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RESUMO

CANTON, Gabriela. Universidade Vila Velha - ES, 29 de Fevereiro de 2016.
Homeostase de ferro em micorrizas. Orientador: Dr. Alessandro Coutinho Ramos.

O numero crescente de industrias processadoras de minério de ferro (Fe) no litoral
do Espirito Santo tem contribuido na emissdo e deposicdo do material solido
particulado de ferro (MSPFe) e didxido de enxofre, causador da chuva acida. A
combinacdo do Fe e a acidez da chuva acida podem aumentar a disponibilidade do
Fe no solo podendo afetar o crescimento das plantas nativas, especialmente de
restinga, e causar alteracbes nas comunidades de micro-organismos do solo. Os
fungos micorrizicos (FMs) sdo micro-organismos benéficos que protegem as
espécies vegetais contra niveis elevados de metais no solo. No entanto, escassos
sao os estudos sobre o efeito do MSPFe na ecologia de FM e no estabelecimento da
associacdo em plantas nativas expostas a contaminacdo de Fe. Este trabalho
descreve o efeito de cinco doses MSPFe sobre o crescimento e ionoma dos fungos
ectomicorrizicos Pisolithus tinctorius e Pisolithus albus e os parametros de
crescimento e estabelecimento da simbiose de plantas de aroeira (Schinus
terebinthifolius Raddi) e o fungo Claroideoglomus etunicatus expostos a
concentracfes de Fe (0, 1, 2 e 4 mM de FeSO,) de pH 3,0 e 5,5. Os resultados
mostraram que o tratamento com o MSPFe estimulou a producdo de biomassa de P.
albus e inibiu em P. tinctorius, enquanto os menores valores de pH extracelular e
maiores contetdos de Fe micelial foram encontrados em P. tinctorius . Em P. albus,
foram encontrados os maiores conteudos de P e Mg na dose mais elevada de
MSPFe enquanto em P. tinctorius elevados conteudos de B e Cu foram detectados.
As duas espécies apresentaram incremento no contetddo de Mn com o aumento das
doses de MSPFe. As plantas de aroeira micorrizadas apresentaram maior altura,
peso seco da parte aérea e raiz quando comparadas as nao micorrizadas que
paresentaram claros sinais de toxidez ao Fe. A colonizacdo micorrizica foi afetada
principalmente em solucdes de pH 3,0 e na maior dose de Fe (4 mM de FeSQy,). A
maior porcentagem de eficiéncia micorrizica foi a dose de 1mM de FeSO,4 em pH3,0.
Os resultados sugerem que fungos pertencentes ao mesmo género, podem adotar

estratégias de tolerancia distintas a exposicdo ao MSPFe e a utilizacdo de FMAs



associados a plantas nativas aumenta a tolerancia das plantas ao Fe e pode ser

uma estratégia inovadora para recuperacao ambiental.

Palavras-chave: Pisolithus sp., contaminacao de ferro, material solido particulado de ferro,
metais pesados, poluicdo do solo.



ABSTRACT

CANTON, Gabriela C. Universidade Vila Velha - ES, February 29, 2016. Iron
homeostasis in mycorrhizae. Advisor: Dr. Alessandro Coutinho Ramos.

The increasing number of processing iron ore industries (Fe) on the coast of the
Espirito Santo have contributed to the emission and deposition of iron ore solid
particulate matter (MSPFe) and sulfur dioxide (SO,), which causes acid rain. The
combination of Fe and the acidity of acid rain can increase the availability of Fe in the
soil can affect the growth of native plants, especially sandbank, and cause changes
in the communities of soil microorganisms. The mycorrhizal fungi (FM) are beneficial
microorganisms protecting plant species against high levels of metals in the soil.
However, few studies have been conducted on the effect of MSPFe the ecology of
FM and the establishment of the association in native plants exposed to iron
contamination. This paper describes the effect of five MSPFe doses on growth and
ionome of ectomycorrhizal Pisolithus tinctorius and Pisolithus albus and growth
parameters and establishment of plants mastic symbiosis (Schinus terebinthifolius
Raddi) and the fungus Claroideoglomus etunicatus exposed to Fe concentrations (O,
1, 2, and 4 mM FeSO,) pH 3,0 and 5,5. The results showed that treatment with
MSPFe stimulated the production of biomass P. albus and inhibited P. tinctorius,
while the lower extracellular pH values and higher mycelial Fe content were found P.
tinctorius. In P. albus, the highest content of P and Mg at the highest dose MSPFe
while in P. tinctorius high contents of B and Cu were detected were found. Both
species showed an increase in Mn content with increasing doses of MSPFe. Plants
mastic mycorrhizal had higher height, dry weight of shoot and root when compared to
non mycorrhizal that showed clear toxicity signals to Fe. The mycorrhizal colonization
was affected mainly in pH 3.0 solutions and at the highest dose of Fe (4 mM FeSOy,).
The highest percentage of mycorrhizal efficiency was at a dose of 1 mM FeSO4 in
pH3,0. The results suggest that the two fungi, although belonging to the same genus,
tolerance can adopt different strategies to exposure to MSPFe and use of FMAs

associated with native plant increases tolerance of plants to Fe.

Keyword: Pisolithus sp., iron contamination, iron ore solid particulate matter, heavy metals, soil

pollution.



1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a contaminacdo dos solos por atividades industriais vem se
tornando um problema global e gerando grande preocupacéo (Das et al. 2014).

Devido ao desenvolvimento industrial e consequente aumento na emissao de
poluentes, substancias contaminantes vao se acumulando no meio ambiente,
principalmente no solo (Clemens et al. 2013), podendo afetar a funcionalidade,
biodiversidade e sustentabilidade dos ecossistemas (Pauwels et al. 2008; Niemeyer
et al. 2012). Dentre os principais agentes poluentes se encontram o MSPFe, os
quais sdo lancados através das atividades do setor de mineracdo e beneficiamento
de minério de Fe (Neves et al. 2009; Mohiuddin et al. 2014; Arrivabene et al. 2015),
e quando suspensos na atmosfera se depositam sobre a vegetacédo e solo (Grantz
et al. 2003).

Outro agravante estd nas intalacbes das unidades de processamento de
minério de Fe, as quais se encontram localizadas em regifes vizinhas a formacdes
de restinga. Este ecossistema € caracterizado por impor naturalmente as espécies
vegetais diversos estresses abidticos (Scarano 2002; Gessler et al. 2008).
Entretanto, com a acdo humana, outros fatores estressantes, como a deposicao de
MSPFe, podem comprometer a sobrevivéncia de espécies vegetais nativas
importantes. A espécie nativa de restinga de formacdo pdés-praia como Schinus
terebinthifolius Raddi (Anarcadiaceae), colonizam uma faixa deste ecossistema e
foram avaliadas fisiologicamente sobre condi¢cdes de estresse com Fe metélico. Os
resultados mostraram uma alta sensibilidade desta espécie ao MSPFe (Araljo &
Lacerda, 1987).

O MSPFe é considerado um poluente primario lancado na atmosfera
diretamente pela fonte emissora e consiste de matéria subdividida em diminutas
fracOes suficientemente pequenas para serem suspensas e carreadas pelo vento
sob a forma de aerossol (Grantz et al. 2003; Prusty et al. 2005). Em plantas, o
MSPFe causam abrasdo e aquecimento foliar e ao danificar o controle estomético;
OuU por mecanismos quimicos, ao provocar a lixiviagdo de nutrientes das folhas e ao
afetar o pH e o estado nutricional (Grantz et al. 2003; Prusty et al. 2005; Bao et al.
2015; Chen et al. 2015).

A magnitude do impacto do MSPFe ao ambiente dependera das

caracteristicas de suas particulas, da intensidade e frequéncia das deposigdes, bem



como da susceptibilidade e do estagio de desenvolvimento dos organismos afetados
(Wong et al. 1978; Rocha et al. 2014; Arrivabene et al. 2015). A acidez do solo
causada pela chuva &cida, como consequéncia da emisséo industrial de diéxido de
enxofre (SO,), condiciona baixos valores de pH o que torna o Fe prontamente
disponivel para absorcédo (Hell & Stephan, 2003; Ricachenevsky & Sperotto, 2014),
podendo levar seu acimulo a niveis toxicos nos tecidos vegetais (Silva et al. 2005,
Silva et al., 2006).

Para amenizar tais efeitos nos ecossistemas, 0 uso de micro-organismos
associados as plantas vasculares com tolerancia aos MSPFe podem ser uma
alternativa promissora na recuperagdo de ambientes contaminados por este
poluente (Landeweert et al. 2001; Crane et al. 2010; Lermen et al. 2015). Neste
caso, os fungos micorrizicos podem conferir a planta hospedeira um efeito
fitoprotetor em niveis de toxidez por Fe, imobilizando-o no solo e impedindo que
sejam translocados pelas raizes dos vegetais (Sousa et al. 2012). Além disso, na
associacdo com plantas hospedeiras podem apresentar aumento da eficiéncia na
absorcao de nutrientes do solo, tolerancia a estresses bidticos e abidticos, e por fim
nas respostas adaptativas das plantas sob condi¢cdes de campo (Beniwal et al. 2010;
Colpaert et al. 2011; Luo et al. 2014; Pena e Polle 2014). No entanto, as respostas
positivas nas plantas hospedeiras dependem da espécie de fungo micorrizico
envolvido e de como o estabelecimento da simbiose sdo afetados pelo solo

contaminado (Gohre & Paszkowski 2006)

Algumas espécies de fungos micorrizicos tém a capacidade de aumentar a
habilidade das plantas hospedeiras em crescer e se desenvolver em solos
contaminados com metais (Van Tichelen et al. 2001; Rajkumar et al. 2012). Acredita-
sSe que 0s mecanismos associados a esta tolerancia fungica envolva a exsudacéao de
acidos organicos (Ahonen-Jonnarth et al. 2000; Ray & Adholeya 2009; Sazanova et
al. 2015). Os &cidos organicos de baixo peso molecular sdo conhecidos por serem
fortes quelantes de metais trivalentes como AI** e Fe** (Jones 1998). Estudo
realizado por Ray e Adholeya (2009), mostrou acidos organicos exsudados por
diferentes espécies de fungos ectomicorrizicos, quando expostos a metais in vitro,
tinham um papel de complexador de metais. Similarmente, Sazanova et al. (2015)
observaram que a producdo de acido oxalico esta diretamente relacionada com a
desintoxicacdo de metais pesados por fungos, sendo confirmado pela presenca de

cristais no meio de cultura.
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Atualmente ndo existem estudos que avaliem o efeito do MSPFe sobre o
crescimento de fungos ectomicorrizicos, sendo que Unico estudo existente abordou
a eficiéncia de mineralizacdo do MSPFe por plantas de Pinus patula inoculadas com
fungos ectomicorrizicos (Adeleke et al., 2012). Além disso, poucos sdo os estudos
gue avaliem o potencial da simbiose na tolerancia de plantas ao Fe. Dada a grande
exposicao deste material nos solos, fazem-se necessarios estudos que avaliem a
tolerancia de micro-organismos a este poluente para posterior utilizagdo da

associacdo em ambientes contaminados.

Com base no exposto, a primeira hipétese deste trabalho é que fungos
ectomicorrizicos, do mesmo género e de espécies diferentes (Pisolithus tinctorius e
Pisolithus albus), podem apresentar respostas distintas quando expostos ao MSPFe
no meio de crescimento. A segunda hipGtese € a de que a associacdo micorrizica
em plantas de aroeira (Schinus terebinthifolius Raddi) ira aumentar a tolerancia das
plantas expostas ao Fe, principalmente em condi¢cédo de baixo pH. Para testar essas
hipéteses, os objetivos especificos foram: (I) avaliar o crescimento e producao de
biomassa in vitro dos fungos ectomicorrizicos P. tinctorius e P. albus submetidos a
diferentes doses de MSPFe; (Il) avaliar se as oscilagcbes no pH extracelular dos
fungos crescendo nas diferentes doses de MSPFe pode estar relacionada ao nivel
de tolerancia da espécie ao MSPFe; (lll) avaliar o efeito do MSPFe sobre o ionoma,
ou seja, acumualcdo de macro e micronutrientes no micélio dos fungos
ectomicorrizicos estudados, e por fim, (IV) avaliar os parametros de crescimento e
massa seca de aroeira ndo micorrizada e em associagdo com o fungo
Claroideoglomus etunicatuse expostas ao ferro em condi¢bes de pH 6timo e &cido
(V) analisar a eficiéncia micorrizica, sob alto ferro nas duas condi¢cdes de pH,

avaliando se a colonizagdo micorrizica pode induzir toleréncia em plantas de aroeira.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Metabolismo do ferro em fungos

O Fe é o segundo metal de transicdo mais abundante da litosfera
(Pantopoulos & Hentze, 2000; Johnson et al. 2012), com simbologia quimica Fe e
densidade de 7,87 g cm™. E o quarto elemento mais abundante na crosta terrestre
sendo essencial para quase todos 0s organismos Vivos, pois participa como co-fator

em vias metabolicos vitais (Jeong & Gerinot 2009; Mulholland et al. 2015).

O Fe pode existir em varios estados de oxidacdo, mas as principais
formas que ocorrem naturalmente no ambiente sdo o Fe ferroso (Fe*") e férrico
(Fe**) e s&o altamente dependentes do estado redox do sistema (llbert & Bonnefoy
2013). A forma de Fe férrico € geralmente a mais abundante, entretanto, com baixa
solubilidade. Sendo assim, encontra-se menos disponivel para absorcdo. A
biodisponibilidade das fontes de Fe é afetada principalmente pelo pH. Em pH acido
predominam as formas sollveis de Fe, e em pH alcalino, as formas insoltveis (Kim
& Guerinot 2007; Ricachenevsky & Sperotto 2014).

Apesar da baixa disponibilidade na maioria dos solos, em alguns ambientes,
como alagados e solos com alta influéncia de usinas mineradoras, o Fe soluvel pode
estar altamente disponivel, se tornando toxico. O excesso de Fe livre € prejudicial
para as células vivas, pois gera radicais hidroxila citotoxicos. Apenas quantidades
muito pequenas de metais essenciais sdo tolerados dentro da célula como ions
livres. Isto pode ser aplicado a todos 0s metais, mas especialmente para ions-redox
de metais ativos tais como cobre (Cu) e Fe, que sdo capazes de provocar a
formacdo de radicais hidroxila e outros tipos de danos oxidativos (Jeong & Guerinot
2009; Ravet et al. 2009).

2.1.1 Estratégias de absorcéo de Fe por fungos

Como discutido anteriormente, o Fe estd geralmente indisponivel para
absorcao. Este fato fez com que os organismos precisassem aprender a lidar com
tal limitacdo e desenvolver, portanto, estratégias para assimilar este nutriente

essencial.

As plantas requerem Fe adicional, pois este nutriente participa da

formacao de algumas enzimas (catalase, peroxidase, citocromo oxidase e xantina
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oxidase), aléem de ser indispensavel nos processos de respiracdo, fotossintese,
fixacdo de N, e transferéncia de elétrons através do ciclismo entre o Fe** e Fe®*
(Guerinot & Yi 1994; Araki et al .2011). Os vegetais absorvem do solo o Fe na forma
de minerais primarios como Fe férrico (Fe*") e os 6xidos: Fe(OH)**, Fe(OH); e
Fe(OH)™. A um pH neutro, o Fe férrico é praticamente insolGvel, e para que as
plantas pudessem absorvé-lo, as raizes desenvolveram mecanismos para aumentar
sua solubilidade e, consequentemente, sua disponibilidade (Guerinot & Yi 1994). Um
primeiro mecanismo envolve a reducdo do Fe®*" em Fe?' com a acidificacdo da
rizosfera a partir da extrusdo de prétons por ATPases do tipo P de membrana
plasmatica (Guerinot & Yi 1994; Hell & Stephan 2003; Colangelo & Guerinot 2006;
Revathi & Venugopal 2013). A segunda estratégia adotada pelas plantas é a
secracdo na rizosfera de compostos que possuem alta afinidade por Fe, os
fitossideréforos. Estes unem-se ao Fe** formando um complexo quelato (Fe*'-FS),
passando por transportadores especificos conhecidos como Yellow Stripe (YS) para
dentro das células (Guerinot & Yi 1994; Briat et al. 1997; Ishimaru et al. 2007;
Marschner et al. 2011).

Similar & estratégia das plantas, alguns micro-organismos, como 0s
fungos, desenvolveram trés mecanismos de solubilizacdo de Fe: (i) acidificacdo do
meio; (i) reducdo de Fe (Fe** a Fe®) e (iii) producdo de sideréforos (peptideos de
sintese ndao-ribossébmica com altissima afinidade por Fe). Estas estratégias séo
utilizadas em diferentes graus dependendo da espécie fungica envolvida (Yun et al.
2000;. Kosman 2003;. Machuca et al. 2007; Arantes & Milagres 2007; Kornitzer
2009; Adeleke et al. 2012). A grande maioria dos fungos absorve o Fe por reducéao,
levando a duas estratégias: a absorcdo antes da reducdo e a reducdo antes da
captacdo. A sintese e utilizacdo de sideréforos € um mecanismo de absor¢céao antes
da reducdo. Um sideré6foro livre de Fe pode ser armazenado em vesiculas
intracelulares até que seja necessaria sua secre¢do. ApOs se carregar com Fe, é
possivel uma reentrada através de um préton simporte que, posteriormente, é
liberado por um redutase ligada ao NADPH. O segundo mecanismo comega com a
reducéo de Fe*", que em leveduras, é catalisada por uma redutase transmembranar
ligada de NADPH, que tem homologia com a oxidase de NADPH de neutrdfilos.
Redutores externos, que podem ser importantes em certos fungos incluem o &cido
3-hidroxiantranico, melanina, celobiose-desidrogenase e 2,5-dimetilhidroquinona.
Em levedura, uma alta afinidade envolve a absorcdo de Fe via reoxidacdo do Fe?* a

Fe®*, provavelmente para conferir especificidade para o Fe. Este esquema &
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catalisado por uma proteina de cobre que tem homologia com a ceruloplasmina, e
esta estreitamente ligado ao transporte de Fe®. Em muitos fungos, mecanismos
com reducdo internos ou externos sdo importantes. A reducéo externa é aplicavel a
praticamente qualquer complexo de Fe®, enquanto a reducdo interna é mais
eficiente em baixas concentracbes de Fe, mas requer uma sideréforo permease

através da qual as toxinas podem entrar (De Luca & Wood 2000).

Estudos com o fungo Saccharomyces cerevisiae descrevem que a
absorcdo de Fe** na membrana plasmatica é iniciada pela reducdo de Fe (Fe*" a
Fe?") e catalisada pela enzima Frelp. O Fe?" formado é um substrato para Fet3p,
que faz parte do complexo de alta-afinidade de absorcdo de Fe. Fe™ é gerado por
Fet3p, transportado por uma Fe-permease (Ftrlp) para dentro da célula. O sistema
nao redutor reconhece exclusivamente sideroforos (De Luca & Madeira 2000;
Kornitzer 2009). Em condi¢bes de baixo oxigénio as células vao expressar um
transportador de baixa afinidade fon ferroso (Fe?*), que funciona como um sistema
independente de oxigénio para transporte do nutriente para dentro da célula. Este
mecanismo de baixa afinidade (que néo é regulado pela presenca de Fe) também
transporta cobalto, cadmio e niquel (Pantopoulos & Hentze, 2000; Lemanceau et al.
2009; Marschner et al. 2011).

Tanto fungos patogénicos como 0s ndo patogénicos expressam duas vias
principais para captacdo de Fe (Kosman 2003; Kosman 2013). Uma dessas vias
envolve a absorcdo mediada pelo receptor de sideréforo ou heme com recuperacéo
intracelular do Fe apés a degradacao do ligante ou liberagcdo do Fe reduzido. Na
segunda via, o Fe liberado de seu ligante pela ferri-redutase é substrato para uma
ferroxidase. O Fe (lll) produzido pela reacdo da ferroxidase é transportado para o

citoplasma por meio de um transportador de Fe férrico (Kosman 2013).
2.1.2. Sider6foros

Os siderofors sdo metabdlitos secundarios produzidos pela biossintese de
enzimas conhecidas como peptideo sintetase néo ribossémica e policetideo sintase.
Sua principal funcdo é ligar-se ao Fe*" em condicbes de baixo Fe livre. Diversos
micro-organismos sé@o conhecidos por sintetizarem sideréforos, sendo amplamente
produzidos por espécies aerObicas e facultativamente por espécies anaerdbicas,
onde desempenham a funcéo de sequestrar e transportar Fe(lll) (Neilands 1995; Luu
et al. 2003).
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Os grupos funcionais nos sideréforos incluem a-hidroxicarboxilato,
hidroxamato, catecolate, carboxilato e amina (Kraemer, 2004). As bactérias
produzem sider6foros contendo uma variedade de grupos funcionais, mas a maioria
dos fungos produzem sider6foros do tipo hidroxamato. Sideréforos fungicos do tipo
hidroxamato podem ser divididos em trés familias estruturais: fusariminas,

coprogens e ferricromos. (Neilands 1995; Renshaw et al. 2002; Earhart 2009).

A funcédo do sideroforo envolve o transporte de Fe através da membrana
plasmatica do micro-organismo, sendo que essa entrada ocorre somente apos a
reducdo do Fe ou desmembramento do seu ligante. Os sideroforos, em alguns
casos, podem ser reciclados para iniciar o processo de absor¢do de Fe novamente
(Neilands 1995; De Luca & Wood 2000). O fato do complexo sideréforo-Fe(lll)
possuir peso molecular maior que 400-2000 g/mol, faz com que sua capacidade
para permear estruturas porinas seja baixa e, portanto, proteinas transportadoras

especificas tornam-se necessarias (Guerinot et al. 1994; Earhart 2000).

A remocdo do Fe do sideréforo é feita de trés formas. No primeiro
mecanismo, o complexo Fe-sideréforo é transportado através da membrana celular
e 0 Fe libertado intracelularmente através de um passo de reducdo, ja que o
sideréforo tem uma baixa afinidade para Fe(ll). Neste esquema, o ligante permanece
intacto, podendo ser novamente excretado e reutilizado. O segundo mecanismo
envolve o recolhimento do complexo de Fe-sideréforo para dentro da célula
microbiana e a libertacdo do metal € conseguida através de uma modificacao
quimica ou destruicdo do ligante. No terceiro mecanismo, o sideréforo atua trazendo
o Fe para a membrana celular, mas nao entra na célula. O Fe é, portanto, doado a

um segundo agente quelante ligado a membrana, seguido por reducdo, e 0

sideroforo permanece extracelular (Luu & Ramsay 2003)
2.2 Mecanismos de tolerancia a metais por fungos micorrizicos

As atividades humanas, como a agricultura e mineragdo sdo conhecidas por
suprimir a cobertura vegetal e liberar grandes quantidades de metais no meio
ambiente. Dessa forma, um novo panorama de estresse foi criado a partir da
contaminacgao do ar, solo e agua, fazendo com que as plantas precisem ser capazes
de crescer e desenvolver. A exposicdo a quantidades excessivas de elementos
como o arsénio (As), cadmio (Cd), chumbo (Pb) e mercurio (Hg) e Fe levam, muitas

vezes, a efeitos toxicos nas plantas a nivel celular e molecular e, posteriormente, em
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morte (Harms et al. 2011). No entanto, algumas plantas séo capazes de lidar com a
fitotoxicidade dos metais e sua presenca em areas contaminadas ja foi verificada
(Gomes & Garcia 2013; Gomes et al. 2013). Este é um forte indicador de que
algumas plantas desenvolveram diversos mecanismos de tolerancia que lhes
permitiram competir com sucesso as duras condi¢des ambientais (Hildebrandt et al.
2007). Além disso, essas espécies de plantas sao Uuteis em programas de
recuperacdo de areas degradadas, pois sdo capazes de remover, transferir,
estabilizar e/ou degradar metais do solo (Khan et al. 2000). A fitorremediacdo (o uso
de plantas para recuperacdo de ambientes contaminados) surgiu como uma
proposta ecoldgica e pode ser o tratamento mais rentavel para solos contaminados
por metais pesados, principalmente em casos de contaminacéo extensa (Dary et al.
2010). Sendo assim, € importante compreender a tolerancia de espécies
potencialmente fitorremediadoras.

Dentre as técnicas de remediacdo de solos contaminados, a fitorremediacao é
a Unica que promove a restauracao da estrutura da comunidade microbiana do solo,
se destacando em relacdo aos métodos fisicos e quimicos. As plantas tolerantes
podem naturalmente acumular altas concentracdes de metais em seus tecidos, mas
a maioria produz baixas quantidades de biomassa, o que limita sua eficiéncia na
fitorremediag&o (Cunningham et al. 1996; Kramer 2005).

Contudo, um dos fatores que permitem a permanéncia de plantas tolerantes
em areas contaminadas é a colonizacdo de suas raizes por fungos micorrizicos
(FMs). Estes fungos especificos do solo formam associacdes simbidticas mutualistas
com raizes de plantas. Durante esta simbiose, a planta hospedeira tem maior
crescimento, produtividade, maior capacidade de absorcdo de nutrientes do solo,
principalmente fésforo (P), além de facilitarem a absor¢cdo de agua e reduzirem
danos provocados por patégenos (St-Arnaud et al. 2007; Smith & Read 2008; Ismail
et al. 2012). Cerca de 80% das plantas expostas a condicfes de estresse ambiental
sao colonizadas por FMs (Smith & Read, 2008), pois associacao fungo-planta reduz
consideravelmente a absorcdo de metais pesados pelas células vegetais
(Weissenhorn et al. 1995; Leyval et al. 1997; Ouziad et al. 2005; Hildebrandt et al.
2007).

A utilizacdo de FMs para acumulacdo de metais, evitando que estes sejam
absorvidos pelos seus hospedeiros € chamada de micorremediacdo. Esse método
de remediacgéo é capaz de manter as propriedades bioldgicas e a estrutura fisica do

solo, além de ser uma técnica ndo impactante, de baixo custo, e visualmente
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desobstrutiva, oferecendo ainda a possibilidade de bio-recuperacdo dos metais
(Khan et al. 2000).

Varios estudos mostraram a capacidade de FMs em aleviar a toxicidade de
metais para uma planta hospedeira a partir de quelantes desses elementos no
interior da estrutura fangica ou por aumento na oferta de nutrientes para o
hospedeiro. No entanto, os mecanismos envolvidos em aumentar essa tolerancia
sao diversos e possuem uma alta especificidade entre metais, sua concentragao no
solo, os fungos associados e o cresicmento das plantas (Hartley et al. 1997;
Hildebrandt et al. 2007). Os mecanismos de tolerancia dos FMs envolve o micélio
fungico extracelular agindo como uma barreira fisica de protecéo pra o hospedeiro,
além de processos biolégicos como quelacdo dos metais na parede celular ou
processos internos que envolvem complexacdo, compartimentalizacdo e
volatilizagao (Galli et al. 1994; Hildebrandt et al. 1999; Khan et al. 2000; Entry et al.
2002).

2.2.1 Toxicidade dos metais em fungos

Alguns metais pesados do solo, como Zn, Cu, Ni, Co, Mn e Fe sao
micronutrientes essenciais para a vida biol6gica. Apesar de serem reconhecidos

como "micronutrientes ", metais na célula ndo podem exceder um determinado
limite, acima do qual, eles indiscriminadamente ligam e reagem com Varios
componentes celulares (incluindo acidos nucleicos), causando toxicidade celular e
eventos de mutacdo. Sendo assim, exercem efeitos nocivos a vegetacao e aos
micro-organismos do solo em muitos aspectos (Hall 2002; Ott et al. 2002; Cobbett
2003; Liu et al. 2012). Tais efeitos incluem o bloqueio de grupos funcionais de
moléculas importantes e dos sistemas de transporte de ions e nutrientes essenciais,
o deslocamento e substituicdo de ions metalicos de biomoléculas e unidades
celulares funcionais, modificacdo conformacional, desnaturacdo e inativacdo de
enzimas, além da interrupcao da célula e integridade da membrana. Em geral, quase
todos os aspectos do metabolismo, crescimento e diferenciacdo pode ser afetado,
dependendo da espécie de micro-organismo em questdo, do metal envolvido e sua

concentracéo na solucao do solo (Gadd 1994; Fomina et al. 2005).

Quando se fala em desenvolvimento de FMs em presenca de metais, termos
como tolerancia e resisténcia sdo comumente usados, porém se distinguem pelo

mecanismo de acdo. A resisténcia pode ser definida como sendo a habilidade de
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sobreviver em presenca de metal, por acdo de um mecanismo produzido como
resposta direta aos metais. Tolerancia pode ser definida como a capacidade de um
organismo sobreviver em presenca de doses elevadas de metais por propriedades
intrinsecas e/ou modificacdes ambientais, como parede celular impermeéavel e
excrecao de metabdlitos que levam a detoxificacdo dos metais. Entretanto, € muito
dificil distinguir exatamente qual o mecanismo envolvido no processo de
detoxificagdo dos metais, uma vez que inumeros fatores fisico-quimicos (pH, matéria
organica solavel, anions e cétions) e biolégicos (biosor¢cdo e bioacumulacdo) estdo
envolvidos na biodisponibilidade do metal e influenciam diretamente 0 mecanismo
utilizado no processo de tolerancia (Gadd 1994; Godbold et al. 1998; Bellion et al.
2006).

Muitos fatores estdo envolvidos na tolerancia de FMs a contaminacdo por
metais pesados, dentre eles a especificidade do metal toxico envolvido e sua
concentracdo no meio ambiente, o desenvolvimento da espécie vegetal e o fungo
associado (Hartley et al. 1997; Hildebrandt et al. 2007). Por exemplo, em um estudo
feito por Ray et al. (2005), foi testado o nivel de tolerancia de oito ectomicorrizas
(ECMs) em relacéo a varias concentracfes de seis diferentes metais pesados (Al,
As, Cd, Cr, Ni e Pb), concluindo que apenas trés isolados (Hysterangium
incarceratum, Laccaria fraterna e Pisolithus tinctorius) possuiram tolerancia
consideravel aos metais em questdo. Dois fungos ectomicorrizicos Thelephora
terrestris e Suillus bovinus testados por Van Tichelen et al. (2001), protegeram o
Pinus sylvestris contra a toxicidade do cobre, porém os dois fungos acumularam
guantidades diferentes de Cu e demonstraram diferencas também na sensibilidade.

Varios mecanismos bioldgicos e fisicos tém sido propostos para explicar a
menor toxicidade de metais em plantas colonizadas por FMs. Estes incluem a
adsorcdo na parede celular de plantas ou das células fungicas, ou no micélio
extraradicular no solo, a quelacdo por compostos como sideroforos e
metalotioneinas liberadas por fungos, e sequestro de compostos derivados de
plantas como fitoquelatinas ou fitatos. Além disso, existe a possibilidade de maior
tolerdncia a metais devido a diluicdo pelo aumento de raizes e parte aérea do
hospedeiro, a exclusdo por precipitagdo de granulos de polifosfato e, ainda,
compartimentalizacdo em plastidios ou outras organelas das membranas (Galli et al.
1994; Hildebrandt et al. 1999; Entry et al. 2002)

2.2.2 Principais mecanismos de tolerancia a metais por fungos micorrizicos
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Diversos estudos testaram e provaram a eficiéncia da associacdo micorrizica
no melhoramento dos efeitos da toxicidade do metal na planta hospedeira (Brown &
Wilkins 1985; Jones & Hutchinson 1986; Colpaert & Van Assche 1992; Blaudez et al.
2000; Crane et al. 2010; Jourand et al. 2010; Jin et al. 2015). Entretanto, ndo séo
todas as associacbes micorrizicas que conferem estes beneficios (Jones &
Hutchinson 1986). Uma interacdo fungo-hospedeiro eficiente é essencial na
tolerancia a metais, pois diferentes espécies de FMs podem ter efeitos diferenciados
guanto a translocacdo e acumulo de metais em suas plantas hospedeiras (Bai et al.
2008; Liang et al. 2009).

Weissenhorn et al. (1994) sugerem que a tolerancia pode ser adquirida com
maior rapidez quando os fungos ja séo retirados de regibes contaminadas do que
em situacbes normais de tolerancia ao longo do tempo. Segundo os autores,
esporos de micorrizas, um ano apos o tratamento de exposi¢cdo ao Cd, mostram-se
mais tolerantes a adicdo de Cd e Zn, comparativamente a esporos provenientes de
areas nao contaminadas.

Os processos-chave que contribuem para a homeostase de metais incluem:
(i) controle no transporte (captacdo e extrusdo) de ions metalicos através de bio-
membranas; (ii) imobilizagdo (por exemplo, a quelagéo extracelular por compostos
organicos secretados); (iii) o sequestro e compartimentacao intracelular mediados
por bio-quelantes de baixo peso molecular (por exemplo, glutationa, fitoquelatinas,
metalotioneinas e nicotianamina) (Bolchi et al. 2011). Sendo assim, a parede celular
do fungo possui uma importante propriedade de protecéo, pois controla a absorgcao
dos solutos na célula, incluindo metais potencialmente toéxicos, e também afeta,
indiretamente, a composicao idnica intracelular pelo fato de restringir a agua celular
(Gadd 1994). Muitos produtos fungicos extracelulares, como 0s acidos organicos,
podem complexar ou precipitar os metais. O &cido citrico e acidos organicos de
baixo peso molecular sdo conhecidos por serem eficientes quelantes metal-ion, e o
acido oxalico pode interagir com os metais na sua forma iénica e formar insolaveis
cristais de oxalato ao redor da parece celular e no meio externo (Murphy & Levy
1983; Ahonen-Jonnarth et al. 2000; Ray & Adholeya 2009; Sazanova et al. 2015).

E possivel que a prote¢do das ECMs contra os metais pesados seja devido
ao manto formar uma barreira fisica impedindo a absorcdo dos metais pela planta
hospedeira (Khan et al. 2000). Também existem os mecanismos bioldgicos, os quais
incluem processos de precipitacdo extracelular, biossorcéo da parede celular atraves

de troca ibnica, adsor¢do, complexacdo e cristalizacdo, e processos internos nas
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células dos fungos, onde os metais podem ser complexados, compartimentalizados
ou volatilizados (Gadd 1994; Colpaert et al. 2011). Todos estes mecanismos estao

resumidos na Figura 1.

Manto

Cs == PC-Cd PC-Cd-S

Alto Metal

Baixo Metal

Vacuolo

Alto Metal

Figura 1. Resumo dos potenciais mecanismos de detoxificacdo dos metais pesados
em uma célula fungica. Manto atuando como uma barreira fisica (1), biosorcdo da
parede celular (2), diminuicdo do fluxo através da membrana plasmatica (3), efluxo
dos metais através de proteinas de membrana (4), quelacdo dos metais no citosol
por compostos como fitoquelatinas, metalotioneinas ou &cidos (5), transporte do
complexo PC-metal para dentro do vacuolo (7) e transporte e acumulacdo dos
metais no vacuolo (8). Adaptado de Hall 2002.

A produgdo de pigmentos extracelulares como melaninas tem sido
considerada o principal mecanismo de precipitacdo extracelular de metais pesados.
As melaninas sdo pigmentos de alto peso molecular, marrom-escuros ou pretos
formados pela polimerizacdo oxidativa de compostos fendlicos (Fogarty & Tobin
1996). Além disso, possuem diversos grupos carboxilicos, fendlicos, hidroxilicos,
aminas e quinonas, 0s quais fornecem muitos sitios potenciais para ligacdo ou
bioadsor¢cdo dos metais (Gadd & De Rome 1988; Gadd 1994). Em fungos, estas
estédo localizadas na parede celular ou como polimeros extracelulares. Grazziotti et

al. (2001) confirmando tal fato, demonstrou que um isolado de Pisolithus tinctorius
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teve sua producdo de pigmentos extracelulares aumentada com a adicdo de solo
contaminado ao meio de cultura, e esta producédo foi maxima na mistura proxima
aquela em que ocorreu a producdo méaxima de micélio.

O transporte de metais ha membrana plasmatica acontece devido a presenca
de proteinas de membrana, sendo a H*-ATPase e a V-ATPase as principais. O
mecanismo de acdo da H*-ATPase consiste no bombeamento de prétons do interior
para o exterior da célula. Os protons bombeados retornam ao meio intracelular
através de proteinas carreadoras e juntamente a eles, através do co-transporte, 0s
metais entram na célula. No citosol ocorre a quelacdo dos metais por ligantes de alta
afinidade, os quais podem ser aminoacidos, acidos organicos e duas classes de
peptideos, as fitoquelatinas e as metalotioneinas (Rauser 1999; Clemens 2001). Em
seguida o complexo metal-quelante é transportado em dire¢éo ao vacuolo, onde a V-
ATPase também gera um gradiente de protons possibilitando a entrada deste
complexo no vacuolo, por meio de um transporte do tipo antiporte. No interior deste
compartimento o metal € acumulado (Hall 2002).

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) também sdo conhecidos por ser
um fator chave no solo para desenvolvimento e estabelecimento de plantas em
areas contaminadas com metais (Bonfante & Genre 2010; Phieler et al. 2013). As
FMAs tem um papel fundamental na aquisicdo de fosfato durante associacfes
micorrizicas e, segundo Smith et al. (2010), o arsenato, metal que em excesso
provoca toxicidade em plantas, € um analogo quimico do fosfato. Dessa forma, as
FMAs podem tanto aumentar potencialmente a absorcédo de arsénio, como também
podem aleviar sua toxicidade e aumentar a tolerancia da planta hospedeira ao metal.
Os mecanismos basicos sobre os efeitos protetores de FMAs em plantas
hospedeiras para arsénio (As), absorcdo de arsenato /fosfato, bem como a
desintoxicacdo, ainda sdo desconhecidas e mais estudos sdo necessérios (Smith et
al. 2010). Porém, existem alguns relatos de mecanismos em fungos com o
sequestro de As nos vacuolos, metilacdo de As inorganico para produzir derivados
volateis, e alguns mecanismos de exclusdo. Neste Ultimo, o fungo resiste ao
arsenato reduzindo As(V) a As(lll), bombeando-o para fora da célula fungica, e o
micélio extraradicular e os arbusculos podem ter papel importante na tolerancia ao
As (Gonzales-Chavéz et al. 2011).

Alguns resultados com um FMA, conhecido hoje como Claroideoglomus
intraradices, mostraram que os metais Zn, Cu e Cd foram acumulados na parede da

célula e em granulos densos em elétrons no citoplasma dos fungos, enquanto que o
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seu proprio citoplasma era essencialmente livre desses elementos (Gonzalez-
Guerrero et al. 2008). Além disso, a glomalina, uma glicoproteina insoltvel produzido
por hifas de FMAs, foi mostrada por ligar-se a elementos potencialmente toxicos,
incluindo metais pesados (Gonzalez-Chavez et al. 2004).

Estudos dos genes e vias relacionadas com a homeostase de metais em FMs
€ essencial para a compreensao de mecanismos de tolerancia. Bolchi et al. (2011),
avaliando a sequéncia do genoma de um fungo ectomicorrizico Tuber
melanosporum e em analises de transcriptoma, se propuseram a identificar
sistematicamente genes relacionados com a homeostase de metais. Neste estudo,
produtos de genes foram subdivididos em trés principais classes funcionais: (i) o
transporte do metal; (ii) defesa estresse oxidativo; e (iii) a desintoxicagdo do metal.
Esta ultima classe inclui uma metalotioneina de tamanho pequeno (TmelMT) que foi
validada funcionalmente em levedura, e uma fitoquelatina sintase (TmelPCS).
Recombinante TmelPCS foi mostrado para apoiar GSH-dependente, ativar metais
pela sintese de fitoquelatina in vitro e para dar maior tolerancia ao Cd/Cu em cepas
de leveduras hipersensiveis ao metal. Transportadores de metais, especialmente os
relacionados com a absorcdo de Cu e Zn apresentou 0Ss maiores niveis de
expressao em micorrizas, sugerindo extensa translocacdo de ambos os metais para
células da raiz, bem como para metaloenzimas fungicas (por exemplo, lacase).

Outros pesquisadores mostraram que a expressao de um gene
metalotioneina (GmarMT1) do FMA Gigaspora margarita (BEG 34) € expresso no
micélio na fase simbidtica por Cu (Lanfranco et al. 2002) e o aumento dos niveis de
transcricdo de um gene do transportador putativo de Zn (GintZnT1) da familia de
facilitadores de difusdo de cétions (FDC) foram observados no micélio de
Claroideoglomus intraradices sob exposicéo a curto e longo tempo de Zn, indicando
um possivel papel desta enzima na protecdo contra estresse a esse metal

(Gonzalez-Guerrero et al. 2005).

Também em solo contaminado com Zn, Ouziad et al. (2005), mostraram que
tomates colonizados com o FMA Claroideoglomus cresceram nitidamente melhor do
gue os controles ndo micorrizados nestes solos com alto teor do metal toxico. Sendo
assim, os autores realizaram uma analise das formagfes de transcritos de RNAmM
diferencial em varios genes das plantas, que codificam produtos potencialmente
envolvidos na tolerancia a metais pesados. A analise Northern blot indicou que um
gene Lemt2 (codifica metalotioneinas) foi fortemente expressa apenas nas raizes

nao colonizadas por FMAs, e somente ap6s 0 crescimento no solo com metais. A
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colonizacéo por FMASs reduziu o nivel de transcritos Lemt2. Este também foi o caso
para um transportador LeNrampl (codifica uma ampla gama de transportadores de
metal pesado) especifico de raiz. Do mesmo modo, 0s niveis de transcritos
LeNramp3 foram reduzidos pela colonizacdo por FMAs nas raizes, mas ndo nas
folhas. Todos os dados sugerem que 0s niveis de transcricdo de alguns, mas néo
todos os genes do Nramp ou familia mt sdo elevados sob estresse a metais
pesados. Tais resultados mostraram que a colonizagdo com FMAS promove uma
regulacéo destes genes, provavelmente devido ao fato de o teor de metais pesados

ser inferior em raizes micorrizadas quando comparadas a néo colonizadas.

Neste contexto, estudos de tolerancia a metais devem ser feitos, tanto com
isolados de fungos provenientes de areas contaminadas por metais, como, ainda,
com isolados ndo expostos a suas altas concentracdes para resolver contradicoes.
Existe um potencial no estudo e utilizacdo de fungos micorrizicos na tolerancia de
plantas ao excesso de metais. A ideia de que a associacdo simbidtica esta
relacionada com a tolerancia ao excesso de metais € uma hipétese deslumbrante e

gue se faz necessario um melhor entendimento.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Experimento in vitro do crescimento dos fungos ectomicorrizicos

Dois isolados de fungos ectomicorrizicos foram escolhidos para realizacdo
dos experimentos. O Pisolithus tinctorius (isolado 24), originario de Michigan-EUA,
foi obtido da colecdo do Laboratério de Microbiologia do Solo do Departamento de
Microbiologia da Universidade Federal de Vigosa (UFV), e o fungo Pisolithus albus
(isolado ESO01) foi coletado em um solo Latossolo Vermelho — Amarelo (LVA) de um
plantio de eucalipto no distrito de Biriricas (20°22'16"S/40°35"08"), no municipio de
Domingos Martins, estado do Espirito Santo, Brasil. Ambas regifes de coleta dos
fungos séao influenciadas pela poluicdo de Fe. Discos de agar de 11 mm, contendo
micélio dos fungos ectomicorrizicos, foram inoculados em placas de Petri contendo
25 ml (10 x 100 mm) de meio de cultura MNM - Merlin Norkrans Modificado (Marx
1969) autoclavado a 121° C por 30 minutos e vertido em camara de fluxo laminar
vertical, as quais foram incubadas na auséncia de luz, a temperatura de 25+1°C em
incubadora BOD. Os fungos foram replicados, quinzenalmente, para manutencao
das culturas. No preparo do meio MNM, foram adicionados 0s seguintes reagentes
para 1L: CaCl, (0,05 g L%, NaCl (0,025 g L%), (NH4),HPO4 (0,15 g L™),
MgS0.7H,0 (0,15 g L™), FeCl; (1 g L), 4mL de KH,PO4 (0,125 g L™) e tiamina
(25ug/mL), 10g de agar-agar, 10g de glicose, 3g de extrato de malte e 0,055mg de
cloranfenicol a fim de evitar o crescimento de bactérias. Em seguida, ajustou-se o

pH para 5,6.

Micélios de 11 mm de didmetro foram retirados das extremidades de
culturas puras de P. tinctorius (isolado 24) e P. albus (isolado ES01) com 25 dias de
idade e transferidos para erlenmeyers (trés discos em cada), contendo 80 ml de
meio MNM sem adicdo de 4gar para as doses de p6 de ferro: 0,0; 1,0; 2,0; 4,0 € 8,0
g L. Para cada dose, foram feitas 5 repeticdes. O pH do meio MNM foi ajustado
para 55 - 5,6. Os fungos, em meio liquido, permaneceram sob agitacdo, a

temperatura de 25+1°C, em incubadora BOD, durante 20 dias.

Apoés esse periodo, os fungos foram retirados do meio de cultura com
auxilio de uma peneira e gaze, e lavados 3 vezes com agua deionizada para

eliminar possiveis residuos do po6 de ferro. Posteriormente, realizou-se 0 peso umido
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(g) dos isolados fungicos e mediu-se o pH do meio de cultura MNM de cada dose de
po de ferro. As amostras dos fungos e do meio de cultura foram congeladas e secas
por liofilizacdo para posterior analise quimica. Os isolados fungicos secos foram

pesados.

Material solido particulado de Fe
O MSPFe utilizado no experimento foi o minério de Fe em pd que € estocado
no quintal de industrias de minerac&o. O minério apresentou 264,0 mg/dm®de Fe e é

composto por diversos outros elementos e matéria organica (Tabela 1).

Tabela 1. Quantificagdo dos parametros presentes no MSPFe

PARAMETROS VALORES
pH 9,6
Fe (mg/dm®) 264,0
P (mg/dm®) 60
K (mg/dm?®) 45
Ca (cmol/dm?®) 3,6
Mg (cmol./dm?®) 0,3
Cu (mg/dm®) 3,5
Zn (mg/dm®) 3,4
Mn (mg/dm?®) 294,5
S (mg/dm?®) 65,6
B (mg/dm?) 0,80

Analise nutricional do micélio fungico
A analise de nutrientes do micélio dos isolado 24 e ESO1 foi realizada ap0s a
secagem por liofilizacdo e pesagem da massa seca. Os teores de P, K, Ca, Mg, S,

Fe, Zn, Mn, Cu e B foram quantificados, simultaneamente, por espectrébmetro de
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emissdo Otica com plasma de argdnio indutivamente acoplado (ICP-OES), apos
digestdo com HNOj concentrado (Merck) e H,O, (Merck) em sistema de digestado
aberta (Peters, 2005). Condicdes do ICP: fluxo do plasma: 8,0 L min™, gas auxiliar
0,70 L min™ e géas carreador 0,55 L min™.

3.2 Experimento in vivo do crescimento de plantas de aroeira (Schinus
terebinthifolius Raddi) micorrizadas expostas ao Fe e dois pHs

Uma espécie nativa de restinga, Schinus terebinthifolius Radii
(Anacardiaceae) foi utilizada para ter seu crescimento testado sob a influéncia de
sulfato de Fe (0, 1, 2 e 4mM de FeSO,) e niveis de pH diferentes (3,0 e 5,5). Esta
espécie arbustiva € componente da comunidade vegetal de restinga apés duna, e
ajuda a estabilizar as dunas de areia.

As sementes foram coletadas de plantas no parque Paulo César Vinha,
levadas ao laboratorio onde foram escarificadas e lavadas em agua destilada e
embebidas em solu¢cdo a 5% de hipoclorito de sédio por 5 min e depois em uma
solugdo de Captan 0,1% por 1 min, para evitar a infestacdo de micro-organismos.
Apds a secagem a temperatura ambiente, as sementes foram selecionadas para

uniformidade no tamanho e usadas dentro de 15 dias.

Substrato de plantio das mudas de Schinus terebinthifolius Raddi
O substrato de plantio para germinacdo das sementes foi composto por areia
previamente esterilizada em autoclave a 121° C, durante 60 minutos, trés vezes

consecutivas, com um intervalo de 24 horas entre cada esterilizagao.

Obtencao do in6culo e densidade de esporos
O in6culo da espécie de FMA Claroideoglomus etunicatus (Indculo SCT101A)
foi obtida da Colecédo Internacional de Cultura de Glomeromycota (CICG -

www.furb.br/cicg - FURB, Blumenau, SC).

Foi realizada uma extracdo de esporo do indculo SCT101A de acordo com o
método descrito por Gerdemann e Nicolson (1963), para andlise da densidade de
esporos contida no inéculo. A densidade obtida foi de 307,6 esporos /cm?.

Inoculacéo das plantas de Schinus terebinthifolius Raddi
Sementes de S. terebinthifolius Raddi foram desinfestadas em hipoclorito de

sédio 2,5% por 5min e em alcool etilico 70% por 2 min, posteriormente lavadas 3x
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em agua deionizada e embebidas durante 30min em agua corrente. Em seguida, a
germinacao foi feita em bandejas plasticas contendo substrato de areia autoclavada.

ApGs a germinagédo, o plantio foi realizado em substrato composto da mistura
de areia previamente autoclavada e 10ml de in6culo SCT101A do C. etunicatus
(307,6 esporos/cm®)distribuidos em vasos de 1L para que favorecesse o contato

imediato da radicula das plantulas de restinga com o fungo.

Neste experimento, foram utilizadas 64 plantulas da espécie. Os tratamentos
consistiram de diferentes concentracdes sulfato de Fe (0, 1, 2 e 4mM de FeSO,)
aplicado em solucdo, e pH diferenciado (3,0 e 5,5), na superficie do solo. O
experimento em um estudo randomizado desenhado foi replicado com arranjo de
blocos de 8 tratamentos n&do micorrizados e 8 micorrizados com C. etunicatum,
sendo cada repeticdo representada por um vaso. Devido a natureza arenosa do
solo, os tratamentos foram regados com agua destilada a cada 2 dias e receberam,
2 vezes por semana, solucdo nutritiva de Clark e as doses de FeSO, com pH

diferenciado.

Apos 90dias no plantio as amostras de plantas foram desidradatas em estufa
de ventilacdo forcada, a uma temperatura de cerca de 75°C por 48hs. Uma vez
desidratado, o material vegetal foi pesado para determinacdo da matéria seca. . A
eficiéncia micorrizica foi calculada com base na massa de material seco total
(MStotal = MSPA + MSR) segundo a formula:

Eficiéncia Micorrizica (%) = [(MStotal planta micorrizada - MStotal planta-
controle)/(MStotal planta-controle)] 100

Determinacao da taxa de colonizacdo micorrizica

Aos 90 dias avaliou-se o0 grau de colonizacdo micorrizica das raizes de
aroeira (S. terebinthifolius Raddi), determinada pelo método da intersecao em placas
de Petri reticuladas, como descrito por Giovannetti e Mosse (1980), ap6s coloracao

com azul de tripano, conforme técnica descrita por Phillips e Hayman (1970).

Anélise dos dados
No experimento in vitro, as cinco doses de MSPFe utilizadas no experimento
foram definidas apés testes piloto realizados por integrantes do Laboratério de

Microbiologia Ambiental e Biotecnologia (LMAB) a fim de escolher doses que
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causariam possiveis efeitos representativos nos isolados fungicos. Com as medidas
de pH do meio de cultura e do peso seco dos isolados fungicos, foram realizadas
andlises prévias com Excel 2007 for Windows, fazendo-se as diferengcas da
biomassa dos fungos entre o controle e as doses de MSPFe. O teor de macro e
micronutrientes em todos os experimentos foram analisados por meio de graficos
com médias e respectivos desvios padrdes e de diagramas de disperséo, a fim de se
avaliar as relagcbes da aplicacdo de diferentes niveis de Fe com demais
caracteristicas monitoradas. Também foi realizado o cruzamento de dados entre 0s
teores de Fe com os demais nutrientes, quando foram calculados os coeficientes de
correlacdo e verificada sua significancia estatistica. Para analise inferencial das
médias, os dados das diferentes doses aplicadas foram confrontados com o controle
a partir pelo teste t pareado, para as duas espécies ectomicorrizicas a fim de se
verificar a evolucdo dos diversos parametros a medida que as doses de MSPFe
aplicadas aumentavam. Para as analises inferenciais, o nivel de significancia
adotado foi 5% e o programa estatistico utilizado foi o SPSS ® 20.0. A analise
multivariada de componentes principais (PCA) foi usada para relacionar o teor de
nutrientes, a biomassa seca e o pH dos fungos ectomicorrizicos sob cinco

concentracfes de MSPFe, utilizando o programa Fitopac 2.1.2.85.

O experimento in vivo foi disposto em blocos casualizados com quatro
repeticdes. Os efeitos da inoculacao do fungo e tratamento com Fe no crescimento e
massa seca das plantas de aroeira foram analisados estatisticamente pelo two-way
ANOVA. Quando um fator ou nenhuma interacdo entre os fatores foi considerada
estatisticamente significativa, realizamos comparacdes de pares, por meio de um
teste t e corrigidos os resultados correspondentes para comparacdes multiplas pelo
teste de Tukey a p < 0,05. Os dados de eficiéncia micorrizica e de colonizacao por
fungos micorrizicos foram analisados estatisticamente por analises de variancia,
apos transformacéo percentual. Quando um efeito significativo do tratamento foi
encontrado, os valores médios foram comparados pelo teste de Tukey em p < 0,05.
Todas as analises foram realizadas utilizando o programa R e GraphPad Prism 6.0

utilizando p< 0,05 para testar as hipéteses.
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4. RESULTADOS

4.1 Analise do MSPFe e pH em duas espécies de fungos ectomicorrizicos

As espécies de fungos ectomicorrizicos estudados (Pisolithus albus e
Pisolithus tinctorius) exibiram resultados diferenciados em relacdo a acumulacao de
biomassa fungica quando expostos ao MSPFe (Figura 2).

A espécie P. albus apresentou incremento na sua biomassa seca em todas as
concentracbes de MSPFe analisadas, sendo as maiores estimulacbes foram
observadas nas concentracbes de 2 e 4 g L™* de MSPFe (Figuras 2A e 3). O pH
extracelular correlacionou-se positivamente com o aumento das concentragdes de
MSPFe no meio de cultura (r*=-0,74; p<0.05) (Tabela 2). Os menores valores de pH
extracelular foram observados nas concentracdes de 2 e 4 g L™ de MSPFe (Figura
2A, Tabela 1). Curisosamente, estas concentracdes mostraram ser mais eficientes
em promover incrementos na biomassa seca fungica em comparagdo com as

demais (Figura 2A e 3).

O fungo P. tinctorius teve seu crescimento inibido com o aumento na
concentracdo de MSPFe no meio de cultura (Figuras 2B e 3). Nas concentracfes de
4 e 8 g L* de MSPFe, a biomassa seca apresentou inibicdes significativas de 12.89
e 36.61%, respectivamente, quando comparado ao controle sem exposicdo ao
MSPFe (Figura 3). Por outro lado, o pH extracelular apresentou uma correlagéo
negativa com a biomassa seca (r’=-0,88; p<0.05) (Tabela 3), ou seja, a inibicdo na
biomassa foi acompanhada de aumentos significativos no pH extracelular (Figura
2B).

Ambas as espécies fungicas apresentaram respostas distintas a exposi¢cédo ao
MSPFe durante a acumulacdo de biomassa. Os resultados mostraram uma
interacao significativa entre os fatores “espécie fungica” e “concentracdo de MSPFe”,
porém no efeito global sobre a biomassa, o fator “espécie fungica” é responsavel por
89.49% do total da variancia (p<0.001; Tabela 2).
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Figura 2. Regressdo dos efeitos de diferentes concentragbes de material solido
particulado de ferro (MSPFe) sobre a biomassa seca e pH extracelular de Pisolithus
albus (A) e Pisolithus tinctorius (B). Equagdes: y = -0,0016x* + 0,0137x + 0,0779Y e
R?=0,99 para P. albus; y = 0,09594X + 2,994 R?=0,98 para P. tinctorius.
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Figura 3. Regressdo da porcentagem de inibicdo (A) ou estimulacdo (B) na
biomassa seca de Pisolithus albus e Pisolithus tinctorius nas diferentes
concentragbes de material sélido particulado de ferro (MSPFe) (n=4). Equacdes: y =
-430,64x° + 5249,4x + 871,96 e R2 = 0,89 para P. albus; y = 4679x - 1406,9 e R2 =
0,98 para P. tinctorius.

A analise do conteudo de Fe no micélio de P. albus mostrou ser
estimulado nas concentracdes de 1 e 2 g L' de MSPFe sendo que a partir desta
altima concentracdo a acumulacéo de Fe foi constante (Figura 4). Entretanto, em P.
tinctorius, o conteudo de Fe apresentou aumentos significativos com os incrementos
nas concentracdes de MSPFe no meio de cultura, sendo que o maior contetdo foi
observado na concentracdo de 8 g L™ (Figura 4). Foi observada uma correlacéo

negativa significativa entre contetido de Fe e a biomassa seca de P. tinctorius (r’=-

0,88; p<0.001) (Tabela 3).
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Figura 4. Regressdo do conteudo de ferro (Fe) no micélio de Pisolithus albus e

Pisolithus tinctorius crescendo sob diferentes concentracdes de material soélido

particulado de ferro (MSPFe). (n=4).
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Tabela 2. Andlise de correlacdo de Pearson entre as variaveis concentracao de ferro

(MSPFe), peso seco, pH e macro ( P, K, Ca, Mg, S) e micronutrientes (B, Cu, Fe,

Mn) determinadas no fungo Pisolithus albus. Valores em negrito representam

correlagdes estatisticamente significativas ao nivel de 5% de probabilidade.

MSPFe ::E PH Ca Mg K P 5 E Cu Fe Mn Zn
M3EFe 100 002 o074 060 074 0,76 075 003 064 062 080 0,99 020
E::; 100 041 024 030 032 044 040 027 033 042 008 053
pH 100 o058 035 030 028 022 023 015 026 o070 -0.35
Ca 1,00 070 052 058 035 021 011 041 064 -035
Mg 100 09 089 056 046 033 083 0,78 081
K 1,00 0,87 041 05 053 091 080 -082
P 100 054 051 048 090 077 -0,78
5 100 016 022 025 000 -0.21
B 1,00 0,8 069 066 -062
Cu 1,00 0,689 0,65 -0,64
Fe 1.00 084 083
Mn 1,00 020
Zn 1,00
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Tabela 3. Andlise de correlacédo de Pearson entre as variaveis concentracao de ferro

(MSPFe), peso seco, pH e macro ( P, K, Ca, Mg, S) e micronutrientes (B, Cu, Fe, Mn)

determinadas no fungo Pisolithus tinctorius. Valores em negrito representam

correlagdes estatisticamente significativas ao nivel de 5% de probabilidade.

MSPFe ;::E pH ©Ca Mg K P 5 B Cu Fe Mn Zn
M3EFe 100 028 091 068 D46 054 082 08 054 051 099 099 05
Peso
o 1,00 088 071 044 057 075 059 08 0,78 088 -0,90 044
pH. 1.00 0,77 027 040 084 075 020 074 093 081 -0.43
Ca 100 001 024 033 D47 049 039 068 0,71 0.15
Mg 1.00 0,95 068 021 054 058 044 047 043
K 100 072 021 05 05 05 05 0.43
P 100 0,67 08 08 0,79 0,8 0,73
5 100 0,8 076 08 D8 072
B 1,00 0,98 0,93 093 -0,63
Cu 1,00 0,91 0,90 -0,63
Fe 1.00 0,99 056
Mn 1,00 0,60
Zn 1,00
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O teor de macro e micronutrientes no miceélio fangico de P. tinctorius e P.
albus sdo apresentados nas Figuras de 5 e 8. Os teores de K e P no micélio de P.
albus aumentaram significativamente de acordo com o acréscimo das concentracdes
de MSPFe, ou seja, um efeito dose-dependente (Figura 5A, B). Correlacfes positivas
significativas foram observadas entre os teores de P e K com as concentracdes de
MSPFe (Tabela 2). Contrariamente, P. tinctorius apresentou uma reducao
significativa no acumulo destes nutrientes com o incremento nas doses de MSPFe

(Figura 5A, B), mostrando, portanto, correlacdo negativa significativa (Tabela 3).

O teor de S em P. albus ndo apresentou alteracdes significativas em todas as
concentracbes de MSPFe, enquanto para P. tinctorius o acumulo deste nutriente
reduziu significativamente nas concentraces de 2, 4 e 8 g L™ de MSPFe, quando
comparado ao controle (Figura 5C). O teor de Ca, em ambos fungos
ectomicorrizicos, manteve-se sem alteracbes significativas em todas as
concentracfes de MSPFe quando comparadas ao controle (Figura 6A). O nutriente
Mg, para o fungo P. tinctorius, reduziu significativamente seu acumulo nas
concentracdes de 4 e 8 g L™ de MSPFe, diferente de P. albus, onde o teor de Mg

aumentou significativamente em 2, 4 e 8 g L™ de MSPFe (Figura 6B).
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Figura 5. Efeito de diferentes doses de material sélido particulado de ferro (MSPFe)
sobre o teor de potéassio (P) (A), fosforo (P) (B) e enxofre (S) (C), no micélio de
Pisolithus albus (n=4) e Pisolithus tinctorius (n=4). Letras mindsculas diferentes
correspondem a diferencas significativas entre as concentracdes de MSPFe e letras
maiusculas diferentes correspondem a diferengas entre os fungos (P. albus e P.

tinctorius) na mesma concentracido de MSPFe.
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Figura 6. Efeito de diferentes doses de material solido particulado de ferro (MSPFe)
sobre o teor de calcio (Ca) (A) e magnédio (Mg) (B) no micélio de Pisolithus albus
(n=4) e Pisolithus tinctorius (n=4). Letras mindsculas diferentes correspondem a
diferengas significativas entre as concentracdes de MSPFe e letras mailsculas
diferentes correspondem a diferengas entre os fungos (P. albus e P. tinctorius) na

mesma concentracdo de MSPFe.
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O teor de Mn no micélio dos fungos P. albus e P. tinctorius acompanharam o
aumento das concentracoes de MSPFe, mostrando , portanto, um efeito dose-
dependente (Figura 7). Para o B e Cu, houveram aumentos significativos no teor do
nutriente com relacdo ao controle, principalmente no micélio de P. tinctorius (Figura
8A, B). O teor de Zn, em ambos os fungos, apresentaram reducdes significativas

com o incremento nas concentracdes de MSPFe (Figura 8C).
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Figura 7. Efeito de diferentes doses de material sélido particulado de ferro (MSPFe)
sobre o teor de manganés (Mn) no micélio de Pisolithus albus (n=4) e Pisolithus
tinctorius (n=4). Letras minusculas diferentes correspondem a diferencas
significativas entre as concentracfes de MSPFe e letras mailsculas diferentes
correspondem a diferencas entre os fungos (P. albus e P. tinctorius) na mesma

concentracédo de MSPFe.
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Figura 8. Efeito de diferentes doses de material sélido particulado de ferro (MSPFe)
sobre o contetudo de boro (B) (A), cobre (Cu) (B) e zinco (Zn) (C) no micélio de
Pisolithus albus (n=4) e Pisolithus tinctorius (n=4). Letras mindsculas diferentes
correspondem a diferencas significativas entre as concentracdes de MSPFe e letras
maiusculas diferentes correspondem a diferengas entre os fungos (P. albus e P.
tinctorius) na mesma concentracido de MSPFe.
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As correlacdes dos teores de macro e micronutrientes com o contetudo de Fe

no micélio dos fungos ectomicorrizicos séo apresentados nas figuras 9 e 10.

Para P. albus observa-se uma correlagdo positiva do Fe com todos os

nutrientes, com excec¢ao do Zn, que apresentou correlacéo negativa (Figura 9).

Os nutrientes Cu, B, K, P e Mg apresentaram as melhores correlacdes, pois
os valores do coeficiente se mostraram préximos de 1. As correlacbes de P.
tinctorius apresentaram-se variadas para cada nutriente presente no micélio fungico
(Figura 10).

O K, P, S e Mg mostraram correlacdo negativa, ou seja, quando ha um
incremento de Fe, o conteddo destes nutrientes no micélio do fungo reduz
significativamente. Entretanto, para Ca, Mn e Cu foram observadas correlacdes
positivas (Figura 10), ou seja, quanto mais Fe presente no meio de cultura, maior o

conteudo desses nutrientes no micélio fungico.
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Figura 9. Teores de macro e micronutrientes e ferro (Fe) no micélio fungico de

Pisolithus albus.
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A analise de multivariada revelou que o fungo P. tinctorius apresentou maior
biomassa seca e nas concentracdes de 0, 1 e 2 g L™ de MSPFe, acumularam mais
S e K. Na concentracéo de 8 g L™ de MSPFe houve maior acumulacéo de Cu, B, Fe
e Mn. Para P. albus, a analise mostrou maior influencia do pH &cido, maior acumulo
no contetido de Zn nas concentracdes de 0, 1 g L de MSPFe, e d Mg nas

concentracdes de 2 e 4 g L™ de MSPFe (Figura 11).
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Figura 11. Andlise de componentes principais do conteudo de nutrientes, peso seco
e pH dos fungos Pisolithus albus (vermelho) e Pisolithus tinctorius (verde) expostos
a0,1,2, 4e8gL™ de material sélido particulado de ferro (MSPFe).

43



4.2 Analise das plantas de Schinus terebinthifolius Raddi micorrizadas e nao

micorrizadas expostas ao Fe em diferentes pHs

Os resultados apresentados na Figura 9 revelam as respostas de crescimento
de plantas de aroeira (S. terebinthifolius Raddi) cultivadas em solo contaminado por
FeSO, em diferentes valores de pH na presenca do FMA Claroideoglomus
etunicatus (in6culo SCT 101A). Em todas as doses de FeSO, e em ambos valores
de pH (3,0 e 5,5), plantas micorrizadas apresentaram maior e significativo
crescimento quando comparadas as plantas sem associacao (Figura 12A, B).

Plantas micorrizadas expostas ao FeSO, em condicdo de pH 3,0
apresentaram reducao significativa na altura, quando comparadas ao controle, nas
doses de 1, 2 e 4mM de FeSO,4, enquanto em pH 5,5 a redugcdo no crescimento
ocorreu nas doses de 2 e 44mM de FeSO,4. Plantas sem associacdo micorrizica nao
apresentaram diferengas entre o controle e as doses de Fe em ambos os valores de
pH (Figura 12A, B).

Os pesos da matéria seca da parte aérea e da raiz também apresentaram
diferencas significativas entre as plantas micorrizadas e ndo micorrizadas em todas
as doses de Fe nas duas solucdes de pH, com um maior incremento de massa em
plantas com a associacao simbidtica (Figuras 13 e 14).

Em plantas associadas ao fungo C. etunicatus nas solucdes de pH 3,0 e 5,5,
0S pesos secos da parte aérea e raiz apresentaram reducao significativa nas trés
doses de FeSO4 em relacéo ao controle (Figuras 13, 14). Da mesma forma, plantas
ndo micorrizadas também apresentaram perda no peso seco da parte aérea e raiz
em todas as doses utilizadas (Figuras 13, 14). Porém, apenas em pH 3,0 tais plantas
nao apresentaram diferencas no peso seco da raiz em relacdo ao controle (Figura
14A).
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Figura 12. Altura média (cm) das plantas de Schinus terebinthifolius Raddi n&o
micorrizadas e em associacdo simbiética com o fungo Claroideoglomus etunicatus
submetidas a trés concentracdes de FeSO,4 (1, 2 e 4 mM) em condi¢édo de pH 3,0 (A)
e pH 5,5 (B). Letras minusculas diferentes dentro do mesmo tratamento (Nao
micorrizado ou Micorrizado) correspondem a diferencas significativas entre as
concentracbes de FeSO, e letras maiusculas diferentes correspondem a diferencas

entre os tratamentos (Nao micorrizado ou Micorrizado) ha mesma concentracao de

FeSO,.
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Figura 12. Peso da matéria seca da parte aérea (g) das plantas de Schinus
terebinthifolius Raddi ndo micorrizadas e em associagdo simbiodtica com o fungo
Claroideoglomus etunicatus submetidas a trés concentracfes de FeSO, (1, 2 e 4
mM) em condicdo de pH 3,0 (A) e pH 5,5 (B). Letras minusculas diferentes dentro do
mesmo tratamento (Ndo micorrizado ou Micorrizado) correspondem a diferencas
significativas entre as concentracbes de FeSO, e letras mailsculas diferentes
correspondem a diferencas entre os tratamentos (N&o micorrizado ou Micorrizado)

na mesma concentracao de FeSO,.
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Figura 14. Peso da matéria seca da raiz (g) das plantas de Schinus terebinthifolius
Raddi ndo micorrizadas e em associacdo simbiética com o fungo Claroideoglomus
etunicatus submetidas a trés concentracdes de FeSO4 (1, 2 e 4 mM) em condicdo de
pH 3,0 (A) e pH 5,5 (B). Letras minusculas diferentes dentro do mesmo tratamento
(Nao micorrizado ou Micorrizado) correspondem a diferencas significativas entre as
concentracdes de FeSO, e letras mailsculas diferentes correspondem a diferencas
entre os tratamentos (Nao micorrizado ou Micorrizado) ha mesma concentracao de
FeSO,.
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Na Figura 15 pode-se observar que em todos os tratamentos, inclusive no
controle sem a adicdo de FeSO4 que as plantas com associacdo micorrizica
mostraram-se maiores. As plantas ndo micorrizadas quando submetidas as
concentracbes  de FeSO, apresentaram  sinais de toxidez  com
amarelecimento/bronzeamento das folhas, e também sintomas de deficiéncia de P
com as folhas arroxeadas, menor crescimento e menor peso da matéria seca da

parte aérea (Figura 15).

Mic Nao mic Mic Na&o mic Mic Naomic Mic Na&o mic

0 mM FeSO, 1 mM FeSO, 2 mM FeSO, 4 mM FeSO,

Mic Nao mic Mic Nao mic Mic Naomic Mic Nao mic
0 mM FeSO, 1 mM FeSO, 2 mM FeSO, 4 mM FeSO,

pH 5,5

Figura 15. Visao geral do experimento in vitro de plantas de Schinus terebinthifolius
Raddi em associacdo simbidtica com o fungo Claroideoglomus etunicatus (Mic) e
nao micorrizadas (N&o mic) submetidas a trés concentracdes de FeSO, (1, 2 e 4
mM) em pH 3,0 (A) e pH 5,5 (B).
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De acordo com as analises de colonizacdo micorrizica, plantas de S.
terebinthifolius Raddi sem a adicdo de metal no solo ndo tiveram alteracdes
significativas entre as solugbes de pH, com porcentagem de colonizagcdo acima de
70%. Porém, a medida que foram incrementadas as doses de Fe as porcentagens
de colonizacdo micorrizica foram descrescendo significativamente, principalmente
em pH 3,0 na dose de 4mM de FeSO, (Figura 16).
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Figura 16. Porcentagem da colonizacdo micorrizica em plantas de Schinus
terebinthifolius Raddi em associagdo simbidtica com o fungo Claroideoglomus
etunicatus submetidas a trés concentracées de FeSO, (1, 2 e 4 mM) em condicdo de
pH 3,0 e pH 5,5. Letras minusculas diferentes dentro do mesmo tratamento (N&o
micorrizado ou Micorrizado) correspondem a diferencas significativas entre as
concentracfes de FeSO, e letras mailsculas diferentes correspondem a diferencas
entre os tratamentos (Nao micorrizado ou Micorrizado) ha mesma concentracao de
FeSO,.

Com base nos calculos da eficiéncia micorrizica das plantas de aroeira, foi
possivel observar nas solucdes de pH 5,5 que houve uma eficacia de 465,47% sem
a adicdo de Fe e um aumento de acordo com a exposicdo as concentragfes de 1, 2
e 4 mM de FeSO, (823,20%; 742,64% e 807,47%, respectivamente), sem diferenca

49



significativa entre as doses. Quando as plantas foram expostas a condicdo de pH
3,0 a eficiéncia obtida na planta sem a adicdo de Fe foi de 766,66%. Na dose de
1mM de FeSO, houve um aumento significativo na eficiéncia de 1305,17%,
enquanto nas doses de 2 e 4 mM as porcentagens foram de 619,81% e 638,22%,
respectivamente, diminuindo de forma significativa da eficiéncia sem adicado de Fe
(Figura 17).
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Figura 17. Eficiéncia micorrizica (%) de plantas de Schinus terebinthifolius Raddi em
associacdo simbidtica com o fungo Claroideoglomus etunicatus (SCT101A)
submetidas as concentracdes de FeSO4 (0, 1, 2, 4 mM) em condi¢cao de pH 3,0 e
5,5, baseada na biomassa total. Letras minUsculas diferentes dentro do mesmo
tratamento (Ndo micorrizado ou Micorrizado) correspondem a diferencas
significativas entre as concentracdes de FeSO, e letras mailsculas diferentes
correspondem a diferencas entre os tratamentos (N&o micorrizado ou Micorrizado)

na mesma concentracao de FeSO,.
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5. DISCUSSAO

Os fungos micorrizicos sdo conhecidos por aleviar o estresse a metais em
suas plantas hospedeiras, e tal tolerancia é dependente da espécie e do seu local de
origem (Morselt et al. 1986; Rabie 2005; Weishuang et al. 2009; Luo et al. 2014,
Canton et al. 2016). O fungo ectomicorrizico P. albus, quando comparado ao
controle, mostrou uma maior tolerancia ao MSPFe nas doses de 2,0 e 4,0 g L™.
Jourand et al. (2010), utilizando o mesmo fungo associado a plantas de Eucalyptus
globulus sob concentragBes toxicas de Niquel (Ni), observaram que plantas néo
inoculadas foram significativamente afetadas pelo metal. Porém, quando associadas
ao P. albus, na auséncia e em baixas concentracdes de Ni, apresentaram
incrementos significativos no desenvolvimento da planta, provando a capacidade do
fungo na tolerancia ao metal. Jourand et al. (2014), também mostraram que isolados
de P. albus contribuiram para maiores rendimentos na producdo de biomassa
vegetal, eficiéncia na nutricdo mineral e desintoxicagéo de solos caracterizados por

concentracdes elevadas de metais toxicos como Co, Cr, Fe, Mn e Ni.

O isolado da espécie P. tinctorius, apesar de apresentar inibicdo no
crescimento quando exposto a doses elevadas de MSPFe, mostraram maior
biomassa micelial. Estudos avaliando o potencial bioacumulador do fungo P.
tinctorius mostram sua capacidade em melhorar a sobrevivéncia e desenvolvimento
das plantas hospedeiras em condi¢cbes de toxidez por metais (Silva et al. 2010;
Targuetta et al. 2013). Além disso, experimentos em meio de cultura também
revelam a tolerancia dessa espécie fungica a metais toxicos (Blaudez 2000; Graziotti
et al. 2001; Crane et al. 2010; Canton et al. 2016). Este fato pode estar relacionado a
producdo de pigmentos extracelulares por estes fungos. As melaninas, por exemplo,
contém grupos carboxilicos, fendlicos, hidroxilicos e aminas que podem fornecer
muitos sitios potenciais para ligacdo ou bioadsor¢do dos metais. Sendo assim, este
pode ser um dos mecanismos de tolerancia de fungos ectomicorrizicos a metais
pesados (Gadd 1994; Fogarty & Tobin, 1996; Henson 1999).

Em geral, isolados do género Pisolithus apresentam grande tolerancia a
metais, possivelmente por ter ampla distribuicdo geografica, habilidade de aumentar
o crescimento e tolerdncia dos hospedeiros em ambientes adversos, além de
apresentarem plasticidade e diversidade genética (Marx 1977).
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Ambas as espécies avaliadas apresentaram acidificacdo do meio de cultura
em relacdo ao pH inicial. Esta analogia se mostrou mais evidente nos tratamentos
com o P. tinctorius. Além disso, para este isolado o teor de P foi menor com o
incremento de MSPFe. Zhang et al. (2014), mostraram que um isolado de P.
tinctorius (Pt 715) apresentou alta taxa de efluxo de prétons no meio de cultura,
podendo explicar a acidificacdo ocorrida neste estudo. Os mesmos autores,
corroborando com nossas observacdes, encontraram correlagbes negativas entre o
total de P inorganico e a concentragcdo total de acidos organicos nas solucbes de
cultura. A elevada concentracdo no conteudo de Fe em P. tinctorius pode explicar a
menor concentracdo de P, pois 0 Fe possui constantes muito elevadas de quelacao
de P (Zhang et al. 2014).

Outra resposta para a acidificacdo do meio encontrada neste estudo pode
estar relacionada a exsudacdo de acidos organicos pelos fungos. Muitos estudos
tém demonstrado que um dos mecanismos que fornecem tolerancia a metais para
fungos é a quelacdo extracelular de ions metalicos por metabdlitos excretados
(Gadd 1994; Ahonen-Jonnarth et al. 2000; Ray & Adholeya 2009; Sazanova et al.
2015). Devido ao seu baixo peso molecular, os acidos organicos podem interagir
com metais tanto fora como dentro da célula, formando complexos estaveis
insollveis e, dessa forma, desempenham um papel especial na adaptacdo dos
fungos para viver em ambientes com altas concentragdes de metais (Sazanova et al.
2015).

No micélio fungico de P. albus, houve um incremento no teor de P em todas
as concentracdes de MSPFe, em relacdo ao controle. Souza et al. (2004) realizaram
um experimento com 4 isolados fangicos, dentre eles um isolado da espécie P.
albus, e observaram que houve um aumento no comprimento radicular e na
absorcdo de P das mudas de Eucalyptus dunnii associadas a ECM. Todas as
espécies micorrizicas sdo especialmente conhecidas pelo incremento na absor¢céo
de P, principalmente quando este nutriente se encontra em baixas concentracfes
(Gafur et al. 2004; Luo et al. 2009ab; Beniwal et al. 2010). Recentemente, Ma et al.
(2014) demonstraram que a espécie vegetal Populus x canescens inoculada com
Paxilus involutus apresentava maior area de superficie de raiz, concentracdes mais
elevadas de P, Ca, Fe e Zn, aumento da taxa fotossintética e outros fatores.

Ademais, tais plantas sugeriam melhoria nutricional, aumento de desintoxicacao, e
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preparacdo de defesa nas plantas hospedeiras, contribuindo, provavelmente, para

sua tolerancia ao Cd.

Foram observadas diferencas no teor de K nos fungos P. tinctorius e P. albus.
Em P. tinctorius, quanto maior a concentracdo de MSPFe utilizada, menor o teor de
K, enquanto em P. albus houve um aumento no teor de K com o incremento de
MSPFe. Em plantas, baixas concentracdes de K podem comprometer a capacidade
das raizes para oxidar Fe** em Fe®*, o que resulta na absorcéo de Fe mais elevada
e aumenta a probabilidade de ocorréncia de toxicidade (Araujo et al., 2014). Tal fato
pode explicar a alta inibicdo no crescimento micelial do fungo P. tinctorius. Além
disso, o tipo de fungo pode afetar significativamente a mobilizacdo de K a partir de
minério de Fe. Segundo Adeleke et al. (2012), maior perda em porcentagem de K a
partir do minério de Fe foi de tratamentos contendo fungo da espécie Pisolithus

tinctorius.

O teor de Mg em P. albus aumentou significativamente com o incremento
de MSPFe. Em trabalho realizado por Araujo et al. (2014), o conteudo de nutrientes
da parte aérea de plantas expostas a altas concentracdes de Fe mostraram
diferencas significativas na interacédo entre as Fe-EDTA e os nutrientes Zn, Ca e Mg.
Além disso, o maior acumulo de Mg tém sido relatado como atenuador dos efeitos
toéxicos de Mn em plantas de Zea mays associadas ao fungo Glomus claroideum
(Malcova et al. 2002). Pode-se sugerir, portanto, que o conteudo de Mg mais
elevado observado neste trabalho é, possivelmente, um mecanismo de aleviacdo
aos metais promovido por fungos ectomicorrizicos, uma vez que o MSPFe utilizado

também continha alta concentragdo de Mn.

O teor de Zn, em ambos fungos ectomicorrizicos estudados, apresentou uma
diminuicdo em resposta ao incremento do MSPFe. Aradujo et al. (2014), observaram
diminuicdo no teor de Zn devido a exposicédo ao Fe-EDTA na parte aérea da espécie

vegetal Serapias parviflora.

O teor de S foi significativo nos dois isolados, porém, somente em P. albus
houve um aumento na concentracédo de S a medida que MSPFe foi incrementado.
Araujo et al. (2014) observaram um aumento significativo na concentragdo de S nas
raizes de S. parviflora, o que pode ser explicado pela alta afinidade de ligacéo entre

hidroxidos de Fe e 6xidos de S.
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As ECMs sdo capazes de mobilizar diversos nutrientes organicos e
inorganicos, porém as habilidades de diferentes fungos ectomicorrizicos em

mobilizar esses nutrientes podem ser espécie especifica (Landeweert et al. 2001).

Ambos os fungos ectomicorrizicos utilizados foram isolados de locais com
influéncia do MSPFe. Muitos autores sugerem a existéncia desta relacédo (Jones &
Hutchinson 1986; Colpaert & Van Assche 1987; Weissenhorn et al. 1994,
Adriaensen et al. 2003). Sendo assim, este pode ser motivo dos fungos se
mostrarem tolerantes a contaminacdo por MSPFe, apesar das diferencas de

biomassa.

Os trabalhos nessa &rea ainda s&o muito escassos, e poucos estudos séo
referentes ao efeito do Fe no crescimento de fungos ectomicorrizicos. Porém, a
eficiéncia desses fungos ja foram testadas e aprovadas em muitos estudos com
outros metais (Silva et al. 2010). As ECMs se mostram tolerantes aos metais
pesados na maioria dos estudos e podemos observar que elas melhoram o
crescimento de plantas em solos contaminados. Porém, os fungos possuem
diferencas quanto a sua tolerancia, como foi relatado por Targuetta et al. (2013),
cujo trabalho mostrou que dos 4 isolados fungicos utilizados, apenas 2 se
destacaram quanto a sua eficiéncia na sobrevivéncia e aumento de matéria seca
das plantas. Para que se obtenham resultados satisfatorios, deve-se levar em
consideracdo a associacao planta-fungo, ja que cada um responde ao metal de uma
forma, apesar de serem eficientes, os fungos ectomicorrizicos se diferenciam na
capacidade de tolerar o metal presente no local. O género Pisolithus se destaca em
muitos trabalhos por melhorar o crescimento e sobrevivéncia das plantas em solos
contaminados (Grazziotti et al. 2001; Silva et al. 2010; Targuetta et al. 2013).

ApoOs avaliacdo in vitro de fungos micorrizicos expostos a altas concentracdes
de Fe, foram avaliadas plantas de aroeira (Schinus terebinthifolius Raddi)
micorrizadas e submetidas a solucfes de pH 3,0 e 5,5 do metal. Tais andlises in vivo
sdo importantes para a compreensdo de como o estabelecimento da simbiose é

afetado pelo Fe.

A toxicidade de Fe nas plantas normalmente é encontrada nos solos de pH
baixo e/ou que tem pouca drenagem. No litoral do Espirito Santo, crescente nimero
de usinas do setor de mineracdo e beneficiamento de minério de Fe é responsavel

pela emissdo de poluentes atmosféricos. Sendo assim, o efeito combinado de
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MSPFe e o baixo pH da chuva acida condicionada pela emissao de SO,, aumentam
a disponibilidade do Fe prontamente disponivel para absorcdo, podendo
comprometer a sobrevivéncia de espécies nativas sensiveis (Hell & Stephan 2003;
Kuki et al. 2008; Ricachenevsky & Sperotto, 2014). Neste trabalho ndo foram
observadas diferencas nos parametros avaliados em relacdo ao pH, principalmente
em plantas sem associacdo micorrizica. Ambas as doses de pH combinadas as
concentracdes de Fe afetaram fortemente o crescimento da planta, peso da matéria
seca tanto da parte aérea quanto da raiz e sintomas visiveis nas folhas,
possivelmente, relacionados a toxicidade de Fe. De acordo com Rodrigues e
Rodrigues (2015), o pH do solo, niveis de P e acumulo de Fe foliar sdo os principais
fatores que determinam o crescimento das plantas em minas de minério de Fe. O
acumulo excessivo de Fe foliar causa estresse oxidativo severo, principalmente do
radical hidroxil (*OH) através da reacdo de Fenton (Hendry & Brocklebank, 1985;
Becana et al. 1998), pela utilizacéo do Fe?*, que produz excesso de radicais livres e
provoca danos nas membranas e na estrutura das células num processo irreversivel

(Kobayashi & Nishizawa, 2012).

Plantas sem a associacdo também apresentaram algumas folhas arroxeadas
proximas as margens, as quais podem estar relacionadas a sintomas de deficiéncia
de P. Esta deficiéncia pode estar relacionada a alta concentracdo de Fe no solo

funcionando como um quelante de P (Zhang et al. 2014).

Contréario aos resultados de plantas ndo micorrizadas, plantas associadas ao
FMA C. etunicatus apresentaram maiores parametros de crescimento. A reducéo da
toxicidade a metais em plantas associadas com FMAs foi descrito anteriormente
(Gonzéalez-Guerrero et al. 2008; Bonfante & Genre 2010; Phieler et al. 2013; Jin et
al. 2015), porém, poucos avaliam a toxicidade ao Fe. Tais plantas geralmente
apresentam maior crescimento, menores concentracdes de Fe nas raizes e parte
aérea, e sem sintomas de toxicidade ao metal, o que pode ser devido a uma nutricdo
melhorada (Nogueira et al. 2007; Rodrigues & Rodrigues 2015). Nossos resultados
também demonstraram claramente uma diferenca significativa na altura e peso seco
da raiz e parte aérea de plantas de aroeira micorrizadas tanto em pH 3,0 quando em
pH 5,5 quando comparadas a plantas sem associacdo. Nogueira et al. (2007),
avaliando plantas de soja associadas ao C. etunicatus e Glomus macrocarpum e
Canton et al. (2016), analisando o efeito do Mn em plantas de eucalipto

micorrizadas, também mostraram que plantas em associacdo a fungos micorrizicos
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nao apresentaram sintomas de toxidez ao Mn e Fe e os conteudos dos metais na
parte aérea das plantas foi menor em comparacdo com plantas ndo micorrizadas.
Podemos sugerir, dessa forma, que o FM protege a planta hospedeira da absor¢cao
excessiva de Fe.

Rodrigues e Rodrigues (2015), avaliaram o crescimento de plantas de
Macaranga peltata em minas de minério de Fe abandonadas com adicdo do FM
Rhizophagus irregulares. Os autores mostraram efeitos positivos da micorrizacado na

altura, diametro do caule e biomassa das plantas.

A colonizacdo micorrizica sem a adicdo de Fe nao foi afetada pela diferenca
de pH. Corroborando com tais resultados, Wang et al. (1994), mostraram que em
duas culturas de aveia e uma de batata colonizadas com FMAs, a porcentagem de
colonizacdo micorrizica foi pouco afetada pelo pH do solo de um intervalo de 4,5
para 7,5. Segundo os autores, mudancas na porcentagem podem surgir a partir de

alteracdes na taxa de crescimento da raiz ou de crescimento dos fungos.

A eficiéncia micorrizica em pH 55 foi maior quando adicionadas
concentragfes de Fe ao solo, exceto na dose de 1mM, em relacdo a eficiéncia sem
a adicdo do metal. Canton et al. (2016) avaliando o potencial de micorrizas em
plantas de eucalipto, também observaram aumento na eficiéncia micorrizica a

medida que as plantas foram expostas ao Mn.

Em pH acido, segundo Shavrukov e Hirai (2016),0 excesso de prétons no
externo ambiente pode ser prejudicial, destruir a funcdo de células normais. As
plantas sdo organismos sésseis e, portanto, ndo podem se mover para escapar do
estresse a acidez. Os solos com pH menor que 5,0-5,5 na camada de superficie
sao classificados como solos acidos e sao conhecidos para limitar o crescimento de
plantas, como foi observado neste trabalho em plantas ndo associadas a fungos
micorrizicos. O aumento na eficiéncia micorrizica na dose de 1mM de Fe em pH 3,0
deveu-se, provavelmente, ao aumento da tolerancia das plantas proporcionado pela

presenca do FM.

A capacidade de fungos micorrizicos para suportar o estresse induzido por
metais toxicos em seu ambiente pode ser conectada com a sua habilidade em
imobilizar, sequestrar e compartimentalizar metais. Esses mecanismos de tolerancia
incluem adsorcdo pela parede celular, precipitacdo na matriz extracelular, e

processos intracelulares de quelagdo por metalotioneinas ou sequestro por
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fitoquelatinas dentro dos vacuolos (Gadd 1993; Hall 2002; Bolchi et al. 2011). Para
fungos micorrizicos, propriedades de ligacdo parece ser um fator muito importante
na melhoria dos efeitos de toxicidade de metais na simbiose. A maioria dos estudos
tem indicado que o micélio extramatrical de fungos micorrizicos fornece os principais
sitios de ligacdo para 0s metais toxicos a tais componentes como a quitina, a
melanina (Colpaert & Van Asche 1992; Fomina et al. 2005). Um recente estudo de
Lermen et al. (2015), provou que fungos micorrizicos associados a Cymbopogon
citratus reduziu em cerca de 50% o teor de chumbo (Pb) nas raizes do hospedeiro
em relacéo a plantas ndo micorrizadas. Além disso, o teor de P e N na parte aérea
aumentaram significativamente com a associacdo micorrizica, mesmo sob niveis

elevados de Pb.

Este é o primeiro estudo a avaliar a tolerancia de fungos ectomicorrizicos ao
MSPFe e o uso de micorrizas arbusculares na tolerancia de plantas de aroeira ao
Fe, provando seu potencial na micorremediacdo. Estes resultados sdo uma

importante contribuicdo para um modelo de tolerancia de fungos micorrizicos ao Fe.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O fungo P. albus se mostrou mais tolerante ao aumento das doses de
MSPFe, com estimulo no crescimento em relacdo ao controle, apesar de ter uma
menor biomassa quando comparado a espécie P. tinctorius. O teor dos macro e
micronutrientes sao influenciados pelo incremento do MSPFe, como por exemplo o

Zn, que em ambos os fungos, diminuiu seu teor na presenca de Fe.

As plantas de aroeira micorrizadas apresentaram maior crescimento, peso
seco da raiz e parte aérea. Plantas sem a associacdo apresentaram alteracdes nos
parametros de crescimento e sintomas de toxidez tanto em pH 3,0 quanto em pH
5,5. A colonizacdo micorrizica foi afetada na maior dose de Fe, principalmente em

pH 3,0. A eficiéncia micorrizica foi elevada em todos as doses de Fe e pH 3,0 e 5,5.

Diante do que foi exposto no trabalho, pode-se concluir que os fungos
micorrizicos sdo tolerantes a contaminacgéo por Fe tanto em meio de cultura quando
na solucédo do solo aumentando a tolerancia da planta hospedeira ao metal. Sendo
assim, as espécies de fungos ectomicorrizicos Pisolithus, principalmente, P. albus e
o FMA C. etunicatus podem ser uma boa alternativa em programas de recuperacao

de ambientes contaminados com Fe.

Poucas sao as informacdes na literatura sobre os efeitos do excesso de Fe
em espécies tropicais e do efeito da associa¢cdo micorrizica na tolerancia de plantas
ao Fe. Dessa forma, o estudo da absorcéo, acumulo e efeitos da toxicidade do Fe
podera contribuir para avaliacdo da sobrevivéncia de plantas nativas em ambientes
submetidos ao impacto ambiental causado por emissdes de poluentes toxicos, como

gases toxicos e oxidos de Fe.
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