se ainda que o tratamento controle (V), ndo obstante o seu percentual de
germinagdo (46,7 = 17,3) ter se mantido estatisticamente similar ao da média do experimento
(51,0 £ 6,2%), obteve o menor percentual total de sobrevivéncia (26,5 £12,5 % ) apds o
estresse hidrico, o que pode refletir os efeitos distroficos do solo sobre o vegetal, e,
consequentemente, a dificuldade do vegetal resistir a estresse abiotico na auséncia de
micorrizas.

Quanto a analise de variancia nao ter revelado efeito significativo no percentual de
germinagdo das sementes, Gorgosz (2010) também ndo encontrou diferengas estatisticas
significativas no percentual de germinagdo de Campomanesia xanthocarpa O. BERG
(Myrtaceae) em teste com solo contaminado por petroleo concluido em 35 dias. Entretanto,
esse autor destacou a importancia de pesquisas que avaliaram a acdo inibitoria do efeito
toxico do petroleo sobre a germinagdo de sementes de diversas espécies vegetais, destacando
que a germinacao de sementes pode ser inibida pelo efeito toxico do petrdleo ou por
condi¢des desfavoraveis do solo.

Paula (2007), pesquisando os efeitos de antraceno e creosoto em Brachiaria e
Pueraria na colonizagdo de Glomus, destaca que os efeitos toxicos de poluentes organicos
também podem ocorrer sobre FMAs, inibindo a colonizagdo micorrizica. Aos 30 dias
observou-se crescimento nas plantas inoculadas com esporos de FMAs e tolueno.

A baixa disponibilidade de nutrientes, caracteristica do solo de restinga, pode ter
interferido na manutengdo do desenvolvimento das plantulas sendo necessarios testes que
insiram doses nutricionais, embora tal procedimento ndo venha representar as caracteristicas

naturais do solo encontrado em zona psamofila-reptante da restinga.

6 CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho foram identificados esporos do género Glomus na éarea de estudo,
constatando a presenca de Fungos Micorrizicos Arbusculares na formagdo vegetal Psamofila-
Reptante da Restinga de Massambaba, em Arraial do Cabo-RJ. Foram identificadas

estruturas micorrizicas arbusculares (esporos, hifas extra e intrarradiculares, vesiculas,
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arbusculos e esporocarpos) em raizes de Remirea maritima (familia Cyperaceae) coletadas na
area de estudo. Segundo Souza (2006) a familia Cyperaceae nao apresenta colonizagao por
micorrizas, entdo de acordo com os resultados do presente estudo pode-se indicar a
identifica¢do da colonizacao de Remirea maritima por micorrizas (FMAS).

Também na identificagdo da colonizacdo de R. maritima por FMAs, foi observada a
presenca de hifas septadas escuras, podendo ser comparadas aos Dark Septate Endophytes”,
caracteristicas de ambientes estressados, o que pode confirmar a hipotese de que tais grupos
fingicos compartilham ambientes semidridos em uma escala global, sugerindo a importancia
de estudos sobre DSE na co-colonizagao em raizes de plantas hospedeiras de FMAs.

Em bioensaio de micorrizorremediagdo de solo de restinga contaminado com
hidrocarboneto do petréleo (tolueno) a presenga de propagulos de FMAs de R. maritima
promoveu maior tolerdncia ao poluente e ao estresse hidrico em B. decumbens, cujo
percentual médio de sobrevivéncia para os tratamentos com maior concentracao de tolueno,
inoculados com fragmentos de raizes micorrizadas de R. maritima provenientes da area de
estudo, foi de 89,6 %. Este resultado indica a importancia desse vegetal, e sua associagdo com
FMAs, em processos de biorremediagdo de solos contaminados com hidrocarboneto do

petroleo.

6.1 Contribuigdes e Perspectivas

Diante da possibilidade do Centro de Diversidade de Cabo Frio, onde se insere a
Restinga de Massambaba, sofrer impactos com derivados do petrdleo devido a expansao
regional e o crescimento populacional, o qual tem entre outras demandas, o aumento da
utilizagdo de combustiveis, este trabalho apontou a necessidade de estudos que caracterizem,
quantifiquem e testem impactos do aumento da utilizacdo e possiveis derramamentos de
petroderivados em solo de restingas. A identificagdo de FMAs associados aos vegetais de
restinga aliada ao entendimento da dindmica desses micro-organismos na presenga de
poluentes como hidrocarbonetos do petréleo podem gerar biotecnologia para a
descontaminagado de diversos ecossistemas mundiais.

Os vazamentos ocorridos na Restinga de Jurubatiba por consequéncia da tubulagdo
com agua de producdo que a atravessava, advinda da Refinaria Cabiunas (FERREIRA;
MORAES; SANTOS, 2005) podem ter sido interrompidos com a desativagdo da tubulagio,
porém que providéncias foram tomadas para biorremediagdo do solo, ainda ndo foram

publicadas. Sugere-se aqui um aprofundamento das pesquisas com micorrizorremediagao de
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hidrocarbonetos em restingas para que programas de despoluigao do solo desses ambientes
possam ser implantados tao logo se identifique acidentes como aquele.

Nao se sabe ainda a amplitude do impacto na biota local e nem na microbiota do solo
na regido de Massambaba devido ao crescimento urbano em direcdo a mata de restinga.
Possivelmente, o lencol fredtico (bastante aflorado) tem sido contaminado por efluentes em
fossas e sumidouros nas residéncias e comércios em franca expansdo imobiliaria. Qual a
alteracdo na microbiota rizosférica dos vegetais da restinga que pode ser causada pelo
possivel aumento de coliformes fecais e de matéria organica no lengol freatico local? Que
consequéncias o aumento artificial de nutrientes, incrementados pela contaminac¢ao do lengol
freatico devido ao aumento populacional na regido, podera causar aos mecanismos simbiontes
dos vegetais e dos FMAs ali presentes? Bairros em franco crescimento, como Monte Alto e
Figueira, foram erguidos sobre a restinga de Massambaba, de tal forma que em muitos
quintais das casas ali construidas ainda se pode observar exemplares deste ambiente (como
cactos, a Allagoptera arenaria — o guriri, € a Eugénia angustifolia - a pitangueira), como
também nos terrenos, que ainda nao foram pavimentados, o solo arenoso e branco pode ser
encontrado por traz de muros e cercas demarcadoras de propriedades privadas. Com o
crescimento da demanda, postos de abastecimentos de combustiveis poderdao ser construidos
nesses bairros e as consequéncias poluidoras de suas instalagdes ja foram esclarecidas neste
estudo.

Questionamentos e 1impactos como estes demandam maiores pesquisas
multidisciplinares que buscardo responder as consequéncias de alteracdes ecossistémicas e
seus impactos na biota do solo decorrentes das crescentes atividades antropicas na regiao.

A pesquisa aqui apresentada necessita ser continuada para que respostas a sociedade
nao sejam iniciadas apenas quando os efeitos negativos de tais alteracdes estiverem sendo
observados por ela. Alguns desses desdobramentos, quanto ao estudo do solo e ambiente

rizosférico das plantas de restinga, sdo aqui sugeridos:
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Classificacdo e quantificacdo de
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rizosferas de psamdfilas-
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Esclarecimentos sobre a acao

micorrizorremediacdo pelo Desdobramentos ) :
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consércio bactérias-fungos )
pesquisa processo de
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micorrizorremediagdo e
quantificacdo dos produtos

Identificacdo de substancias
sinalizadoras e promotoras do
processo simbidtico e de
micorrizorremediagdo em restingas.

Testes de niveis de
degradacao
de poluente pela simbiose
fungo-planta haldfita

Ecologia e importancia de fungos
endofiticos autdctones, tipo DSE, na
colonizagdo das plantas de restinga

por FMAs.
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