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RESUMO

SILVA, Bianca do Carmo; M.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro; fevereiro de 2020; Efeito do material solido particulado de ferro sob o
crescimento, nutricdo e ecofisiologia de plantas de aroeira (Schinus terebinthifolius
Raddi) inoculadas com ectomicorrizas. Orientador: Prof. Dr. Alessandro Coutinho

Ramos.

Entre os poluentes carregados de metais pesados mais emitidos pelas usinas de
mineracdo, encontra-se o material sélido particulado de ferro (MSPFe). Para
promover a recuperacdo de ambientes contaminados por metais pesados, a
utilizacdo de plantas associadas a micro-organismos promotores do crescimento
vegetal € considerada uma pratica promissora. Dessa forma, o presente estudo
objetivou avaliar o efeito do material sélido particulado de ferro sob o crescimento,
nutricdo e ecofisiologia de plantas de aroeira (Schinus terebinthifolius Raddi)
inoculadas com ectomicorrizas. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, constituido por 6 tratamentos com dois isolados de fungos
ectomicorrizicos Pisolithus tinctorius (isolado Pt-24) e P. albus (isolado ES-01),
sendo os tratamentos: controle; Pt-24; ES-01; MSPFe; Pt-24 + MSPFe; e ES-01 +
MSPFe com 6 repeticdes. A aplicacdo do MSPFe foi equivalente a 3,3271 g cm?
semana? planta?, via pulverizagdo. Foram avaliados os seguintes parametros:
crescimento vegetal; nutrigdo mineral; trocas gasosas; indice SPAD; fluorescéncia
da clorofila; atributos morfologicos das raizes; e enzimas antioxidantes. As
informagdes obtidas foram submetidas a analise de varidncia e, quando

significativo, as médias foram comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
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Em ambas as condicbes de MSPFe (auséncia e presenca), a inoculagcdo com Pt-
24 apresentou grande influéncia na altura, diametro do colo, n° de folhas, area foliar
e indice SPAD, enquanto o micro-organismo ES-01 promoveu um maior contetddo
de macro e micronutrientes em ambas as particdes (parte aérea e raiz). A simbiose
com os fungos ECM P. tinctorius e P. albus favoreceu as trocas gasosas,
expressando maior taxa fotossintética, condutancia estomatica, transpiracédo e
eficiéncia na carboxilagdo, nas condicbes sem e com a deposicdo de MSPFe.
Ambos os isolados influenciaram os atributos morfolégicos das raizes, com um
aumento na area superficial radicular, volume radicular e diametro médio radicular.
As plantas com MSPFe e micorrizadas aumentaram a atividade das enzimas
antioxidantes catalase e peroxidase nas folhas e diminuiram nas raizes. Em
sintese, este trabalho sugere, através dos parametros de crescimento,
ecofisiolégicos e nutricionais, que a inoculacdo com P. tinctorius e P. albus
apresentam uma resposta eficiente em minimizar o efeito do MSPFe em plantas de
S. terebinthifolius Raddi.



ABSTRACT

SILVA, Bianca do Carmo; M.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro; February 2020; Effect of iron particulate solid material on growth, nutrition
and ecophysiology of aroeira plants (Schinus terebinthifolius Raddi) inoculated with

ectomycorrhizae. Advisor: Alessandro Coutinho Ramos.

Iron particulate solid material (IPSM) is among the most emitted pollutants loaded
with heavy metals by mining plants. To promote the recovery of environments
contaminated by heavy metals, the use of plants associated with microorganisms
that promote plant growth is considered a promising practice. Thus, the present
study aimed to evaluate the effect of iron particulate solid material on the growth,
nutrition and ecophysiology of aroeira plants (Schinus terebinthifolius Raddi)
inoculated with ectomycorrhizas. The experimental design was completely
randomized, consisting of 6 treatments with two isolates of ectomycorrhizal fungi
Pisolithus tinctorius (isolated Pt-24) and P. albus (isolated ES-01), being the
treatments: control; Pt-24; ES-01; IPSM; Pt-24 + IPSM; and ES-01 + IPSM with 6
repetitions. The application of IPSM was equivalent to 3.3271 g cm?2 week-! plant-1,
by spraying. The following parameters were evaluated: plant growth; mineral
nutrition; gas exchange; SPAD index; chlorophyll fluorescence; root morphological
attributes; and antioxidant enzymes. The information obtained was submitted to
analysis of variance and, when significant, the means compared by the Tukey test
at 5% probability. In both conditions of IPSM (absence and presence), inoculation
with Pt-24 had a great influence on height, stem diameter, number of leaves, leaf

area and SPAD index, while the ES-01 microorganism promoted a higher macro

X



and micronutrient content in both partitions (shoot and root). The symbiosis with the
fungi ECM P. tinctorius and P. albus favored gas exchange, expressing a higher
photosynthetic rate, stomatal conductance, transpiration and efficiency in
carboxylation under conditions without and with the deposition of IPSM. Both
isolates influenced the morphological attributes of the roots, with an increase in the
root surface area, root volume and mean root diameter. Plants with IPSM and
mycorrhizal increased the activity of the antioxidant enzymes catalase and
peroxidase in the leaves and decreased in the roots. In summary, this work suggests
through growth, ecophysiological and nutritional parameters that inoculation with P.
tinctorius and P. albus presents an efficient response in minimizing the effect of
IPSM in plants of S. terebinthifolius Raddi.
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1. INTRODUCAO

As atividades de mineracdo podem levar a geracéo de grandes quantidades
de residuos carregados de metais pesados, que sdo liberados de maneira
descontrolada, causando contaminacdo generalizada do ecossistema (Fashola et
al., 2016). Entre os poluentes mais emitidos pelas usinas de mineracdo esta o
material solido particulado de ferro (MSPFe), que associado as substancias acidas
(H2SO4 e HNO3) formadas na atmosfera aumentam a disponibilidade do Fe?,
potencializando os efeitos da toxidez do Fe contido no MSPFe (Bojorquez-Quintal
et al., 2016; Veronez et al., 2016).

A recuperacdo de areas contaminadas utilizando métodos de revegetacéo
possui efeito positivo e com baixo custo de manutencédo. Para tanto, é necessario
a utilizacdo de espécies que possuam um eficiente mecanismo de tolerancia a
estresses ambientais e que sejam capazes de sobreviver em ambientes
contaminados por metais e outros estresses (Whiting et al., 2004). Além disso, para
promover a recuperacao de ambientes contaminados, o uso de micro-organismos
promotores do crescimento vegetal € considerado uma das praticas mais
promissoras e seguras de manejo. Nessa pratica, a interagédo de plantas com micro-
organismos do solo pode desempenhar um papel vital na aclimatacao de plantas a
ambientes metaliferos e, portanto, pode ser explorada para melhorar a tolerancia a
metais auxiliada por micro-organismos simbiotroficos, sobretudo, fungos
micorrizicos (Tiwari e Lata, 2018).

A aroeira (Schinus terebinthifolius Raddi) é uma planta nativa do Brasil

pertencente a familia Anacardiaceae. Esta espécie € caracterizada pela alta

adaptabilidade a ambientes adversos, incluindo tolerancia as areas com



contaminantes como o cadmio (Silva et al., 2017; Dawkins e Esiobu, 2018).
Somado a isso, a aroeira possui a capacidade de associar-se simbioticamente com
alguns fungos ectomicorrizicos (ECM) (Dawkins e Esiobu, 2017), o que poderia
melhorar o seu desenvolvimento em ambiente contaminado por metais.

Os fungos ECM sédo predominantemente basidiomicetos, alguns
ascomicetos e poucos zigomicetos. Nessas estruturas simbioticas, a rede Hartig €
a interface para a troca metabdlica entre o fungo e a raiz. O manto micorrizico esta
conectado aos filamentos de fungos que se estendem ao solo (micélio extradadico),
diretamente envolvidos na mobilizac&o, absorcao e translocacdo de nutrientes do
solo e agua para as raizes (Dominguez-Nufez e Albanesi, 2020). Além disso, estes
micro-organismos tornam a planta mais tolerantes ao estresse causado por metais
pesados, por meio das alteragbes do pH da rizosfera, modificagdo no sistema de
absorcao e detoxificacdo intracelular nos tecidos fangicos (Kabata-Pendias, 2010).

Os fungos ECM do género Pisolithus podem proporcionar plantas com maior
taxa de crescimento, melhor estado hidrico e maiores valores de troca gasosa,
indicando, assim, maior resisténcia a ambientes desfavoraveis ao seu
desenvolvimento (Garcia et al.,, 2010). De forma geral, os fungos micorrizicos
desempenham um papel crucial na absor¢do de nutrientes das plantas, nas
relagBes hidricas, no estabelecimento de ecossistemas, na diversidade e na
produtividade das plantas, bem como também protegem as plantas contra
estresses bioticos e abidticos (Quoreshi, 2008). Esses mecanismos podem servir
como ferramentas potenciais para a biorremediacéo de locais poluidos por metais
pesados (Fashola et al., 2016).

Contudo, ainda sao escassas as informacg0es acerca da relacdo: planta —
fungos ECM — excesso de MSPFe. Assim, a hipétese deste trabalho é que os
fungos ECM irdo promover uma tolerancia ao excesso de Fe advinda do MSPFe
nas plantas de aroeira, através de respostas positivas como: no crescimento, trocas
gasosas, fluorescéncia da clorofila, enzimas antioxidantes, bem como nos
parametros nutricionais, afetando positivamente o desenvolvimento da planta.

Dessa forma, uma melhor compreensdo da simbiose ectomicorrizica em
plantas de aroeira sob efeito do particulado de Fe, pode levar a avangos no manejo
florestal e na prote¢éo ambiental. Assim, este trabalho objetivou avaliar o efeito do
material solido particulado de ferro sob o crescimento, nutricdo e ecofisiologia de

plantas de aroeira (S. terebinthifolius Raddi) inoculadas com ectomicorrizas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aroeira (S. terebinthifolius Raddi)

A aroeira (S. terebinthifolius Raddi) é uma espécie perenifélia, heliofila e
pioneira, pertencente a familia Anacardiaceae (Lorenzi, 2014). E uma esséncia
florestal nativa do Brasil, com ocorréncia de Pernambuco até o Rio Grande do Sul,
podendo ser encontrada em beira de rios, corrego e em varias varzeas de formacao
secundaria. Entretanto, esta espécie também se desenvolve em terrenos secos e
pobres. Desta forma, a aroeira pode ser encontrada desde a restinga até as
florestas pluviais (Barbosa et al., 2007; Lorenzi, 2014).

Esta espécie apresenta folhas estreitas e pontiagudas, tronco tortuoso com
casca grossa e fissurada. Seus frutos possuem a aparéncia de uma pequena
pimenta de coloracao rosa-avermelhada, por isso, também chamados de pimenta-
rosa, pinkpepper, poivre rose, aroeira-vermelha, entre outros nomes (Queires et al.,
2006; Patocka e Almeida, 2017).

Dentro de sua amplitude ambiental, a espécie apresenta distintas formas de
crescimento, com ecotipos de porte variando desde pequenos arbustos até arvores
com 10 metros de altura (Queires et al., 2006). Na restinga, onde é uma espécie
caracteristica, a aroeira apresenta-se como um arbusto lenhoso, com caule
espesso e tortuoso, imprimindo um caracter florestal & esta vegetagéo (Cesério e
Gaglianone, 2008). Essas mudancas morfolégicas e fisioldgicas ocorrem em
funcdo da adaptacdo da espécie aos varios ambientes habitados, sendo o grau
dessa adaptacao, ditado por caracteristicas genéticas da planta em interacdo com

0 seu ambiente (Scalon et al., 2012).



A aroeira possui uma grande importancia econémica por se tratar de uma
planta com propriedades medicinais, fitoquimicas e alimenticias (Ennigrou et al.,
2016; Tlili et al., 2018). Entretanto, € em programas de reflorestamento ambiental
e recuperacao de areas degradadas que esta espécie se destaca ecologicamente
(Sattler et al., 2019). Este fato é associado ao carater de pioneirismo e
agressividade competitiva da aroeira, de sua tolerancia moderada ao déficit hidrico
e a alta temperatura do solo, assim como, sua boa interacdo biética com micro-
organismos promotores do crescimento vegetal (Dawkins e Esiobu, 2017; Dawkins
e Esiobu, 2018). Todas essas caracteristicas influencia positivamente o sucesso
regenerativo de ambientes fortemente edaficos e com influéncia antrépica, como
as areas contaminadas por metais, advindos da industria de minério (José et al.,
2005; Silva et al., 2008; Sabbi et al., 2010; Dobbss et al., 2018).

Portanto, no Brasil a aroeira assume importante papel econdmico-ambiental,
principalmente por se constituir como matéria-prima para produtores e para
industrias, e devido a sua utilidade para programas de reflorestamento e
recuperacdo de areas degradadas, com énfase para o uso na biorremediacao
(Dawkins e Esiobu, 2017; Sattler et al., 2019). Dessa forma, a pesquisa acerca do
uso desta esséncia florestal vem ganhando destaque, gerando ano apos ano,
novas tecnologias, que trazem consigo o aumento do potencial produtivo da planta,
em condi¢des normais ou com a presenca de estresses (Patocka e Almeida, 2017,

Sattler et al., 2019), como por exemplo a presenca de MSPFe.

2.2 Material sélido particulado de ferro (MSPFe)

Dentre os diversos materiais originados das industrias mineradoras lancados
no ambiente, esta o material sélido particulado (MSP). Este pode ser constituido de
materiais organicos, inorganicos e biologicos, cuja composicdo pode variar
significativamente, dependendo da natureza dos materiais industrializados e da
localizagéo da fonte de emisséo, podendo afetar a vegetacédo diretamente via foliar
ou pela sua deposicao no solo (Khan et al., 2008; Zhang et al., 2010; Wuana e
Okieimen, 2011).

O MSPFe é um subproduto das industrias de mineracdo que pode causar

danos a vegetacdo, uma vez que, ao ser absorvido pelas plantas eleva os teores



de Fe, podendo resultar em reducdes significativas na taxa fotossintética,
condutancia estomatica, transpiracdo e obstrucdo dos efeitos bioquimicos
desencadeados pelo estresse oxidativo (Pereira et al., 2009). Somado a isso, tem-
se a influéncia da precipitacdo da chuva acida que aumenta os efeitos do excesso
de Fe pela reducao do pH.

Segundo Bojérquez-Quintal et al. (2016), a maioria dos solos acidos ocorre
nos trépicos e subtrdpicos, onde a acidificacdo é um processo natural. Essa
situacdo pode ser agravada pela contaminacdo ambiental através do uso de
fertilizantes e substancias acidificantes, bem como o uso de fontes de energia féssil,
como carvao e 0leo, que liberam dioxido de nitrogénio (NO2) e dioxido de enxofre
(SO2) na atmosfera e que, na presenca de agentes oxidantes, originam &cido nitrico
(HNO3) e &cido sulfarico (H2SO4), aumentando, assim, a precipitacdo da chuva
acida e a acidificacdo dos corpos de agua, do solo e das plantas.

Neste sentido, o0 excesso de Fe provocado pelo acumulo de MSPFe no solo
pode precipitar em torno das raizes das plantas, formando uma crosta de 6xido de
ferro comumente chamada de “placa de ferro”, capaz de limitar a absorcdo de
minerais, como o proprio ferro (Ando et al., 1983), dependente de fatores como a
sua extensao, a concentracdo do metal, o pH da solucéo da planta ou da rizosfera
e a idade da raiz (Rengel, 2015). Outra consequéncia que o0 excesso de Fe pode
provocar é desbalancos nutricionais nas plantas, induzindo a deficiéncia de alguns
minerais essenciais tais como P, Ca, K, Mg e Zn (Audebert e Fofana, 2009),

comprometendo, desta forma, o crescimento e desenvolvimento das plantas.

2.3 O Fe no solo e na planta

O Fe € o quarto elemento mais abundante na crosta terrestre, representando
cerca de 5% deste total, depois do oxigénio, silicio e aluminio, (Girard e Girard,
2013) e o segundo metal mais abundante depois do aluminio (Cotton et al., 1999).

Este micronutriente € essencial para o desenvolvimento das plantas, pois
atua como cofator de diversas enzimas que participam de importantes processos
metabolicos como: fotossintese, respiracdo, fixacdo do nitrogénio, sintese de
clorofila, sintese de DNA, citocromos e de horménios, entre outros. O Fe também

esta envolvido em reacbes de redugdo - oxidacdo, juntamente com outros



micronutrientes metalicos, tais como Zn, Cu, Ni e Mo, que podem sofrer rea¢ces de
oxidacao e reducéao reversiveis, além de desempenharem funcdes importantes na
transformacao de energia e na transferéncia de elétrons (Gurzau et al., 2003; Taiz
e Zeiger, 2009).

O Fe é um nutriente constituinte das proteinas e enzimas envolvidas em
diferentes processos celulares, incluindo citocromos, catalase, peroxidases nao-
especificas, dismutase do superoxido, leghemoglobina, enzimas do ciclo
ascorbato-glutationa, nitrogenase e varias outras enzimas envolvidas na
biossintese de clorofilas (Asada, 1992; Kampfenkel et al., 1995).

O ferro esta presente na solucéo do solo como Fe?* (ferroso), Fe3* (férrico)
e complexos organicos, podendo ser absorvidos pelas plantas nessas trés formas.
Como o Fe?®* é pouco sollvel, o Fe?* e o ferro em complexos organicos sollveis
sao as principais formas de absorcao e transporte na planta (Marschner, 2012). As
reacoes do ferro sdo largamente dependentes dos baixos niveis de pH e do Eh
(potencial redox) no ambiente, também sao sistema e do estadio de oxidagdo dos
componentes de ferro envolvidos (Husson, 2013). A toxicidade do ferro ferroso é
frequente em Eh e pH baixos e, inversamente, a deficiéncia de ferro pode ocorrer
em Eh e pH altos (Tanaka et al., 1966).

O Fe®* é um composto de baixa solubilidade e encontra-se normalmente
precipitado, quelado a matéria organica. No solo, a relacdo entre Fe3* e Fe?* é
determinada principalmente pelas condicfes de aeracdo. Em solos inundados, a
reducdo de Fe®" para Fe?* provoca um aumento na disponibilidade deste
micronutriente para as plantas. Em solos com boa aeracgédo, a forma Fe?* ocorre em
proporcao muito pequena, exceto em condi¢des de pH muito baixo. Neste sentido,
os solos, em geral, apresentam teores adequados deste nutriente quando o pH esta
préximo a 6,0 (Marschner, 2012; Colombo et al., 2013; Krohling et al., 2016).

As plantas apresentam mecanismos especificos para a absorcao de ferro a
fim de suprir a demanda para seu crescimento e desenvolvimento. Em condicfes
normais, com uma concentracao suficiente de ferro no solo, as plantas reduzem o
Fe3* a Fe?* através da membrana plasmatica via transportador de baixa afinidade,
porém este ainda ndo foi caracterizado a nivel molecular (Curie e Briat, 2003). Em
condi¢cGes aerdbicas a concentracdo de Fe?* na solucdo do solo normalmente é
baixa. Desta forma, em condi¢des de deficiéncia de ferro as plantas desenvolvem

diferentes estratégias para aumentar a absorcdo deste nutriente. De acordo com



Romheld (1987) e Marschner e ROmheld (1994) estas estratégias foram
denominadas de Estratégia | (reducdo do Fe3* a Fe?*) e Estratégia Il (quelacéo do
Fe3").

Estratégia | - adotada pelas plantas superiores (dicotiledéneas e
monocotileddéneas), com excecdo das gramineas, consiste na: i) protonacdo da
rizosfera através de uma H*-ATPase especifica da membrana plasmatica que
acidifica o pH da solucéo do solo e aumenta a solubilidade do Fe3*; ii) reducéo do
Fe3* para Fe’* através da enzima quelato redutase (FRO, Ferric Reductase
Oxidase); e iii) transporte do Fe?* para a raiz através de um transportador de
especificidade seletiva (IRT1, Iron Regulated Transporterl) (Marschner e R6hmeld,
1994; Eide et al., 1996; Robinson et al., 1999).

Estratégia Il - desenvolvida em gramineas monocotiledéneas como o arroz,
milho e trigo, que utilizam uma estratégia de quelacéo para aquisi¢cdo do Fe do solo,
consiste em: i) as plantas que fazem uso da liberacdo de fitossideroforos (PS) na
rizosfera, que sdo aminoacidos ndo proteicos sintetizados a partir de compostos de
uma familia de acidos mugineicos (MAs) que inclui os acidos mugineico (MA), 2’-
deoximugineico (DMA), 3-epihidroximugineico (epi-HMA), e 3-epihidroxi 2’-
deoximugineico (epiHDMA) liberados na rizosfera de plantas sob deficiéncia de
ferro, com o objetivo de aumentar a absorcao deste elemento (Curie e Briat, 2003).
Estes compostos apresentam alta afinidade e propriedades minerais quelantes,
assim, se ligam ao Fe*" na rizosfera, formando o complexo estavel Fe3*-PS
(soluvel), podendo, desta forma, ser absorvido por transportadores sem gue seja
necessaria uma reducdo extracelular (Roberts et al., 2004); i) os complexos
formados séo reconhecidos e transportados para o interior das células da raiz por
transportadores especificos, e usados como fonte de ferro na planta (Mori, 1999;
Curie et al., 2001). Segundo Schmidt (1999), além das estratégias citadas acima,
alteracdes morfolégicas na raiz e aumento da concentracao de citrato no floema,
também tem como func¢éo auxiliar na absorcéo de ferro.

Depois que o nutriente entra na epiderme da planta, através das raizes, por
absorcéo ativa, ele é transportado por fluxo transpiratorio até o xilema. Através do
diferencial de potencial gerado pela transpiracéo, o Fe é carregado na seiva bruta
e translocado até a parte superior das plantas. Dentro do xilema o ferro pode sofrer
quelacao por alguns acidos organicos, principalmente o citrato. Ja sua mobilidade

para o floema é pouco conhecida, mas, sabe-se que o ferro contido na seiva é



proveniente das folhas, e € ligado por um transportador, a nicotianamina. Ja o
transporte intracelular é realizado por varios transportadores e genes (Cataldo et
al., 1988; Stephan e Scholz, 1993; Curie e Briat, 2003).

Segundo Marschner (2012) o Fe € considerado pouco mével na planta, pois
€ afetado por varios fatores, como presenca de Mn, deficiéncia de K, elevado teor
de P, entre outros. Todavia, sua remobilizacdo é intermediaria em angiospermas,
em funcéo da incluséo do ferro em componentes estruturais nas grandes moléculas

organicas e cloroplastos.

2.4 Toxidez de ferro

A toxidez por ferro é atribuida a excessiva absorcdo do elemento pela planta
(toxidez direta) ou a deficiéncia generalizada de outros nutrientes, causados por
altos teores de ferro soluvel na solucdo do solo (toxidez indireta) (Saaltink et al.,
2017). Em sintese, os sintomas de toxicidade de ferro consistem de: desequilibrio
fisioldgico; crescimento e desenvolvimento reduzido; baixo perfilhamento; folhas
amareladas; secamento total das folhas com concentracbes muito altas de ferro;
raizes curtas, grossas e pouco ramificadas e com colora¢cdo avermelhada (Li et al.,
2015; Souza et al., 2019).

O excesso de Fe pode também causar desbalancos nutricionais nas plantas,
induzindo a deficiéncia de alguns minerais essenciais tais como P, Ca, K, Mg e Zn,
podendo também desfavorecer o equilibrio fisiolégico (Audebert e Fofana, 2009).

Dentre os metais de alta densidade (aqueles acima de 5 g cm™) que séo
potencialmente téxicos na forma de ions, o ferro em nivel adequado é considerado
um metal ndo critico em relacdo a toxicidade na fauna e na flora (Mcbride,1994;
Epstein e Bloom, 2006). Entretanto, sdo inimeros os fatores que interferem na
disponibilidade e mobilidade de metais, inclusive do Fe. Alguns deles séo: pH, nivel
de oxigénio, teor de matéria organica, quantidade de argila e potencial redox. Além
da concentragcdo do ion em questdo, a magnitude do dano depende também do
tempo de exposicao, da sensibilidade das plantas, do uso da agua pelas culturas,
entre outros (Smith et al., 2002; Walker, 2004; Campos, 2010).

O excesso de Fe pode gerar injurias nas células da epiderme e do

parénquima clorofiliano, como as trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila (Pinto



et al., 2018; Aung et al., 2019); reducéo do conteudo de clorofila (Chatterjee et al.,
2006); estresse oxidativo com producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
(Connolly e Guerinot, 2002); desequilibrio nutricional (Audebert e Fofana, 2009);
danos no aparato fotossintético (Suh et al., 2002); instabilidade da membrana (Fang
et al., 2001); clorose nas folhas velhas (Chatterjee et al., 2006); escurecimento das
raizes (Sahrawat, 2005); e inibicdo do crescimento da planta (Chatterjee et al.,
2006). O excesso de ferro pode ainda danificar lipidios, proteinas e DNA pela
formacéao de radicais hidroxila na reagao de Feton (Connolly e Guerinot, 2002).

No interior da célula, as quantidades excessivas de Fe podem potencializar
0 estresse oxidativo, com aumento na producdo de ROS, como peréxido de
hidrogénio (H202), superoxido (O2") e radical hidroxila (HO"), este ultimo é
considerado de maior toxidez para a célula. A HO® é extremamente tdxica para o
metabolismo celular, pois é responsavel pela oxidacdo de macromoléculas
biolégicas como lipidios de membrana, acidos nucleicos e proteinas (Marschner,
2012).

Uma das estratégias de desintoxicacdo das plantas com alta concentracdes
de ROS é por meio dos sistemas enzimaticos antioxidantes (Agarwal et al. 2005).
Os sistemas de defesa antioxidante das plantas, incluindo a protecdo enzimatica,
co-evoluiram com o metabolismo aerdbico para neutralizar os danos oxidativos
devido as ROS (Davar et al., 2013). Dessa forma, os mecanismos de acao
enzimatica para minimizar as ROS ocorrem via aumento das enzimas
antioxidantes, como o superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidase
(POX) e peroxidase do ascorbato (APX) e os mecanismos de acdo ndo-enzimatica
tais como, glutationa reduzida, &cido ascorbico, carotenoides, dentre outros (Fang
et al., 2001). Neste trabalho, foi destacado o papel antioxidante da CAT e POX.

A CAT é uma enzima indispensavel a desintoxicacdo da célula vegetal em
condicBes de estresse, pois é responsavel pela dismutacao direta do H202 em H20
e O2, removendo o H202 gerado nos peroxissomos pelas oxidases envolvidas na
oxidacao de acidos graxos, fotorrespiracao e no catabolismo de purinas, o que fazo
da CAT a principal via de degradacao do H202 na célula vegetal (Gill e Tuteja, 2010).
A POX é uma enzima que catalisa a oxido-redugéo entre H202 e varios redutores,
estando envolvida também em varios processos fisiologicos nas plantas, tais como
a lignificacdo, metabolismo da auxina, sintese de fitoalexina, reticulagdo de

componentes da parede celular e outros (Almagro et al., 2008).
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Para sustentar o crescimento e evitar a toxicidade do ferro celular ou
minimiza-la, as plantas também dependem da capacidade de armazenar e
remobilizar o ferro (Li et al., 2015). Tratando-se do armazenamento do Fe, este
pode ocorrer no apoplasto, nos vacuolos, nos plastideos e em uma proteina
especializada denominada ferritina (Murgia et al., 2002; Curie e Briat, 2003), a qual
atua na manutencdo da homeostase de ferro nas células, como reportado por
Majerus et al. (2009) em plantas de arroz expostas ao excesso desse metal.

As concentracGes de Fe na planta variam entre 10 e 1500 mg kg de massa
de matéria seca, dependendo da parte da planta e da espécie, considerando-se
concentracbes entre 50 e 100 mg kg' como adequadas para um crescimento
normal da planta (Dechen e Nachtigall, 2006). Contudo, para alcancar niveis toxicos
as concentracbes dependem da espécie, cultivar, estado fisiolégico e das
condicbes de crescimento (Mahender et al.,, 2019). Em plantas de Solanum
tuberosum L., valores entre 61 e 134 mg kg MS de Fe sdo considerados toxicos
(Chatterjee et al., 2006). Em Eugenia uniflora L. foram detectados sintomas de
toxicidade nos valores entre 120 e 229 mg kg MS de Fe (Jucoski et al., 2016).

Segundo Li et al. (2015), para sobreviver em condi¢des de toxidez por Fe as
plantas desenvolveram mecanismos morfolégicos e fisiolégicos que ajudam a
prevenir ou mesmo tolerar tais condigbes. Assim como as plantas apresentam
mecanismos para absorver Fe em condi¢cbes de deficiéncia, estas também
apresentam mecanismos para evitar sua toxicidade (Gross et al., 2003).

De modo geral, as plantas apresentam estratégias de adaptacdo para
minimizar os efeitos da toxidez por ferro, sendo estas: a estratégia |, mecanismo de
exclusdo de Fe?* ao nivel de raiz, por oxidacdo e formacédo da placa férrica na
rizosfera; a estratégia Il, mecanismo de inclusdo, o sequestro em vacuolos,
apoplasto e proteinas ferritina; a estratégia Ill, mecanismo de tolerancia ou
inativacdo do Fe nos tecidos das plantas, detoxificacdo por acdo de enzimas
antioxidantes; estratégia IV, associagcdo simbiéntica com micro-organismos (Chen
et al., 1980; Audebert e Sahrawat, 2000; Becker e Asch, 2005; Moreira e Siqueira,
2006; Majerus et al., 2007; Majerus et al., 2009).

2.5 Fungos ectomicorrizicos (ECM)
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A capacidade das raizes das plantas estabelecerem relacdes simbioticas
mutualistas com certos fungos do solo é conhecida como micorrizas (Silveira,
1992), sendo este termo inicialmente proposto pelo botanico aleméo Albert Bernard
Frank, em 1885 (Siqueira e Franco, 1988). Nessas associa¢cbes, 0os fungos
micorrizicos aumentam a absorcao de varios nutrientes do solo e os translocam
para a planta hospedeira, por meio da distribuicdo difusa do micélio no solo ao redor
das raizes, pois assim alcanca distancias maiores do que aquelas alcancadas pelas
raizes ndo colonizadas e desta forma, proporciona maior capacidade de absorcao
de agua e nutrientes, principalmente P, N e K (Clasen et al., 2018).

Sete diferentes categorias de micorrizas tém sido distinguidas com base em
suas caracteristicas morfoldgicas, espécies de fungos e plantas envolvidas, sédo
elas: arbuscular, ectomicorriza, ectendomicorriza, arbutéide, monotropdide,
ericéide e orquiddide (Finlay, 2008; Smith; Read, 2008).

O termo ectomicorriza foi proposto incialmente por Peyronel et al. (1969), em
uma pesquisa realizada pela Universidade Estadual de Oregon, Estados Unidos.
Nesta simbiose, as raizes séo caracterizadas pela presenca de trés estruturas:

() o manto fungico, formado por uma massa de hifas que recobre
externamente a raiz hospedeira, podendo variar em relacdo a sua
estrutura organizacional, cor e espessura, ou até formar um falso tecido
parenquimatoso, influenciando diretamente na absorcdo de agua e de
nutrientes, e a protecado contra patdogenos;

(i) um complexo sistema denominado Rede de Hartig, estrutura onde
ocorre as trocas metabdlicas entre os simbiontes, e as hifas cobrem as
radiculas, formando uma espécie de manto fora dos espacos
intercelulares, mas que se vincula ao cortex celular da raiz; e

(i) o micélio externo que faz a ligacao entre a
ectomicorriza/solo/basidiocarpos, favorecendo maior captacdo de agua
e nutriente, devido ao aumento da regido explorada pelo crescimento
das hifas (Brundrett et al., 1996; Peterson et al., 2004; Smith e Read,
2008).

Os fungos ectomicorrizicos (ECM) sédo encontrados em diferentes familias

dos filos Basidiomycota, Ascomycota, Zygomycota e Deuteromycota, mas a maioria
das espécies pertence ao filo Basidiomycota (Brundrett et al., 1996; Peterson et al.,

2004). O filo Basidiomycota contém 16 classes, 52 ordens, 177 familias, 1589
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géneros e mais de 30.000 espécies (Moore, 1980; Kirk et al., 2008). Segundo Dai
et al. (2015), estima-se que aproximadamente 32% das taxas de fungos ja descritos
na literatura pertencam a este filo.

No Brasil, os micro-organismos ECM que pertencem ao filo Basidiomycota,
e que frequentemente colonizam espécies florestais, pertencem aos géneros:
Pisolithus, Scleroderma, Rhizopogon, Amanita, Lactarius, Russula, Thelephora e
Ramaria (Moreira e Siqueira, 2006; Siqueira et al., 2010).

Pela sua natureza simbionte mutualista, os fungos ECM tém uma grande
importancia ecoldgica e econdmica por diversos fatores (Martin et al., 2016). Podem
transformar certas substancias tornando-as disponiveis para as plantas, aumentar
a tolerancia do vegetal quando este € submetido a solos de composi¢ao acida ou
com alta toxidez, ou ainda, elevar a viabilidade das arvores frente ao impacto da
acao eutrofisadora em solos florestais (Sebastiana et al., 2018; Maltz et al., 2019).
Além disso, os fungos ECM proporcionam mudancas na arquitetura radicular com
maior intensidade de ramificacdo, aumentando a superficie de contato com o solo,
e dessa forma as raizes colonizadas apresentam maior longevidade, maior
resisténcia a patdgenos, a elementos toxicos no solo e a condi¢cdes extremas de
temperatura e umidade (Clasen et al., 2018).

No processo de colonizagdo, a troca de sinais entre 0os simbiontes inicia-se
antes do contato fisico e da formacao das estruturas tipicas (manto, rede de Hartig,
etc). As primeiras trocas de sinais entre 0s simbiontes ocorrem através de
exsudacao das raizes, que estimulam a ramificacdo das hifas produzidas a partir
da germinacéo de propagulos do solo, penetrando no cértex radicular, onde cresce
e se ramifica. A germinacdo do propagulo fungico pode ser influenciada pelas
condi¢cOes da rizosfera (zona de deplecéo para N e enriquecida para C), servindo
de estimulo tréfico para o crescimento da hifa em direcéo a raiz (Tagu et al., 2002).

Desta forma, de acordo com Malajczuk et al. (1990), antes do inicio da
funcdo simbidtica, ocorrem cinco estagios de desenvolvimento:

1. Pré-infeccao, caracterizada pelo contato das hifas com a raiz;

2. Iniciacdo simbidtica, configurada pela ligacéo fungica a epiderme;

3. Colonizacéo fungica, caracterizada pela multiplicacdo e penetracédo
das hifas em camadas entre células epidérmicas, que apos alguns
dias de propagacao, variando em funcdo da espécie hospedeira,

formardao o manto;
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4. Diferenciacdo simbidtica, na qual a rede de Hartig prolifera e ha um
rapido acumulo de mantos-hifas; e

5. Fungao simbidtica, significa o fim do crescimento “liquido” de Hartig e
o desenvolvimento de um manto consistente, fortemente pressionado

contra as células epidérmicas.

Apbs o desenvolvimento das hifas os fungos langam suas redes de hifas no
solo, ampliando, assim, o volume de solo que seria explorado apenas pelas raizes,
contribuindo para uma maior absorcao de agua e nutrientes minerais essenciais, P
em especial (Kaur et al., 2014). Segundo Gadd (2007), este beneficio nutricional
esta associando a mobilidade e biodisponibilidade alteradas de nutrientes e metais
nao essenciais, assim como as distribuicbes alteradas de metais entre plantas e
fungos, o que contribui com a produtividade vegetal.

Outros beneficios das ectomicorrizas que também podem resultar em efeitos
adicionais a melhoria nutricional sdo: a acdo biorreguladora, a qual se relaciona
com a produgéo de substancias estimulantes de crescimento, melhoria na relagao
agua-planta, solo-planta e alteracdes bioquimicas e fisiologicas (Shi et al., 2017).
Em troca de todos esses beneficios as plantas fornecem substrato energético ao

fungo, resultando em uma perfeita interacédo (Kaur et al., 2014).

2.6 O género Pisolithus

O género Pisolithus pertence ao filo Basidiomycota e a familia
Sclerodermataceae. E difundido mundialmente, principalmente devido ao seu uso
decorrente em programas controlados de micorrizacdo, formando associacfes
ectomicorrizicas com varios géneros de plantas lenhosas (Lebel et al., 2018). Estes
fungos foram utilizados com sucesso na melhoria do crescimento de eucalipto
(Costa et al., 2019) e em plantacdes de pinus (Franco e Castro, 2014).

As espécies do género Pisolithus ja foram registradas em diversos
ambientes, como florestas, plantacfes e locais altamente perturbados (areas de
mineracdo, margens da estrada e outros), e demonstraram ser particularmente
eficazes na melhoria do crescimento das plantas (Egerton-Warburton, 2015).

Segundo este mesmo autor, o Pisolithus sp. é tolerante ao aluminio, confere
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aumento no crescimento, nutricdo mineral e tolerancia de metais ao eucalipto em
mina acida.

As introdugbes iniciais de Pisolithus sp. para silvicultura comercial e
horticultura provavelmente ocorreram através de esporos e raizes ectomicorrizicas
em associacdo com mudas de coniferas, carvalhos ou eucaliptos do viveiro.
Recentemente, a aplicacdo de varios indculos comerciais contendo ‘Pisolithus’ (e
outros fungos micorrizicos) estdo ocorrendo em plantagfes, paisagens urbanas e
parques urbanos, na tentativa de aumentar o vigor e a sobrevivéncia de plantas
nativas e nao-nativas (Lebel et al., 2018).

Segundo Maltz et al. (2019), a inoculacdo com Pisolithus pode favorecer o
crescimento vegetal, aliviar condi¢des ambientais estressantes e alterar a estrutura
das comunidades de fungos micorrizicos. Como observado por Alvarez et al. (2009)
ao trabalharem com Nothofagus dombeyi sob condicdes de seca, detectaram um
aumento no crescimento, na atividade enzimatica e melhorias no aparato
nutricional, em especial N e P. Sebastiana et al. (2018) estudando plantas de
sobreiro (Quercus suber L.), também em condicdo de seca, evidenciaram efeito
positivo na altura, biomassa da parte aérea, diametro e crescimento das raizes,
mostrando que a inoculacdo do Pisolithus foi eficaz no aumento da tolerancia a
seca. Shi et al. (2017) detectaram que a inoculagcdo com Pisolithus sp. em plantas
de Pinus thunbergij, promoveu um incremento no crescimento e na taxa
fotossintética, indicando que os fungos podem melhorar a sobrevivéncia e a
competitividade das plantas hospedeiras.

O uso de Pisolithus sp. também possui destaque na recuperacao de areas
contaminadas, como as mineradoras (Aggangan e Aggangan, 2012). Estes micro-
organismos possuem papel biocontrolador que atenuam os danos causados por
estresses abioticos, e promovem a melhoria nutricional e a agregacao do solo, bem
como reduzem a severidade e/ou amenizam os danos causados por toxidez por
metais (Franco e Castro, 2014; Canton et al., 2016), mostrando a alta relacdo

simbidtica mutualista desses fungos com as plantas.

2.7 Efeito dos fungos ECM sob a toxidez de Fe
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Os fungos ECM estédo entre os membros mais influentes da microbiota do
solo, pois auxiliam os processos de recuperacdo das areas degradadas, que ainda
sdo cruciais para a sustentabilidade dos ecossistemas terrestres. Todavia, nao é
apenas a presenca dos fungos ECM que auxiliam nos processos de recuperacao
das areas degradadas, mas sua diversidade genética e funcional, fatores estes,
importantes tanto para a estrutura da comunidade vegetal quanto para a estrutura
do ecossistema (Dominguez-Nufiez e Albanesi, 2020). Desta forma, a utilizacdo
desses fungos apresenta um papel importante, podendo influenciar diretamente na
toler&ncia aos estresses ambientais, como a toxidez de Fe, no efeito inibitorio de
estresse oxidativo na planta e em melhorias na aquisicdo de nutrientes (Bonfante
e Genre, 2010; Maltz et al., 2019).

Para obter os beneficios dos fungos para as plantas hospedeiras em
condicBes de toxidez de metais pesados, € necessario avaliar o impacto dos metais
sobre estes, pois o0s fungos ectomicorrizicos apresentam variacfes intra,
interespecificas, e adaptacdo a fatores abioticos diversos (Glen et al.,, 2001;
Kernaghan et al., 2003).

Em ambiente com toxicidade de Fe e sem micorrizas, o excesso deste
elemento pode limitar o desempenho fotossintético e nutricional da planta, e o
MSPFe, subproduto das industrias de mineragdo, pode causar desequilibrio na
dindmica sucessional e comprometer o desenvolvimento das espécies vegetais da
area (Pereira et al., 2009). Contudo, na presenca dos fungos ECM, os mecanismos
pelos quais estes micro-organismos podem tolerar o excesso de metais pesados
como o Fe sdo numerosos. Esses mecanismos pode ser processos externos as
hifas, como precipitacdo dos metais (imobilizacdo extracelular), ligacdo a polimeros
da parede celular (quitina ou melanina), alteracdes no pH da rizosfera, e processos
internos nas células fungicas, que resultam na complexac¢éao (quelacéo intracelular)
ou compartimentalizacdo dos metais em vacuolos dos fungos, resultando na
reducado da exposicao radicular e a destoxificacdo intracelular nos tecidos fungicos,
inferindo assim, na fisiologia e bioquimica vegetal (Gadd, 1993; Kabata-Pendias,
2010).

Dessa forma, por conferir protecéo as plantas em relacéo aos efeitos nocivos
de altas concentracdes de metais pesados no solo, a inoculagdo com fungos ECM

é fortemente associada a fitorremediacdo, que consiste em uma técnica utilizada
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para remover contaminantes do solo através do cultivo de espécies vegetais
tolerantes aos metais (Ban et al., 2015; Liu et al., 2015).

A fitorremediagcdo com plantas ectomicorrizadas teria, portanto, um grande
potencial para remover ou diminuir a quantidade de elementos téxicos nos solos.
Isso ocorre, pois a composicdo da comunidade dos fungos ECM e suas
caracteristicas funcionais mediam o desempenho das plantas em solos
contaminados por metais. Além disso, os fungos ECM tém uma alta influéncia na
capacidade das plantas para fitorremediacéo de contaminantes (Gil-Martinez et al.,
2018), tornando a interacdo entre esses micro-organismos e diversas espeécies de

plantas uma importante estratégia de sobrevivéncia.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Localizagéo e delineamento experimental

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo no Campus da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, Campos dos
Goytacazes — RJ (Latitude de 21°19°23” S; Longitude de 41°10’40” W; Altitude de
14 m), sob condigbes naturais de luminosidade e temperatura.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, constituido por 6
tratamentos com dois isolados de fungos ectomicorrizicos Pisolithus tinctorius
(isolado Pt-24) e Pisolithus albus (isolado ES-01). Os tratamentos realizados foram:
controle; Pt-24; ES-01; MSPFe; Pt-24 + MSPFe; e ES-01 + MSPFe com 6
repeticdes por tratamento. A aplicacdo do MSPFe foi equivalente a 3,3271 g cm?
semana planta?, via pulverizacdo. A unidade experimental foi composta por um

vaso de plastico com capacidade de 720 mL, com uma planta por vaso.

3.2 Material biolégico: inoculos dos fungos ectomicorrizicos

Foram utilizados dois isolados de fungos ectomicorrizicos na realizagdo do
experimento. O fungo ectomicorrizico P. tinctorius (isolado Pt-24), originario de
Michigan-EUA, foi obtido da colecéo de culturas do Departamento de Microbiologia
da Universidade Federal de Vigosa, estado de Minas Gerais, Brasil. O fungo P.

albus (isolado ES-01) foi coletado em um solo Latossolo Vermelho-Amarelo, de um
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plantio de eucalipto na cidade de Biriricas (20°22'16”S/40°35”08”), no municipio de

Domingos Martins, estado do Espirito Santo, Brasil (Figura 1).

Figura 1. P. tinctorius (isolado Pt-24) (A) e P. albus (isolado ES-01) (B) em meio
MNM.

As culturas de estoque foram cultivadas na auséncia de luz em incubadora
BOD a 25+1 °C em meio de cultura MNM — Melin-Norkrans Modificado (Marx,
1969). No preparo do meio MNM, foram adicionados 0s seguintes reagentes para
1L de meio: CaClz (0,05g/L), NaCl (0,025g/L), (NH4)2HPO4 (0,15¢g/L), MgSO4 7H20
(0,15¢g/L), FeCls (1g/L), 4mL de KH2PO4 (0,125g/L) e tiamina (25ug/mL), 15g de
agar-agar, 10g de glicose. O meio MNM foi ajustado para pH 5,5-5,6 antes da

esterilizacdo, por 20 min a 121 °C.

3.3 Obtencédo das sementes, condi¢cdes de crescimento e aplicacdo do MSPFe

As sementes S. terebinthifolius Raddi, 1820 (Sapindales: Anacardiaceae
Lindley, 1830) foram obtidas em casa comercial (Sementes Caigara - Lote: 015 -
Registro: 25492). As sementes foram submetidas a um processo de escarificacao
mecanica para a retirada da mucilagem, e foram tratadas por meio da desinfestacao
de superficie com hipoclorito de sédio a 2% por 5 minutos, e posteriormente com
alcool 70% por 3 minutos.

Apbs a esterilizacdo, as sementes foram semeadas em bandejas, contendo
areia quartzo (12/20) autoclavada duas vezes, com intervalo de 24 horas entre uma
e outra esterilizacdo, a 121 °C, durante 60 minutos. O processo de germinacdo das
mudas foi realizado em camara de crescimento com intensidade luminosa de 350
umol m2s1, temperatura de 25+1 °C, 70% umidade e (16/8h luz/escuro) durante 30

dias. Apo6s 30 dias da germinagédo as mudas foram transplantadas para tubetes de
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100 cms3, contendo os substratos previamente autoclavados por duas vezes
compostos de areia:terra vegetal na proporc¢ao 1:1 (v/v), e em seguida colocado em
casa de vegetacdo. Apés aclimatacao de 15 dias, foi realizada a inoculagdo com os
micro-organismos.

A inoculacédo das plantas com os fungos micorrizicos foi realizada 45 dias
apos a germinacéo, por meio da utilizacdo de discos de meio de cultura de 11 mm,
contendo micélio dos fungos ectomicorrizicos (isolado Pt-24 e isolado ES01). As
raizes foram retiradas dos tubetes e envolvidas nos discos de meio de cultura com
0S micro-organismos, em seguida, foram devolvidas para 0s seus respectivos
tubetes. Apds 15 dias foram transplantadas para os vasos de 720 mL (g 10 cm)
com o substrato areia:terra vegetal, tratado como ja descrito. Desta forma, 30 dias
apos esse processo iniciou-se a aplicacdo do MSPFe.

O MSPFe utilizado neste experimento foi o0 minério de ferro em pé, que é
estocado no quintal da industria de mineracdo SAMARCO (Figura 2). O minério
apresenta 279,0 mg dm= de Fe e é composto por diversos outros elementos e

matéria organica, conforme descrito na tabela 1.

Figura 2. MSPFe utilizado no experimento.

Tabela 1. Analise dos componentes do MSPFe.

pH P K Ca Mg Al Na C MO Fe Cu Zn Mn S B

mgdm3  ---—---- cmolc dm=3--------- e —— mg dm3------—-———---
8,9 71 50 29 02 0 192 055 847 279 2,7 24 3112 69,1 05

As plantas foram submetidas a duas aplicagcdes por semana de MSPFe, via
pulverizacdo, 45 dias apos a inoculacdo (d.a.i.). Para a aplicacdo do MSPFe, foi

feito um célculo fundamentado no MSPFe liberado nas mineradoras, 6 mg cm? dia”



20

1 de MSPFe (Lopes et al., 2000), que por sua vez, é equivalente a 0,471 g cm2 dia’
1 por vaso. Este calculo baseado no raio do vaso deste experimento (5 cm?), e
acrescentado a média de perda, totalizando 0,4753 g cm? dia® plantat. A média de
perda foi calculada usando o peso do MSPFe perdido apds sua aplicacdo via
pulverizacdo em trés plantas. Foram realizadas duas aplicacdes por semana de
3,3271 g cm? dia! planta® de MSPFe (0,4753 g x 7 = 3,3271) entre os horarios de
7-9 horas (manha), durante 30 dias.

A aplicagdo do MSPFe seguiu 0 modelo de Hirano et al. (1995), com
adaptacdes, na qual foi colocado papel aluminio na parte superior dos vasos para
que a pulverizacdo atingisse apenas a parte aérea da planta, sem atingir o
substrato. A aplicacdo ocorreu dentro de uma camara, visando maximizar a
eficiéncia do nivel de particulado fornecido neste experimento.

Todas as plantas foram submetidas a irrigacdo uniforme de agua destilada
(diariamente), em pH ideal (5,5-6,5), mantendo o substrato proximo a capacidade
de campo. Porém, nos mesmos dias em que foram realizadas as aplicagbes do
MSPFe, as plantas também foram submetidas a pH 3,0, via H2SO4, utilizando um
pulverizador costal (83 ml min~! sob 4.0 kg cm™2 de pressdo). Duas vezes por
semana, cada vaso foi regado com 50 mL de solucéo Clark, com ¥ de forca i6nica
(Clark, 1975).

O experimento foi conduzido por 30 dias em incubadora BOD, e por 90 d.a.i
em casa de vegetacdo. As atividades foram desenvolvidas de marco a julho de

2019, totalizando 120 dias de experimento.

3.4 Parametros de crescimento

Para avaliacado dos parametros de crescimento, foram mensurados a altura
utilizando uma régua, o didmetro do colo com auxilio de um paquimetro, a
contagem do numero de folhas, e a area foliar. Este ultimo foi quantificado com um
medidor de bancada modelo LI - 3100 LICOR (Lincoln, NE, USA). Apés a coleta e
reparticdo o material foi seco a 70 °C em estufa de circulagéo forcada de ar, por 96
horas, tempo considerado suficiente para estabilizar o peso das amostras. Em
seguida foi efetuada a pesagem em balanca analitica para a obteng&o da biomassa

seca da parte aérea e da raiz.
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3.5 Porcentagem de coloniza¢cdo micorrizica

A porcentagem de colonizacdo micorrizica das plantas foi mensurada apés
a coleta do experimento, conforme descrito por Koske e Gemma (1995) e Grace e
Stribley (1991). A porcentagem do comprimento de raizes colonizadas foi avaliada
pelo método da interseccdo em placa quadriculada conforme descrito por
Giovanetti e Mosse (1980).

3.6 Analise nutricional da parte aérea e das raizes

Para a avaliacdo do conteudo de nutrientes das plantas de aroeira foi
realizada a reparticdo da parte aérea e das raizes. Inicialmente as plantas foram
submetidas a secagem, em seguida foram moidas em moinho do tipo Willey, e
entdo foram acondicionadas em frascos hermeticamente fechados e devidamente
identificados.

Para a determinacédo dos teores de N, o material vegetal foi submetido a
digestédo sulfarica, no qual o nitrogénio foi determinado pelo método de Nessler
(Jackson, 1965). Os outros nutrientes P, K, Ca, Mg, S, Fe, B, Zn, Mn, Cu e Ni foram
qguantificados por ICP-OES, apds digestdo com HNOs concentrado e H202 em
sistema de digestdo aberta (Peters, 2005). O conteudo de macronutriente foi obtido
a partir da equacgédo: Contetido (mg plantat) = Teor (g) x peso da massa seca da
particdo (g) x 1000/100. O conteudo de micronutriente foi obtido por meio da

equacao: Conteudo (ug plantat) = Teor (mg) x peso da massa seca da particdo (g).

3.7 Parametros ecofisiolégicos

Ataxa fotossintética liquida (Pn: pmol CO2 m?s), a condutancia estomatica
(gs: mol m?s?), a taxa de transpiracdo (E: mmol m?s?), e a eficiéncia na
carboxilacdo (Pn/Ci) foram avaliadas utilizando um analisador de gas de
infravermelhos (IRGA, Infrared Gas Analizer), modelo Li-6400 (Li-Cor, Biosciences

Inc., Nebraska, EUA). As trocas gasosas da aroeira foram mensuradas em apenas
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um dia. As folhas foram clipeadas com o auxilio de uma cuveta Parkinson com 2,5
cm? de area foliar conectada ao CIRAS-2.

A intensidade de cor verde das folhas (indice SPAD) foi avaliada por meio
do medidor portatii de clorofila, modelo SPAD-502 “Soil Plant Analiser
Development” (Minolta, Japao), nas mesmas folhas e nos mesmos dias em que
foram realizadas as medidas de trocas gasosas.

Quanto a fluorescéncia da clorofila, & eficiéncia quantica efetiva do PSII
(Fv/Fo) e o rendimento quantico maximo do PSII (Fv/Fm), estes foram determinados
utilizando um fluorémetro de clorofila modulado (modelo OS5p; Opti-Sciences). A
fluorescéncia da clorofila foi medida usando folhas totalmente expandidas sob
condi¢des de luz, sendo as mesmas folhas utilizadas na avaliagdo das trocas

gasosas.

3.8 Parametros morfolégicos daraiz

A andlise da distribuicdo radicular foi realizada aos 120 dias apds a
semeadura, quantificando os parametros comprimento (CR, em cm), diametro
(DMR, em mm), volume (VR, em cm3), e area superficial (ASR, em cm?) das raizes.
Para a realizacdo destas avaliacdes, o sistema radicular das plantas foi lavado
cuidadosamente em agua corrente, com o auxilio de peneiras de malha de 2 mm,
para eliminacdo do solo aderido as raizes. Posteriormente, foram acondicionados
em sacos plasticos, previamente identificados e levados a geladeira com
temperatura de aproximadamente 4 °C.

As raizes de aroeira tiveram sua imagem digitalizada, utilizando o Scanner
EPSON Expression 10000XL. Neste procedimento, utilizou-se uma cubeta com
dimensdes de 150 mm x 250 mm, previamente preenchida com agua deionizada,
onde as raizes foram distribuidas, sendo a quantificacdo das variaveis CR, VR,
DMR e ASR, realizada por meio do software “WinRhizo”.

Para a analise da imagem pelo software, os dados foram considerados em
dez classes de didametro: classe 1 (< 0,5 mm); classe 2 (>0,5 e < 1,0 mm); classe 3
(>1 e =1,5mm); classe 4 (>1,5 e <2 mm); classe 5 (> 2 e < 2,5 mm); classe 6 (>
25e<3mm);classe 7 (>3 e <3,5mm); classe 8 (> 3,5e <4 mm); classe 9 (>4 e
< 4,5 mm); e classe 10 (diametro > 4,5 mm).
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Através do software “WhinRhizo”, verificou-se que a ocorréncia de raizes nas
classes 3, 9 e 10 foram pouco frequentes. Assim, optou-se por agrupar e totalizar
as raizes em duas subclasses, classificando-as em: raizes finas (diametro < 1,0
mm) e raizes grossas (didmetro > 1,0 mm). Desta forma, mensurando-se o
comprimento de raizes finas (CRF) em cm; comprimento de raizes grossas (CRG)
em cm; area superficial de raizes finas (ASRF) em cm?; area superficial de raizes
grossas (ASRG) em cm?; volume de raizes finas (VRF) em cm?; e volume de raizes
grossas (VRG) em cm?.

3.9 Enzimas antioxidantes

A atividade da catalase (CAT) foi determinada seguindo a metodologia de
Beutler (1975), utilizando quatro repeticbes de cada tratamento, para cada particao
(folha e raiz). As amostras foram homogeneizadas em Tris-HCI 50 mM, pH 8,0,
contendo EDTA (5 mM), e centrifugadas a 15.000 x g por 15 min a 4°C. O meio de
reacao, 1 mL, continha tamp&ao Tris-HCI (40 mM), pH 8,0, com EDTA (5 mM) e H202
(12 mM). A reacdao foi iniciada pela adicao de 10 mL de extrato bruto. O consumo
de substrato foi monitorado por 30 segundo a 240 nm. Sabe-se que, uma unidade
de enzima é definida como a quantidade capaz de transformar 1 mol de substrato
por minuto. A atividade da CAT foi expressa como unidade de enzima por miligrama
de proteina (U mg proteinat).

A atividade da peroxidase (POX) foi determinada conforme Kar e Mishra
(1976). A determinacgéo da atividade da POX na folha e raiz envolveu: 125 pM de
tampéao fosfato em pH 6,8, 50 uM de &cido pirogélico, 50 yM de H202 e 1 mL do
extrato enzimatico diluido 20 vezes. Este extrato enzimatico foi incubado durante 5
min a 25 °C, posteriormente, foi interrompida pela adicdo de 0,5 mL de H2SO4 a 5%
(v/v). A quantidade de purpurogalina formada foi determinada tomando a
absorvancia a 420 nm. As atividades de peroxidase foram expressas em unidades

de absorcéao.
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3.10 Analise estatistica dos dados

As informacdes obtidas foram submetidas a analise de variancia e, quando
significativo, as médias foram comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
Todas as analises foram conduzidas utilizando-se o programa GraphPad Prism 7.0.
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4. RESULTADOS

4.1 Respostas no crescimento de plantas de aroeira submetidas ao MSPFe e

inoculadas com ectomicorrizas

As plantas de aroeira inoculadas com o fungo ectomicorrizico P. tinctorius
(isolado Pt-24) apresentaram um incremento significativo na altura (22,2%) e no
diametro do colo (19,1%) das plantas sem o MSPFe comparadas aos seus
respectivos controles (P<0,0001; Figura 3A e 3B). Porém, ndo houve diferenca
significativa nestas variaveis quando inoculadas com P. albus (isolado ES-01) sem
o MSPFe (Figura 4). Nas plantas com o MSPFe os fungos Pt-24 e ES-01
promoveram incremento na altura e no diametro do colo (P<0,0001), quando
comparadas ao seus respectivos controles, sendo um aumento na altura de 53,4%
(Pt-24) e 16,5% (ES-01), e no diametro do colo 17% (Pt-24) e 15 % (ES-01),
respectivamente. A presenca do MSPFe provocou uma reducdo significativa na
altura (12,4%) e no diametro do colo (11,8%), quando observadas as condicdes
controle, sem e com o MSPFe. As plantas inoculadas com Pt-24 sem e com o
MSPFe também sofreram reducéo na altura (4,6%) e diametro do colo (13,3%). No
entanto, ndo houve diferenca significativa nas plantas inoculadas com o ES-01 apos
a aplicacdo do MSPFe. Em ambas as exposicbes de MSPFe o P. tinctorius
apresentou melhor resposta na altura e diametro do colo.

Detectou-se um aumento significativo no nimero de folhas nas plantas
inoculadas com Pt-24 (16,2%) e ES-01 (5,6%), quando comparadas aos seus
controles e na auséncia do MSPFe, bem como, um aumento significativo desta

caracteristica na presenca do MSPFe (P<0,0001) das plantas com Pt-24 (42,2%) e



26

ES-01 (38,1%), em relacdo ao controle (Figura 3C). O estresse provocado pela
aplicacdo do MSPFe reduziu o numero de folhas das plantas controle (24,8%) e
das plantas inoculadas com Pt-24 (10,3%).

Houve um aumento significativo na area foliar das plantas inoculadas com o
micro-organismo Pt-24, comparadas aos controles em ambos os status de MSPFe,
com aumento significativo (24,8%) na auséncia do MSPFe e (26,6%) nas plantas
tratadas com o MSPFe. Nos demais tratamentos ndo se detectou variacoes
significativas, mostrando que o fungo P. tinctorius foi mais expressivo (Figura 3D e
5).

Observou-se um incremento significativo na MSPA nas plantas inoculadas
com ES-01 em relagdo ao controle. Em condigdo sem o MSPFe o0 aumento foi de
87,9% (P<0,0001), e com o MSPFe foi de 28,7% (Figura 3E). As plantas inoculadas
com o Pt-24 apresentaram comportamento similar ao controle. As plantas do
controle, sob estresse por particulado de Fe apresentaram um aumento significativo
de 40,2% da MSPA.

A presenca do fungo ectomicorrizico ES-01 provocou um aumento
significativo de 121,5% na MSR, comparadas ao controle. Ao observar as raizes
das plantas micorrizadas sem MSPFe, percebeu-se um incremento de 60,8% nas
plantas com ES-01 em relacdo aquelas com Pt-24 (P<0,0001; Figura 3F). Ndo
houve diferenca estatistica entre os tratamentos das plantas com o particulado de
Fe.

No geral, em ambas as condi¢cdes de MSPFe as plantas inoculadas com Pt-
24 apresentaram grande influéncia nos parametros de altura, didmetro do colo,
namero de folhas e &rea foliar, enquanto o micro-organismo ES-01 apresentou

maior influéncia na MSPA e MSR.
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Figura 3. Altura (A), didmetro do colo (B), nimero de folhas (C), area foliar (D),
massa seca da parte aérea (E) e massa seca da raiz (F) de plantas de S.
terebinthifolius Raddi submetidas ao MSPFe e inoculadas com P. tinctorius (isolado
Pt-24) e P. albus (isolado ES-01). As letras mailsculas diferentes entre o0s
tratamentos micorrizados e ndo micorrizados, sob a mesma exposi¢cao de MSPFe;
e as letras mindsculas entre as duas exposicdes de MSPFe e sob mesma
micorrizacdo, indicam diferencas significativas do teste de Tukey (P<0,05). As
colunas representam os valores médios de seis repeticdes, e as barras
representam o desvio padrao.
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Figura 4. Visualizacdo frontal do experimento de plantas de S. terebinthifolius
Raddi submetidas ao MSPFe, e inoculadas com P. tinctorius (isolado Pt-24) e P.
albus (isolado ES-01).
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Figura 5. Visualizagdo da area foliar de plantas de S. terebinthifolius Raddi
submetidas ao MSPFe, e inoculadas com P. tinctorius (isolado Pt-24) e P. albus
(isolado ES-01).

4.2 Porcentagem de colonizacdo micorrizica

A porcentagem de colonizacdo das raizes de aroeira aumentou
significativamente nas plantas sem o MSPFe (P<0,0001), porém nao houve
diferenca significativa entre os isolados Pt-24 e ES-01 neste mesmo status de Fe
(Figura 6). Observou-se também um aumento significativo no percentual de
colonizagdo em ambas as espécies do género Pisolithus nas plantas com o MSPFe
(P<0,0001).
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Analisando as plantas com o isolado Pt-24 nas condicdes sem e com o
MSPFe, observou-se uma reducédo significativa na porcentagem de colonizacéo
micorrizica de 14,46%, enquanto as plantas com o isolado ES-01 n&o sofreram
influéncia com a aplicagdo do MSPFe (Figura 6).
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Figura 6. Porcentagem de colonizacdo micorrizica em plantas de S. terebinthifolius
Raddi submetidas ao MSPFe e inoculadas com P. tinctorius (isolado Pt-24) e P.
albus (isolado ES-01). As letras mailsculas diferentes entre os tratamentos
micorrizados e ndo micorrizados sob a mesma exposicdo de MSPFe; e as letras
minusculas entre as duas exposicbes de MSPFe e sob mesma micorrizacéo,
indicam diferencas significativas do teste de Tukey (P<0,05). As colunas
representam os valores médios de seis repeticbes, e as barras representam o
desvio padréo.

4.3 Contetudo de macro e micronutrientes na parte aérea e raiz

Nesta pesquisa foram analisados o conteido de macronutrientes, sendo
estes, Nitrogénio (N), Fésforo (P), Potassio (K), Calcio (Ca), Magnésio (Mg) e
Enxofre (S) e micronutrientes, Ferro (Fe), Boro (B), Cobre (Cu), Zinco (Zn),
Manganés (Mn) e Niguel (Ni), sendo os macro e micronutrientes avaliados na parte
aérea e nas raizes.

Todas as plantas submetidas a aplicacdo do MSPFe e sem inoculacéo
apresentaram maior conteado de macro e micronutrientes, quando comparadas ao
controle sem o particulado (Figuras 7, 8, 9 e 10).

Observou-se um aumento significativo no conteddo de macronutrientes na
parte aérea (P<0,0001) e raizes de todas as plantas inoculadas com o Pt-24 e ES-
01, nas condi¢cdes sem o MSPFe. Contudo, a inoculagdo com ES-01 mostrou uma

maior influéncia no conteido de macronutrientes (P<0,0001), exceto para o Ca
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(P=0,0025) e K (P<0,0001), nas raizes que tiveram maior influéncia quando
inoculadas com Pt-24 (Figura 7 e 8).

Ap0s submeter as plantas ao MSPFe foi observado na parte aérea e raizes,
uma reducao do contetdo de macronutrientes das plantas inoculadas com Pt-24,
com excecdo do N, Ca e S nas raizes que aumentaram com a presenca deste
in6culo (Figura 7 e 8). Nestas condi¢cdes percebeu-se reducbes significativas
somente para o conteudo de N (15,2%), K (29,1%), Ca (43,2%), Mg (45%) e S
(45,8%) na parte aérea e de K (17,3%) nas raizes. Na presenca do MSPFe, as
plantas com ES-01 apresentaram um aumento no contetdo de N e P na parte aérea
e uma reducdo no conteudo de K, Ca, Mg e S para esta mesma particdo, com
significancia somente para Ca (14%), Mg (16,1%) e S (29,1%). Entretanto, todas
as plantas com MSPFe, e inoculadas com ES-01 incrementaram no contetdo de
macronutrientes nas raizes, com significancia para N (31,8%), Ca (33,8%) e S
(28,4%).

As plantas inoculadas, e em condicdo sem MSPFe, apresentaram um
aumento no contetdo de micronutrientes na parte aérea e nas raizes, exceto o Cu
na parte aérea, que regrediu em conteddo apds a inoculacdo com Pt-24 e o Fe na
raiz que reduziu em ambas as inoculacbes (Figura 9 e 10). Analisando a parte
aérea, a inoculacdo com ES-01 nas plantas sem MSPFe possibilitou um maior e
significativo conteddo de micronutrientes, comparado ao Pt-24 com (P=0,0123)
para Fe e (P<0,0001) para B, Cu, Mn, Zn e Ni. O fungo ES-01 aumentou
exponencialmente o conteddo dos metais Cu, Mn Zn e Ni na parte aérea das
plantas sem o MSPFe. Nas raizes das plantas sem o MSPFe, 0 micro-organismo
ES-01 obteve melhor resposta somente no Cu (P<0,0001), pois o conteudo de B
(P=0,0025), Mn (P=0,0004), zZn (P=0,0014) e Ni (P<0,0001) foram mais
influenciados pela inoculacdo com Pt-24.

A aplicacdo do MSPFe causou um aumento significativo no conteudo de Fe
na parte aérea de todas as plantas, contudo, houve uma reducédo da toxidez de Fe
nas plantas inoculadas, sendo esta reducao de 39,7% nas plantas com Pt-24 e de
23,7% com ES-01 (P<0,0001; Figura 9A).

Houve uma reducao no conteudo de B da parte aérea nas plantas inoculadas
e com MSPFe, com significancia nas plantas inoculadas com Pt-24 (27,5%)
(P<0,0001; Figura 9B). Essa reducao também foi observada no conteudo de Cu,

em que a aplicacdo do MSPFe inibiu a absor¢cdo do Cu em todas as plantas
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inoculadas, sendo esta inibic&o significativa de 56% nas plantas com Pt-24 e 25,6%
em plantas com ES-01 (P<0,0001; Figura 9C).

A presenca dos fungos ECM Pt-24 diminuiu significativamente o acimulo de
Mn nas plantas com MSPFe (39,9% e P<0,0001), porém as plantas inoculadas com
ES-01 e com MSPFe apresentaram efeito contrario, com um aumento na absorcéo
do Mn de 12,8% (Figura 9D).

O contetdo de Zn e Ni na parte aérea diminuiu significativamente nas plantas
micorrizadas e com MSPFe, com uma reducéo no contetido de Zn de 57,8% com
o Pt-24 e de 37,6 com ES-01 (P<0,0001; Figura 9E). Também ocrreu um
decréscimo significativo no conteudo de Ni de 63,6% nas plantas inoculadas com
Pt-24 (P<0,0001) e 16,8% quando inoculadas com ES-01 (P=0,0034) (Figura 9F).

Nao houve diferenca significativa no conteddo de Fe na raiz, porém o fungo
ES-01 provocou pequenas reduc¢des no acumulo deste elemento nas plantas com
MSPFe (Figura 10A). Nas plantas sem o0 MSPFe, o contetdo de B, Cu, Mn, Zn e Ni
aumentou apos a inoculacdo com P. tinctorius e P. albus (Figura 10B, 10C,10D,
10E e 10F). Nao houve variac¢des significativas no conteddo de B e Mn nas raizes
apos a aplicacdo do MSPFe. A presenca do fungo Pt-24 nas plantas com MSPFe
reduziu o conteudo de Cu, Zn e Ni, com significancia estatistica somente no
contetdo de Cu (26,5%), enquanto que o ES-01 reduziu o contetdo de Cu e
aumentou o Zn e Ni. Segundo a abundéncia relativa do conteddo de micronutrientes
analisado, obteve-se a seguinte sequéncia Fe>Mn>B>Zn>Cu>Ni.

No geral as plantas micorrizadas apresentaram uma resposta positiva no
balangco nutricional, entretanto, com o isolado ES-01, as plantas de S.
terebinthifolius mostraram-se mais estimuladas e com uma melhor resposta no
contetdo de macro e micronutrientes em ambas as particées (parte aérea e raiz) e

nas condi¢cdes com e sem o MSPFe.
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Figura 7. Conteddo de macronutrientes na parte aérea de plantas de S.
terebinthifolius Raddi submetidas ao MSPFe e inoculadas com P. tinctorius (isolado
Pt-24) e P. albus (isolado ES-01). As letras mailsculas diferentes entre o0s
tratamentos micorrizados e ndo micorrizados, sob a mesma exposi¢cao de MSPFe;
e as letras mindsculas entre as duas exposicdes de MSPFe e sob mesma
micorrizacdo, indicam diferencas significativas do teste de Tukey (P<0,05). As
colunas representam os valores médios de seis repeticdes, e as barras

representam o desvio padrao.
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Figura 8. Conteudo de macronutrientes na raiz de plantas de S. terebinthifolius
Raddi submetidas ao MSPFe e inoculadas com P. tinctorius (isolado Pt-24) e P.
albus (isolado ES-01). As letras mailsculas diferentes entre os tratamentos
micorrizados e nao micorrizados, sob a mesma exposicao de MSPFe; e as letras
minuUsculas entre as duas exposicées de MSPFe e sob mesma micorrizacéo,
indicam diferencas significativas do teste de Tukey (P<0,05). As colunas
representam os valores médios de seis repeticdes, e as barras representam o
desvio padréo.
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Figura 9. Conteudo de micronutrientes na parte aérea de plantas de S.
terebinthifolius Raddi submetidas ao MSPFe e inoculadas com P. tinctorius (isolado
Pt-24) e P. albus (isolado ES-01). As letras mailsculas diferentes entre o0s
tratamentos micorrizados e ndo micorrizados, sob a mesma exposi¢cao de MSPFe;
e as letras mindsculas entre as duas exposicdes de MSPFe e sob mesma
micorrizacdo, indicam diferencas significativas do teste de Tukey (P<0,05). As
colunas representam os valores médios de seis repeticdes, e as barras
representam o desvio padrao.
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Figura 10. Contetdo de micronutrientes na raiz de plantas de S. terebinthifolius
Raddi submetidas ao MSPFe e inoculadas com P. tinctorius (isolado Pt-24) e P.
albus (isolado ES-01). As letras mailsculas diferentes entre os tratamentos
micorrizados e ndo micorrizados, sob a mesma exposicdo de MSPFe; e as letras
minudsculas entre as duas exposicdes de MSPFe e sob mesma micorrizacéo,
indicam diferencas significativas do teste de Tukey (P<0,05). As colunas
representam os valores médios de seis repeticdes, e as barras representam o
desvio padréo.

4.4 Respostas ecofisiologicas das plantas de aroeira

Na parte ecofisiolégica do presente estudo foram mensurados os parametros
de taxa fotossintética liquida (Pn), conduténcia estomatica (gs), taxa de

transpiracéo (E), eficiéncia na carboxilacdo (Pn/Ci), eficiéncia maxima do processo
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fotoquimico no PSII (Fv/Fo) e rendimento quantico maximo do PSII (Fv/Fm) (Figura
11).

A Pn das plantas com o MSPFe aumentou significativamente 85,5% quando
inoculada com Pt-24 (P=0,0007), e 93,6% quando inoculada com ES-01 (P=0,0002)
em relacdo ao controle sem Fe. Nas plantas sem a toxidez de Fe houve um
aumento significativo da Pn de 91,3% nas plantas com o micro-organismo ES-01
em relagdo ao Pt-24 (P=0,0002) (Figura 11A). Observou-se também um aumento
significativo de 85,4% na Pn das plantas inoculadas com Pt-24 e sob condicao de
estresse por Fe, quando comparada as plantas com 0 mesmo micro-organismo e
sem o MSPFe, evidenciando que o Pt-24 consegue aumentar representativamente
a Pn das plantas de aroeira em ambiente contaminado com MSPFe.

As plantas expostas ao excesso de Fe tiveram um aumento significativo na
gs (110,4%) e E (85,2%) apo6s a inoculacdo com ES-01 (Figura 11B e 11C). Os
parametros gs e E ndo apresentaram diferenca significativas nas plantas sem o
MSPFe e inoculadas com Pt-24.

Houve um aumento representativo na Pn/Ci de 98,1% nas plantas com o
fungo ES-01, comparadas ao Pt-24 na auséncia de MSPFe (P=0,0002; Figura
11D). Quando submetidas ao MSPFe, as plantas de aroeira apresentaram
incremento na Pn/Ci de 90,5% quando inoculadas com Pt-24 (P=0,0004) e de
96,2% quando inoculadas com ES-01 (P=0,0002). Observou-se um incremento
significativo de 94,2% na Pn/Ci das plantas com Pt-24 quando comparadas as duas
condicBes de MSPFe.

Nos parametros de fluorescéncia da clorofila houve um aumento significativo
na Fv/Fo (23,1%) quando observadas as plantas controle com e sem o MSPFe e
nas plantas com Pt-24 (17,3%), nas condi¢cdes com e sem o MSPFe (Figura 11E).
Houve um aumento no FJ/Fm de 3,7% quando aplicado o MSPFe nas plantas
controle. Nao havendo diferenca estatistica entre os demais tratamentos (Figura
11F).
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Figura 11. Taxa fotossintética liquida (A), condutancia estomatica (B), taxa de
transpiracéo (C), eficiéncia na carboxilacdo (D), eficiéncia quantica efetiva do PSlI
(Fv/Fo) (E) e rendimento quéantico maximo do PSIl (Fv/Fm) (F) de plantas de S.
terebinthifolius Raddi submetidas ao MSPFe e inoculadas com P. tinctorius (isolado
Pt-24) e P. albus (isolado ES-01). As letras mailsculas diferentes entre o0s
tratamentos micorrizados e ndo micorrizados, sob a mesma exposi¢cao de MSPFe;
e as letras mindsculas entre as duas exposicdes de MSPFe e sob mesma
micorrizacdo, indicam diferencas significativas do teste de Tukey (P<0,05). As
colunas representam os valores médios de seis repeticdes, e as barras
representam o desvio padrao.

O indice SPAD aumentou significativamente (P<0,0001) nas plantas
inoculadas com Pt-24, quando comparadas as plantas controle. Nas condigdes sem
0 MSPFe houve um incremento de 26 % e com 0 MSPFe de 29,6% (Figura 12). A
inoculacdo com ES-01 néo influenciou significativamente na intensidade de verde.
Ao submeter as plantas ao MSPFe houve uma reducado significativa neste

parametro em todas as plantas, quando comparadas as plantas sem o MSPFe. A
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reducao foi de 16,5% nas plantas controle, de 14,1% nas inoculadas com Pt-24 e
de 25,1% nas plantas com ES-01. Neste experimento, a maior média desta variavel
foi observada nas plantas inoculadas com Pt-24 e sem o MSPFe, com indice SPAD
de 40,7 e a menor média foi detectada nas plantas inoculadas com ES-01 com o
MSPFe, com indice SPAD de 26,3.
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Figura 12. Intensidade de cor verde das folhas (Indice SPAD) de plantas de S.
terebinthifolius Raddi submetidas ao MSPFe e inoculadas com P. tinctorius (isolado
Pt-24) e P. albus (isolado ES-01). As letras mailsculas diferentes entre o0s
tratamentos micorrizados e ndo micorrizados sob a mesma exposicdo de MSPFe;
e as letras mindsculas entre as duas exposicdes de MSPFe e sob mesma
micorrizacdo, indicam diferencas significativas do teste de Tukey (P<0,05). As
colunas representam os valores médios de seis repeticdes, e as barras
representam o desvio padrao.

4.5 Atributos morfoldgicos das raizes

As caracteristicas area superficial (ASR) e volume de raiz (VR) apresentaram
diferencas significativas ap6s a inoculagéo com P. tincitorius (Pt-24) e P. albus (ES-
01), contudo observou-se um acréscimo maior destas varidveis nas plantas
inoculadas com ES-01. O diametro médio radicular (DMR) das raizes apresentaram
aumento significativo somente com ES-01 (Figura 13 e 14). Nao houve diferenca
estatistica no comprimento radicular (CR) (Figura 13A e 14).

Houve um aumento significativo na ASR e VR das plantas inoculadas com
Pt-24 e ES-01, tratadas sem o MSPFe (Figura 13B e 13C). Na ASR este aumento
correspondeu a 42,2% nas plantas com Pt-24 (P=0,0384), e 42,6% nas plantas
micorrizadas com ES-01 (P=0,0357) (Figura 13B). O VR das plantas com Pt-24
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aumentou (P=0,0478) em 72,5%, enquanto as raizes inoculadas com ES-01
incrementaram em 92,4% (P=0,0060) (Figura 13C). Detectou-se um aumento no
VR das plantas com o0 MSPFe e com ES-01, porém nao significativo.

Observou-se um aumento significativo de 36,2% no DMR (P=0,0004) das
raizes inoculadas com ES-01, e sem a toxidez de metal pesado oriunda do MSPFe
(Figura 13D). Quanto submetidas ao estresse do MSPFe, a presenca das
ectomicorrizas promoveram um acréscimo de 23,4% nas plantas tratadas com ES-

01, em relacdo ao controle.
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Figura 13. Comprimento radicular (CR) (A), area superficial radicular (ASR) (B),
volume radicular (VR) (C) e diametro médio radicular (DMR) (D) de plantas de S.
terebinthifolius Raddi submetidas ao MSPFe e inoculadas com P. tinctorius (isolado
Pt-24) e P. albus (isolado ES-01). As letras mailsculas diferentes entre os
tratamentos micorrizados e nao micorrizados, sob a mesma exposi¢cao de MSPFe;
e as letras minUsculas entre as duas exposicoes de MSPFe e sob mesma
micorrizacéo, indicam diferencas significativas do teste de Tukey (P<0,05). As
colunas representam os valores médios de seis repeticbes, e as barras
representam o desvio padréo.
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Figura 14. Scanner de raizes através do software “WhinRhizo” sendo Controle (A);
Controle + MSPFe (B); Pt-24 (C); Pt-24 + MSPFe (D); ES-01 (E); e ES-01 + MSPFe
(F) em plantas de S. terebinthifolius Raddi submetidas ao MSPFe e inoculadas com
P. tinctorius (isolado Pt-24) e P. albus (isolado ES-01).

A determinacdo do comprimento, volume e area de raizes por classe de
didmetro foi realizada e classificada em: raizes finas (didmetro <1,0 mm) e raizes

grossas (diametro >1,0 mm).
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Nesta pesquisa, a micorrizagdo aumentou os atributos morfolégicos das
raizes sem o MSPFe. Houve aumento significativo no CRG de 82,4% (Pt-24) e de
97,4% (ES-01), na ASRG de 77,9% (Pt-24) e 110,8% (ES-01), e no VRG de 77%
(Pt-24) e 132,8% (ES-01) das plantas micorrizadas sem o MSPFe (Tabela 2). As
plantas com MSPFe e micorrizadas tiveram um aumento no CRG, ASRG e VRG e
uma reducéo do CRF, ASRF e VRF, porem estas respostas nao foram significativas

estatisticamente.

Tabela 2. Comprimento de raizes finas (CRF), em cm; comprimento de raizes
grossas (CRG), em cm; area superficial de raizes finas (ASRF), em cm?; area
superficial de raizes grossas (ASRG), em cm?; volume de raizes finas (VRF), em
cm?; volume de raizes grossas (VRG), em cm?, em plantas de S. terebinthifolius
Raddi submetidas ao MSPFe e inoculadas com P. tinctorius (isolado Pt-24) e P.
albus (isolado ES-01).

- MSPFe + MSPFe
Controle Pt-24 ES-01 Controle Pt-24 ES-01
CRF 1568,9 Aa 1797,3 Aa 1551,1 Aa 1666,5 Aa 1396,2 Aa 1336,9 Aa
CRG 119,1Ba 217,3Aa 2351Aa 188,1Aa 190,5Aa 2339Aa
ASRF 1456 Aa 180,6 Aa 157,3Aa 169,8Aa 144,1 Aa 1449 Aa
ASRG 78,3Ba 139,3Aa 165,1Aa 1229Aa 1254Aa 165,6Aa
VRF 1,6 Aa 2,1 Aa 1,8 Aa 2,0 Aa 1,7 Aa 1,8 Aa
VRG 6,1 Ba 10,8 Aa 14,2 Aa 9,7 Aa 10,4 Aa 13,5 Aa
As letras mailsculas diferentes entre o0s tratamentos micorrizados e néao
micorrizados, sob a mesma exposicao de MSPFe; e as letras mindsculas entre as
duas exposicbes de MSPFe e sob mesma micorrizagdo, indicam diferencas
significativas do teste de Tukey (P<0,05). As linhas representam os valores médios
de seis repeticoes.

Atributos

4.6 Atividade das enzimas antioxidantes

Houve um aumento significativo de 63,23% na atividade da CAT nas folhas
das plantas inoculadas com Pt-24 e + MSPFe, comparado as inoculadas com este
simbionte, porém sem o particulado (Figura 15A). Os fungos ECM aumentaram a
atividade da CAT das plantas sob excesso de metal pesado, porém este aumento
nao foi significativo.

A atividade da CAT nas raizes apresentou efeito contrario a CAT na folha.

Apés a aplicacdo do MSPFe nas plantas com Pt-24, a atividade da CAT nas raizes
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reduziu significativamente (60,46%) (Figura 15B). De modo geral, houve uma
reducao na atividade da CAT nas raizes das plantas submetidas ao excesso de Fe.

Verificou-se uma redugao significativa na atividade da POX nas folhas das
plantas inoculadas e sem o MSPFe, sendo esta reducéo de 56,6% para Pt-24 e
26,6% para Es-01 (Figura 15C). Todas as plantas inoculadas, submetidas ao
MSPFe, apresentaram uma maior atividade na POX das folhas, com uma diferenca
significativa de 81,4% nas plantas com ES-01, comparado ao controle. Ao comparar
as plantas com e sem o MSPFe, detectou-se diferenca significativa nas plantas
controle, que reduziram a atividade da POX em 52,2% com a aplicacéo do Fe, e as
plantas com Pt-24 aumentaram em 98,1%, ap0ds a aplicacéo deste particulado. Nao
houve diferenca significativa nas plantas com ES-01 sem e com o MSPFe.

Nas plantas ausentes de MSPFe, a atividade da POX nas raizes reduziu em
23,4% com a inoculacdo ES-01 comparado ao controle (Figura 15D). As plantas
expostas ao MSPFe também reduziram a sua atividade apds a inoculagéo, sendo
31,7% nas plantas com Pt-24 e 48,1% nas plantas com ES-01. Observando as
plantas do controle, em ambos os status de MSPFe, a atividade da POX aumentou
significativamente (81,5%).

No geral, a atividade de enzimas antioxidantes foi maior nas raizes, todavia,
as plantas com MSPFe e micorrizadas aumentaram a atividade das enzimas nas

folhas e diminuiram nas raizes.
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Figura 15. Atividade da catalase na folha (A), catalase na raiz (B), peroxidase na
folhna (C), e peroxidase na raiz (D) de plantas de S. terebinthifolius Raddi
submetidas ao MSPFe e inoculadas com P. tinctorius (isolado Pt-24) e P. albus
(isolado ES-01). As letras mailsculas diferentes entre os tratamentos micorrizados
e nao micorrizados, sob a mesma exposicdo de MSPFe; e as letras mindsculas
entre as duas exposicoes de MSPFe e sob mesma micorrizagdo, indicam
diferencas significativas do teste de Tukey (P<0,05). As colunas representam 0s
valores médios de seis repeticdes, e as barras representam o desvio padrao.
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5. DISCUSSAO

A simbiose com os fungos ECM melhorou o crescimento das plantas, em
condicdo sem e com estresse provocado pela deposicdo de MSPFe. Este fato pode
estar relacionado as plantas inoculadas com os fungos ECM liberarem moléculas
complexadoras de metal como tidis livres e acido oxalico, que atuam na regulacdo
e desintoxicacdo de metais, reduzindo, dessa forma, os efeitos da toxidez de Fe
provocada pelo MSPFe (Jourand et al., 2014).

O aumento nas variaveis altura, diametro do colo, numero de folhas, area
foliar massa seca da parte aérea e massa seca de raizes das plantas inoculadas,
podem estar relacionados as melhorias na absorcdo de &agua e nutrientes
provocada pelos micro-organismos promotores do crescimento vegetal (Dalong et
al., 2011; Ruscitti et al., 2011). O aumento no diametro do colo é benéfico, uma vez
que, € considerado um indicador do padrdo de qualidade das mudas, minimizando
as possibilidades de tombamento destas ap6s o plantio. Dessa forma, o incremento
do didmetro do colo provocado pela inoculacdo ectomicorrizica possibilita maior
sobrevivéncia das mudas apés o plantio (Weirich, et al. 2018), mesmo sob efeito
do MSPFe, como descrito por Turjaman et al. (2005), em que as mudas de Shorea
pinanga inoculadas com esporos de P. arhizus e Scleroderma sp. apresentaram
maior diametro do colo.

Para Smith e Read (2008), a simbiose pode aumentar a altura, nUmero de
folhas emitidas pela planta e a area foliar, por meio da influéncia direta exercida
nas trocas gasosas. Slama et al. (2012) observaram um aumento na altura e
namero de folhas de Helianthemum sessiliflorum micorrizada com Terfezia

boudieri, conforme reportado nesta pesquisa.
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O incremento na MSPA e MSR das plantas micorrizadas esta atribuido ao
desenvolvimento ectomicorrizico. A inoculacdo com o género Pisolithus alterou a
morfologia da raiz, possivelmente por ter estimulado a producédo de raizes laterais,
fornecendo, desta forma, maior aporte de agua e nutrientes, aumentando a
biomassa vegetal (Costa et al., 2010), conforme indicado por Jourand et al. (2014),
em estudos com Acacia spirorbis e Eucalyptus globulus inoculados com P. albus
em solo contaminado. Nesta mesma pesquisa 0s autores observaram melhorias no
crescimento das plantas com aumentos na biomassa da parte aérea e da raiz.

Tratando-se dos aspectos nutricionais, sabe-se que as plantas micorrizadas
sao beneficiadas pelos fungos ectomicorrizicos, pois 0s nutrientes absorvidos pelas
micorrizas se acumulam nos tecidos do fungo, e posteriormente podem ser
transportados para a planta. Neste processo os nutrientes mais absorvidos pelos
fungos micorrizicos sao especialmente o N, P e K (Begum et al., 2019).

A presenca dos fungos ECM modifica a absor¢céo de N na solucéao do solo,
aumentando sua absorcéo, uma vez que o N passa a ser absorvido na forma de
amonio (N-NH4"), pois este ion é a forma de N inorganico mais facilmente utilizavel
por fungos ECM. Neste sentido, sugere-se gque houve um aumento na capacidade
de captacdo de N-NH4* das raizes micorrizadas, consequentemente contribuindo
de forma quantitativa e qualitativa para a nutricdo nitrogenada das plantas (Selle et
al., 2005; Makarov, 2019). Este comportamento foi observado também nas plantas
inoculadas e sob estresse do MSPFe, exceto para P. tinctorius na parte aérea,
evidenciando a melhor atividade do in6culo de P. albus para aquisi¢do de N.

O P associado a micorrizas possui alta correlacdo, uma vez que, a absor¢ao
de P é difundido pelas hifas até a rede de Hartig por meio de Pi, utilizando
transportadores especificos dos fungos (Becquer et al., 2014; Garcés-Ruiz, 2017).
Esta correlacdo é explicada pela caracteristica micorrizica de aumentar a relacao
de crescimento da planta com os nutrientes de baixa mobilidade, e que se movem
por difuséo, como o P, Zn, Cu e N na forma de ion aménio (Marschner, 2012; Balliu
et al., 2015). A inoculacdo com P. albus em plantas com particulado de ferro
conseguiu aumentar o acumulo de P, sugerindo que este indculo consegue ter mais
eficiéncia de absorc¢éo e distribuicdo de P na planta.

O aumento no conteudo de K nas plantas micorrizadas e o conteudo
quantificado apos a aplicacdo do MSPFe podem estar associados as melhorias na

absorcao de P, pois o incremento na absorc¢éo de K, e a sua atividade aprimorada
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de transportador em plantas micorrizadas, pode ter efeito indireto, atribuindo a
melhor condicdo nutricional em P. Normalmente o P limita o crescimento e
desenvolvimento das plantas devido a sua baixa disponibilidade natural no solo,
uma vez que incremente o valor de K, a absor¢do do N e a gs também é
beneficiada, pois o K esta envolvido na fase final do metabolismo do nitrogénio e
na alteracao da abertura estomatica (Xu et al., 2002; Begum et al., 2019; Ragel et
al., 2019).

Logo, a disponibilidade do N, P e K na planta e a adequada proporcao entre
eles, sao fatores importantes nos processos de crescimento e desenvolvimento das
plantas. Gandini et al. (2015) observaram um aumento no nivel de N, P, K em
Eucalyptus urophylla inoculando com Amanita muscaria, Elaphomyces antracinus,
Pisolithus microcarpus e Scleroderma areolatum, assim como nesta pesquisa.

O conteudo de Ca e Mg foram elevados em todas as plantas micorrizadas
sem MSPFe, e nas raizes com MSPFe. Porém, este aumento foi maior no contetdo
de Ca. Este comportamento esta associado a localizacao elementar dos nutrientes
captados pelo fungo, em que as hifas absorvem e proporcionam altos teores de Ca,
visto que fica contido inicialmente na parede celular fungica, e em seguida, é
fornecido a planta, enquanto que, o Mg fica acumulado no vacuolo dos fungos, para
posterior absorcao pela planta (Wallander et al., 2002; Seven e Polle, 2014). As
micorrizas aumentando o contetdo de Mg, influenciam no teor de clorofila, pois o
Mg constitui o &tomo central da clorofila, e dessa forma, este elemento possui
correlagcdo com a intensidade de verde na planta. No geral, as ectomicorrizas tém
um papel importante na absorcdo de Ca e Mg e dos micronutrientes, ja que o
diametro das hifas permite o acesso aos microporos do solo, favorecendo a
absorcao (Jentschke et al., 2000).

Resultados semelhantes foram reportados por Egerton-Warburton (2015),
gue observou um aumento no conteddo de N, P, Ca, Mg e K em mudas de
Eucalyptus, inoculadas com Pisolithus sp.

As plantas micorrizadas com os dois fungos do género Pisolithus
aumentaram o contetdo de S na parte aérea e raizes das plantas sem o MSPFe.
Possivelmente isso ocorreu devido a influéncia fangica em uma maior incorporacao
deste elemento as proteinas e a auto-regulacdo na absorcéo de ions (KOPRIVA ,
2006; Pandurangan et al., 2015), sugerindo que os fungos ECM promoveram uma
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maior eficiéncia no uso de S. Entretanto, com o fornecimento do MSPFe as plantas,
0 aumento no conteudo de S foi observado somente nas raizes.

Nas plantas com o0 MSPFe, o aumento do contetdo de macronutrientes (K,
Ca, Mg e S na parte aérea) das plantas sem micorrizacdo, em comparagao aquelas
com os fungos ECM. O aumento do contetdo de macronutrientes nas raizes
micorrizadas das plantas com particulado de Fe, evidenciaram que além do
beneficio quantitativo no crescimento, as plantas micorrizicas lucraram com uma
melhoria qualitativa na nutricio mineral (em particular o conteddo de
macronutrientes das raizes de todas as plantas com MSPFe inoculadas com P.
albus). Silva et al. (2007), trabalhando com Pisolithus sp. em plantas de Eucalyptus
grandis observaram um aumento no teor e na eficiéncia de uso do P, K, Ca e Mg.

O aumento no contetdo de micronutrientes na parte aérea e raizes de
plantas inoculadas e sem o MSPFe é atribuido a melhor relacdo fungo-planta,
contudo, no geral, a quantificacdo do contetdo de micronutrientes foi maior na parte
aérea da planta, possivelmente atribuido a mobilidade dos préprios micronutrientes
e a atividade metabdlica (Bati et al., 2015), em que estes micronutrientes possuem
papel essencial em varios sistemas enzimaticos e acdes relacionadas a producdo
de energia, sintese de proteinas, constituinte de proteinas, sintese de clorofila,
regulacao do crescimento, atividade no aparato fotossintético e outros (Tripathi et
al., 2015; Sidhu et al., 2019).

Em relacdo ao conteudo de Fe, nas plantas com MSPFe os fungos ECM
conseguiram minimizar os efeitos do excesso deste metal, possivelmente devido a
relacao simbibntica alterar a compartimentacao subcelular e as formas quimicas de
metais pesados nas plantas (Huang et al., 2017). Resultados semelhantes foram
reportados por Bati et al. (2015), em plantas de ascolana tenera e nocellara del
Belice com micorrizas, em que o efeito protetor induzido pelos fungos contra a alta
concentracdo de metais pesados foi atribuido a diluicdo do metal no tecido da
planta e como resultado, um maior crescimento e melhor mecanismos de
imobilizagao e retengéo.

O contetudo de B na parte aérea nao variou nas plantas com Pt-24, nas
plantas com e sem o0 MSPFe, em ambas as particbes. Contudo, o fungo ECM ES-
01 influenciou reduzindo o B na parte aérea e aumentando sua absor¢éo na raiz,

evidenciando uma possivel influéncia intraespecifica (Glen et al., 2001; Kernaghan
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et al., 2003), sugerindo que o ES-01 conseguiu uma melhor resposta na presenca
do estresse.

O conteldo de Cu foi reduzido com a aplicacdo do MSPFe na parte aérea,
assim como também, mesmo o MSPFe possuindo uma alta concentragédo de Mn, o
alto conteudo de Fe na parte aérea influenciou na absor¢cdo do Mn causando uma
reducdo deste elemento. Esta reducdo nos micronutrientes € explicada pelo
comportamento antagonista existente entre Cu x Fe e Mn x Fe, pois estes nutrientes
competem pelo mesmo transportador (proteinas que transportam o0s ions
metalicos), como observado por Ghasemi-Fasaei e Ronaghi (2008), em plantas de
Triticum aestivum L. var. Ghods. Somado a isto, de acordo com Duci¢ et al. (2012),
concentragdes mais altas de P no tecido podem ter facilitado a precipitagéo interna
de Mn em planta micorrizadas, reduzindo-o.

E valido ressaltar que a simulacdo da chuva &cida, influenciou na absorcao
do Fe, Cu, Mn, Zn e Ni, haja visto que, estes micronutrientes possuem um grau de
disponibilidade maior em pH acido (pH<5,0) (Souza et al., 2007).

A reducdo do contetido de Zn e Ni na parte aérea das plantas micorrizadas
e com MSPFe, pode estar associada a mobilidade moderada destes
micronutrientes (Marschner, 2012). Contudo, a absorcéo de Zn pode também estar
vinculado a contribuicdo do uso efetivo do Zn, via fungo micorrizicos, ser maior para
a planta quando esta € submetida a deficiéncia de Zn (Coccina et al., 2019), como
relatado por Watts-Williams et al. (2015) em plantas de Solanum lycopersicum L.
micorrizadas em ambiente contaminado por Zn.

Os metais Cu, Mn, Zn e Ni nas raizes reduziram possivelmente devido ao
fato de os fungos micorrizicos precipitarem e quelarem os metais advindos da
solucéo do solo, quelando-os fora do micélio se da por meio da producéo de varios
acidos organicos e enzimas, pigmentos e a glicoproteina glomalina (Gonzalez-
Chavez et al., 2004; Amir et al., 2014; Shakeel e Yaseen, 2015). Porém este
comportamento néo foi observado no contetdo de Zn e Ni das plantas inoculadas
com ES-01, sugerindo que atividade do fungo ES-01 no processo de captura e
transferéncia de nutriente no sistema solo-fungo-raizes teve maior influéncia
metabdlica comparado ao Pt-24.

O aumento na Py, gs, E e Pn/Ci das plantas com os fungos ECM Pt-24 e ES-
01, e sob condicdo de estresse, esta possivelmente relacionada ao fato de os

micro-organismos do género Pisolithus minimizarem o efeito da toxicidade de Fe
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nas plantas, evitando o comprometimento da particdo de energia luminosa e o dano
oxidativo (Pinto et al., 2016). Na auséncia dos micro-organismos a superproducao
das espécies reativas de oxigénio, a partir da toxicidade de metais pesados,
provavelmente iria deteriorar o sistema intrinseco de defesa antioxidante das
células e causar estresse oxidativo, e, consequentemente, interferir negativamente
nas trocas gasosas (Shahid et al., 2014).

A variacdo nas trocas gasosas, em func¢ao do inoculo fangico nas plantas
sem o MSPFe, pode ser explicada pela afinidade existente entre fungo e planta
(Mello e Balestrelli, 2018). Neste trabalho o fungo P. albus mostrou-se mais
compativel com as mudas de S. terebinthifolius, expressando maior Pn, gs, E e
Pn/Ci. Nguyen et al. (2006) descreveram que h& uma influéncia direta entre fungo
ectomicorrizico e as trocas gasosas, assim como nesta pesquisa.

O desenvolvimento ectomicorrizico aumenta a superficie de absorcdo da
raiz, por meio das ramificagcbes das hifas. Essas alteracdes provocadas pelas
extensdes das hifas permitem maior condutividade hidraulica, disponibilidade de
adgua e nutrientes como o N, P e K, e, consequentemente, aumentam a gs e
influenciam a Pn, E e Pn/Ci (Chandrasekaran et al., 2019), o aumento da gs indica
aumento do Pn (Sebastiana et al., 2013), sugerindo que o aumento da gs tem um
papel importante no incremento da Pn das plantas submetidas ao estresse do
excesso de Fe. Estas alteracbes no aparato fotossintético sao reguladas pela
capacidade da RuBP C/O de fixar o COz2, e pela capacidade de regenerar o RuBP
(Farquhar et al., 1980; Farquhar e Sharkey, 1982), que sob condicéo de estresse
podem ser influenciadas positivamente pelas ectomicorrizas.

Choi et al. (2005) trabalhando com Pinus densiflora inoculado com P.
tinctorius detectaram uma resposta fisiolégica vigorosa para os parametros Pn e
Pn/Ci. Sebastiana et al. (2013) observaram um aumento na Pn, gs, E e Pn/Ci em
Quercus suber L. inoculada com P. tinctorius. Shi et al. (2017) verificaram que o
basidiomiceto Pisolithus sp. incrementou a Px em Pinus thunbergii, bem como, Plett
et al. (2014) observaram um aumento na Pn de Eucalyptus grandis inoculado com
Pisolithus sp.

A nivel fisiolégico, a medicdo dos parametros de fluorescéncia da clorofila
(Fv/Fo e do Fv/Fm) séo Uteis e eficazes para avaliar o status fotossintético das
plantas, sob condi¢cdes de estresse por metais pesados (Sbihi et al., 2012).
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Neste estudo, mesmo com o aumento da Fv/Fo e do Fv/Fm observado nas
plantas com o particulado de Fe e sem o fungo ectomicorrizico, verificou-se
quetodas as plantas mantiveram-se préximas dos valores da Fv/Fo e Fv/Fm
considerados 6timos, sendo estes entre 4 e 6 para a Fv/Fo e 0,83 para 0 Fu/Fm
(Bjorkman e Demmig, 1987; Zanandrea et al., 2006). Estes resultados mostram que
o estresse (MSPFe) ndo causou danos fotoinibitorio representativos nas plantas de
S. terebinthifolius, ou seja, as plantas conseguiram manter uma conversao de
energia efetiva.

O aumento do indice SPAD detectado nas plantas com os fungos
ectomicorrizicos pode estar associado ao fato de que os fungos micorrizicos
beneficiam as plantas com o fornecimento de agua e nutrientes, influenciando a
atividade fotossintética, clorofila e o fornecimento de nutrientes como N, P e K
(Mathur e Vyas, 2000; Plett et al., 2014). Segundo Xiong et al. (2015), o indice
SPAD é altamente correlacionado ao teor de clorofila na folha, sendo possivel
identificar também o desbalanco nutricional. Nesta pesquisa o basidiomiceto Pt-24
apresentou uma maior correlacdo com a intensidade de verde comparado ao ES-
01.

A presenca do MSPFe diminuiu o indice SPAD de todas as plantas. Este fato
pode estar relacionado ao excesso de Fe, e as condi¢des acidas do solo. Nestas
condicbes ocorre a reducdo da disponibilidade de recursos para a planta,
acarretando alteracdes no teor de N, declinios no crescimento, e concentracdes
reduzidas de clorofila (Chatterjee et al., 2006; Odiyi e Bamidele, 2013). Contudo,
mesmo com as reducdes no indice SPAD para as plantas sob estresse, as plantas
inoculadas com P. tinctorius mostraram-se resistente ao estresse quando
comparadas as inoculadas com P. albus. Hendrix et al. (1985) relataram em seus
estudos que o fungo P. tinctorius apresenta bom crescimento em ambientes acidos,
assim como nesta pesquisa. Maltz et al. (2019) descreveram gue a inoculacéo P.
tinctorius pode melhorar o desempenho de Pinus massoniana e promover a
recuperacao do ecossistema.

Os parametros ASR e VR foram favorecidos pela associa¢ao ectomicorrizica
nas plantas sem o MSPFe, enquanto o DMR das plantas com o simbionte
aumentou em ambas as condicbes de MSPFe. O aumento destes parametros
favorecem a arquitetura radicular, o desempenho da planta e sua plasticidade

quando submetidas a condi¢cfes adversas, pois 0 incremento na area superficial de
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absorcao se traduz em um incremento no volume de solo explorado pelas raizes,
sendo estes dependentes do desenvolvimento e do diametro da raiz (Smith e De
Smet, 2012; Koevoets et al., 2016).

Esta resposta a micorrizagdo pode sugerir o uso da aroeira em solos sob
estresse. Estima-se que a superficie da area explorada por micorrizas seja 100 a
1000 vezes superior aquelas de raizes sem a presenca do micro-organismo
simbionte (Larcher, 2003). Assim, as plantas de S. terebinthifolius inoculadas com
os isolados do género Pisolithus poderiam apresentar um melhor estado nutricional,
em relacéo as plantas que apresentam menor area de absorcao, podendo este ser
um fator condicionante para a taxa de sobrevivéncia desta espécie. O acréscimo
da ASR, VR e DMR observado nas plantas inoculadas com ES-01 com MSPFe,
sugere que este micro-organismo consegue influenciar os atributos morfolégicos
da aroeira sob estresse.

A influéncia da inoculacdo nos atributos morfologicos radiculares e nas
classes de didmetro das plantas estd4 possivelmente associado ao aumento no
didmetro radial das células da epiderme radicular, provocado pelo género
Pisolithus, e associado a producdo de reguladores de crescimento, como
observado por Silva et al. (2007), trabalhando com isolados de Pisolithus sp. em
Eucalyptus grandis. Dessa forma, a associacdo mutualistica dos fungos
ectomicorrizicos pode levar a modificagBes representativas no desenvolvimento da
arquitetura radicular, com a formacé&o de inUmeras raizes laterais curtas e inchadas,
envoltas pelo manto fangico (Vayssiéres et al., 2015), bem como raizes finas
guando sob alto fornecimento de Fe.

O aumento da atividade da CAT e POX nas folhas das plantas com o MSPFe,
sobretudo as plantas com fungos ECM, mostrou que a expressao das enzimas foi
amplamente influenciada pelos fungos micorrizicos. Porém, apesar da natureza
simbidtica, a inducdo de enzimas antioxidantes foi atribuida a uma resposta
defensiva da planta ao estresse oxidativo para eliminar o H202, gerado pelo
excesso de Fe, haja visto que, o0 estresse oxidativo aumenta o conteudo de ROS,
e simultaneamente, para evitar danos as células, o sistema de defesa enzimatico
aumenta a expressao das enzimas protetoras (Ding et al., 2007; Latef et al., 2011).
Isso sugere que niveis toxicos de Fe poderiam ser responsaveis por alteracbes

quantitativas e qualitativas nas enzimas das folhas (Fang e Kao, 2000). Xing et al.
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(2010) observaram um aumento na CAT e POX em plantas de Elodea nuttallii com
excesso de Fe, assim como nesta pesquisa.

A redugédo da atividade da CAT no tecido radicular de todas as plantas com
0 MSPFe, pode estar associado a uma reducdo da sintese destas enzimas nas
raizes, que pode ser atribuido as alteracdes no equilibrio do metabolismo de
radicais livres, decorrente de toxidez de metais (Mehraban et al., 2008; Onyango et
al., 2020), sugerindo que a aplicagdo do MSPFe inferiu em uma menor producéo e
expressdo desta enzima nas raizes. Porém, todas as plantas cultivadas com
MSPFe apresentaram um aumento na atividade da POX das raizes, indicando que,
nestas condicdes, esta enzima € menos sensivel que a CAT, pois conseguiu
responder ao estresse oxidativo. Mehraban et al. (2008) observaram uma reducéao
na atividade da CAT e um aumento POX em plantas de Oryza sativa L. expostas a
alta concentracoes de Fe.

Diferente das folhas, as raizes das plantas micorrizadas e com o MSPFe néo
incrementaram na atividade e/ou producdo da POX. Este fato pode estar
relacionado ao efeito direto dos fungos sob as raizes, fazendo com que os micro-
organismos atenuem os efeitos do excesso de elementos contido no particulado
(Gil-Martinez et al., 2018) e dessa forma, minimizem a producédo de ROS, reduzindo

a producéo de enzimas antioxidantes no tecido radicular.
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6. RESUMO E CONCLUSOES

A simbiose com os fungos ECM P. tinctorius e P. albus favoreceu o
crescimento e o balanco nutricional em ambas as particdes (parte aérea e raiz) das
plantas de S. terebinthifolius, em condicdo sem e com a deposicdo de MSPFe. Os
parametros ecofisiolégicos de trocas gasosas e indice SPAD, bem como os
atributos morfoldgicos das raizes foram influenciados pela presenca dos fungos
ECM em ambos os status de MSPFe, uma vez que favoreceu a arquitetura de
raizes. A fluorescéncia da clorofila manteve-se nas condi¢cdes ideais, mostrando
gue o estresse do MSPFe ndo comprometeu a conversao de energia efetiva nos
fotossistemas, enquanto que, a atividade das enzimas antioxidantes (CAT e POX)
nas plantas aumentou nas folhas e diminuiu nas raizes, decorrente do fornecimento
do MSPFe ser na parte aérea.

O isolado Pt-24 apresentou uma melhor resposta na altura, diametro do colo,
namero de folhas, area foliar e indice SPAD. O isolado ES-01 provocou uma melhor
resposta na MSPA e MSR, no conteddo de macro e micronutrientes em ambas as
particbes. Ambos o0s inoculos, melhoraram as trocas gasosas, atributos
morfolégicos das raizes e a atividade das enzimas antioxidantes dos tecidos
foliares.

Em sintese, este trabalho sugere, através dos parametros de crescimento,
ecofisioloégicos e nutricionais, que a inoculagdo com P. tinctorius e P. albus
apresentam uma resposta eficiente em minimizar o efeito do MSPFe em plantas de
S. terebinthifolius Raddi, evidenciando que esta esséncia florestal possui afinidade
com estes micro-organismos e que esta associacdo simbidntica possibilita uma

resposta positiva no crescimento vegetal em areas contaminadas.
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