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RESUMO

A grande atividade exploradora realizada por mineradoras provocam impactos ao meio
ambiente e ao ser humano, de forma que ocorrem gradativas remogoes de solo e a geragado de
rejeitos com altas concentragdes de substancias toxicas, incluindo o arsénio. Através desta
problematica buscam-se estratégias econdmicas e sustentaveis que possam minimizar ou até
mesmo resolucionar essas contaminagdes, assim a fitorremediacdo ganha destaque, por ser
uma estratégia que utiliza plantas que conseguem degradar, acumular ou estabilizar as
substancias toxicas em solos contaminados. Porém assim como outras estratégias, a
fitorremediacdo também possui suas limitagdes, e a descoberta de que os fungos micorrizicos
podem de forma significante aumentar a eficacia dela, revoluciona os estudos para essa area.
Esse trabalho objetivou analisar a contribui¢do dos fungos micorrizicos em atividade de
biorremediacdo de solos contaminados por arsénio. Foi realizado um levantamento
bibliografico em diversos sites de pesquisa cientifica, com a leitura de artigos cientificos,
livros e teses. Conclui-se que ha caréncias de estudos eficientes na area, ¢ que é necessario
pesquisas a fim de descobrir novas espécies de vegetais e fungos que sejam resistentes a altas
concentragdes do arsénio, e juntamente a isto descobrir metodologias para facilitar o
manuseio, a preservacao e andlise genética desses fungos, superando as limitagdes existentes

nas pesquisas.

Palavras-chave: impactos, microorganismos, minera¢ao, micorrizas, técnicas



ABSTRACT

The explorer activity performed by mining companies cause impacts to the environment and
to humans, in such way that occur gradual soil removal and the generation of tailings with
high concentrations of toxic substances, including arsenic. Through this issue, economic and
sustainable strategies are searched so that can minimize or solve these contaminations, thus
the phytoremediation is emphasized, because it is a strategy that uses plants that can degrade,
accumulate or stabilize the toxic substances in contaminated soils. However, like other
strategies, the phytoremediation also has limitations, and the finding that the mycorrhizal
fungi can significantly increase its effectiveness, researches in this area were revolutionized.
This study aimed to analyze the contribution of mycorrhizal fungi in bioremediation activity
of soils contaminated with arsenic. A bibliographical survey on scientific research sites, by
reading scientific articles, books and theses was performed. The conclusion is that there are
lacks of efficient studies in the area, and that requires research to discover new species of
plants and fungi that are resistant to high concentrations of arsenic, and along with this find
methodologies to facilitate handling, preservation and genetic analysis of these fungi,

overcoming the limitations in research.

Keywords: impacts, micro-organisms, mining, mycorrhizae, technical
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1. INTRODUCAO

O Arsénio (As) ¢ um metaldide naturalmente distribuido pela crosta terrestre, € possui
variacoes de estados de oxidacdo, o qual sua toxidade pode variar de acordo com a forma
quimica em que se encontra. Porém ao ser encontrado em grandes concentragdes no solo pode
causar grandes impactos ao ambiente (PEREIRA et al., 2009). As atividades antrdpicas sdo as
maiores responsaveis pelo aumento de concentragdo do arsénio no ambiente, nesse contexto
se insere a mineragdo, considerado o mais importante processo de disponibilizagdo do As no
solo, fato alarmante para o estado de Minas Gerais, visto que possui intensas atividades de

mineradoras (CAMPOS et al., 2013).

O arsénio ¢ um importante indicador em trabalhos de prospeccdo mineral, devido a
associagdes naturais que possui com diversos tipos de mineralizagdes como o ouro, a prata, o
chumbo e o zinco. Assim a extracdo destes metais geram rejeitos ricos em arsénio que podem
comprometer os recursos hidricos, tornando-se depdsitos de residuos e consequentemente
ocorrendo a contaminagao de todo um ecossistema existente, além de provocar riscos ao ser

humano, como o cancer (DE LIMA RODRIGUES & MALAFAIA, 2010).

Devido a esta problematica, cada vez mais surgem estudos de alternativas que possam
solucionar a contaminacdo dos solos por arsénio através das atividades de mineragdo. De
forma que sejam estratégias eficientes e de baixos custos, leva a grande procura pela
fitorremediacdo, no qual utiliza-se plantas na recuperacdo de dareas degradadas, por
conseguirem diminuir a disponibilidade deste e de outros elementos no solo em diferentes
maneiras (MELO et al., 2009; PEREIRA et al., 2011). Além disso, ¢ grande a busca pela
utilizacdo dos microorganismos que possam contribuir nessa atividade, ao promoverem
relagdes simbidticas com as plantas, de forma que, proporcionem melhores resultados para a
tolerancia delas ao elemento. Assim destacam-se os fungos micorrizicos, que se associam as
raizes e possuem importante papel na aquisicao de nutrientes pelas plantas, além de serem
utilizados como bioindicadores do ambiente e de possuir caracteristicas que permitem auxiliar

as plantas na extracdo dos elementos toxicos (SCHNEIDER et al., 2012).

A utilizagdo dos fungos micorrizicos em trabalhos de fitorremediacdo ¢ considerada
promissora, ¢ hd necessidade de estudos que possam compreender os mecanismos de
interacao destes fungos com as plantas a serem usadas e suas contribuigdes, de forma que se
torne uma pratica cada vez mais eficiente na recuperacdo de areas contaminadas com o

arsénio.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral:

Este trabalho tem o objetivo de apresentar uma andlise da contribuicdo dos fungos

micorrizicos na biorremediagao de solos contaminados por arsénio.

2.2. Objetivos Especificos:

e Apresentar a forma de contaminacao por arsénio no solo através da mineragao;
e Relacionar a fitorremediagao e a utilizagdo de micorrizas;
e Identificar as principais espécies de fungos micorrizicos utilizadas ¢ as metodologias

envolvidas nesse estudo.
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3. METODOLOGIA

No presente estudo foi utilizado o processo de levantamento bibliografico do que ja foi
publicado sobre a utilizacdo de fungos micorrizicos em estudos de biorremediagdao de solos

contaminados com Arsénio.

Esse levantamento de dados foi realizado através de artigos cientificos, livros, dissertagdes
e teses disponiveis sobre o tema abordado em base de dados como Scielo, Pubmed, Google

Académico, Portal Periddicos CAPES e Lilacs., a fim de ampliar a discussao do tema.
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4. REFERENCIAL TEORICO

4.1. A mineragio como fator contribuinte no aumento da concentra¢io de arsénio
no solo

A mineragdo ¢ considerada uma industria de base que promove o impulso a novas
atividades econdmicas. A exploragdo de minerais cresce gradativamente em relacdo ao
aumento populacional, de forma que possa ser capaz de atender as necessidades da
populacdo como forma de matéria-prima, sendo um setor de grande importancia na
contribuicdo socioecondmica para o pais. Esse ambito promove o crescimento de
empregos e modernizacdo de infraestrutura em processos de urbanizacdo, porém também
se observa a exploragdo de recursos naturais e atividades que podem comprometer as

condi¢des ambientais (CNI, 2012).

Quando se utiliza a exploracdo pelas mineradoras promove-se uma série de impactos
sobre a vegetacdo, a fauna, as 4guas superficiais e subterrdneas, o solo, entre as
comunidades locais, entre outras problematicas. (MMA, 2014). Para IBRAM (1992), sao
incontestaveis os efeitos negativos sobre o meio ambiente provocados pela mineragao,
seja de subsolo ou de superficie, onde ocorre a remoc¢ao das camadas de solo e utilizagdo

de areas superficiais para disposi¢do de rejeitos, respectivamente.

Como a retirada de minerais exige escavacdes abundantes, e resultam em o acimulo
de rejeitos, observa-se que estes possuem alto teor de substancias poluentes (como os
metais pesados), além de uma grande remog¢do de toda vegetacdo em camada superficial
do solo expondo-o a processos erosivos (MECHI & SANCHES, 2010). Os rejeitos
depositados no ambiente sdo decorrentes do processo de beneficiamento e deposi¢dao de
material estéril ou inerte que ndo ¢ aproveitdvel e ¢ proveniente do decapeamento
superficial (IBRAM, 1987), onde se encontram elementos toxicos ao ser humano, como o

arsénio.

Este metaloide ¢ obtido como um subproduto em tratamentos de minérios de cobre,
chumbo, cobalto, ouro e entre outros, e quando disposto no solo dependendo de sua forma
e condi¢des pode apresentar pouca ou alta mobilidade, fator que pode contribuir para a
lixiviagdo do elemento aos cursos hidricos (CETESB, 2012) se tornando um problema de

saude publica, devido a essa substancia ser considerada carcinogénica e provocar
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disturbios no ser humano que ocorre devido a contaminagdo do solo, poeira ou de adgua

para o consumo (FIGUEIREDO, BORBA & ANGELICA, 2007).

A contaminacdo de 4gua utilizada ao consumo ocorre devido a liberagdo do As em
aguas superficiais e subterraneas, através da facilidade de dissolugdao deste componente,
que esta presente em rochas e mineralizagdes, como a arsenopirita, que contém minerais
de arsénio e carbonatos, (BORBA & FIGUEIREDO,2004) e sdao abundantes em locais

utilizados pelas mineradoras.

E de fundamental importancia o conhecimento da especiagdo quimica dos metais
presentes no minério para observar o grau de risco que eles podem causar, assim, o
arsénio de forma inorganica pode ser considerado altamente téxico e sua toxidade
depende de sua especiagdo (grau de oxidagdo das suas espécies), e o arsenito que ¢ arsénio
trivalente, torna-se 60 vezes mais toxico que o arsenato que ¢ uma forma oxidada
pentavalente, dessa forma o teor de arsénio ¢ um importante parametro para avaliar sua

mobilidade, toxidade e biodisponibilidade no ambiente (LADEIRA et al., 2014).

Em seu estudo Kwon, Lee & Jung (2012), observaram que areas de mineragdo ricas
em metais sustentavam solos de rochas altamente alteradas por processos geoldgicos, fator
que possibilitou em concentracdes elevadas de As no ambiente. Isso mostra a ineficiéncia
de fiscalizagdo ambiental, uma problematica mundial visto que, sdo muito recentes as
politicas de prevencao e mitigacao dos impactos ambientais promovidos pelas atividades

da mineracdo (MECHI & SANCHES, 2010).

Os altos teores de arsénio no solo ja foram observados em regides brasileiras,
destacando-se o estado de Minas Gerais. Esse estado ¢ considerado o mais importante
polo minerador do pais, sendo responsavel por aproximadamente 53% da produgdo
brasileira de minerais metéalicos e 29% em geral, possuindo mais de 300 minas em
operacdo, tornando-se o maior produtor de minérios do pais no ano de 2012 (IBRAM,
2014), com produ¢do de mais de 20 minerais, entre estes se encontram os que dispersam o
arsénio através das atividades em sua exploragdo, como o ouro. Muitos casos foram
descritos no estado relacionados a exposicao humana e do meio ambiente ao arsénio, € um

dos mais importantes estudos do pais destina-se a regido do Quadrilatero Ferrifero (MG).

Essa regido possui grande riqueza em minerais, € consequentemente sofre impactos

devido a exploracdo de seus recursos através das atividades minerarias durante muitos
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anos (ROESER & ROESER, 2010). Ela responde a uma grande produ¢do do minério de
ouro, ¢ em seus sedimentos estd disposto o As originado pela oxidagdo das rochas,
principalmente pelas atividades antropicas com a deposicao dos rejeitos de mineragdo em
drenagens. Alto teor de As foi encontrado em amostras de dgua subterranea na regiao,
principalmente em locais com a presenga de sulfetos e carbonatos nas rochas, coletadas
em pontos das cidades de Ouro Preto e Mariana (BORBA, FIGUEIREDO &
CAVALCANTI, 2004).

Neste cenario os riscos estimados para receptores humanos de efeitos cancerigenos ou
ndo cancerigenos foram considerados inaceitaveis, e detectaram-se maiores riscos as

criancas moradoras de Ouro Preto expostas por ingestdo e contato dérmico com solo e

agua subterranea (GONCALVES E LENA, 2013).

A mineragdo do ouro agrega esse grande problema de contaminacdo devido ao fato de
que o processamento desse minério promove a transformagdo de sulfetos metéalicos em
oxidos metalicos, através da vasta transformacao de FeAsS em diferentes formas

dispostas nos rejeitos (LADEIRA et al.,2014) (Figura 1) .

FeAsS Minério de ouro
contendo pirita e
arsenopirita. 50, * 50,,,+H 0

S0,(g) para produgdo de H,S0,.
— H,50,

[1]] dag)
l A
Ustulagdo gases -
2FeAsS,, +50,,, = Fe,0y  + As,0,  +250, Separacdo de gases
2FeS,,, +1%0,,, > Fe,0,,+450,,, ]
A 4
As,0,(g) é dissolvido em dgua, na presenca de

Minério ustulado oxigénio e precipitado com Ca(OH),

contendo 6xido de As,0,,,+ 0, +3CalOH), = 2Ca\(AsO, |, +3H,0,,
ferro e ouro. v

Minério ustulado segue 1

para produgdo de ouro Cay(As0,)y
é colocado em rejeitos

Figura 1. . Principais etapas do processo de ustulagdo de pirita e arsenopirita ocorrente em rejeitos
toxicos de mineradoras (LADEIRA et al., 2014).



17

Também relacionado a minerac¢do de ouro, outro local foi detectado com problemas de
contaminag¢do por arsénio: O municipio de Paracatu (MG). Nele localiza-se a mina Morro
do Ouro que ¢ considerada um dos maiores empreendimentos de mineragdo do Brasil, e
vem durante décadas sofrendo vasta exploragdo devido a alta produtividade que
proporciona. Seu alto risco ambiental ¢ devido ao fato de a extracdo de ouro ocorrer em

rochas ricas de arsenopirita (CETEM, 2012).

Em seu estudo Rezende (2013), analisou amostras de sedimentos de Paracatu que
apresentaram concentra¢do de As superior ao limite de nivel 2 (17 mg kg-1) determinado
pelo CONAMA. Além disso, tornou-se alvo de polémicas o fato de empresas de
mineragdo presentes na area apresentar projetos de expansdo da mina (KINROSS, 2006)

que aumentam a longevidade de sua exploragao.

Em seu estudo Clemente et al.(2013), observou mudangas espaciais verificando
crescimento de uma mina em direcdo a areas urbana, o que gerou consequéncias
ambientais pelos rejeitos gerados e aos moradores do local. Ademais, os impactos que sdo
causados pela mineracdo, também estdo relacionados a uma competicdo de uso e
ocupacao de solo, que promove conflitos s6cio-ambientais (como expansao desordenada e

sem controle das localidades) pela escassez de metodologias de intervengao.

E necessario eficientes projetos de implementagdo de minas de forma que futuramente
em seu fechamento seja minimizados os impactos ambientais (FARIAS, 2002), Além de
maior fiscalizacdo e implementagdo de leis ambientais das que ja atuam, e de investimento

em estudos de impactos e suas alternativas de correcdes.
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4.2. Fitorremedia¢ao do arsénio

A recuperagdo de ambientes contaminados por elementos toxicos como o arsénio
necessita de um amplo estudo dos fatores bioldgicos sobre a area determinada. Assim ¢
grande a procura por abordagens que sejam economicamente viaveis € que apresentem
eficacia na descontaminagdo de solos, nesse contexto destaca-se a fitorremediacdo, que
possuem maneiras especificas para a remoc¢ao, imobilizagdo ou transformagdo de poluentes

especificos (COUTINHO & BARBOSA, 2007).

A fitorremediagdo consiste na utilizacdo de espécies vegetais para remediar solos
degradados, aplicada de forma in situ (realizada no local) e que apresenta elevado potencial de
utilizacdo (LAMBERT, SOARES & SOUZA, 2012), ela tem o objetivo de manter a
estabilidade quimica da area (CORREA, 2009) ao promover a degradagdo, acumulagdo ou a
estabilizacdo de substancias toxicas (ANDRADE, TAVARES & MAHLER, 2007). Nessa
técnica os vegetais podem atuar na redu¢do/ remocao dos contaminantes através de diferentes
mecanismos em que se destacam a fitoextragdo, a fitoestabilizacdo e a fitovolatizacao

(TAVARES, 2009).

A fitoextracdo possibilita a remediacao por meio de plantas que conseguem acumular altas
concentragdes de metais sem redugdo de crescimento (hiperacumuladoras), a fitoestabilizagao
possui grande contribuicdo no tratamento de arsénio e baseia-se na adsorcao, precipitacdo e
reducdo da valéncia do contaminante, ja a fitovolatizacdo ocorre através da transpiracdo e
ascensdo do poluente pela planta, também muito observada na remediacdo de arsénio

(ANDRADE, TAVARES & MAHLER, 2007). (Figura 1).

Faz-se necessario nessa técnica a utilizacao de plantas que possuam caracteristicas de boa
capacidade de absorcao, um profundo sistema radicular, alta taxa de crescimento, de facil
colheita e que seja resistente ao arsénio (COUTINHO & BARBOSA, 2007), além desses
fatores Oliveira et al. (2009), alertam para que sejam realizados estudos efetivos em
selecionar as plantas a serem utilizadas nessa estratégia, visto que pode ocorrer riscos na
utilizacao de plantas exoticas, que pode proporcionar problematicas como o aparecimento de

doengas ndo tipicas da regido escolhida para o tratamento.
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Transformagao
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Figura 2.Mecanismos atuantes na fitorremediagdo (ANDRADE, TAVARES & MAHLER, 2007).

A revegetacdo em locais modificados por atividades antropicas torna-se importante para a
manuten¢do ambiental da diversidade de plantas, animais e também microbiana (SILVA et
al.,, 2001), também proporciona a captura de diéxido de carbono do ar fixando em sua
estrutura, além de possuir vantagem no reaproveitamento de seu material fitoextraido do solo
para producdo de biocombustivel (OLIVEIRA et al., 2009). Santos et al. (2011) concluiram
em seu trabalho que essa técnica possui limitagdes mas ha grandes beneficios que a torna
promissora, € por ser uma técnica de descontaminagdo in sifu promove uma menor alteracao

no ambiente entre outros diversos beneficios.

Uma dessas limitagdes para a técnica direciona-se ao fato de o grau de teor acumulado do
As no solo tornar-se toxico as plantas, dificultando pratica, porém elas variam em sua

tolerancia, a qual algumas espécies sdo eficientemente tolerantes e outras muito sensiveis,
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onde a toxidez aparece por diferentes sintomas nas plantas (MELLO, 1983) ja que as areas
impactadas s3o consideradas desfavoraveis para o crescimento vegetal por possuir deficiéncia

de nutrientes para seu desenvolvimento (COLODETE,DOBBSS & RAMOS, 2014).

Além disso, necessita-se maior atencdo e monitoramento para que as plantas que
consigam extrair o poluente para seus tecidos nao sejam incorporadas nas cadeias alimentar
de outros seres vivos, o que pode ser um prejuizo ambiental, ¢ o tempo para se observar
resultados ainda ¢ um desafio pois depende do ciclo vital das plantas, podendo apresentar-se

longo (ANDRADE, TAVARES & MAHLER, 2007).

Virias espécies vegetais ja sdo destaques em pesquisas realizadas e mostraram eficiéncia
para sua utilizacdo em atividades remediadoras do solo com arsénio. Um destes € o estudo de
Freitas et al. (2012), que mostrou a eficiéncia da espécie conhecida como angico vermelho
(Anadenanthera peregrina) na descontaminagao de solos contaminados por arsénio através de
atividades de mineragdo em um projeto de recuperacao do Rio das Velhas em Minas Gerais, o
qual a planta revelou tolerancia e capacidade de sequestrar grandes quantidades de arsénio

sem a necessidade de transportéa-lo para a parte aérea.

Muitos estudos também comprovaram espécies de braquidria importantes, como a
Brachiaria decumbens, que € tolerante ao As e nao ¢ hiperacumuladora do elemento o qual se
observou grande quantidade do elemento armazenado nas suas raizes, portanto tendo poucas
quantidades na parte adrea, tornando-se utilizdvel para técnicas de fitorremediacao
(ANTUNES, 2007). Espécies de samambaias também ganham grande destaque para
utilizagdo, como exemplo Pteris biaurita, que apresentou-se tolerante a elevados niveis do
contaminante e capacidade de absor¢do de quantidades expressivas do metaloide

(GONZAGA, SANTOS & MA, 2008).

Em outro estudo Gomes et al. (2012), examinaram a fitotoxidade de Acacia mangiun ao
arsénio e observaram a reducdo de taxa fotossintética e uso da agua pela espécie e como
consequéncia a reducdo de taxa de carbono. Porém teores elevados de As encontrados na raiz
da planta indica uma eficiéncia em fitoestabilizacdo para processo de recuperagdo de areas
contaminadas por este elemento, e se faz necessario encontrar formas que possam garantir seu
crescimento e desenvolvimento nesses locais (CIPRIANI, 2011).

4.3. Fungos micorrizicos e sua contribuicio na fitorremediacio de arsénio
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Os microorganismos encontram-se em interacdes complexas no ecossistema e apresentam
diversos processos de adaptacdo a ambientes desfavoraveis possuindo papel importante na
reciclagem dos elementos e nutrientes. A capacidade que apresentam de tolerancia e
acumulagdo de elementos sdo fatores contribuintes em processos de remog¢do de substancias
toxicas do ambiente (IBRAM, 1992) auxiliando em estratégias de recuperacdo de areas como

na fitorremediacao.

As plantas possuem a magnifica capacidade de estabelecer relagdes compativeis com
alguns grupos de fungos do solo, um fendmeno denominado como micorrizas, que denomina-
se em simbiose de fungos com as raizes das plantas, e sdo agrupadas com base anatdmica da
raiz colonizada (FREITAS & BRERED, 2003), sendo considerados sistemas biologicos
compartimentalizados muito influenciaveis pelo ambiente e entre outros fatores edaficos de
cada componente, que influenciam sua formacdo, funcionalidade e ocorréncia (FOLLI-

PEREIRA et al., 2012).

Mais de 80% das espécies vegetais podem estabelecer interacdo micorrizica, o qual o
incremento de nutricdo fosfatada ¢ um dos principais beneficios adquiridos pelas plantas
através dessa interagdo, ocorre de forma que o fungo consegue absorver fotoassimilados da
planta, assim os beneficios para a planta ocorrem através da perda de uma quantidade de
acucar para o fungo e este estabelece modificagdes que favoregcam o crescimento da planta
como aumento da area superficial e de eficiéncia em absor¢do de 4gua e sais minerais

(LACAZ, MINAMI & PURCHIO, 1970).

Além da nutri¢do que proporciona as plantas, esses fungos contribuem na estruturagdo das
comunidades vegetais, e sdo compostos por hifas intra e extra-radiculares que possuem grande
importancia no fornecimento e absor¢ao de minerais do solo para planta, também podem ser
arbusculares (Fungos Micorrizicos Arbusculares — FMASs), estruturas que permite a troca de
sinais e compostos entre a planta e o fungo, possuem vesiculas ou células auxiliares e os

esporos de reproducdo (BERBARA, SOUZA & FONSECA, 2006). (Figura 3 ¢ 4).

As micorrizas sdo agrupadas em ectomicorrizas, ectendomicorrizas € endomicorrizas
baseadas na morfoanatomia das raizes que colonizam, as micorrizas arbusculares sao
classificadas em endomicorrizas, e caracterizam-se por auséncia de manto externo, com
alteracdes de morfologia visivel e com penetragdo inter e intracelulares pelo fungo no cortex
da raiz, e se diferenciam das demais em caracteristicas proprias relatadas (Aratjo & Hungria,

1994). (Tabela 1).
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Tabela 1 — Principais caracteristicas de micorrizas arbusculares.

Tipo de micorriza Principais caracteristicas
Arbuscular ou vesiculo-arbuscular + Ocorre na maioria das plantas vasculares (£ 300 mil espé-
cies).

+ Zigomicetos da ordem Glomales (+ 140 espécies).

+ Cosmopolita, mas tipo predominante nos tropicos.

« Penetragio inter e intracefular (arbisculos).

« Vesiculas em certas espécies e esporos caracteristicos.
- Fungo asseptado s biotréfico obrigatdria.

+ Sem evidéncia de especificidade hospedeira.

Adaptado de: Aratjo & Hungria, 1994.

As micorrizas arbusculares sdo restritas das familias de ordem Glomales descritas abaixo:

(Figura 3).

Scutellospora

Acaulospora Entrophospora

Glomus e
Selerocystis

Gigaspora

Figura 3. Arvore filogenética representando as relagdes em Glomales (MORTON, 1990).

As hifas destes fungos sdo muito importantes para iniciar novas colonizagdes na geragao
de novos esporos, além de favorecerem a agrega¢do do solo, diminuindo o processo de erosdo

(SIQUEIRA, LAMBAIS & STURMER, 2002), elas penetram as células corticais das raizes,
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mas de forma que ndo causem danos, o que diferencia as micorrizas dos fungos patogénicos

(SOUZA et al., 2006).

Os esporos s3o assexuados e sdo estruturas de resisténcia e disseminagdo que possuem
grande diversidade estrutural (SIQUEIRA, LAMBAIS & STURMER, 2002) eles sio
produzidos de forma isolada e agregados em matriz de hifas desorganizadas ou altamente
ordenados, normalmente sdao formados em uma parede continua de hifas, porém também
encontram-se formados dentro das raizes para desenvolvimento das vesiculas em algumas

espécies (INVAM, 2013).

J& sdo muito estudados os fatores de regulagdo do desenvolvimento das micorrizas, porém
o esclarecimento destes ainda ¢ muito escasso e estdo longe de ser concluidos, mas sabe-se
que os fungos produzem substancias reguladoras de crescimento e seu efeito na planta
também pode ser hormonal (KIRIACHEK, et al. 2009). Sabe-se que o processo de pré-
infeccdo ocorre através do crescimento ¢ uma hifa infectiva, apartir de um esporo germinado,
de um segmento de raiz infectado ou de presenga de hifa no solo, mas a intera¢do entre as
plantas e esses fungos ocorre antes mesmo de um contato fisico, que ¢ através de trocas

permanentes de sinais moleculares determinadas em “cross-talking” (SIQUEIRA, 1996).

Porém as areas de mineragdo onde se promove grande impacto ambiental, atinge
consequentemente de forma negativa a essa simbiose que ¢ considerada de grande
importancia na sustentabilidade dos ecossistemas. Estudos mostram que ocorre vasta redugado
do nimero de propéagulos e de crescimento dos fungos micorrizicos em areas de mineracdo e
para a reabilitacdo objetivam focar na dependéncia das espécies dos FMs com vérias espécies

vegetais e a resposta disso nessas localidades (SIQUEIRA et al., 2010).

Além disso, a adicdo de efeitos toxicos diretos nas plantas o excesso de metais €
detrimental para as micorrizas, € esse sistema de solo-planta-fungo ¢ considerado complexo
devido a fatores bidticos e abidticos que estdo envolvidos, onde o levantamento de areas
afetadas torna-se a melhor forma de compreender a relagdo desses fungos com os
contaminantes, pois os estudos relacionados a isto em campo sdo escassos, onde a maioria
ocorre em casas de vegetagdo com adi¢ao de contaminantes de formas diferentes do ambiente

(SIQUEIRA, 1996).
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Figura 4. Fungos Micorrizicos em raiz de sorgo.

(Fonte: Arquivo Pessoal — Embrapa Milho e Sorgo- 2012).

Figura 5. Fungos Micorrizicos em raiz de milho.

(Fonte: Arquivo Pessoal — Embrapa Milho e Sorgo- 2012).

Apesar disso, espécies de Fungos Micorrizicos (FM) possuem ocorréncia generalizada

mesmo em ambientes de alto grau de degradacdo, e ¢ grande a busca de isolados que sejam
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nativos do ambiente de forma que sejam adaptaveis, assim consequentemente as plantas
possam se favorecer destes, através do fornecimento de absor¢do de nutrientes, promovendo o
beneficiamento da estruturagdo e sucessao vegetal local, o que mostra a importancia
biorrecuperadora desses fungos (COLODETE, DOBBSS & RAMOS, 2014). Eles produzem
compostos importantes como a Glomalina, que possui papel fundamental na estabilizagdo da
estrutura do solo, por ser proteinas de alta estabilidade que sdo produzidas pelas hifas

(BERBARA, SOUZA & FONSECA, 2006).

Sdo microorganismos importantes no auxilio de mecanismos de rizodegradagdo
(conhecido também como fitoestimulacdo ou biodegradacdo), reduzindo a toxidade de
elementos poluidores assim facilitando a absor¢ao deste pelas plantas (ANDRADE,

TAVARES & MAHLER, 2007). (Figura 6).
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Figura 6. Esquema de fitoestabilizagdo. (ANDRADE, TAVARES & MAHLER, 2007).

Estratégias de cultivos de diferentes tipos de vegetais relacionados as micorrizas para agao
remediadora promoveram resultados satisfatorios para a utilizacdo destas, como Carneiro et
al. (2012) que observaram o cultivo de gramineas e leguminosas forrageiras associadas a
praticas de controle de erosdo aumentou o nivel de colonizagdo e de propagulos infectivos de

FM nas raizes em areas degradadas.

Além disso, Silva, Siqueira & Soares (2006), observaram a contribuicdo dos FM no
crescimento e na extracdo de metais pesados pela espécie vegetal braquidria em um solo

contaminado, o qual observou-se que houve reducdo de teores dos metais na parte aérea da
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planta, o que ameniza a toxidez dos metais além de favorecer o crescimento e a extracdo dos
contaminantes do solo, sendo um fator importante no estudo para implementar as técnicas de

remediacao de solos com uso de plantas.

No que diz respeito as areas contaminadas por arsénio, esses fungos podem reduzir a
absor¢ao e o acumulo deste pelas plantas, aliviando sua fitotoxidade e permitindo o

crescimento vegetal (CIPRIANI, 2011).

Em seus estudos Schneider et al, (2012), utilizaram espécies de samambaias em
substratos com altos teores de arsénio, que apresentaram sintomas de fitotoxidez, porém a
espécie vegetal Thelypteris salzmannii apresentou maior taxa de coloniza¢do micorrizica e
esporulacdo de fungos vidveis mesmo nessas condi¢des evidenciando a possibilidade de

utiliza-la em processos de reabilitagdo de areas contaminadas.

Assim como no estudo de Freitas et al. (2012) relacionado a espécie Anadenanthera
peregrina, Gomes (2011), mostra a micorriza¢do natural dessa espécie em solo contaminado
com arsénio e seu mecanismo de tolerancia natural ao elemento esta intimamente relacionado
a presenca dessa simbiose, de forma que ela proporciona o aumento da nutri¢do de fésforo,
acumulo do As nas raizes ou nas hifas intra-radiculares do fungo e a translocag¢ao do As para a
parte aérea da planta. Da mesma forma ocorre na espécie de planta Brachiaria decumbens,
porém ela apresenta uma dependéncia diferente pelo FM, de forma que na auséncia deste ela
ndo consegue absorver o As em seu sistema radicular nem promover o transporte deste para

seus tecidos.
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4.4. [Espécies importantes de Fungos Micorrizicos

O maior desafio para programas de reabilitacdo com a utilizagdo de Fungos Micorrizicos
relaciona-se a investigagdo quanto a tolerancia ao arsénio que eles possuem, e
consequentemente poder selecionar espécies que possam germinar esporos mesmo em altas
concentragdes do contaminante, visto que esta capacidade varia de espécie para espécie
(GUERRERO, DUCHICELA & CUMBAL, 2006). Além disso, para Aratjo & Hungria
(1994), os estudos para utilizacdo dos fungos em larga escala apresenta obstaculos, como
expectativas irreais dos varios segmentos envolvidos na sua exploracdo, limitacdo da
comercializacdo de inoculantes e auséncia de resultados consistente e previsiveis aplicados

em campo e analise custo-beneficio.

Por outro lado, para Schneider (2011), é grande e generalizado o potencial de adaptacao
desses fungos a elevadas concentragdes de arsénio, mas ha espécies que se destacam em
locais com maior teor como Acaulospora sp, A colombiana (Figura 7), A. tubercullata (Figura
8) e Scutellospora sp#l, e que apesar da contaminagao por arsénio diminuir a quantidade de
espécies de FMs eles aumentam quando hd a presenca de plantas. Siqueira et al.(2010)
também cita isolados fungicos selecionados das espécies Glomus clarum, G.etunicatum e

Entrophospora colombiana para areas de reflorestamento.

A espécie Glomus clarum mostra-se eficiente quando inoculada em plantas de Leucaena
leucocephala, o que tornou-a com mais atividade enzimatica, mostrando defesa antioxidante,
0 que mostra que a espécie de fungo foi eficiente em proteger o sistema oxidativo da planta

mesmo submetido a altas doses de arsénio (Schneider, 2011).

Em seu trabalho Rangel (2011), observa que o teor de As nas raizes apresentou elevado
quando inoculados com as espécies Aucalospora sp, G.etunicatum e A. morrowieae,
ocorrendo redugdo na transloca¢do do contaminante das raizes para a parte aérea do vegetal.

Caproni et al. (2003), observaram a diversidade de espécies de FMAs em area de
mineragao que passa por processo de revegetagdo, € entre as espécies recuperadas, Glomus
macrocarpum ¢ Acaulospora mellea (Figura 9) apresentaram maior ocorréncia, podendo

constatar a importancia de tais espécies para estudos.

Glomus macrocarpum também foi destaque em trabalho de Marinho et al.(2004),
apresentando altos valores de IAF (indice de abundancia e frequéncia) e NPI (Numero de

propagulos infectivos), resultando em boa capacidade de adaptacdo da espécie em processos
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de recuperagdo, por possuir amplo dominio da espécie em diferentes estagios de sucessao

como espécie pioneira.

.--*.i f{*ﬂ Qﬁﬁ;}rlﬁ
D o ”fi&;"w

Figura 7. Esporos Maduros da espécie Acaulospora colombiana.

Possuem forma globosa a subglobosa, cor laranja-castanho para laranja marrom-escuro, parede dos
esporos de duas camadas, uma interna que origina o esporo ¢ outra externa continua com a parede do
gargalo do projenitor, a presenca de uma cicatriz circular ou ovoide que faz conexdo entre esporos e

“Sporiferious Saccule” (INVAM, 2014).
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Figura 8. Esporos da espécie Acaulospora tuberculata.

Possuem cor vermelho-alaranjado para vermelho marrom escuro, com tamanho de distribuicdo de
120-280 mm, possuem parede em trés camada onde a camada exterior continua com a parede do
gargalo do progentir sporiferous saculo e os dois ultimos s@o sintetizados com o desenvolvimento de

esporos. Esta espécie mostra-se extremamente dificil de esporulagcdo em cultura (INVAM, 2014).
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Figura 9. Esporos da espécie Acaulospora mellea

Possuem cor palida de laranja-marrom, de formas principalmente globosa e subglobosa,
ocasionalmente irregular, com tamanho de distribuigdo 90-140 mm, onde seus esporos sdo raramente

encontrados ligados a saculos mesmo em potes cedo de colheitas de cultura (INVAM,2014).
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4.5. Producio de mudas inoculadas

As perturbagdes que ocorrem no solo devido as atividades mineradoras podem reduzir o
potencial de infectividade dos FMs, assim uma estratégia a ser utilizada ¢ a implantacao de
mudas ja micorrizadas. Estas estdo cada vez mais sendo estudadas e adotadas, visto que se faz
necessario incorporar o fungo juntamente com a estratégia de fitorremediagdo para que seu
potencial de infectividade (que estd baixo nessas areas) aumente e promova uma efetiva
manutengdo da diversidade vegetal, animal e microbiana do local, utilizando-se as plantas
eficientes para o processo de remediacdo do arsénio micorrizadas com as espécies escolhidas
que sejam também eficientes, ajudando nos processos iniciais da recuperagdo da area

(SILVA, et al. 2001).

Para Schiavo & Martins (2003), em processos de reflorestamento € necessario a utilizacao
de mudas produzidas com alta qualidade morfofisiologica, ¢ um bom método de producao
destas, onde a utilizacao de blocos prensados notou-se eficientes para o crescimento de mudas

e também residuos como bagago podem ser utilizados como substratos na produgao.

Porém um desafio para inoculacdo das mudas ¢ relacionado ao fato de que os Fungos
micorrizicos ndo se permitem multiplicar em meio artificial como ocorre com outras espécies
de fungos, o que indisponibiliza em muitos casos a comercializagdo de indculos viaveis. E
possivel obter sucesso quando as plantas em estdgio de formacdo de mudas em recipientes

recebem o indculo durante o transplantio para sacos plasticos pretos (CHU, 2005).

Segundo Souza et al. (2006), os inoculantes naturais possuem grandes desvantagens
devido ao desconhecimento da eficiéncia dos fungos introduzidos dessa forma, aumentando a
busca por metodologia de formagdo de inoculantes mais eficientes, e como exemplo disso os
inoculantes encapsulados, onde ocorre o cultivo dos fungos por meio liquido ou solido com
inclusdo do micélio em um gel, mas ainda apesar de ser uma técnica promissora exige-se mais
estudos de forma a solucionar suas restrigdes. Outro fator a ser discutido na producdo do
ino6culo, € a necessidade de que o substrato possua caracteristicas fisico-quimicas proéximas as
do ambiente a ser utilizado, de forma que obtenha-se maior adaptacao destes fungos as

condi¢cdes desfavoraveis dos ambientes degradados (SIQUEIRA, 1996).

Um avango nos estudos para estimulagdo na formagao das micorrizas foi a descoberta
do isoflavonoide formononetina, uma substancia que atua na indugdo da formagdo de

apressorios, aumentando a densidade de pontos para a entrada do fungo na raiz das plantas e



33

consequentemente da colonizagdo (SILVA-JUNIOR & SIQUEIRA, 1997). O efeito pode
variar de acordo com o isolado fungico, e pode ser maior em isolados de baixa atividade, onde
através de sua utilizagdo pode facilitar na revegetagdo em solos contaminados (NOVAIS &
SIQUEIRA, 2009), visto que, proporciona de modo indireto uma nutri¢ao mineral balanceada

aliviando estresses pelo contaminante (SIQUEIRA et al. 1999).

Outros fatores a serem estabelecidos sdo o periodo de plantio de mudas inoculadas na
area contaminada, onde trabalhos observaram que periodo seco propicia a esporulagdo de
maior numero de espécies de FMAs do que periodos chuvosos, mostrando também que a
producdo de esporos ¢ influenciada pelo tempo da revegetacdo e de reposicdo de solo

organico quando em areas de mineracdo (CAPRONI et al. 2003).



4.6. Metodologias de estudos com FMs

Uma metodologia muito adotada para produ¢ao de mudas ¢ de acordo com Brundrett,

Melville & Peterson (1994).
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Figura 10. Metodologia para produciao de mudas.
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Esporos sdao peneirados do solo e selecionados por microscopia, podendo ser apanhados com
diferentes materiais e dispostos em filtros de papel. Seleciona-se um tipo de esporo que sdao
lavados em potes com areia em vapor, onde uma planta hospedeira sera cultivada. (Adaptado

de BRUNDRETT, MELVILLE & PETERSON, 1994).
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Porém segundo esses autores, essa estratégia conhecida como Cultura em vaso de
esporos mesmo adquirindo isolados puros, ha desvantagens, como a utilizacdo de muitos
esporos a serem selecionados, podendo ser inviaveis e o acumulo de indculo ocorrer de forma

lenta.

Mas existem outras estratégias que também possuem suas vantagens € que sao muito
utilizadas como as Culturas armadilhas de solo, que possui altas taxas de sucesso com
rapida acumulagdo de inéculo, porém hé redugdo da diversidade de fungos, o qual ndo se
conhece se ha mais competitividade e adaptabilidade dos fungos. Seu procedimento ocorre
através de preparo de substrato, que consiste em mistura esterilizada de solo, areia, calcario e
fosfato de rocha, e neste adiciona-se um solo-indculo ou raizes coletadas de uma area de
interesse, apos isto semeia-se uma espécie vegetal em vasos com agua filtrada e a medida que
as plantas crescem ali, os propagulos de FMAs colonizam as raizes e se multiplicam

(NOVAIS, 2009).

Em contrapartida, Leal (2005) mostrou que o emprego dessa estratégia em seu estudo
permitiu a recuperacgdo de 24 espécies diferentes de FMAs em diferentes sistemas de uso da

terra, o que mostra uma boa taxa de diversidade.

Outra técnica ¢ de Raizes inoculadas que também possui altas taxas de sucesso
quanto a acumulagdo de inoculo, ha predominéncia para os isolados do género Glomus, mas
apresenta baixa diversidade de fungos e hd problemas quanto a necessidade das vesiculas
serem presentes nas raizes ou nao, e a técnica de Transplante de Mudas que produz isolados
ativos de fungos, considerada de baixo a moderada taxa de sucesso por possuir limitadas
diversidade de fungos nas culturas resultantes (BRUNDRETT, MELVILLE & PETERSON,

1994).



36

4.6.1. Contagem de Colonizacio Micorrizica

Para observar se a estratégia utilizada de producdo de mudas inoculadas e no preparo
de indculos vidveis possui bons resultados quanto a quantificagdo de colonizagdo por
micorrizas, realiza-se a coloracdo de raizes para avaliar a porcentagem da colonizacdo em

seus fragmentos. Este procedimento ¢ realizado em duas etapas:

Primeiro as raizes das plantas a serem avaliadas sdo submetidas a um processo de
coloragdo, determinado por Phillips & Hayman (1970) o qual se submete as raizes em solugao
clareadora de hidroxido de potassio (KOH) a 10%, aquecimento em banho-maria em
temperatura de 90°C, repouso em solucao de acido cloridrico (HCL) a 2% e coloragdo por
azul de tripan blue a 0,05% em lactoglicerol, onde as concentragdes das solugdes podem

variar de acordo com o tipo de tecido radicular estudado (PENNSTATE, 2014). (Figura 8).

Figura 11. Procedimento de colorago de raizes para observar a coloniza¢do micorrizica.

(Fonte: Arquivo Pessoal — Embrapa Milho e Sorgo- 2012).
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Apos este procedimento realiza-se a percentagem de coloniza¢do micorrizica (PCM)
dos segmentos de raizes através de método de intersec¢do de quadrantes por Giovannetti &

Mosse, 1980 (Figura 9).

Figura 12. Esquema de avalia¢do da porcentagem de coloracdo de fragmentos de raizes.

As raizes coradas s3o dispostas sobre placa de petri e observadas em lupa, a contagem ¢ feita através
da observagdo de intersec¢do entre os fragmentos de raizes e as linhas horizontais, observa-se 100
pontos de intersec¢do, se no ponto de interseccdo houver presenca do fungo conta-se como positivo, e
caso contrario conta-se como negativo, no fim, o valor da porcentagem de colonizacdo sera
representada pela quantidade de pontos positivos (NOVALIS, 2009).

4.6.2. Preservacio de Esporos

Devido a limitagdo do uso generalizado com os FMAs, pelo fato destes serem de
carater biotrofico obrigatdrio, faz-se necessario a utilizacdo de estratégias que possibilitem a
preservacao das espécies, pois sua multiplicagdo necessita do uso de raizes metabolicamente
ativas (SOUZA et al.,, 1996), e persiste-se a necessidade de aperfeicoar protocolos ja
existentes de estocagem e preservacao, e de criar novos, afim de promover maior protecao a

estes microorganismos (AGUIAR et al., 2012).

Uma das técnicas de preservagdo denomina-se criopreservagao, a qual em alguns casos

teve grandes avancos para utilizacdo em larga escala, porém alguns materiais ainda mostram
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sensibilidade ao congelamento, ¢ juntamente com estudos biofisicos e bioquimicos busca

investigar os mecanismos e as causas de injurias induzidos pelas técnicas (SANTOS, 2000).

Em seu trabalho Oliveira & Souza (2012), testou técnicas de criopreservagao de solo-
in6éculo com propagulos de trés espécies de Fungos Micorrizicos Arbusculares a fim de
destacar métodos que garantam a viabilidade dos fungos por longos periodos, adotando-se

cinco tratamentos:

1. Congelamento em nitrogénio liquido e armazenamento em
freezer a -80 °C;

2. Armazenamento direto em freezer - 80 °C;

3. Armazenamento direto em freezer -20 °C;

4. Armazenamento em geladeira;

5. Controle - armazenamento em temperatura ambiente;

Além disso, foi avaliado o efeito da criopreservagdo na taxa de germinag¢do dos
esporos, através de metodologias de extragdo, limpeza e sele¢do, desinfestagdo, plaqueamento

e incubagao destes (Figura 10).
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st ) * Freezer -80
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Figura 13. Desenho esquematico da metodologia utilizada para criopreservacdo de esporos de FMAs.
(OLIVEIRA & SOUZA, 2012).



39

Segundo esse autor, a eficidcia dos métodos de preservagdo dos esporos para longos
periodos varia de acordo com cada espécie a ser estudada, por elas apresentarem diferengas de
percentual de germinacdo quando submetidas a cada método, necessitando-se assim de mais

estudos quanto aos métodos de criopreservacao.

4.6.3. Extra¢io de DNA

O uso das técnicas moleculares possibilita a identificagdo taxondémica dos FMAs,
evitando as dificuldades promovidas pela taxonomia tradicional, assim podendo superar
desafios de isolamento ¢ identificagdo de espécies importantes (SOUZA & MALOSSO,
20006), visto que muitos autores se contradizem quanto as descri¢des das espécies, através da
diferenca de percepgdes, como em variagdes de tonalidades de esporos isolados, tamanho e
diametros, que se deve ao fato de diferencgas entre formas de cultivos ou idade das culturas, e
através desses impasses busca-se a extracdo de DNA dos esporos com quantidade e pureza
suficientes para amplificacdo por PCR, que dependendo do género estudado necessita que seja
extraido de multiplos esporos, que ocorre por razdo da diferencga entre os numeros de nucleos

e copias de um gene-alvo no genoma da espécie. (NOVAIS, SOUZA & SIQUEIRA, 2010).

Para Cordoba, Mendonga & Araujo (2002), a utilizagdo de estratégias moleculares
como a PCR-RFLP do rDNA, juntamente com as convencionais morfoldgicas pode fornecer
importantes informagdes para descobertas de diversidade analise e comparacao dos FMAs nos
seus diferentes estagios de estabilizagcdo, assim com o avango no uso de técnicas moleculares
permite-se o isolamento de genes codificando endomicorrizinas ou proteinas moduladas

durante a simbiose de forma facilitada (SIQUEIRA, 1996).

Os procedimentos de extragdo de DNA gendmico de fungos em raizes de plantas
objetivam uma extragdo rapida e utilizando uma pequena quantidade de material fingico ou
de tecido radicular, buscando rendimento de DNA aproximadamente de 2ug para 0,2g de
tecido radicular pulverizado em nitrogénio liquido, e quando este for ressuspendido em 100ul
de TE, a concentracdo final do DNA extraido serd proxima de 50 ng/Ul (SAGHAI-
MARROF,1984). Outras estratégias moleculares comumente usadas sdo ressaltadas por

Siqueira (1996):
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e A andlise de produtos proteicos por eletroforese bidimensional; constru¢cao de bancos
de cDNA de raizes micorrizadas ¢ nao micorrizas; selecdo de clones com sondas
heterdlogas marcadas; selecdo de clones por hibridizacdo diferencial; sintese de

bancos de cDNA subtrativos ou de sondas subtrativas.

Técnicas as quais a identificacdo e clonagem de genes modulados durante a simbiose
pode ser a maneira mais viavel de progredir em estudos da fisiologia de FMAs

(SIQUEIRA,1996).
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5. CONCLUSAO

A partir desse estudo, ¢ possivel concluir que ha um nimero significante de
contaminagdes de solos por arsénio através da mineracao, principalmente no estado de Minas
Gerais que possui grande potencial econdmico nesse ramo, e¢ a utilizagdo dos fungos
micorrizicos associados a fitorremediacdo contribui para a reducdo do potencial toxico desse
elemento no ambiente, porém ¢ necessario mais estudos para descobrir novas espécies de
vegetais e fungos que sejam resistentes a altas concentracdes do As, e juntamente a isto
descobrir metodologias para facilitar o manuseio, a preservagdo e andlise genética desses

fungos.
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