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RESUMO: Os fungos micorrizicos arbusculares
(FMAS), simbiontes obrigatérios e componentes da
microbiota do solo, possuem distribuicdo geografica
generalizada, sdo organismos ecologicamente
relevantes para a salde das plantas além de,
apresentam sensibilidade a variagbes nos muitos
fatores que compBem o0s ambientes. Essas
caracteristicas, dentre outras, os transformam em
um grupo-chave na avaliacdo de risco ambiental de
poluentes no solo. No Brasil, ndo existem protocolos
de pesquisa ou normas técnicas que orientem os
estudos para avaliagdo ecotoxicoldgica com FMAs,
sendo por isso utilizado como referéncia o Protocolo
ISO/TS 10832:2009, que avalia a sensibilidade da
germinacdo desses organismos a poluentes do solo
com Funneliformis mosseae (Nicolson & Gerd.)
Walker & Schuessler. Esta € uma etapa preliminar
de um estudo que visa inserir 0 uso de novas
espécies de FMAs em ensaios ecotoxicol6gicos
padronizados 1SO, que sejam ecologicamente
relevantes para solos do Brasil; e determinar outros
possiveis parametros de crescimento assimbidtico
destes fungos, além da germinagdo. Ensaios
realizados com dez isolados de FMAs, incubados
em camara de crescimento do tipo B.O.D a 24°C (z+
2°C), durante 7 e 14 dias demostraram o bom
desempenho da germinagcdo G. margarita (87,30%),
atendendo aos critérios de validacdo do teste
ecotoxicoldgico proposto pelo protocolo 1SO. No
entanto, ensaios adicionais com outras espécies de
FMAs, além de testes com poluentes e solos
naturais sao necessarios para elaborar uma
proposta contundente de adaptagdo do uso do
Protocolo ISO/TS 10832:20009.

Termos de indexacdo: Microbiota do solo; Risco
Ambiental de Poluentes; Ensaios de Ecotoxicidade.

INTRODUCAO

Entre os componentes da comunidade microbiana
do solo, os fungos micorrizicos arbusculares (FMAS)
sdo particularmente importantes. Estes fungos
encontram-se amplamente distribuidos na maioria
dos ecossistemas, desde florestais aos desérticos,

em regibes tropicais, temperadas e articas e
representam a mais ampla associacao entre plantas
e fungos encontrada na natureza (Souza & Silva,
1996). Sa&o considerados organismos chave nos
sistemas solo-planta, pois sua associacdo com as
raizes de cerca de 80% das espécies de plantas
vasculares, representa uma ligacdo direta entre
estas e o solo (ISO, 2009).

Os FMAs tém sido estudados com vistas a sua
aplicacdo para a produtividade das culturas,
mediante seus efeitos na nutricdo das plantas e
outros beneficios diretos e indiretos (Araudjo, 2008).
Esses organismos tém sido cada vez mais
associados a qualidade ambiental, tanto por seu
papel fundamental na  manutencao dos
ecossistemas como por sua sensibilidade a
variacdes nos muitos fatores que compdem os
ambientes (Silveira & Freitas, 2007).

Embora o ciclo de vida dos FMAs dependa da
simbiose, a etapa de germinacdo pode ocorrer sem
a presenca de um hospedeiro. Nesta etapa inicial,
apos a quebra da dorméncia, ocorre a sintese de
acidos nucléicos e proteinas essenciais que dao
suporte a formacdo e crescimento do tubo
germinativo, que pode atingir varios centimetros,
seguida da formacdo de ramificacbes e
grupamentos de células, indicando um micélio inicial
e o estabelecimento da colonizagdo das raizes de
plantas (Moreira & Siqueira, 2006; Maia et al., 2010).

A presenca de diferentes tipos de poluentes tem
efeitos prejudiciais sobre os FMAs e demais
organismos do solo. Esses poluentes podem afetar
as varias etapas do ciclo de vida dos FMAs, desde a
germinacao até etapas mais avangadas no processo
de simbiose, tornando-os importantes ferramentas
para os estudos de avaliagdo da qualidade de solos
(Moreira & Siqueira, 2006; Araudjo & Monteiro, 2007).

As avaliagBes de risco ecologico e periculosidade
de poluentes no solo sao realizadas utilizando
diversos testes com organismos vivos (fauna do
solo, plantas, microrganismos, dentre outros). Estes
testes estdo padronizados internacionalmente por
diversas entidades como a ISO, a USEPA, a OECD,
dentre outras. A utilizacdo de metodologias
normalizadas para avaliacdes de toxicidade com
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substancias quimicas, solos contaminados e
compostos  diversos tem sido amplamente
recomendada, pois permitem a comparacdo de
resultados obtidos em circunstancias distintas, com
maior controle e garantia na geracao de dados
(Sisinno & Séfadi, 2013).

No Brasil, ainda n&o existem protocolos de
pesquisa ou normas técnicas que orientem o0s
estudos para avaliacdo do efeito ecotoxicolégico de
poluentes sobre a fase assimbidtica do FMAs.
Internacionalmente, no ano de 2009 foi publicada a
norma ISO 10832 que norteia os estudos dos efeitos
de poluentes sobre o aspecto da germinacdo de
esporos de FMAs e tem sido usada como
referéncia. Esta norma internacional, no entanto,
aborda apenas a germinacdo de esporos de FMAs,
nao considerando outros parametros pertinentes da
fase assimbiética desses fungos.

Descrevemos aqui uma etapa preliminar do
estudo visa inserir 0 uso de novas espécies de
FMAs em ensaios ecotoxicolégicos, que sejam
ecologicamente relevantes para solos do Brasil; e
determinar  outros possiveis parametros de
crescimento assimbidtico destes fungos, além da
germinacdo de esporos e, como agao consequente,
sugerir melhorias e a ampliacao de uso do protocolo
ISO/TS 10832 em testes ecotoxicoldgicos.

MATERIAL E METODOS

Nesta etapa foram avaliadas a germinacdo de
esporos de dez isolados de FMAs: Acaulospora
colombiana (Spain & N. C. Schenck) Kaonongbua,
J.B. Morton & Bever (SCT115A), A. koskei
(Btaszkowski) (SCT049C e SCT048A), A.
morrowiae (Spain & N. C. Schenck) (SCT400B,
SCTO056A e SCT063A), Claroideoglomus etunicatum
(W. N. Becker & Gerd) C. Walker &
Schuessler (SCT101A), Gigaspora albida (N. C.
Schenck & G. S. Sm.) (SCT200A), G. margarita
(Becker & Hall) (SCT077A), Rizhophagus clarus (T.
H. Nicolson & N. C. Schenck) C. Walker &
Schuessler (SCT720A) provenientes da Colecao
Internacional de Cultura de Glomerycota — CICG em
areia (ISO, 2009) n&o contaminada.

Os esporos a serem utilizados foram extraidos de
culturas puras pelo método de peneiragem Umida
(Gerdemann & Nicolson, 1963) seguido por
centrifugacdo em gradiente de sacarose (20% e
60%). Para a montagem dos ensaios, 0S esporos
coletados foram colocados sobre um papel filtro
ligeiramente umidificado a fim de aderirem a ele e
dali transferidos para filtros de membrana de
nitrocelulose (diametro 47 milimetros, porosidade de
0,45 pm, branco, quadriculada, 3mm gridline,
previamente umidificada com &gua destilada), no
namero de 30 esporos por membrana. Os esporos
foram cobertos com outra membrana previamente
umedecida formando o chamado “sanduiche de
esporos” e colocados em placa de Petri de plastico
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(9 cm diametro), entre duas camadas do substrato.
As placas foram seladas com filme de plastico e
incubados em camara de crescimento do tipo B.O.D
a 24°C (+2°C), no escuro, exatamente como
proposto pelo Protocolo ISO.

Para todos os isolados citados, o numero total de
esporos recuperados e o numero de esporos
germinados foram contados para responder ao
parédmetro germinacéo. Para ser contabilizado como
esporo germinado, o comprimento das hifas apos a
germinacao deve ser, pelo menos, 5 vezes maior do
gue o didmetro do esporo.

Mensurou-se o tamanho do tubo germinativo e o
comprimento total de hifas em micrémetros (um),
utilizando-se microscopio estereoscépico e software
de imagem (AxioVision 4.8°). Estas variaveis, no
entanto, ndo serdo comparadas entre si neste
momento e estardo disponiveis para correlacdes
posteriores.

Para cada isolado flungico utilizado, foram
montadas 6 repeticdes. Destas, trés repeticbes
foram avaliadas em 7 e as outras trés em 14 dias
(tempo previsto no protocolo ISO) apés o inicio da
incubacéo.

Esta etapa demandou apenas de andlise
estatistica exploratéria. Para cada tempo e réplicas,
0 numero de esporos recuperados e germinados foi
estimado. A percentagem de esporos germinados
versus 0 numero de esporos recuperados €
calculada e os resultados foram considerados
validos se: (1) o numero médio de esporos
recuperados for maior ou igual a 25, no final do
ensaio; (2) a porcentagem média de germinacgao de
esporos para o controle for maior ou igual a 75%, no
final do ensaio.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao 7° dia de incubacdo, o percentual de
germinacdo ndo atingiu 75% para nenhum dos
isolado fungicos testados, embora alguns tenham
atingido percentuais proximos a esse (Figura 1). Ao
14° dia, as respostas de germinacéo foram positivas
apenas para G. margarita, que teve média de
87,30%. Embora tenham apresentado taxa final de
germinacdo insuficiente para validar o ensaio G.
albida e A. koskei (SCT049C) obtiveram percentual
de germinacéo, 33,04% e 16,35%, respectivamente,
superior aos demais isolados testados (<10%)
(Figura 1).

Taxas baixas de germinacdo de esporos para
Acaulospora sp., C. etunicatum e R. clarus também
foram descritos por Clark (1997) e podem ser
influenciadas por vérios fatores, entre eles o pH, a
temperatura, a umidade e luminosidade (Moreira &
Siqueira, 2006).

Estudos com germinacdo de esporos de FMAs
foram conduzidos com temperaturas e tempo de
incubagdo superiores aos adotados neste ensaio,
como por exemplo: 7 e 28 dias a 28°C (Maia &
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Yano-Melo, 2001), 30 dias a 30°C (Cardoso et al.,
2002) e 21 e 28 dias a 28°C (Soares et al., 2009),
indicando que testes posteriores devem considerar
estes dois fatores de forma individual e/ou conjunta.

Os esporos de FMAs podem também passar por
um periodo de dorméncia onde a auséncia de
germinacdo pode ocorrer, mesmo em condicdes
ideais para tal (Maia et al. 2010). O periodo de
duracdo dessa fase é variavel entre as espécies de
FMAs e ja foi descrito para representantes de
Acaulospora (Tommerup, 1987), Gigasporaceae
(Souza et al., 2005) e Glomus (Tommerup, 1983).

Ensaios adicionais com variacdo na temperatura,
periodo de incubacdo e substratos devem ser
realizados a fim de obter as variaveis 6timas para a
germinacao assimbiotica dos isolados testados, bem
como, ensaios adicionais de ecotoxicidade para
avaliar o desempenho do isolado de G. margarita
em solos naturais e contaminados.

CONCLUSOES

G. margarita foi a Unica espécie que atendeu os
percentuais exigidos pelo protocolo para validagédo
de ensaios e tem potencial para ser usada em
substituicdo a espécie de referéncia do protocolo
ISO.

Uma proposta de adaptac@o do uso do Protocolo
ISO/TS 10832:2009, entretanto, carece de
informacdes e ensaios adicionais outras espécies de
FMAs, substratos inertes, poluentes e tipos de solo.
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Figura 1 - Percentuais de germinagéo dos isolados flngicos apés 7 e 14 dias de incubacéo.



