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RESUMO: Com a crescente percepcdo de
impactos ambientais e & saude dos seres vivos
gerados pelo mau uso dos recursos naturais,
varios estudos tém sido desenvolvidos com a
finalidade de buscar diversas estratégias que
poderdo ser utilizadas para a descontaminacao
de ecossistemas expostos a crescentes ameagas
de hidrocarbonetos do petroleo. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o potencial de sobrevivéncia
da Bachiaria decumbens associada a Fungos
Micorrizicos Arbusculares (FMAs) isolados da
rizosfera de Remirea maritima em solo de
restinga contaminado com tolueno. A extragéo
dos esporos de FMAs foi feita na é&rea de
formacdo de solo de Psamdfila-reptante da
Restinga de Massambaba, Arraial do Cabo — RJ
pela técnica de peneiramento Umido. A contagem
dos esporos foi feita em placa canelada com o
auxilio de Lupa estereoscoOpica com iluminagéo.
Como os FMAs sdo obrigatoriamente
simbiotréficos, para avaliar os efeitos do tolueno
no crescimento e na germinacdo do vegetal, foi
feito um bioensaio com o vegetal B. decumbens
inoculada ou ndo com FMAs e na auséncia ou
presenca de duas concentragfes (4,7ml e 153pl)
de tolueno em B.O.D. por 30 dias, introduzida em
solo autoclavado da area de estudo. Foi
observado que uma média de 31 individuos do
total de 60 semeados por tratamento germinou e
gue os tratamentos inoculados com FMAs e com
dose mais concentrada de tolueno obtiveram
maior nimero de individuos (17) resistentes ao
estresse, 0 que pode ser consequéncia de
influéncia de FMAs na sobrevivéncia do vegetal.

Termos de indexacdo: Biorremediacdo, Solo,
Hidrocarboneto.

INTRODUCAO
Segundo Brundrett (1991), os FMAs sdo comuns

na grande maioria de ecossistemas terrestres,
entre eles, as florestas tropicais e dunas
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costeiras. Como a restinga é um dos
ecossistemas litoraneos mais negligenciados,
principalmente pela presséo imobiliaria (ARAUJO,
2009; BOHRER et al 2009), fazem necessarias
pesquisas que venham caracterizar e quantificar
a microbiota do solo e suas implicacdes
ecolégicas nesses ambientes. O ambiente de
restinga, caracterizado por solos arenosos,
pobres em argilas e matéria orgénica, além de
baixa capacidade de reter agua e nutriente
(BRAGA, 2008), torna-se  propicio ao
desenvolvimento de micro-organismos
simbiontes. Abordando o carater facultativo que
algumas plantas apresentam em relacdo a
simbiose com FMAs e destacando a dependéncia
delas da associacdo com esses fungos em solo
distréfico, Berbara e colaboradores (2006) citaram
como exemplo a Brachiaria decumbens. Neste
bioensaio, a decisdo de utilizar B. decumbens
como vegetal-teste, mediante presenca de
poluente, baseou-se em pesquisas sobre a
utiizagdo desta dltima em estudos de
biorremediacdo de solos poluidos. O tolueno, um
dos compostos volateis participantes da
composicdo da gasolina, tem despertado
importante preocupagdo ambiental, por sua
toxicidade (SILVA, 2009, OLIVEIRA; ARBILLA;
SILVA, 2007). Nesse contexto, nosso trabalho
teve como objetivo avaliar o potencial de
sobrevivéncia  da Brachiaria decumbens
associada a Fungos Micorrizicos Arbusculares
(FMASs) isolados da rizosfera de Remirea maritima
em solo de restinga contaminado com tolueno.

MATERIAL E METODOS

Local de Coleta: Restinga de Massambaba, no
bairro Figueira- Ao longo de 2,4 Km de praia, a
partir do limite leste da restinga de Massambaba,
no bairro Figueira, e entre 25 e 50 m da linha de
maré alta, foram delimitados 5 sitios, tendo
distanciamento entre eles variado entre 250 a
900m, formando retangulos paralelos ao mar.
Cada sitio foi composto por 3 parcelas de
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aproximadamente 40m comprimento por 15m de
largura. Para coleta de amostras de rizosferas da
comunidade da formacdo psamdfila-reptante
variou-se 0s pontos de coleta, em zigue-zague,
entre as partes mais baixas e mais altas das
dunas frontais. Ao todo foram realizadas 5
campanhas, obtendo-se, em cada uma delas, 3
amostras compostas por 10 subamostras em
cada transecto

A extracdo de esporos dos FMAs no solo foi
realizada pela técnica da decantagdo e
peneiramento Umido (Souza e Guerra, 1998). A
contagem dos esporos, apos a extracao, foi feita
em placa canaletada com o auxilio de Lupa
estereoscoOpica com iluminacdo (SILVA et al,
2003). O bioensaio foi realizado em B.O.D. com
fotoperiodo, para avaliar os efeitos do tolueno no
crescimento e na coloniza¢gdo micorrizica de B.
decumbens durante o periodo de quatro
semanas. Foram utilizados 40 vasos com
capacidade para 240 ml, preenchidos com
aproximadamente 60% do seu volume. Apds

preparacdo e separacdo do  substrato
(peneiramento, autoclavagem e pesagem)
utilizou-se 200g do mesmo para receber a

inoculacéo de FMAs e/ou o poluente (solo-teste).
No fundo de cada vaso foram adicionados 80g de
substrato e, acima do solo-teste, foram aplicados
50g do mesmo substrato, com o objetivo de
minimizar a volatilizacdo do tolueno durante o
experimento. Neste estudo as concentracdes de
4,7 ml e 0,153l de tolueno foram misturadas a
10 ml de &gua (Ogbo, 2008) para serem
adicionadas a cada 200g de solo-teste e
homogeneizados.  Imediatamente a cada
homogeneizag&o de um vaso, inseriu-se o volume
de 50 g de substrato seco acima do solo-teste.
Quanto a inoculacdo do substrato com FMAs,
segundo Saggin Junior e Silva (2002), uma hifa
infectiva pode ser originada de um esporo
germinado ou “mesmo de um pedaco de micélio
fungico ligado a algum fragmento de raiz, forma
um apressorio na superficie da raiz, que & por
onde a penetragao ocorre (ponto de infecgéo)’.
Com base em constatacbes como esta, neste
estudo foram utilizados fragmentos de raizes
micorrizadas de Remirea maritima visando
comparar os resultados desses tratamentos com
0 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 repetices. Neste
experimento, em cada cova (6 covas por vaso)
foram colocadas 2 sementes (sementes
previamente tratadas em um teste de
germinacdo), e aplicadas doses de 300 ul do
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inoculo de glomerosporos (com 4 esporos em
média). Ou seja, nos tratamentos inoculados (VE,
VEH1 e VEH2), em cada vaso, foram colocados
aproximadamente 24 esporos. Em seguida, os
tratamentos permaneceram em  condigdes
controladas em B.O.D., com temperatura 25°C. A
germinacao foi monitorada em uma base diaria. A
partir do 18° dia ndo se observou mais qualquer
germinacdo até o final do experimento, no qual
foram obtidos os dados para o calculo de

percentagem de germinacdo (%G). As
guantificacbes 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 (plumula) de cada plantula. As regas
diarias ocorreram com o emprego de 20-40 ml de
agua, ou de acordo com a necessidade da
plantula. Apés 30 dias de cultivo, os
comprimentos das folhas e das raizes principais
foram feitos com a utilizacdo de paquimetro, e
para determinar a biomassa foliar, as plantas
foram desidratadas em estufa de secagem (80°C
por 1h e meia) e pesadas em balanca digital. No
25° dia ap6s a semeadura foi aplicado a todos os
tratamentos um estresse hidrico, suspendendo as
regas periddicas, para avaliar a sobrevivéncia das
plantulas nessas condi¢bes. Para a andlise da
germinacdo foi calculada a porcentagem de
germinacdo (GASPAR-OLIVEIRA, 2007) em cada
tratamento. Os dados foram organizados em
tabelas e os resultados submetidos a andlise de
variancia (ANOVA), utilizando-se o teste de Tukey
com p < 0,05, no programa estatisticos GraphPad
Prism, verséo 5.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela 1 sdo observadas as distribuices de
totais e médias obtidas do bioensaio. Nota-se que
a germinagdo das sementes manteve-se numa
média de 31 individuos (51 + 6,2%) do total
semeado germinaram, média proxima a obtida no
teste de germinacdo (45+ 14,4 %) onde nédo foi
utilizado hidrocarboneto. Entende-se que nao
houve influéncia do hidrocarboneto e dos FMAs
na germinacdo da B. decumbens. Quanto ao
namero de sobreviventes observou-se que o0s
tratamentos VMH2 e VEH2 obtiveram maior
ndamero de individuos resistentes ao estresse, 0o
gue pode ser consequéncia de influéncia de
FMAs na sobrevivéncia do vegetal. Observou-se
também que esse mesmos tratamentos obtiveram
maior Mft.



8 de julho a 2 de agosto de

Trat. Gt Mfi(mg) Mf (mg) Cr (cm) | Af(cm)

\% 28 9,1 3,0nsx1,7 | 3,5 6,2
ns+2,0 ns+0,2

VH1 30 11,3 3,8 3,8 4,9
ns+2,3 ns+1,0 ns+1,1

VH2 31 23,7 4,7 4,1 54
ns+2,4 ns+1,4 ns+0,7

VMH1 | 31 11,3 2,3 3,5 51
ns+0,4 ns+1,04 | ns+0,5

VMH2 | 25 34,8 7,0 34 55
ns+4,3 ns+1,0 ns+1,4

VE 32 13,7 34 4,3 5,9
ns+1,8 ns+l,4 ns+l1,2

VEH1 | 38 23,4 7,8 3,2 7,7
ns+4,2 ns+0,6 ns+l,7

VEH2 | 30 29,5 59 3,0 53
ns+3,3 ns+1,5 ns+0,7

Tabela 1 — Trat.: tratamentos. V: vegetal; VH1: vegetal e 153 pl
de hidrocarboneto; VH2: vegetal e 4,7ml de tolueno; VE: vegetal
e esporos de FMAs; VEH1: vegetal, esporos de FMAs e 153ul de
tolueno; VEH2: vegetal, esporos de FMAs e 4,7ml de tolueno;
VMH1: vegetal, fragmentos de raizes micorrizadas de R.
maritima e 153ul de tolueno; VMH2: vegetal, fragmentos de
raizes micorrizadas de R. maritima e 4,7ml de tolueno 2-Mf, Af e
Cr : médias de massa seca foliar, altura foliar e comprimento da
raiz, respectivamente, com desvio padrdo. Gt:Germinacao
total.Mft: massa seca foliar total por tratamento apds 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 1 s@o observados os percentuais de
germinacdo e de sobrevivéncia do vegetal-teste.
Esses percentuais foram calculados levando-se
em consideracdo o percentual de cada vaso,
obtendo-se a partir dai a média que cada
tratamento apresentava.

Figura 1- Percentuais de germinagdo de sementes de B.
decumbens em 30 dias de cultivo na presengca FMAs e
tolueno.
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Os resultados mais expressivos em relagdo a
influéncia dos FMAs na sobrevivéncia das plantas
submetida a estresse hidrico na presenca do
contaminante estdo apresentados nas figuras 2A
e 2B, onde foi observado que os tratamentos
inoculados com  fragmentos de raizes
micorrizadas de R. maritima (VMH2) e com
esporos de FMAs (VEH2), ambos com a maior
concentracdo de tolueno, apresentaram 0s
maiores percentuais meédios de sobrevivéncia
apés o estresse aplicado (89,6+ 12,5 e 81,7+
22,1, respectivamente). Demonstrando que houve
uma aparente influéncia do fungo no crescimento
do vegetal na presenca de tolueno.
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Figura 2- (A) Percentual médio de sobrevivéncia de B.
decumbens ap6s 25 dias de cultivo na presenga FMAs e na
presenca de tolueno e antes do estresse hidrico de 5 dias (B)
Percentual médio de sobrevivéncia de B. decumbens apés 30
dias de cultivo na presenga FMAs e tolueno, apés estresse
hidrico de 5 dias. Letras iguais no topo das barras ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05).
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O desempenho do vegetal sem inoculacdo e
submetido & concentracdo maior de tolueno,
implica em um estudo mais aprofundado do
potencial fitorremediador da B. decumbens, que
na auséncia de FMAs pode utilizar um dos
caminhos metabolicos da fitorremediagdo. Os
tratamentos que apresentaram menor percentual
de plantulas sobreviventes a cessacao de regas
foram os nd&o-inoculados ou inoculados que
receberam dose de tolueno em menor
concentracdo. Neste bioensaio ndo se optou por
realizar desinfestacdo dos esporos nem dos
fragmentos de raizes de R. maritima utilizados no
inoculo, Soares (2009) cita mecanismos
metabdlicos associados a bactérias promotoras
do crescimento de plantas simbiontes de FMAs
que podem melhorar o desempenho da planta
sob condicbes de estresse e aumentar o
rendimento. Tais mecanismos simbiéticos podem
estar envolvidos na utilizacdo do hidrocarboneto
pelo fungo como fonte de carbono, refletindo em
maior crescimento micelial e maior influéncia na
sobrevivéncia da planta. Observou-se ainda que o
tratamento controle (V), apesar do percentual de
germinacdo (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 %)
apos o estresse hidrico, o que pode refletir os
efeitos distroficos do solo sobre o vegetal, e,
consequentemente, a dificuldade do vegetal
resistir a estresse abidtico na auséncia de
micorrizas. Quanto a analise de variancia nao ter
revelado efeito significativo no percentual de
germinacdo das sementes, Gorgosz (2010)
destaca a importdncia de pesquisas que
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avaliaram a acao inibitéria do efeito toxico do
petréleo sobre a germinacdo de sementes de
diversas espécies vegetais, destacando que a
germinacdo de sementes pode ser inibida pelo
efeito tdoxico do petrdleo ou por condicdes
desfavoraveis do solo. Paula (2007) aponta que
os efeitos toxicos de poluentes organicos também

podem ocorrer sobre FMAs, inibindo a
colonizagdo micorrizica.
CONCLUSAO

No bioensaio, a presenca 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 concentragdo de tolueno,
inoculados com  fragmentos de raizes
micorrizadas de R. maritima provenientes da &rea
de estudo, foi de 89,6%. Este resultado indica a
importancia desse vegetal, e sua associagdo com
FMAs, em processos de biorremediagéo de solos
contaminados com hidrocarboneto do petréleo.
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