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RESUMO 

A exposição por metais pesados, seja por origem natural ou por atividade 

antropogênica, pode ser tóxica aos organismos do solo, sendo o nível de 

toxicidade dependente do tipo do elemento metálico e da sua biodisponibilidade 

no solo. Para mitigar os efeitos causados pela toxidez desses elementos, o uso 

de fungos ectomicorrízicos em programas de inoculação controlada é uma 

alternativa promissora para recuperação de áreas degradadas. Estes micro-

organismos possuem diversos mecanismos de tolerância à metais pesados, 

incluindo a produção de moléculas orgânicas intra e extracelulares, além de 

proteínas transportadoras de íons expressas nas membranas celulares, como a 

H+-ATPase de membrana plasmática (MP). No presente trabalho exploramos a 

participação destes sistemas primários de transporte de H+ na energização e 

sinalização dos mecanismos de tolerância a elevadas concentrações de ferro (Fe) 

nos fungos Pisolithus tinctorius e Pisolithus albus. Também investigamos 

descrevendo como os fluxos de H+ através da membrana celular fúngica são 

modulados por sideróforos e ferro. O fluxo protônico extracelular foi detectado 

através do uso de microeletrodo vibrátil íon-seletivo (SIET) em hifas P. tinctorius e 

P. albus crescendo sob diferentes concentrações de Fe incubados ou não com o 

complexo Fe-sideróforo. Os resultados obtidos indicam que a produção/transporte 

de sideróforos e sua bioatividade sobre o Fe extracelular estão correlacionadas 

com modulações específicas do gradiente eletroquímico gerado pelas bombas de 

prótons em hífas micorrízicas. 



 

viii 

 

 

ABSTRACT 

Exposure to heavy metals, occurring either naturally or by anthropogenic activity, 

can be toxic to soil organisms and the level of toxicity depends on the type of 

metallic element and its bioavailability on soil. To mitigate the toxic effects caused 

by these elements, the use of ectomycorrhizal fungi (ECM) in controlled 

inoculation programs is a promising alternative for recovery of degraded areas. 

These microorganisms have different heavy metal tolerance mechanisms, 

including the production of intra and extracellular organic molecules, likewise the 

ion transporters expressed in the cellular membrane such as H+-ATPases of 

plasmatic membrane (PM). In the present work, we explored the role of these H+ 

transporter primary systems in energization and signalization of tolerance 

mechanism in high concentration of iron (Fe) on two ECM fungi, Pisolithus 

tinctorius and Pisolithus albus. We also investigated describing how Fe and 

siderophores modulates the H+ flow through the fungal cell membrane. The 

extracellular proton flux was detected using an ion-selective vibrating probe (SIET) 

on hyphae of P. tinctorius and P. albus growing on different Fe concentration and 

incubated with iron-siderophores complex. The results indicate that the 

production/transport of siderophores and its bioactivity under extracellular Fe are 

correlated with specific modulation of the electrochemical gradient generated by 

proton pumps in mycorrhizae hyphae. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Metais pesados são elementos com densidade acima de 5 g cm-³ 

(Schützendübel e Polle, 2002), e ocorrem naturalmente nos solos, com grande 

variedade em suas concentrações. Notoriamente, estes metais estão 

acumulando-se no ambiente devido à rápida expansão das atividades industriais 

e sua não-degradação (Clemens et al., 2013). Devido à grande toxicidade, estes 

metais acarretam uma diminuição na produtividade e biodiversidade do solo, e 

assim, modificam a estrutura e funcionalidade do ecossistema (Niemeyer et al., 

2012; Mayor et al., 2013). 

A toxicidade dos metais pesados depende do tipo e de quanto está 

biodisponivel no solo (Hall, 2002). Alguns metais pesados são necessários como 

micronutrientes, por exemplo, zinco (Langer et al., 2009), cobre, manganês e 

ferro, entretanto, se houver um excesso, tornam-se nocivos para os organismos 

vivos (Ducic et al., 2006; Ducic e Polle, 2007). 

Ferro (Fe) é o quarto elemento mais abundante da crosta da Terra, é 

encontrado, em sua grande maioria, na forma oxidada (Fe3+). Devido a fácil 

capacidade de doar ou receber elétrons, muda facilmente o seu estado por 

interconversões entre a forma férrica e a ferrosa (Fe2+). Isto faz com que este 

elemento seja protagonista em uma gama de processos biológicos (Kim e 

Guerinot, 2007) incluindo: reação de oxirredução, sínteses de DNA (Kaplan e 

Kaplan, 2009), fixação de nitrogênio e cadeia transportadora de elétron (Nagajyoti 

et al., 2010; Balk e Schaedler, 2014). A desvantagem é que, se ocorrer um 

desequilíbrio em algum desses processos, o ferro gera espécies reativas de 
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oxigênio (ROS) via reações Fenton/Haber-Weiss resultando em danos celulares. 

(Haber e Weiss, 1934; Halliwell e Gutteridge, 1984). Portanto, o balanço de ferro 

necessita ser controlado, caso contrário a sua falta ou o excesso afetará 

processos fisiológicos em organismos como plantas e micro-organismos (Walker 

e Connolly, 2008). 

Uma tecnologia ambientalmente favorável afim de mitigar solos poluídos 

por metais pesados, neste caso, pelo ferro, é o uso de plantas hiperacumuladoras 

juntamente com micro-organismos tolerante, como os fungos ectomicorrízicos 

(ECM). Estes organismos absorvem rapidamente quantidades significativas de 

metais pesados e translocam para as partes de armazenamento como os 

vacúolos (Urban, 2011). Ectomicorriza é uma associação mutualística simbiótica 

entre fungos do solo e raízes de plantas florestais (Smith e Read 2008). Durante a 

simbiose, a planta hospedeira exibe uma maior produtividade, maior capacidade 

de absorver água, macro e micronutrientes, além de aumentar a resistência à 

estresses bióticos (patógenos) e abióticos (mudança no pH, temperatura) 

(Blaudez et al. 2000; Courbot et al. 2004; Colpaert et al. 2005). Portanto, fungos 

ECM possuem um papel essencial para o estabelecimento de plântulas em locais 

poluídos (Urban, 2011; Luo et al., 2013). 

Em plantas, o mecanismo clássico de tolerância à metais pesados inclui a 

translocação seguida de compartimentalização intracelular, por exemplo o 

vacúolo, ou então bombeado para o meio extracelular (kreuz et al., 1996, Lehto e 

Zwiazek, 2011). Já os fungos micorrízicos possuem diversos mecanismos de 

tolerância à metais, incluindo a produção de moléculas orgânicas intra e 

extracelulares (ex: ácidos orgnânicos, sideróforos), além das proteínas de 

membrana como as H+-ATPase de membrana plasmática (Bellion et al., 2006). 

Entretanto a maioria deste metal é retido na parede celular, ou então translocada 

ativamente para o interior do fungo através da membrana plasmática (Ramos et 

al., 2008). De certa forma, o processo pelo qual as plantas acumulam o metal 

pesado de forma segura ou detoxificar seu organismo com a ajuda da 

ectomicorríza permanece obscuro. Acreditamos que a energia necessária para 

translocar o metal pesado seja proveniente dos sistemas de transportadores 

primários de prótons (P-H+-ATPase) localizadas na membrana plasmática do 

fungo. 
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Dessa maneira, estudar os mecanismos pelos quais os fungos 

ectomicorrízicos respondem à deficiência e toxidez por íons ferro é essencial para 

estabelecer novos modelos da homeostase por ferro em ectomicorrizas.  

A hipótese principal do presente trabalho é que os sideróforos produzidos 

pelo fungo Pisolithus tinctorius e Pisolithus albus integrem os mecanismos de 

resposta ao estresse por altas concentrações de Fe via modulação das H+-

ATPases do tipo P durante o processo de detoxificação de Fe no fungo 

ectomicorrízico.  

Elaboramos tal hipótese baseados no significativo custo energético 

envolvido na síntese de sideróforos durante esse tipo de estresse e na relativa 

carência de informações concernentes as interações Fe-sideróforo e ativação dos 

sistemas primários de transporte iônico em células de fungo simbiontes.  

Almejamos com esse trabalho, avaliar o nível de participação das H+-

ATPases de membrana plasmática e de sideróforos durante a homeostase de 

ferro em fungos ectomicorrízicos. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. Interação fungo-raiz: Ectomicorrízas 

Há cerca de 450 milhões de anos atrás, houve o surgimento da associação 

simbiótica mutualística entre fungos do solo e raízes de plantas denominada 

micorrízas, fenômeno que provou ser de suma importância para a evolução das 

plantas terrestres (Smith e Read, 2008). 

Existem três grupos principais de micorrízas: as arbusculares 

caracterizadas pelo desenvolvimento de hifas inter e intracelulares, formando 

estruturas como arbúsculos e vesículas no interior da planta hospedeira; as 

micorrízas orquidóides, restritas às plantas da família Orchidaceae, as quais 

possuem um crescimento intracelular de hifas formando estruturas denominadas 

pélotons, cuja função é fornecer açúcares simples para o desenvolvimento do 

embrião da planta; e as ectomicorrízas, modelo de estudo do presente trabalho, 

as quais formam estruturas intercelulares, sem formação de arbúsculos ou 

pélotons (Figura 1) (Smith e Read 2008). 



 

 

 

5 

 

Figura 1. Corte transversal de raiz, apresentado possíveis estruturas de 

fungos micorrízicos: RH – Rede de Hartig; MF- Manto fúngico; Ar – Arbúsculo; Ap 

– Apressório; V – Vesícula; Ec – Esporocarpo; He – Hifa extra matricial; Pe – 

Pélotons. Modificado de Das et al., 2007. 

 

As ectomicorrízas são caracterizadas pela presença de três componentes 

estruturais: 1) O manto do tecido fúngico, que engloba a raiz e promove uma 

barreira física contra elementos bióticos e abióticos; 2) a Rede de Hartig, onde 

ocorre uma invasão intercelular das hifas fúngicas nas células corticais da raiz; 3) 

a formação de um sistema de hifas extra matricial, onde forma-se uma conexão 

essencial entre o solo e os esporoscarpos dos fungos (Smith e Reads, 2008). A 

formação dessa simbiose está relacionada a diversos fatores do solo, como pH, 

aeração, temperatura, intensidade luminosa, disponibilidade de nutrientes, além 

da interação com outros micro-organismos do solo (Augé et al., 2001; Alves et al., 

2001; Tagu et al., 2002).  

O crescimento dos fungos ECM ao longo das raízes colonizadas segue 

dois mecanismos: i) difusão paralela com o crescimento da raiz onde o fungo está 

associado, e sucessivamente coloniza as novas raízes formadas; e ii) colonização 

de uma nova ponta da raiz em uma região do sistema radicular que não foi 
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explorado. Os principais hospedeiros para os fungos ECM são árvores das 

famílias Pinaceae, Fagaceae, Dipterocarpaceae e Caesalpinoidaceae, 

distribuídas nas florestas tropicais, subtropicais, temperadas e boreais (Smith e 

Read, 2008). 

Árvores são plantas perenes de vida longa, portanto são susceptíveis a 

enfrentar estresses bióticos e abióticos, incluindo deficiência de nutrientes, seca, 

salinidade, metais pesados e pestes durante seu tempo de vida (Chen e Polle, 

2010; Osakabe et al., 2011; Campioli et al., 2012). Em florestas e plantações, as 

raízes de árvores distintas são colonizadas por diferentes fungos ECM (Buee et 

al., 2005; Lang et al., 2010, 2013; Danielsen et al., 2012, 2013), e as diferentes 

espécies de árvores podem ser interconectar através das hifas fúngicas que 

formam uma rede ectomicorrízica em comum (Martin et al., 2007; Martin e Nehls, 

2009; Rooney et al., 2009; Bingham e Simard, 2012). 

Esses fungos exercem uma influência considerável na nutrição mineral das 

plantas, principalmente na solubilização e absorção do fósforo (P) orgânico do 

solo, elevando significativamente a quantidade de P nos tecidos das plantas 

hospedeiras (Colpaert et al., 1999), pois aumentam a interface solo-planta devido 

ao expressivo volume de solo colonizado pelo micélio fúngico (Marschner e Dell, 

1994; Smith e Read, 2008).  

Apesar do P ser o principal elemento cuja captação é otimizada, esses 

fungos possuem capacidade de mobilizar uma gama de nutrientes essenciais 

para o crescimento vegetal, através do intemperismo de fontes minerais 

insolúveis, ocasionado pela exsudação de compostos orgânicos, que contribuem 

para a ciclagem de nutrientes (Landeweert et al., 2001). A absorção de elementos 

minerais pela ectomicorríza difere de acordo com a concentração do elemento, 

mostrando que as raízes micorrizadas são altamente seletivas, principalmente 

com os metais pesados essenciais, que são necessários em baixas 

concentrações, mas tornam-se tóxicos em níveis elevados (Leyval e Joner, 2001). 

Os fungos ECM são relativamente abundantes em solos metalíferos, os 

ultramáficos, com altas concentrações de Fe, Mn, Ni, Co e Cr (Amir et al., 1997; 

Turnau e Mesjasz-Przybylowicz, 2003; Perrier et al., 2006; Gonçalves et al., 2007; 

Jourand et al., 2010a,b). Apesar da falta de conhecimento sobre como os fungos 

são capazes de resistir às altas concentrações de metais, Hall (2002) e Bellion et 

al. (2006) sugeriram modelos (Figura 2) com os potenciais mecanismos de 



 

 

 

7 

tolerância. Tais mecanismo envolvem: i) manto atuando como uma barreira física; 

ii) biosorção na parede celular do fungo; iii) diminuição do fluxo através da 

membrana plasmática (MP); iv) efluxo dos metais através de proteínas de 

membrana; iv) quelação intracelular por metalotioneínas (MT), glutationa reduzida 

(GSH) e ligantes (L) intracelulares como ácidos orgânicos e sideróforos; vi) 

Quelação extracelular de íons metálicos por ligantes excretados, os quais 

possuem papel importante nos processos de aquisição e detoxificação (Jentschke 

e Godbold, 2000; Machuca, 2011); vii) compartimentalização vacuolar do 

complexo GSH+M; viii) transporte e acumulação dos metais no vacúolo. 

 

Figura 2. Representação esquemática dos potenciais mecanismos celulares 

envolvidos na tolerância ao metal (M) em fungos ectomicorrízicos: 1) manto 

atuando como barreira física; 2) fixação na parede celular do fungo; 3) diminuição 

do fluxo através da membrana plasmática; 4) efluxo do metal através de proteínas 

de membrana; 5) quelação intracelular pela glutationa (GSH), metalotioneínas 

(MT) e ligantes intracelulares (L); 6) quelação extracelular de íons metálicos por 

ligantes excretados (ácidos orgânicos e sideróforos); 7) compartimentalização 

vacuolar do complexo GSH-M; 8) transporte e acúmulo dos metais no vacúolo. 

Adaptado de Hall, 2002 e Bellion et al, 2006. 
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Espécies fúngicas, ou até mesmo isolados diferentes de uma mesma 

espécie, podem apresentar processos distintos de detoxificação dependendo do 

contaminante (Krpata et al., 2008; Reis et al., 2012). Evidências sugerem que 

mecanismos celulares envolvidos na detoxificação do excesso de metal pesado 

inclui principalmente a função de biofiltro pelo fungo ectomicorrízico e sequestro 

subcelular destes metais em plantas micorrizadas (Bellion et al., 2006; Colpaert et 

al., 2011; Hall, 2002). Turnau et al. (2001) inoculando P. sylvestris com o fungo 

tolerante a metais, S. luteus, mostrou um decréscimo significativo na 

concentração de Zn, Cu e Mn no rizomorfo fúngico quando comparado com 

tecidos vasculares da planta hospedeira, demonstrando o efeito do filtro 

ectomicorrízico, impedindo o acúmulo do metal em excesso nas raízes das 

plantas. 

Outros exemplos mostram plantas ectomicorrizadas aumentando a 

absorção de metais pesados seguidos da compartimentalização em vacúolos e 

vesículas, assim favorecendo a detoxificação intracelular (Ducic et al., 2008). O 

aumento da nutrição da planta hospedeira pode também contribuir na tolerância 

contra estresses abióticos e bióticos, incluindo metais pesados (Luo et al., 2009, 

2011; Ma et al., 2013; Rajkumar et al., 2012). Todavia, poucos estudos 

investigaram mudanças fisiológicas nas plantas hospedeiras de fungos ECM, 

quando expostos ao excesso de metais pesados (Ducic et al., 2006), sendo 

necessários mais análises nessa área. 

As moléculas exsudadas por fungos ECM, como por exemplo ácido 

oxálico, que alteram a biodisponibilidade de metais pesados tóxicos na rizosfera, 

podem também resultar na modificação da tolerância das plantas hospedeiras à 

estes metais tóxicos (Bellion et al., 2006; Colpaert et al., 2011; Meharg, 2003) A 

correlação entre ácidos orgânicos e acumulação de Pb, Cd, As e Ni em hifas de 

fungos ECM sugere que exsudados fúngicos possuem um papel pivotal na 

tolerância dos fungos ECM a esses metais. Em fungos, os principais locais para 

estocagem de ferro são no vacúolo ou em sideróforos intracelulares (Haas, 2014). 

Todavia, a maioria dos estudos relacionados aos sideróforos demonstram que tais 

compostos beneficiam a captação de ferro quando este elemento se encontra 

escasso no ambiente.  
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2.2. O Ferro e seu quelador: Os Sideróforos 

 

O Ferro (Fe) é o quarto elemento mais abundante da crosta terrestre, 

essencial para todos os eucariotos e quase todos procariotos. O metal é um 

elemento traço, essencial por participar em diversas reações de oxiredução, e 

assim participa na síntese de DNA (Kaplan e Kaplan, 2009), no funcionamento da 

cadeia transportadora de elétrons e na fixação do nitrogênio (Nagajyoti et al., 

2010; Balk e Schaedler, 2014) 

Apesar da diversidade de proteínas contendo ferro e das várias reações 

que este elemento participa, ele acaba sendo problemático por duas razões: (i) 

devido à fácil capacidade de doar e ganhar elétrons, as concentrações tóxicas do 

metal na forma ferrosa (Fe2+) são capazes de gerar dano celular por meio da 

liberação de espécie reativas de oxigênio (ROS) via a reação Fenton/Harber 

Weiss (Haber e Weiss, 1934; Halliwell e Gutteridge, 1984). O segundo problema 

do ferro consiste na forma em que o Fe é encontrado no solo, sua 

biodisponibilidade é limitada em condições aeróbicas (na presença de oxigênio e 

pH neutro), isso porque o metal reage com oxigênio formando hidróxido férrico 

insolúvel Fe(OH)3 (Haas et al., 2008), o que torna um desafio para as plantas e 

micro-organismos absorvê-lo (Johnson, 2008). 

Em fungos estão descritos quatro mecanismos para a aquisição de ferro: i) 

Absorção de Fe3+ através de queladores específicos de Fe3+; ii) assimilação de 

ferro reduzido (RIA); iii) Absorção de Fe2+ por baixa afinidade; e iv) absorção e 

degradação de heme (Haas, 2014). Para superar a falta de ferro, assim como 

evitar a toxidez por este elemento, as células necessitam de meios para 

armazenar o elemento, desta forma duas estratégias para a estocagem de ferro 

são conhecidas em fungos: i) acúmulo no vacúolo e ii) estocagem citoplasmática 

por meio de sideróforos (Haas, 2014). 

Os sideróforos são compostos orgânicos de baixo peso molecular (500-

1.500 Da) com a habilidade de formar complexos estáveis de alta afinidade (kf > 

1030) com a forma férrica (Fe3+), mas não com a forma ferrosa (Fe2+) (Machuca, 

2004). Estes compostos orgânicos são produzidos por micro-organismos e 

plantas (chamados de fitosideróforos), apesar de apresentarem mecanismo 



 

 

 

10 

distintos de quelação entre plantas e as bactérias ou fungos (Sugiura e Nomoto 

1984; Kraemer et al. 2006; Crowley, 2006). 

Os sideróforos são classificados em três famílias principais, dependendo 

da característica funcional do grupo: hidroxamato, catecolato e carboxilato (Figura 

3) (Ahmed e Holmstrom, 2014) e vêm sendo identificados em diversas classes de 

fungos, incluindo basidiomicetos (Ustilagos), ascomicetos (Neurospora e 

Rhodotorula), zigomiceto (Rhizopus) e deuteromicetos (Penicillum, Aspergillus e 

Fusarium) (Leong e Winkelmann, 1998). Além disso, diversos fungos 

ectomicorrízicos demonstraram exsudar o sideróforo ferricrocina do tipo 

hidroxamato, conforme descrito para Boletus edulis (Szaniszlo et al., 1981), 

Cenococcumgeophilum (Haselwandter e Winkelmann, 2002), Hebeloma 

crustuliniforme (Van Hees et al. 2006). Por outro lado, os fungos ectomicorrízicos 

Suillus granulatus e Suillus luteus sintetizam principalmente fusigen linear e 

cíclico, e baixas quantidades de ferricrocina, ferricromo e coprogênio 

(Haselwandter et al., 2011), assim como a Laccaria laccata e Laccaria bicolor 

(Haselwandter et al., 2013). 
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Figura 3. Exemplos representativos de sideróforos fúngicos. Os sideróforo 

microbianos consistem em três tipos principais: Hidroxamato por bactéria 

(ferrioxamina B) e fungos (ferricromo); Catecolato (enterobactina); carboxilata 

(rizobactina). Destacados nitrogênio, oxigênio e o ferro, em azul, vermelho e 

vinho, respectivamente. Adaptado de Ahmed e Holmstrom, 2014. 

Os sideróforos mais comuns encontrados dentre os fungos são os 

hidroxamatos. Estes podem ser agrupados em quatro famílias estruturais: 

fusarininas, croprogênios, ferricromos e ácido-rodotorúlico (Figura 4) (Renshaw et 

al., 2002; Winkelmann, 2007). O caminho bioquímico geral para a formação de 

sideróforo do tipo hidroxamato é mostrado conforme Plattner e Diekmann (1994) 

(Figura 5). 
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FerricromoEnterobactina
Rizobactina
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Figura 4. Representação dos sideróforos fúngicos. Ligações peptídica e éster 

indicados em vermelho e verde, respectivamente e em azul o ferro. Adaptado de 

Haas et al., 2008. 
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Figura 5. Via biosintética para a produção de sideróforo fúngico de acordo. 

Adaptado de Plattner e Diekmann (1994). 

 

A absorção do complexo sideróforo-ferro é normalmente feita pela 

UMF/SIT (Siderophore Iron Trasnporter), uma subfamília da ‘major facilitator 

superfamily’ (MFS). Este são transportadores secundários com 12-14 domínios 

transmembranares, os quais funcionam como simporters de prótons-sideroforo-Fe 

energizados pelo potencial de membrana plasmática (Winkelmann, 2001). 

Evidências de que o potencial de membrana seja a força motriz do transporte de 

sideróforos surgiu do experimento com diciclohexilcarbodiimide (DCCD) e  
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diethilstibestrol (DES), os quais inibem a ATPase de membrana do fungo 

(Huschka et al., 1983). 

A absorção de ferro mediada pela SIT é universalmente conservada no 

reino fúngico, até em espécies que não produzem sideróforos como 

Saccharomyces cerevisiae, Candida spp. e Criptococcus neoformans (Haas et al., 

2008; Philpott e Protchenko, 2008; Nevitt e Thiele, 2011). Huschaet al. (1983) 

demonstrou que o transporte de sideróforo em N. crassa foi inibido pelo 2,4-

dinitrofenol, azida sódica, ou cianeto de potássio, na qual interferem na 

fosforilação oxidativa mitocondrial ou na respiração celular. Apesar de todos estes 

inibidores atuarem em diferentes alvos na célula fúngica, o resultado final é a 

redução intracelular de ATP, necessário para a manutenção do potencial de 

membrana. 

A absorção de sideróforos vem sendo estudada em grandes detalhes em 

S. cerevisiae. Apesar de não conseguir sintetizar sideróforos, esta levedura 

expressa quatro transportadores diferentes de sideróforos que se diferenciam na 

especificidade no substrato: Sit1p/Arn3p, Arn1p, Taf1p/Arn2p, Enb1p/Arn4p 

(Heymann et al., 1999; Heymann et al., 2000a, Heymann et al., 2000b; Lesuisse 

et al., 1998; Yun et al., 2000a; Yun et al., 2000b). 

Transportadores de sideróforos em C. albicans, S. pombe, A. nidulans e F. 

graminearum foram determinados pela mensuração da estimulação do 

crescimento ou absorção de ferro radioativamente marcado. Assim, enterobactina 

e TAFC para A. nidulans são transportados pelos MirA e Mir B, respectivamente 

(Haas et al., 2003). Em F. graminearum o Sit1 faz o transporte de ferricromo. 

Ferricromo e ferrioxiamina B são transportados pela Str2, e ferricromo pelo Str1 

em S. pombe. Em C. albicans SIt1p/Arn1p transportam sideróforos do tipo 

corpogenênio, ferricromo e TAFC (Ardon et al., 2001; Heymann et al., 2002). 

Apesar da alta afinidade dos sideróforos pelo Fe3+, essas moléculas podem 

formar complexos estáveis com outros metais, como cátions divalentes Cd2+, Ni2+, 

Pb2+ Cu2+ e Zn2+, cátions trivalentes como Mn3+, Co3+, e Al3+ assim como alguns 

actinídeos como Pu, Th, e U (Hider, 1984; Brainard et al., 1992; Albrecht-Gary e 

Crumbliss, 1998; Renshaw et al., 2003; Peterson et al., 2004; Zou e Boyer, 2005). 

Os complexos sideróforo-metal não completam o ciclo na célula, pois a entrega 

do íon não é reconhecida ou não ocorre a redução do mesmo (Hider 1984; Clarke 

et al., 1987; Zou e Boyer 2005). Isso é de suma importância pois sugere que os 
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sideróforos estão diretamente ligados na regulação do transporte e mobilidade 

destes metais como parte do mecanismo de detoxificação em fungos e nas 

plantas hospedeiras.  

O excesso de absorção de ferro eleva a concentração do conteúdo de 

citoplasmático de ferricrocina em Aspergillus nidulans, o que indica um papel 

adicional para o ferricrocina como detoxificador (Eisendle et al., 2006). O acúmulo 

de ferricrocina+Fe intracelular indica o uso de sideróforo como o principal composto 

de estocagem de Fe nas hifas em condições tóxicas do metal, assim como 

descrito para N. crassa (Matzanke et al., 1987). Ao contrário dos achados 

supracitados, Gsaller et al. (2012) ao usar diversos mutantes de Aspergillus 

fumigatus observou que as células que apresentavam a deleção do gene CccA, 

transportador de ferro vacuolar, obtiveram o menor crescimento na maior 

concentração de ferro (5 mM FeSO4), quando comparado àquelas com deleções 

nos genes da biossíntese de sideróforos intracelulares. Os resultados sugerem 

que o vacúolo é o principal depósito de ferro, se comparado com o acúmulo 

mediado por sideróforos intracelulares. 

Os sideróforos também são importantes para manter a associação 

simbiôntica mutualística entre fungo ectomicorrízico-planta, já que tais fungos 

afetam significamente a nutrição mineral de diversas plantas terrestres (Perotto e 

Bonfante, 1997). Como citado anteriormente, os hidroxamatos são os principais 

tipos de sideróforos exsudados por fungos, e acredita-se que a produção desses 

sideróforos, apesar de não provados, são responsáveis por contribuir no 

suprimento do Fe (Haselwandter, 1995; Haselwandter e Winkelmann, 2002; 

Haselwandter et al., 2006). 

A partir dos dados expostos, fica evidente a importância e a diversidade de 

funções dos sideróforos em vários micro-organismo. No entanto, ainda hoje existe 

uma lacuna sobre o conhecimento da produção e caracterização de sideróforos 

em fungos ectomicorrízicos, na presença ou ausência da associação simbiôntica, 

além de poucas espécies terem sido avaliadas (tabela 1). 
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Tabela 1. Descrição dos fungos ectomicorrízicos pela produção e/ou 
caracterização dos sideróforos. Adaptado de Machuca, 2011. 

Espécie Fúngica Crescimento Fúngico 
(sólido, líquido, simbiose) 

Demonstração da 
produção de 
sideróforo 

Purificação/Caracterizaç
ão de sideróforo 

Referência 

Amanita 
muscaria 

Cultura pura, meio Hagen 
(ágar e líguido), sem ferro, 
sem adição de Fe3+ e com 
50 µg mL-1 Fe3+ 

Bioassay com 
Aureobacterium 
flavescens JG-9, 
específico para 
hidroxamatos 

Apenas B. edulis os 
compostos foram 
parcialmente purificados 
e caracterizados pelo 
método de Czaky, 
confirmado compostos de 
natureza hydroxamate. 
Fina camada de 
cromatografia (TLC) 
revelou uma mistura de 
compostos contendo 
ferricrocina. 

Szaniszlo et 
al. (1981) 

Boletus edulis 
Suillus brevipes 
S. lakei 
S. punctipes 
S. granulatus  
S. tomentosus  

Pisolithus 
tinctorius 

  

Cenococcum 
geophilum 

  

P. tinctorius Cultura pura 
Cultura líquida sem ferro 
(concentração de ferro 
não especificado). 

Nenhum método 
feito para 
caracterizar o tipo 
de sideróforo. 

Isolamento de sideróforos 
usando uma resina de 
troca iônica e TLC. 
Sideróforos foram 
parcialmente purificados 
e radioativamente 
marcados com 59Fe. 
Caracterização estrutural 
não especificada. 

Leyval e 
Reid (1991) 

S. granulatus Cultura pura 
Pachlewsky líquido, na 
presença de goetita, 
biotite e pirita 

Detecção de 
Hydroxamate pelo 
método de Czaky 
em geotite. 
Solubilização de 
fero da geotite foi 
mais atribuída pela 
produção de 
sideróforos do que 
ácidos orgânicos. 

Não Watteau e 
Berthelin 
(1994) 

C. geophilum Cultura pura 
Meio LIM-1 (Szaniszlo et 
al., 1981) e meio sem 
ferro. 

Detecção de 
sideróforos em 
filtrados de cultura 
pelo método de 
CAS (Chrome 
Azurol S). 

Isolamento de sideróforos 
usando resina de troca 
iônica e cromatografia por 
exclusão de tamanho. 
Ferricrocina foi 
identificado por HPLC, 
espectrometria de massa, 
e 1H–13C-NMR spectra. 

Haselwandt
er e 
Winkelmann 
(2002) 

 

Laccaria laccata Cultura pura Detecção de 
sideróforos pelo 
método de CAS-
ágar e detecção de 
hydroxamate por 
ensaio químico. 

Não Gupta e 
Satyanaraya
na (2002) 

P. tinctorius Melin-Norkans Modificado 
(MNM) líquido, com e sem 
adição de Fe3+ 

Rhizopogon 
vulgaris 
R. luteolus 

Hebeloma 
crustuliniforme 

Simbiose entre fungo e 
Pinussylvestris, usando 
placas assépticas multi-

Exsudação de 
sideróforos e 
ácidos orgânicos 

Isolamento de sideróforos 
usando resina de troca 
iônica. Hidroxamatos 

Van Hees et 
al. (2006) 
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compartimentalizada.. pelo micélio extra 
matricial. 

foram purificados por 
HPLC e identificado por 
espectrometria de massa 
(ESI-MS/MS), foram 
detectados 
principalmente 
ferricrocina, e um pouco 
de ferricromo. Ácidos 
orgânicos também foram 
detectados, o principal foi 
ácido Oxálico.  

S. luteus Cultura pura 
MNM líquido, sem Fe3+ou 
35 mmol L -1 Fe3+. 

Detecção de 
sideróforos pelo 
método de CAS. 
Detecção de 
Hidroxamato e 
catecolato pelo 
método de Czaky e 
Arnow 
respectivamente 

Não Machuca et 
al. (2007) R. luteolus 

Scleroderma 
verrucosum 

Laccaria laccata Meio Moser B sem adição 
de Fe3+ 

Concentração de 
sideróforos pelo 
método de CAS. 

Isolamento de sideróforos 
usando resina de troca 
iônica. Hidroxamato foi 
purificado por HPLC e 
identificado por 
espectrometria de massa 
(FTICR-ESI-MS) fusigen 
linear foi o principal 
sideróforo identificado 

Haselwandt
er et al. 
(2013) 

Laccaria bicolor 

 

2.3. O papel das bombas de prótons no transporte de metais em 

fungos e plantas 

Em plantas, os mecanismos clássicos de tolerância aos metais também 

envolvem a translocação do metal para compartimentos celulares, como vacúolo, 

ou seu bombeamento para o meio extracelular (kreuz et al., 1996, Lehto e 

Zwiazek, 2011). Entretanto, no caso das micorrízas, grande parte dos metais são 

retidos na parede celular ou são transloucados ativamente para o interior através 

da membrana plasmática (Ramos et al., 2008). A energia para tal captação é 

fornecida pelos sistemas primários de transporte de prótons (P-H+-ATPases) 

localizados na membrana plasmática fúngica, os quais irão energizar o transporte 

secundário de H+ juntamente com o metal extracelular (Ramos et al., 2008). 

Estas H+-ATPases são enzimas integrais da membrana plasmática das 

células de fungos e plantas, as quais utilizam a energia da hidrólise de compostos 

ricos em energias (ATP), para realizar o transporte ativo primário de H+ gerando 

um gradiente eletroquímico, ao transportar este íon contra seu gradiente de 

concentração (Sze, 1985; Serrano, 1985; Sze et al., 1999). A força próton-motriz 
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gerada é utilizada pelos transportadores secundários para energizar e regular o 

transporte de nutrientes para o interior das células, assim como exsudar os íons 

tóxicos ou compartimentalizá-los em vesículas específicas dentro das células de 

fungos e plantas (Morsomme e Boutry, 2000). 

As P-H+-ATPases possuem também diversas outras funções, incluindo 

participação nas respostas de tolerância à salinidade, regulação do pH 

citoplasmático (Serrano, 1989; Portillo e Serrano, 1989; Nathan e Willian, 1999; 

Portillo, 2000) e na expansão celular (Rayle e Cleland, 1992). A H+-ATPase de 

MP é regulada mais efetivamente ao nível pós-traducional, principalmente pelo 

aumento do acoplamento entre o transporte de H+ e a hidrólise de ATP, sugerindo 

que esta enzima possa responder mais rápido aos desafios impostos pelo 

ambiente (Gaxiola et al., 2007). 

Em fungos, foram identificados dois genes codificando P-H+-ATPases em 

Saccharomyces cerevisiae (Schlesser et al., 1988; Serrano et al., 1985), dois em 

Schizosaccharomyces pombe (Ghislain e Goffeau, 1991), cinco em Glomus 

mosseae (Ferrol at al., 2000) e dois em Ustilago maydis (Robles-Martínez L et al., 

2013). Ferrol et al. (2000), fazendo a análise de fragmentos gênicos obtidos por 

PCR, identificou cinco clones diferentes em Glomus mosseae (GmHA1, GmHA2, 

GmHA3, GmHA4, GmHA5) codificando H+-ATPases de membrana. Isso 

demonstra que no caso dos fungos micorrízicos, assim como em outros 

organismos, as P-H+ATPases são codificadas por uma família multigênica. Até 

onde sabemos, não existem trabalhos identificando os genes ou até mesmo 

analisando a regulação e modulação das H+-ATPases de membrana plasmáticas 

em fungos ectomicorrízicos. 

H+-ATPase tipo V (EC 3.6.1.3) é uma proteína de transporte ativo 

localizada no tonoplasto e em vários outros componentes dos sistemas de 

endomembranas das células vegetais e fúngicas (Sze et al., 1992; Lüttge et al., 

1995). Esta enzima consiste em várias subunidades polipeptídicas, as quais estão 

localizadas em dois domínios distintos: um canal de prótons transmembrânico 

(V0) e um complexo catalítico (V1). O domínio V0 hidrofóbico, de 

aproximadamente 260 kDa, é constituído de seis subunidades (a, d, e, c, c`, c``) 

que são proteínas integrais de membrana, juntas formam um canal protônico 

(Forgac, 1999). O complexo V1, catalítico, é um domínio periférico de 570 kDa 

composto por oito subunidades (A-H), responsáveis por hidrolisar o ATP (Forgac, 
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1999; Zhang et al., 2008). Esta é a enzima mais complexa dentre as três bombas 

de H+ (P-H+-ATPase, V-H+-ATPase e F-ATPase), compartilhando características 

semelhantes à sua ancestral F-ATPase (Nishi e Forgac, 2002; Gaxiola et al., 

2007). Em condições de estresse ambiental, a V-ATPase pode sofrer pequenas 

mudanças na expressão de suas subunidades e na modulação de sua estrutura 

(Lüttge et al., 1995). 

No interior da hifa fúngica, uma das possíveis rotas do metal é o seu 

acúmulo nos vacúolos das hifas, que estão dispersos por toda sua extensão. 

Desta forma, a metabolização do metal seria realizada por fases distintas, como 

ocorre em plantas (Coleman et al., 1997). Inicialmente, o metal seria conjugado 

por meio da ação da enzima glutationa S-transferase (GST) (Lamoureux et al., 

1991; Riechers et al., 1997), seguido da translocação deste conjugado para o 

interior do vacúolo ou excreção para o apoplasto através dos transportadores 

primários e/ou secundários sendo ambos energizados pelas H+-ATPases 

(Martinoia et al., 1993, Clemens, 2001). 

Apesar dos mecanismos de exclusão e compartimentação de metais por 

plantas tolerantes terem sido bem explorados, o mesmo não se verifica quanto 

aos processos análogos que ocorrem nas hifas dos fungos ectomicorrízicos 

isolados, pois a maioria dos estudos realizados se limitaram a comparar apenas o 

efeito do metal sobre o crescimento do micélio.  

 

2.4. A Técnica Microssonda Vibrátil 

 

A técnica da microssonda vibrátil seletiva à íons permite analisar as 

diferentes oscilações espaciais e temporais de determinados íons capazes de 

atravessar a membrana biológica, sem danificar o organismo. A primeira 

aplicação biológica da técnica é datada na metade do século XX (Bluh e Scott, 

1950), posteriormente foi utilizada na determinação do fluxo iônico em músculo 

esquelético (Davies, 1966). 

A microssonda vibrátil foi aperfeiçoada com o uso de um amplificador (Jaffe 

e Nucitelli, 1974), o que proporcionou um aumento significativo na sensibilidade 

do aparelho, permitindo medidas de correntes extracelulares de baixa magnitude 

na superfície da membrana biológica, passando a se chamar “Vibrating Voltage 
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Probe” (ou “Wire-probe”). Dessa maneira, o aperfeiçoamento da técnica 

possibilitou determinar as correntes elétricas totais em células vegetais e animais.  

 

A “Voltage Probe” foi posteriormente refinada com a adição de 

microcomputadores e medidas bi-dimensionais (Scheffey 1988). Uma limitação 

relevante da microssonda sensível à voltagem é a análise da real composição 

iônica das correntes. Quando mapeado a corrente em torno do material estudado, 

em meio controlado, a única maneira de se obter informação sobre os diferentes 

componentes iônicos é pelo uso de ensaios de substituição, com adição de 

inibidores específicos da atividade de canais e bombas, possibilitando a 

determinação da contribuição individual de cada íon (Shipley e Feijó, 1999). 

O uso de ionóforos específicos foi outro grande avanço da técnica. Estes 

passaram a substituir os eletrodos de metais na ponta das micropipetas, tal 

técnica ficou conhecida como “Ion-Selective Vibrating Probe” (microssonda vibrátil 

seletiva à íons). Brevemente, esta técnica foi desenvolvida para analisar íons 

individuais que carreiam uma corrente elétrica, complementando as técnicas que 

medem correntes totais. A maioria das aplicações biológicas envolvem estudos 

das dinâmicas de íons relevantes aos processos fisiológicos e desenvolvimento 

das células, tais como prótons, cálcio ou potássio (Shipley e Feijó, 1999). 

Em fungos micorrízicos, o perfil dinâmico dos íons H+, Ca2+, K+, Na+ e Cl- 

foram realizados em hifas do fungo arbuscular Gigaspora margarita (Ramos et al., 

2008) e em raízes de Eucalyptus globulus colonizados pelo fungo ectomicorrízico 

P. microcarpus (Ramos et al., 2009). Outros autores trabalharam com o modelo 

micorriza-raiz inoculada para analisar os fluxos de H+ e outros elementos durante 

a simbionse (Ding et al., 2012; Li et al., 2012; Ma et al., 2014). Entretanto, a 

dinâmica do fluxo de H+ em hifas isoladas de fungos ectomicorrízicos tratadas ou 

não com ferro são desconhecidos. 
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3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivo geral 

- Avaliar a influência do Ferro e de xenosideróforo na modulação do fluxo de 

íons H+ nas hifas de fungos ECM (Pisolithus tinctorius e Pisolithus albus), 

verificando a participação da H+ATPase, tipo P, na formação de assinaturas 

específicas no gradiente eletroquímico estabelecido nestas células. 

 

 

 

3.2. Objetivos específicos 

- Avaliar a influência do Fe no crescimento e acúmulo de biomassa pelos 

fungos P. tinctorius e P. albus. 

 

- Determinar o fluxo de prótons extracelular em hifas dos fungos 

ectomicorrízicos P. tinctorius e P. albus sob diferentes concentrações de Fe livre. 

 

- Avaliar o efeito do complexo DFO+Fe no fluxo de prótons em hifas dos 

fungos ectomicorrízicos P. tinctorius isolado 24 e P. albus crescidos na ausência 

de ferro. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1. Material biológico 

O fungo ectomicorrízico Pisolithus albus (isolado ES01) foi coletado em 

latossolo vermelho-amarelo de um plantio de eucalipto na cidade de Biriricas 

(20°22'16''S/40°35"08") no município de Marechal Floriano-ES, já o fungo 

Pisolithus tinctorius (isolado PT24) foi obtido da coleção do Laboratório de 

Microbiologia do Solo do Departamento de Microbiologia da Universidade Federal 

de Viçosa (UFV). 

 

4.2. Preparo de meio para manutenção do fungo 

O preparo do meio MNM - Merlin Norkrans Modificado (Marx, 1969) foi 

realizado utilizando os seguintes reagentes para 1L de meio: CaCl2.2H2O (0,05 

g.L-1), NaCl (0,025 g.L-1), (NH4)2HPO4 (0,15 g.L-1), MgSO4.7H2O (0,15 g.L-1), 

FeCl3.6H2O (0,01 g.L-1), KH2PO4 (0,125 g.L-1), Tiamina (300 μL.L-1), 15 g de-ágar, 

10 g de glicose, 2 g de peptona, 2 g de extrato de levedura, 100 µL.L-1 de tampão 

MES (0,5 M). Em seguida, o pH foi ajustado para 5,0 e autoclavado a 121ºC por 

30 minutos. No preparo das placas, foram adicionados 20 mL de meio de cultura 

em placas de Petri (10 x 100 mm), as quais foram incubadas na ausência de luz, 

à temperatura de 28±1 ºC em incubadora BOD. A cultura dos isolados será 

transferida a cada 15 dias para meio fresco de igual composição. 
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4.3. Medição do micélio de P. tinctorius nas diferentes concentrações de 

FeCl3 

Os fungos que crescerem em placas petri (10 x 100 mm) com 20 mL de 

meio MNM nas diferentes concentrações de ferro foram medidos com a ajuda de 

um paquímetro digital. A medição iniciou-se logo após o disco apresentar hifas 

novas, e depois a cada dois dias até o micélio fúngico atingir a borda da placa. As 

medidas foram feitas em dois eixos, denominados eixo vertical (V) e eixo 

horizontal (H), ao final do crescimento fúngico, foram feitas as médias entre os 

eixos e analisados. 

 

 

4.4. Determinação dos fluxos protônicos extracelulares 

Discos de 11 mm de culturas novas foram colocados em placa Petri de 

plástico (140x140 mm) e após cinco dias de crescimento foram preenchidas com 

30 ml de meio MNM líquido com algumas modificações, sem adição de peptona, 

extrato de levedura e NaCl2, afim de diminuir o ruído durante a leitura. A leitura foi 

realizada na parte distal das hifas.  

Microeletrodos específicos à íons foram produzidos como descrito por Feijó 

et al. (1999). As micropipetas foram feitas de capilares de vidro de borosilicato de 

1,5 mm e tratadas com dimetil diclorossilano (Sigma-Aldrich). Após a silanização, 

estes foram preenchidos com uma coluna de 15-20 mm de eletrólito (15 mm KCl e 

40 mm KH2PO4, pH 6.0,) e na ponta foram adicionados 20-25 µM do coquetel 

seletivo, contendo o ionóforo respectivo ao H+ (Fluka, Milwaukee, WI, USA). 

Um eletrodo de Ag/AgCl (World Precision Instruments, Sarasota, FL, USA) 

foi inserido no fundo do microelétrodo, para estabelecer um contato elétrico com a 

solução líquida. Um eletrodo de referência, composto de uma ponta de KCl 3M 

líquido, fechada na extremidade com um polímero semipermeável (World 

Precision Instruments), foi também inserido no meio líquido. Os microelétrodos 

foram calibrados no começo e no final de cada experimento usando solução 

padrões, cobrindo o conjunto experimental do íon, afim de obter a linha de 

calibração. Tanto a inclinação quanto a linha de calibração foram usadas para 
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calcular a concentração do íon através dos valores de mV medidos durantes o 

experimento.  

Foramefetuadas análises do fluxo de prótons das hifas fúngicas de P. 

tinctorius crescidos nas diferentes concentrações (0, 100 e 1000 µM) de FeCl3, 

assim como foram analisadas o fluxo de H+ após a adição do complexo DFO+Fe 

(Desferrioxamine B mesylate salt – Sygma Audrich, também conhecido como 

Desferal) nos fungos crescidos sem ferro. O mesmo procedimento será realizado 

utilizando Vanadato, inibidor da P-H+-ATPase. 

 

 

4.5. Acumulação de macro e micronutrientes na biomassa fúngica 

 

As amostras das espécies P. tinctorius e P. albuscresceram em meio MNM 

líquido sob diferentes concentrações de Fe.  

As amostras de cada fungo foram secas em estufa de circulação forçada 

de ar a 60-70°C, por um período de 24 horas. Após secagem as amostras foram 

moídas e acondicionadas em recipientes de plástico hermético para posteriores 

análises químicas.  

Para a determinação dos teores de N, o material fúngico foi submetido à 

digestão sulfúrica, no qual o nitrogênio foi determinado pelo método de Nessler 

(Jackson, 1965). Os outros nutrientes P, K, Ca, Mg, S, B, Fe e Mn foram 

quantificados por ICP-OES, após digestão com HNO3 concentrado e H2O2 em 

sistema de digestão aberta. Condições do ICP: gás plasma 8,0 L min-1, gás a 

auxiliar 0,70 L min-1 e gás carreador 0,55 L min-1 (Peters, 2005). 

 

 

4.6. Análise Estatística 

A análise de variância (ANOVA) foi utilizada para testar as diferenças entre 

os diâmetros do crescimento micelial em meio sólido contendo ferro, as médias 

foram comparadas através do teste de Tukey (p ≤ 0,05). Nos experimentos 

referentes ao fluxo de prótons e pH, foi feito um design fatorial aleatório com seis 

repetições independentes e os dados foram analisados pelo teste de two-way 

ANOVA seguido de teste Tukey (p ≤ 0,05).  
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5. RESULTADOS 

 

5.1. Efeito de diferentes concentrações de ferro no crescimento micelial 

 

O crescimento in vitro de duas espécies de fungos ectomicorrízicos (P. 

tinctorius e P. albus) em meio MNM suplementado com diferentes concentrações 

de Fe foi analisado durante 15 dias (Figura 6). 

O crescimento da espécie P. tinctoriusapresentou uma inibição significativa 

de21,32%(p0,0001) na maior concentração de Fe (1000 µM Fe), entretanto, em 

100 µM Fe foi observado uma estimulação significativano diâmetro micelial 

(p0,0001; Figura 6A).  

O crescimento da espécie P. albus foi significativamente inferior ao 

encontrado em P. tinctorius, independente da concentração de ferro (Tabela 2), 

contudo, P. albus também apresentou uma inibição significativa de 19,20% 

(p0,0001) e estimulação significativa (p0,0001) no crescimento micelial quando 

exposto à 1000 µM Fe e 100 µM Fe, respectivamente (Figura 6AB). Os fatores 

“espécie”, “concentração de ferro” e a interação “espécie x concentração de ferro” 

influenciaram significativamente na variância total do crescimento micelial, sendo 

o fator “espécie” responsável por 76,81% da variância total. 
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Figura 6. Regressão linear da taxa de crescimento micelial dos fungos P. 

tinctorius (A) e P. albus (B) submetidas às concentrações de FeCl3: 100 e 1000 

µM. ** Diferença significativa pelo teste Tukey a 1% de probabilidade. 
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Table 2. Análise de variância (two-way ANOVA) do efeito das concentrações 
de ferro no crescimento micelial, Fluxo de H+ e pH extracelular dos fungos 
ectomicorrízicos P. tinctorius e P. albus. ***p<0.001. 

Coeficientes 
Soma de 
quadrados 

Grau de 
liberdade 

Quadrado 
Médio 

Valor de F 

a) Crescimento micelial 

Sp. 48,64 1 48,64 738,7*** 

[Fe] 11,73 2 5,866 89,09*** 

Sp. x Fe 1,370 2 0,6850 10,40*** 

Resíduo 1,580 24 0,06585  

 
b) Fluxo de H+ 

Sp. 2420 1 2420 374,25*** 

[Fe] 4092 2 2046 316,44*** 

Sp. x Fe 4708 2 2354 364,09*** 

Resíduo 194 30 6,446  

 
c) pH extracelular 

   

Sp. 0,6933 1 0,6933 2733*** 

[Fe] 6,298 2 3,149 12414*** 

Sp. x Fe 1,355 2 0,6775 2371*** 

Resíduo 0,007609 30 0,0002536  

 
 

 

5.2. Perfil da diferença de voltagem extracelular em hifas dos fungos 

ectomicorrízicos 

 

A diferença de voltagem (µV) em hifas dos fungos ectomicorrízicos foi 

modulada diretamente pela concentração de ferro em que o fungo foi exposto 

durante o crescimento (figura 7 e 8). Hifas de P. tinctorius apresentaram diferença 

de voltagem positiva média de 1.6 µV em meio sem ferro, 4.67 µV na 

concentração de 100 µM e 1.48 µV em 1000 µM Fe (Figura 7). Hifas de P. albus 
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apresentaram diferenças de voltagem positivas muito inferiores ao observado em 

P. tinctorius, sendo emmeio sem ferro a voltagem média foi de 0.20 µV, 0.37 µV 

na concentração de 100 µM e 0.048 µV em 1000 µM Fe (Figura 7). Estas 

correntes são diretamente relacionadas ao efluxo de prótons transmembrana nas 

hifas das duas espécies fúngicas. 

Análise do efeito do ortovanadato de sódio, um inibidor específico das H+-

ATPases de membrana plasmática, sobre a diferença de voltagem em hifas 

fúngicas mostrou que independente da concentração de ferro o vanadato diminui 

a diferença de voltagem (Figura 7, 8). 

A menor voltagem foi encontrada em hifas de P. albus quando crescidos 

em meio sem ferro (Figura 8A). Após 24 h da incubação com o inibidor, na 

presença de ferro no meio, ou seja, 100 µM e 1000 µM Fe, a voltagem inicial não 

sofre recuperação, mesmo removendo o inibidor (Figura 7B,C). No entanto, hifas 

de P. Tinctorius crescidas, em meio sem ferro, conseguiram recuperar a grande 

parte da voltagem inicial (Figuras 7A). A diferença de voltagem em hifas de P. 

albus mostrou um perfil diferenciado se comparado com P. tinctorius, pois o 

tratamento com o inibidor da H+-ATPase, em meio sem ferro e em 100 µM Fe, 

induz uma diminuição na diferença de voltagem extracelular (Figura 8A,B).  

Na concentração de 1000 µM Fe, o inibidor da H+-ATPase induziu uma 

ativação na diferença de voltagem extracelular (Figura 8C). Após 24 h incubado 

com novo meio, o P. albus apresentou uma diferença de voltagem negativa em 

todos os tratamentos (Figura 8). 
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Figura 7. Diferença na voltagem (µV) extracelular da zona distal da hifosfera do 

fungos P. tinctorius em 0 µM Fe (A) 100 µM Fe (B) e 1000 µM Fe (C) tratados 

com VO4
-, e após 24 h em meio novo, sem inibidor. Em laranja a referência. 
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Figura 8. Diferença na voltagem (µV) extracelular da zona distal da hifosfera do 

fungos P. albus em 0 µM Fe (A) 100 µM Fe (B) e 1000 µM Fe (C) tratados com 

VO4
-, e após 24 h em meio novo, sem inibidor. Em laranja a referência. 
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5.3. Alterações no fluxo extracelular de prótons em hifas de fungos 

ectomicorrízicos expostos ao ferro 

 

As hifas dos fungos P. tinctorius crescidos na ausência de Fe obtiveram 

uma média de efluxo de H+ de 0.0317± 0.002 pmol cm-2 min-1 (Figura 9A). Já as 

hifas que cresceram em 100 µM Fe apresentaram um aumento no efluxo de H+ de 

cerca de 15 vezes (0.4595 ± 0.01 pmol cm-2 min-1) comparado ao fungo não 

crescido em meio sem ferro (p<0.0001; Figura 9B). De forma similar, as hifas que 

cresceram na maior concentração de Fe (1000 µM) também apresentaram um 

estimulo significativo no efluxo de H+ (47.1171 ± 2.54 pmol cm-2 min-1) do fungo 

não tratado com ferro (p<0.0001) (Figura 9C). 

Após o tratamento com 0.5 µM de ortovandato, a média do efluxo de H+ de 

hifas crescidas na ausência de Fe foi de 0.0044 ± 0.0003 pmol cm-2 min-1, 

acarretando em uma inibição de 85% do fluxo inicial (p<0.0001; Figura 9A). Já o 

tratamento com 100 µM Fe obteve a maior inibição (88%) ao ser tratado com 

ortovandato, mostrou um valor médio de 0.0513 ± 0.003 pmol cm-2 min-

1(p<0.0001; Figura 9B). A menor inibição foi encontrada no tratamento de 1000 

µM Fe, com 70% do fluxo inibido após a adição de ortovandato, com um efluxo 

médio de 13.99 ± 0.43 pmol cm-2 min-1(p<0.0001; Figura 9C). Após 24 h, nenhum 

tratamento foi capaz de recuperar o seu fluxo inicial, porém, no fungo não tratado, 

observou-se uma tendência desse recuperação do fluxo (Figura 9C). 
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Figura 9. Fluxo extracelular de prótons na região distal da hifas de 

Pisolithus tinctorius em 0 µM (A), 100 µM (B) e 1000 µM Fe (C), tratados com 

ortovanadato de sódio(VO4
-), e após 24 h, em meio novo. Letras diferentes 

possuem diferenças significativas pelo teste Tukey (p ≤ 0.01)(n=6). 
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O fluxo de H+ extracelular do P. albus foi inferior em todas as 

concentrações, quando comparados com o fluxo do P. tinctorius (p<0,0001; 

Figura 10). 

Na ausência de Fe, o P. albus obteve um efluxo médio de 0.0070± 0.0006 

pmol cm-2 min-1. Na concentração de 100 µM Fe, houve um estímulo de 420 

vezes no efluxo de H+ (0.0298 ± 0.001 pmol cm-2 min-1) (p<0,0434; Figura 10B). 

Em contraste, na concentração de 1000 µM Fe, houve uma inversão do fluxo 

comparado ao fluxo controle, demonstrando um influxo de H+ com uma média de -

1.6245± 0.07 pmol cm-2 min-1 (Figura 10C). 

Com adição de 0.5 µM de ortovanadato, o P. albus não tratado e crescido a 

100 µM Fe oobteve seu fluxo inibido em 65% (0.0024 ± 0.0005 pmol cm-2 min-1) 

(p<0.0001; Figura 10A) e 85% (0.0044 ± 0.0007 pmol cm-2 min-1) (p<0.0001; 

Figura 10C), respectivamente. Em contrapartida, na maior concentração de Fe, 

após a adição de ortovanadato houve uma inversão do fluxo de prótons, com um 

efluxo médio de 0.2076 ± 0.0758 pmol cm-2 min-1(Figura 10B). 

Diferente do que foi encontrado no P. tinctorius, todos os tratamentos do P. 

albus após 24 h apresentaram um influxo de H+, sendo o influxo médio de -0.0025 

± 0.0004 pmol cm-2 min-1 no fungo não exposto a ferro, de -0.0086 ± 0.0003 pmol 

cm-2 min-1no fungo crescido à 100 µM Fe e de -1.73 ± 0.09 pmol cm-2min-1 na 

concentração de 1000 µM Fe. Após 24 h o único tratamento que foi capaz de 

retornar ao fluxo inicial foi o tratamento com 1000 µM Fe (Figura 10C). 
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Figura 10. Fluxo extracelular de prótons na região distal de hifas Pisolithus albus 

em 0 µM (A), 100 µM (B) e 1000 µM Fe (C), tratados com ortovanadato de sódio 

(VO4
-), e após 24 h, em meio novo. Letras diferentes possuem diferenças 

significativas pelo teste Tukey (p ≤ 0.01)(n=6). 
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5.4. Alterações no pH extracelular em hifas de fungos ectomicorrízicos 

expostos ao ferro 

 

O pH extracelular foi determinado a partir de cálculos baseados nos valores 

da concentração de H+ obtidos em cada tratamento (Figuras 11, 12). 

Ambos os fungos apresentaram um padrão semelhante em relação ao pH 

extracelular, o qual começou mais ácido nos momentos iniciais e tornando-se 

mais alcalino após a adição do ortovanadato, e também após 24 h (Figuras 11), 

com exceção do P. tinctorius na ausência de Fe após 24 h um pH menor que o 

inicial (Figura 11A). 

A comparação do pH superficial da hifa entre as concentrações de Fe 

indicou diferença significativa em ambos os fungos (Figura 13). Tanto o P. 

tinctorius nas concentrações de 100 µM e 1000 µM Fe quanto o P. albus na 

concentração de 100 µM Fe foram capazes de acidificar o pH extracelular (Figura 

13). Ao comparar os fungos no mesmo tratamento, observamos que 100 µM Fe 

foi a única concentração incapaz de promover diferenças significativas no pH 

extracelular deP. tinctorius e P. albus (p<0,1847). O pH inicial das hifas do P. 

tinctorius, crescidas na ausência e em 1000 µM Fe, apresentou-se mais ácido em 

relação ao P. albus (Figura 13). 

 

 



 

 

 

36 

 

 

Figura 11.pH extracelular da zona distal da hifosfera do fungo P. tinctorius em 0 

µM Fe (A), 100 µM Fe (B) e 1000 µM Fe (C) tratados com vanadato (VO4
-), e após 

24 h em meio novo. Letras diferentes possuem diferenças significativas pelo teste 

Tukey (p ≤ 0.05) (n=6). 
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Figura 12.pH extracelular da zona distal da hifosfera do fungo P. albus em 0 µM   

(A), 100 µM  (B) e 1000 µM Fe (C) tratados com vanadato (VO4
-), e após 24 h em 

meio novo. Letras diferentes possuem diferenças significativas pelo teste Tukey (p 

≤ 0.01) (n=6). 

  

C
o

n
tr

o
le

+
0
.5

m
M

 V
O

4
-

A
p

ó
s
 2

4
 h

4 .0

4 .5

5 .0

A

C

B

p
H

 e
x

tr
a

c
e

lu
la

r

C
o

n
tr

o
le

+
0
.5

m
M

 V
O

4
-

A
p

ó
s
 2

4
 h

3 .0

3 .5

4 .0

4 .5

5 .0

A

C

B

p
H

 e
x

tr
a

c
e

lu
la

r

C
o

n
tr

o
le

+
0
.5

m
M

 V
O

4
-

A
p

ó
s
 2

4
 h

3 .5

4 .0

4 .5

5 .0

5 .5

A

C

B

p
H

 e
x

tr
a

c
e

lu
la

r

A

B

C



 

 

 

38 

 

 

 

Figura 13.pH extracelular da zona distal da hifosfera do fungo P. tinctorius e P. 

albus nas concentrações de 0, 100 e 1000 µM de FeCl3. Letras maiúsculas se 

diferem entre as concentrações e letra minúsculas se diferem entre os fungos. 

Letras distintas possuem diferenças significativas pelo teste Tukey (p ≤ 0.05) 

(n=6). 
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5.5. Acumulação de macro e micronutrientes no tecido fúngico 

 

 O acúmulo de macro e micronutrientes foi analisado após 15 dias de 

crescimento do micélio fúngico em meio MNM líquido. 

O fungo P. tinctorius apresentou um maior acúmulo tanto de macro quanto 

de micronutrientes em todas as concentrações de ferro quando comparado com o 

fungo P. albus. Na concentração de 1000 µM Fe, o P. tinctorius apresentou um 

maior acúmulo de P, S, B e Mn (p<0,001; Figura 14, 15). Em contrapartida, a 

ausência de ferro acarretou em uma maior absorção de Mg (p<0,001; Figura 14). 

Em 100 µM Fe, o fungo apresentou um maior acúmulo de Ca (Figura 14), 

entretanto não foi significativo (Tabela 3) 

Já o fungo P. albus, na maior concentração de ferro, mostrou um maior 

acúmulo dos micronutrientes B e Mn (Figura 15). Em 100 µM Fe esse fungo 

acumulou uma maior quantidade de N, K e Mg (p<0,001; Figura 14), e demonstra 

uma tendência em um maior acúmulo de Ca, entretanto não significativo (Tabela 

3). Já na concentração de 1000 µM Fe, P. albus obteve um maior acúmulo de P 

(p<0,001). A ausência do ferro acarretou nos menores valores de acúmulo de 

todos os macro e micronutrientes em P. albus. 

Ambos os fungos apresentaram um padrão ou ordem de absorção de 

absorção de nutrientes, seguindo a ordem K>P>N>S>Ca>Fe>Mg>B>Mn, com 

exceção da concentração de 1000 µM Fe, onde ocorreu uma mudança entre o K 

e P, nos dois fungos, ficando Fe>P>K>N>S>Ca>Mg>B>Mn. Alterações no padrão 

de absorção de nutrientes induzidos pelo ferro, também implicou mudanças nas 

relações entre os nutrientes estudados (Tabela 5). 
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Figura 14. Conteúdo de macronutrientes na biomassa de Pisolithus tinctorius e 

Pisolithus albus crescidos em diferentes concentrações de Fe. Letras maiúsculas 

se diferem entre as concentrações e letra minúsculas se diferem entre os fungos. 

Letras distintas possuem diferenças significativas pelo teste Tukey (p ≤ 0.05). 
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Figura 15. Conteúdo de micronutrientes na biomassa de Pisolithus tinctorius e 

Pisolithus albus crescidos em diferentes concentrações de Fe. Letras maiúsculas 

se diferem entre as concentrações e letra minúsculas se diferem entre os fungos. 

Letras distintas possuem diferenças significativas pelo teste Tukey (p ≤ 0.05). 
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Tabela 3. Análise de variância (two-way ANOVA) do efeito das concentrações de 
ferro no conteúdo de macronutrientes no tecido dos fungos ectomicorrízico P. 
tinctorius e P. albus. ****p<0.0001, *p=0.0122. 

Coeficientes 
Soma de 

quadrados 
Grau de 
liberdade 

Quadrado 
Médio 

Valor de F 

a) Conteúdo de N 

Sp. 7,051 1 7,051 1949*** 

[Fe] 0,6416 2 0,3208 88,66*** 

Sp. x Fe 0,2836 2 0,1418 39,18*** 

Resíduo 0,04342 12 0,003618  

b) Conteúdo de P+ 

Sp. 34,43 1 32,43 2379*** 

[Fe] 23,25 2 11,62 852,6*** 

Sp. x Fe 4,694 2 2,347 172,1*** 

Resíduo 0,1636 12 0,01363  

c) Conteúdo de K     

Sp. 65,24 1 65,24 8133*** 

[Fe] 2,366 2 1,183 147,5*** 

Sp. x Fe 1,464 2 0,7318 91,23*** 

Resíduo 0,09625 12 0,008021  

d) Conteúdo de Ca     

Sp. 0,7309 1 0,7309 219,6*** 

[Fe] 0,04326 2 0,02163 6,499* 

Sp. x Fe 1,755x10-5 2 8,774x10-6 0,002636 

Resíduo 0,03994 12 0,003328  

e) Conteúdo de Mg     

Sp. 0,04709 1 0,04709 453,2*** 

[Fe] 0,008757 2 0,004378 42,14*** 

Sp. x Fe 0,006943 2 0,003472 33,41*** 

Resíduo 0,001247 12 0,0001039  

f) Conteúdo de S     

Sp. 1,802 1 1,802 538,9*** 

[Fe] 0,1594 2 0,07969 23,83** 

Sp. x Fe 1,802 2 1,802 6,485* 

Resíduo 0,04013 12 0,003345  
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Tabela 4. Análise de variância (two-way ANOVA) do efeito das 
concentrações de ferro no conteúdo de micronutrientes no tecido dos 
fungos ectomicorrízico P. tinctorius e P. albus. ****p<0.0001. 

Coeficientes 
Soma de 

quadrados 
Grau de 
liberdade 

Quadrado 
Médio 

Valor de F 

a) Conteúdo de Fe 

Sp. 22,10 1 22,10 2816*** 

[Fe] 218,7 2 109,4 13931*** 

Sp. x Fe 39,55 2 19,78 2519*** 

Resíduo 0,049420 12 0,007850  

b) Conteúdo de B 

Sp. 0,0004263 1 0,0004263 85,73*** 

[Fe] 0,003916 2 0,001958 393,8*** 

Sp. x Fe 0,0006480 2 0,0003240 65,16*** 

Resíduo 5,967x10-5 12 4,973x10-6  

c) Conteúdo de Mn     

Sp. 1,350x10-5 1 1,35x10-5 129,3*** 

[Fe] 7,412x10-5 2 3,706x10-5 355*** 

Sp. x Fe 1,244x10-5 2 6,019x10-6 59,57*** 

Resíduo 1,253x10-6 12 1,044x10-7  
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Tabela 5. Relações entres os nutrientes no micélio fúngicoP. tinctorius eP. albus.  
 

Relações 
dos 

nutrientes 

Espécie Fúngica 

P. tinctorius P. albus 

Concentração Fe (µM) 

0 100 1000 0 100 1000 

[N|P] 0.4936 0.6960 0.3309 0.8019 0.6357 0.2129 

[N|K] 0.2874 0.3864 0.4543 0.2874 0.4564 0.4438 

[P|K] 0.5523 0.5551 1.3727 0.8364 0.7179 2.0844 

[P|N] 2.0256 1.4366 3.0216 1.2470 1.5729 4.6967 

[K|N] 3.4787 2.5876 2.2011 1.4908 2.1907 2.2531 

[K|P] 0.5823 1.8011 0.7284 1.1955 1.3927 0.4797 

[N|Fe] 18.5931 6.6133 0.2002 26.943 4.5837 0.1200 

[P|Fe] 37.6638 9.5008 0.6050 33.5988 7.2098 0.5638 

[K|Fe] 64.6810 17.112 0.4405 40.1683 10.0417 0.2704 

[Ca|Fe] 6.6019 2.1995 0.0518 7.02061 1.2259 0.0353 

[Mg|Fe] 2.2678 0.5043 0.0098 1.82144 0.3828 0.0073 

[S|Fe] 9.4519 3.0942 0.1069 10.8796 1.8884 0.0744 

[B|Fe] 0.0176 0.0065 0.0044 0.0141 0.0062 0.0042 

[Mn|Fe] 0.0105 0.0024 0.0005 0.0057 0.0018 0.0005 

[N,P,K|Ca,Mg] 14.6453 13.045 17.1349 6.9029 10.6528 10.602 

[N,P]|K] 2.1225 2.6505 3.4921 1.3468 1.6447 2.5980 

[Ca|Mg] 2.9111 4.3614 5.2568 3.8544 3.2019 4.8247 

       

 Inibição Estimulação 
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5.6. Análise multivariada (PCA) 

 

A partir da análise de correlação, foi possível observar que entre os fungos 

ectomicorrízicos estudados, o P. tinctorius obteve os maiores valores dentre os 

parâmetros analisados. Além disso, nas concentrações de 0 e 100 µM Fe foram 

responsáveis pelo maior acúmulo de Mg, Ca, K e N, além do maior valor de µV e 

diâmetro micelial. Por outro lado 1000 µM Fe acarretou no maior acúmulo de P, 

Mn B e Fe, e resultou nos maiores fluxos de H+ e fluxo ortovanadato sensível 

(Figura 16). 

 

 

Figura 16. Análise de Componentes Principais para P. tinctorius e P. albus, 

relacionando o conteúdo nutricional do micélio fúngico, diâmetro micelial, µV, fluxo 

de H+, fluxo VO4- sensível e pH na presença das diferentes concentrações de 

ferro (0, 100 e 1000 µM). Pontos vermelho = P. tinctorius, pontos verdes = P. 

albus. 

  

0 µM Fe

100 µM Fe

1000 µM Fe

0 µM Fe

100 µM Fe

1000 µM Fe

Diâmentro (cm)

µV

Fluxo de H+

Fluxo VO4- sensível

pH

N

P

K

Ca

Mg

S

Fe B

Mn

Eixo01   (58.00%)
43.532.521.510.50-0.5-1-1.5-2-2.5-3

E
ix

o
0

2
  
 (

3
1

.6
7

%
)

3

2.5

2

1.5

1

0.5

0

-0.5

-1

-1.5

-2

-2.5

-3

-3.5

Diâmetro (cm)



 

 

 

46 

 

5.7. Sinalização mediada por DFO+Fe modula o fluxo de prótons de fungos 

ectomicorrízicos 

 

Adiferença de voltagem µV em hifas dos fungos P. tinctorius e P. albus 

crescidos sem ferro apresentou uma modulação diferencial quando expostos a 3 

mM do complexo DFO+Fe. 

Hifas de P. tinctorius apresentaram diferença de voltagem positiva média 

de 1.31 µV em meio sem ferro e de -0.38 µV ao serem expostos ao complexo 

DFO+Fe (Figura 17A). Hifas de P. albus apresentaram uma diferença de voltagem 

média de 1.14µV, e de -2.31 µV (Figura 17B).  

Análise do efeito do desferrioxamine B (DFO)+Fe sobre a diferença de 

voltagem em hifas fúngicas mostrou que este complexo atua sobre a diferença de 

voltagem e consequentemente sobre o fluxo de prótons extracelular (Figura 17A, 

17B).  
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Figura 17. Diferença na voltagem (µV) extracelular da zona distal da hifosfera do 

fungos P. tinctorius (A) e P. albus (B) em 0 µM Fe tratados com DFO+Fe. (C) 

média do fluxo extracelular de H+ tratados com DFO+FE. Em laranja a referência. 
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6. DISCUSSÃO 

 As ações antropogênicas, principalmente devido à mineração e atividades 

industriais, tem aumentando a contaminação por ferro tanto do solo quanto da 

água. Este acúmulo, por sua vez, torna os solos impróprios para o crescimento 

vegetal devido as altas concentrações de Fe, principalmendte em locais que 

possuem pH ácido (Krohling et al., 2016). Os fungos ECM são capazes de aliviar 

a toxidez por metais pesados em solos contaminados, permitindo o crescimento 

vegetal, ao acumular estes contaminantes em suas hifas, diminuindo a 

disponibilidade destes metais para as plantas (Ray et al., 2005, Khade e 

Adholeya, 2008). 

Entretanto, os mecanismos capazes de conferir tolerância a estes fungos 

são difíceis de serem especificados, pois espécies diferentes ou até mesmo 

isolados diferentes da mesma espécie podem apresentar distintos processos de 

detoxificação dependendo do contaminante (Krpata et al., 2008; Reis et al., 2012). 

No presente trabalho, investigamos o estresse por Fe, predominantemente na sua 

forma férrica (Fe3+), no desenvolvimento dos fungos P. tinctorius e P. albus e 

avaliamos o efeito deste metal na exsudação de prótons pelas P-H+-ATPases 

durante a exposição desses fungos da ausência ao excesso de Fe.  

Aqui analisamos a tolerância de duas espécies ECM do mesmo gênero em 

concentrações distintas de ferro afim de discriminar os respectivos potenciais de 

bioacumulação destas, por meio de uma caracterização de seus sistemas 

primários de transporte iônico, afim de subsidiar futuros programas de 
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biorremediação de locais contaminados por esse metal. As duas espécies 

demonstraram um comportamento semelhante quando expostos às 

concentrações de ferro no meio de cultura, porém o fungo P. tinctorius mostrou 

um maior crescimento micelial nas concentrações de Fe testadas (Figura 6). 

Ambos fungos obtiveram uma estimulação no crescimento micelial na 

concentração de 100 µM Fe, mas na maior concentração mostraram uma 

diminuição significativa na taxa de crescimento (Figura 6A,B). Canton et al. 

(2016), avaliando o crescimento micelial de P. tinctorius em diferentes 

concentrações de Mn, mostrou que o crescimento fúngico não foi afetado quando 

este foi exposto a até 1000 µM de Mn. Silva et al. (2013), trabalhando com quatro 

espécies de fungos ECM, sendo dois isolados de P. tinctorius (isolados 24 e 116), 

também apresentaram maior resistência à 0.50 mmol L-1 de sulfato de cobre no 

meio sólido. Tam (1995), em seu estudo com cinco fungos ECM em meio líquido 

e nove metais demonstrou que o P. tinctorius foi o mais tolerante à Al, Cu e Zn. 

Diferenças nas respostas de ECM à metais são abundantes na literatura (e.g., 

Colpaert, 2008; Johansson et al., 2008; Sharples et al., 2001), o que demonstra a 

necessidade do estudos das bases desta especificdade dos ECM visando a pré-

seleção de espécies/isolados com maior potencial para futuro uso em áreas 

poluídas específicas. 

Silva et al. (2013), demonstraram que o crescimento de ECM em meio 

líquido ou sólido influencia diferentemente a resistência ao cobre. Essa mudança 

também foi vista por Galli et al. (1993), o qual atribuiu essa variação à 

complexação do metal na matriz do meio sólido, alterando a sua 

biodisponibilidade. Colpaert e Van Assche (1988), demonstraram uma diminuição 

de tolerância a metais pelos fungos ECM cultivados em meio líquido. Em 

contrapartida, Blaudez et al. (2000), não encontrou diferenças significativas na 

tolerância ao usar meios sólidos e líquidos.  

O pH ácido da rizosfera e da hifosfera intensifica a biodisponibilidade do 

Fe, devido a dissociação oxidativa e sua redução, tornando-o mais solúvel 

quando comparado com o pH neutro (Becker e Asch, 2005; Krohling et al., 2016). 

Íons prótons exercem um papel essencial na absorção de nutrientes em plantas, 

sendo bombeados para o apoplasto através de H+-ATPases inseridas na 
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membrana plasmática, as quais criam um gradiente de pH e um potencial elétrico, 

que constituem a força motriz, a qual energiza a absorção de diversos íons 

nutrientes. (Marschner, 2002). Íons H+ podem ser co-transportados com ânions ou 

cátions, através de simporters ou antiporters presentes nas células da raiz, bem 

como nas hifas de fungos micorrízicos (Hille, 2001). No que tange a 

ectomicorrízas, tem existido relativamente poucos trabalhos caracterizando os 

principais sistemas de transporte de H+. Descrevemos pela primeira vez padrões 

distintos no influxo e efluxo de H+ entre duas espécies de ECM. Foi observado um 

maior acúmulo de todos os nutrientes na massa fúngica do P. tinctorius 

(Figura16), o que foi possível se correlacionar com os maiores valores de efluxo 

de H+ (Figura 9). 

Fungos ECM possuem alta capacidade de acumulação de metais em suas 

células. Em fungos, em geral, os principais mecanismos descritos para o acúmulo 

de Fe compreendem o sistema de compartimentação vacúolar e a ação de 

sideróforos intracelulares, os quais previnem a formação de radicais livres e os 

danos celulares associados a estes (Hass, 2008). A maioria dos estudos 

relacionados aos sideróforos demonstram que tais compostos beneficiam a 

captação de ferro quando este elemento se encontra escasso no ambiente. 

Entretanto, existem evidências de que certos fungos são capazes de aumentar o 

conteúdo de sideróforo intracelular mesmo em altas concentrações de ferro, 

facilitando o armazenamento intracelular deste metal (Matzanke et al., 1987; 

Eisendle et al., 2006; Arantes e Milagres, 2007; Harrington et al., 2011). Apesar 

de serem muito estudados em fungos patogênicos, os sideróforos tem sido pouco 

avaliados em fungos ectomicorrízicos. A maioria dos estudos não conseguiram 

identificar o tipo de sideróforo produzido, e nenhum verificou a produção destes 

compostos sob concentrações tóxicas de ferro (Tabela 1). 

O presente trabalho apresenta as primeiras evidências cinéticas in-vivo da 

absorção do complexo sideróforo-Fe acoplado ao fluxo de H+ em hifas de fungos 

ECM. A adição de 3 mM do complexo DFO+Fe, a hífa do fungo P. tinctorius 

apresentou uma inversão do fluxo de prótons de efluxo para influxo. Este dado 

corrobora a hipótese de Huschka et al. (1983), os quais sugeriram que a entrada 

dos sideróforos em fungos ocorrem devido ao potencial de membrana gerado 

pelas H+-ATPases de membrana plasmática. Em relação ao fluxo de H+, após 
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adicionar o complexo, ambos os fungos apresentaram um influxo de H+ 

corroborando com Winkelmann, 2001, onde este diz que a entrada do complexo 

sideróforo+Fe ocorre na forma protonada. 

Este foi o primeiro trabalho a demonstrar a ação vivo que o Fe exerce 

sobre a atividade da bomba de H+ de membrana plasmática dos fungos P. 

tinctorius e Pisolithus albusin. Ao utilizarmos um inibidor específico para H+-

ATPases do tipo P, foi possível demonstrar que a maior parte do fluxo protônico 

observado foi mediado por esta classe de enzimas transportadoras. Em ambos os 

fungos estudados, altas concentrações de Fe aumentaram de forma dose-

dependente a exsudação de H+, com um reflexo direto observado na dimuição do 

pH extracelular (Figura 9,10,13). Todavia, o tratamento de 1000 µM Fe em P. 

albus induziu o influxo de H+ e alcalinização do pH extracelular, o que indica que o 

efeito do Fe sobre o sistema primário de transporte de prótons pode apresentar 

respostas a concentrações tóxicas de forma espécie-específica.  

Em conjunto, os dados obtidos descrevem uma ativação das bombas de H+ 

de membrana plasmática em resposta ao aumento da concentração de Fe 

extracellular. Este pode ser parte do mecanismo de resistência ao excesso de Fe 

do fungo, por meio de uma regulação fina do pH extracelular, a fim de controlar a 

quantidade de ferro biodisponível (Fe2+). Dessa forma, os fungos poderiam 

controlar a entrada do metal por transportadores de baixa afinidade, e/ou estocar 

parte do metal na sua forma quelada (Sideróforo + Fe3+) a fim de minimizar danos 

intracelulares ocasionados por altas concentrações de Fe2+ (Johnson 2008; Shah 

et al., 2013). 

Uma ativação coordenada dos processos de detoxificação é necessária 

para uma defesa bem sucedida no que tange as respostas adaptativas a metais 

pesados. As ectomicorrizas dispõem de diversos mecanismos moleculares para 

regular a interação simbiótica com a planta hospedeira, bem como para as 

respostas integradas dos simbiontes aos metais pesados. Os fungos ECM podem 

modificar as atividades dos transportadores de absorção de metais (Ma et al., 

2013), assim como modular a disponibilidade de moléculas quelantes para ligação 

do metal nas células (Ma et al., 2013; Seth et al., 2012). Análises de transcriptoma 

das plantas hospedeiras tem revelado perfis específicos de expressão gênica 
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relacionados a estes mecanismos moleculares de defesa contra estresses, 

incluindo metais pesados (Flores-Monterroso et al., 2013). Em contrapartida, 

existe uma carência de informação quanto aos padrões de ativação/desativação 

das principais enzimas e transportadores envolvidos no processo. Os resultados 

aqui apresentados destacam que modulações do potencial de membrana gerado 

pelas H+-ATPases de membrana plasmáticas integram os processos de 

detoxificação em fungos ectomicorrízicos, abrindo novas vias de exploração do 

papel destas bombas de H+ nos mecanismos de tolerância à estresses abióticos. 
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7. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

O presente trabalho explorou mecanismos de regulação do sistema 

primário de transporte iônico envolvidos nas respostas a elevadas concentrações 

de ferro em dois fungos ectomicorrizicos. Os dados revelam que os sideróforos 

podem ser componentes de uma via de sinalização iônica, ainda não explorada.  

Os dois fungos ECM mostraram significativa resistência à altas 

concentrações de Fe, porém, P. tinctorius, expressou o maior crescimento 

micelial, maior fluxo de H+ e consequentemente mairo acúmulo de nutrientes no 

micélio, mostrando possuir uma maior tolerância ao excesso de Fe. 

Foi demonstrada, pela primeira vez em fungos ECM, in vivo, a existencia 

de padrões de ativação diferencial das bombas de H+ da membrana plasmática 

induzidos pelo Fe extracelular 
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