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RESUMO

COLODETE, CARLOS MOACIR. Universidade Vila Velha - ES, 22 de Fevereiro de
2018. Crescimento, nutricao e fisiologia de plantulas de Schinus terebinthifolius
RADDI (1820), cultivadas em substrato acido na presenca de ferro e micorrizas.
Orientador Brasileiro: Dr. Carlos Eduardo Tadokoro (UVV). Coorientador Brasileiro:
Dr. Alessandro Coutinho Ramos (UENF). Coorientador Estrangeiro: Dra. Cristina
Maria Nobre Sobral de Vilhena da Cruz Houghton (FCUL).

A expansao no numero de usinas do setor de mineracao de ferro em &reas de restinga
no litoral do Espirito Santo (ES) é crescente, podendo comprometer a sobrevivéncia
das plantas préximas a fontes poluidoras. A hipotese do primeiro experimento
(Capitulo 1), foi que a sensibilidade fisiologica da Schinus terebinthifolius RADDI frente
a toxicidade por ferro (Fe), seria atenuada quando inoculados com fungos micorrizicos
arbusculares (FMA) em substrato &cido. A hip6tese deste trabalho foi aceita. Nossos
resultados revelaram que nas raizes da aroeira submetidas a 2 mM de sulfato ferroso
(FeS04), foram observados reducfes na taxa de colonizagcdo micorrizica, na
dependéncia e estruturas dos FMA. S. terebinthifolius RADDI mostrou ser altamente
dependente da micorrizagdo e quando ndo micorrizadas, expostas a 2 mM FeSOau,
apresentaram bronzeamento foliar. Plantulas micorrizadas aumentaram o0s
parametros de crescimento, quando foram submetidas a 2 mM FeSOa. Os teores de
Fe na parte aérea de plantulas micorrizadas do tratamento Controle e 2 mM FeSOa,
foram inferiores se comparados aos das raizes. Os parametros fisioloégicos foram
maiores quando os tratamentos Controle e 2 mM Fe foram micorrizados. Além disso,
o rendimento quantico maximo do PSII (Fv/Fm) dos tratamentos Controle e 2 mM Fe
micorrizados, foram acima dos indicadores do estresse fisioldégico. A hipotese do
segundo experimento (Capitulo II) foi que o uso combinado do silicio (Si) derivado do

silicato de potassio (K2SiO3.H20) e FMA, aliviariam a fitotoxidez por Fe em baixo pH
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no substrato em plantulas de Eucalyptus urograndis. Nossos resultados
demonstraram que a hipotese do presente estudo foi aceita. E. urograndis
micorrizadas do tratamento (6Fe + 1,5 Si) aumentaram os parametros de crescimento,
como Indice de Qualidade Dickson (IQD), tamanho foliar e fortalecimento do caule.
De fato, Claroideoglomus entunicatum pode “ampliar” a aliviagdo dos efeitos toxicos
do Fe nas raizes das plantas hospedeiras. Foram encontrados maiores teores Si em
todos tratamentos micorrizados. O tratamento (6 Fe + 1,5 Si) micorrizados, foram
maiores nos teores na parte aérea para N, P, Ca e Mg comparando-se ao controle
nao micorrizado. E. urograndis ndo micorrizadas se comparadas ao controle, foram
maiores para o indice SPAD (1,5 Si e 6 Fe + 1,5 Si). Foram observados reducdes
drasticas no teor de Fe na parte aérea (4473,68 mg Kg!), se comparados ao sistema
radicular (117,82 mg Kg) nos tratamentos (6 Fe + 1,5 Si) micorrizados. Respostas
similares neste experimento ocorreram na parte aérea com outros metais, tais como
Cu (7,25 mg Kg?), Zn (30,94 mg Kg™), Al (105,29 mg Kg?), Se (3,79 mg Kg?) e Ni
(1,29 mg Kg?), quando comparados ao sistema radicular para Cu (16,00 mg Kg?), Zn
(130,23 mg Kg?), Al (27,01,67 mg Kg), Se (20,20 mg Kg?) e Ni (4,54 mg Kg™) nos
tratamentos (6 Fe + 1,5 Si) micorrizados, respectivamente. Os resultados fisioldgicos,
mostraram que plantulas de E. urograndis dos tratamentos (6Fe + 1,5 Si) aumentaram
os parametros de A, iIWUE, A/Ci, Ci/Ca. Foram observados declinios no PSII (Fv/Fm)
no tratamento (6mM Fe) ndo micorrizado e nos outros tratamentos ndo micorrizados
e micorrizados, valores acima dos indicadores de estresse. Na fase bioquimica
aumentou a eficiéncia carboxilacao (A/Ci), indicando melhoras na atividade ou no teor
da Rubisco. Portanto, a associagdo Si-FMA de fato, constitui um modelo-chave na

reducdo dos efeitos negativos do Fe em plantulas de eucalipto.

Palavras chaves: Plantula nativa e exotica, metal pesado, micorriza arbuscular,

mitigacéo do estresse.
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ABSTRACT

COLODETE, CARLOS MOACIR. University of Vila Velha — ES, February 22, 2018.
Growth, nutrition and physiology of seedlings of Schinus terebinthifolius RADDI
(1820), grown on acid substrates in the presence of iron and mycorrhizae.
Brazilian Advisor: Dr. Carlos Eduardo Tadokoro (UVV), Brazilian Co-advisor: Dr.
Alessandro Coutinho Ramos (UENF) and Foreign Co-advisor: Dra. Cristina Maria
Nobre Sobral de Vilhena da Cruz Houghton (FCUL).

The expansion of the number of mills in the iron ore mining sector in restinga areas on
the coast of Espirito Santo (ES) is increasing and may compromise the survival of
plants near the polluting source. The first hypothesis of the experiment was that the
physiological sensibility of the Schinus terebinthifolius RADDI against iron (Fe) toxicity
would attenuate when inoculated with arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) on acid
substrates. Our results showed that the hypothesis of the first study was accepted.
Reductions in colonization, dependence and fungal structures were observed in roots
submitted to 2 mM ferrous sulfate (FeSOa). The S. terebinthifolius RADDI showed to
be highly dependent on the mycorrhization and that when not mycorrhized and
exposed to 2 mM FeSOyg, they presented leaf tanning. Mycorrhizal seedlings increased
growth parameters when submitted to 2 mM FeSOa4. The Fe content in the aerial part
of mycorrhizal seedlings of the Control treatment and 2 mM FeSOa, were lower when
compared to the roots. The physiological parameters were higher when the Control
and 2 mM Fe treatments were mycorrhizal. The Fv/Fm ratio of the Control treatments
and mycorrhizal 2 mM Fe were above the stress indicators. The second hypothesis of
the experiment was that the combined use of silicon (Si) derived from potassium
silicate (K2SiO3.H20) and AMF alleviate the phytotoxicity of Fe in Eucalyptus
urograndis at low pH on the substrate. Our results demonstrated that the hypothesis

of the present study was accepted. Mycorrhizal E. urograndis (6Fe + 1,5 Si) increased
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the growth parameters: Dickson Quality Index (DQI), leaf size and stem strengthening
and that Claroideoglomus entunicatum can "amplify" the aliveness of the toxic effects
of Fe in the roots of host plants. Higher Si levels were found in all mycorrhizal
treatments. The treatments (6 Fe + 1,5 Si) mycorrhizal were higher in the contents in
the aerial part for N, P, Ca and Mg compared to non-mycorrhizal Control. Non-
mycorrhizal E. urograndis seedlings were higher for the SPAD Index (1.5 Si and 6 Fe
+ 1.5 Si) compared to the control. There were drastic reductions in Fe content in the
aerial part (4473.68 mg kg?), compared to the root system (117.82 mg kg -1) in
mycorrhized treatments (6 Fe + 1,5 Si). Similar responses occurred in the aerial part
for other metals such as Cu (7.25 mg kg?), Zn (30.94 mg kgt), Al (105.29 mg kg?), Se
(3.79 mg kgt) and Ni (1.29 mg kg?), when compared to the root system for Cu (16.00
mg kgt), Zn (130,23 mg kg?), Al (27,01,67 mg kg?), Se (20.20 mg kg') and Ni (4.54
mg kg?) in the mycorrhized treatments (6 Fe + 1,5 Si), respectively. Physiological
results showed that seedlings of the treatments (6Fe + 1,5 Si) increased A, iIWUE,
A/Ci, Ci/Ca. A decline in PSIlI (Fv/Fm) was observed in non-mycorrhized 6mM Fe
treatment and in the other non-mycorrhized and mycorrhizal treatments, values above
the indicators. In the biochemical phase it increased to A/Ci, indicating improvements
in the activity or content of Rubisco. Therefore, the association of Si-FMA in fact

constitutes a key model in reducing the negative effects of Fe on eucalyptus seedlings.

Keywords: Native and exotic seedling, heavy metal, arbuscular mycorrhiza, stress

mitigation.
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1. INTRODUCAO GERAL

A crescente expansdo do numero de usinas no setor de mineracdo e
beneficiamento de minério de ferro em areas de restinga no litoral do ES (Pereira et
al., 2009), sao responsaveis pela emissdo de poluentes atmosféricos que podem
comprometer a sobrevivéncia de espécies vegetais préximos a fonte poluidora (Kuki
et al., 2008).

O Fe é um dos elementos abundantes no solo e um dos principais poluentes
emitidos pelas atividades de mineracdo e beneficiamento de minério (Neves et al.,
2009). Quando o Fe é ressuspenso na atmosfera, se acumula na vegetacéo (Grantz
et al., 2003) e solo (Clemens et al., 2013), causando efeitos negativos nos vegetais
(Lopes et al., 2000). A acidez do solo causada por chuvas acidas, torna o Fe altamente
disponivel a absorcao na raiz (Hell & Stephan 2003), podendo levar seu acumulo a
niveis fitotdxicos tanto em espécies nativas como S. terebinthifolius RADDI
(Anarcadiaceae), como em exéticas como a E. urograndis (Lopes et al., 2000).

Em plantas superiores, o excesso de Fe pode causar danos ecofisiolégicos e
varios distarbios nutricionais (Grantz et al., 2003), e dependendo da magnitude do
impacto, da intensidade e frequéncia das exposi¢cédo, bem como da susceptibilidade e
estagio de desenvolvimento das espécies vegetais, podem reduzir ou até elimina-las
de ecossistemas proximos as fontes poluidoras (Lopes et al., 2000).

Espécies nativas podem ser utilizadas como biomonitores na avaliacdo de
impactos ambientais. S. terebinthifolius RADDI colonizam grande faixa da restinga do
ES e sob condi¢cBes de estresse, especialmente por Fe, mostraram alta sensibilidade
fisiolégica (Araujo & Lacerda 1987).

Espécies exdticas como a E. urograndis tém sido constantemente impactadas
pelos efeitos do Fe, sendo estas localizadas nas regifes proximas a fonte poluidora
(Pugh et al., 2002). Vale ressaltar a importancia desta espécie no setor florestal
brasileiro e especialmente a capixaba em termos econdmicos, sociais e ambientais, a
partir da verificacdo dos principais indicadores: area florestal plantada, valor bruto de
producao, geracao de impostos, valor das exportacdes e geracao de muitos empregos
diretos e indiretos (Chichorro et al., 2017).

Nesse contexto, o primeiro experimento desta tese (Capitulo 1), sdo utilizados
FMA como alternativa de preservar espécies vegetais nativas suscetiveis ao Fe como
a S. terebinthifolius RADDI, mitigando os efeitos efeitos negativos deste metal nos
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ecossistemas. Sabe-se que os FMA conferem a planta hospedeira um efeito
fitoprotetor aos niveis de toxidez por Fe, imobilizando-os no solo e impedindo que
sejam translocados da raiz para parte aérea (Gohre & Paszkowski 2006).

O segundo experimento da tese (Capitulo Il), trabalha com espécies florestais
socioeconomicamente importantes, como E. urograndis que estdo localizadas em
regides costeiras no ES sob forte influéncia das atividades de processamento de
minério de Fe. De forma inovadora, associamos Si e os FMA, como modelo-chave na
reducéo dos efeitos negativos do Fe sobre plantas (Frew et al., 2017). E amplamente
aceito que o Si é benéfico no crescimento das plantas e no alivio do estresse de metais
pesados (Ma & Yamaiji 2015), incluindo o Fe?* (Fu et al., 2012), além FMA (Gohre &
Paszkowski 2006).

A grande relevancia deste trabalho decorre do fato que até o presente momento
nenhum estudo abordou aspectos ecofisiolégicos em espécies nativas e exoticas,
objetivado reduzir os efeitos negativos do Fe, utilizando micorrizas em aroeira (nativa)
ou uso combinado do silicio-FMA em substrato acido no eucalipto (exética).

Com base no exposto, a hipotese primeiro experimento (Capitulo 1), é que a
sensibilidade fisioldgica da S. terebinthifolius RADDI frente a toxicidade por Fe é
atenuada quando inoculadas com FMA em substrato &cido. Para o segundo
experimento (Capitulo 1l), o0 uso combinado do Si-FMA aliviam a fitotoxidez do Fe no

E. urograndis em baixo pH.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

Importancia do Fe nas plantas e o crescente numero de usinas no setor de

mineracao

O Fe é um micronutriente importante para as plantas, estando envolvido em
processos fundamentais como fotossintese, respiracao, metabolismo do nitrogénio e
transporte de elétrons (Becana et al., 1998). Geralmente € encontrado em associacéo
com moléculas maiores, como citocromos, clorofila e proteinas. Algumas de suas
funcdes se devem a sua capacidade de atuar em reacdes redox reversiveis entre os

ions ferroso (Fe?*) e férrico (Fe®*) (Becana et al., 1998), conforme (Figura 1).
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Figura 1. Principais reacdes redox entre os ions ferroso (Fe?*) e férrico (Fe®").
Adaptado de Becana et al., (1998).

Abundante na crosta terrestre, o Fe presente no solo esta em sua maior parte
na forma Fe3*, que ndo é prontamente absorvido pelas plantas (Fageria et al., 1990).
Em condi¢Bes normais, o teor de Fe nas plantas varia de 0,05 a 0,25 mg g* de massa
seca (Marschner 1995). Entretanto, sob altas concentracdes este elemento torna-se
fitotoxico (Pugh et al., 2002).

O crescente nimero de usinas do setor de mineragdo e beneficiamento de Fe,
pode constituir um risco ambiental para espécies vegetais estabelecidas em
fragmentos proximos das fontes poluidoras, lancando assim nestas areas uma
consideravel quantidade de Fe (Schiavo 2005). Mas a magnitude do impacto com Fe,
dependera das caracteristicas da intensidade e frequéncia das deposi¢des, bem como
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sua susceptibilidade e estagio de desenvolvimento dos organismos afetados. Sabe-
se, que os efeitos desta forma de poluicdo podem atingir patamares suficientes para
causar modificagfes na estrutura das comunidades vegetais expostas (Wong et al.,
1978).

S. terebinthifolius, localizacdo e o teor de ferro nos solos proximos da fonte

poluidora

A S. terebinthifolius € uma espécie vegetal nativa do ecossistema restinga e
regionalmente conhecida como aroeira, sendo encontrada principalmente no Parque
Estadual Paulo César Vinha (PEPCV), localizada no municipio de Guarapari-ES
(Machado & Carmello-Guerreiro et al., 2001), nas coordenadas geograficas 20°40'00”
S e 40°29'51” W e proximo da fonte poluidora: Samarco Mineradora S.A., localizada
em Anchieta-ES com coordenadas S 20°46'16.7" e 40°34'30.9" W, conforme (Figura
2).
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Figura 2. (A) Mapa das areas contaminadas por Fe proximas da mineradora no ES,
sendo o ponto 1 (P1) Samarco Mineradora S.A. (Fonte poluidora), localizada no
municipio de Anchieta-ES, considerada como ponto inicial OKm; (P2) Meaipe,
localizada no municipio de Grarapari-ES, a 10km da fonte poluidora; (P3) Parque
Estadual Paulo César Vinha (PEPCV), localizada no municipio de Guarapari-ES, a 30
Km da fonte poluidora; (P4) Praia dos Recifes, localizada no municipio de Vila Velha-
ES, a 50 km da fonte poluidora. (B) Teor de Fe (mg/dm?) dos solos in situ coletados

na profundidade 0-40 cm das areas proximas a fonte poluidora (P1/P2/P3/P4),
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respectivamente. (Imagem (A): Carlos Moacir Colodete; Figura (B): GraphPad Prism
7.0).

Ecologicamente a aroeira é considerada pioneira, heliéfila e perenifélia (Lorenzi
1992; Machado & Carmello-Guerreiro et al., 2001). Socioeconomicamente, é
importante pelos atributos medicinais e alimentares (Guerra et al., 2000). Mostra-se
importante ao biomonitoramento in situ, pela sua sensibilidade fisiolégica dependente
do nivel de estresse Fe em que sdo submetidas (Lopes et al., 2000; Oliveira et al.,
2007; Kuki et al., 2009).

Expanséo das mineradoras de Fe e seu impacto no ecossistema restinga no ES

O Brasil é o segundo maior produtor minério Fe no mundo (Ibram, 2011). No
ES foi observado um expressivo aumento no nimero de usinas setor de mineracéo e
beneficiamento de Fe, principalmente sobre ecossistema costeiro de restinga (Pereira
1990; Kuki et al., 2008, 2009). Além disso, as atividades destas mineradoras, como
armazenamento, transporte, manuseio de insumos, queima de combustiveis fosseis
(Lopes et al., 2000), geram poluentes atmosféricos como Fe, 6xido de enxofre e 6xido
de nitrogénio (Lopes et al., 2000; Silva et al., 2015), levando a impactos negativos sem
prescedentes aos ecossistemas. Além disso, estes 6xidos na atmosfera, reagem
potencialmente com vapor de agua, e formam acidos fortes, que se precipitam na
forma de chuva &cida (Grantz et al., 2003; Kuki et al., 2008). A acidez causada pela
chuva &cida, alteram ndo apenas os ecossistemas (Lopes et al., 2000; Koki et al.,
2008) mas as propriedades quimicas e fisicas solo, indisponibilizando nutrientes
minerais para as plantas (Monni et al., 2001; Krohling et al., 2016). Além disso, Fe no
solo em pH &cido, desencadeiam reacdes reducao do ferro, que podem potencializar
sua solubilizacéo, fitotoxidade a partir de disturbios ecofisiolégicos e nutricionais nas
plantas (Hell & Stephan 2003).

AlteracOes ecofisioldgicas e nutricionais em plantas de restinga submetidas ao
Fe

Sabe-se que fisiologicamente, plantas submetidas ao estresse por Fe podem
comprometer a respiracdo e a fotossintese, por exemplo na assimilacéo liquida de
carbono, conduténcia estomatica ao vapor de agua, taxa transpiratoria, eficiéncia

intrinseca do uso da agua, eficiéncia carboxilacdo, razao entre a concentracao de CO2
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interna da folha e concentragéo de CO2 do ar em torno da folha, o rendimento quantico
maximo do PSII e o indice fotossintético (Grantz et al., 2003; Silva et al., 2015), além
de paramentros morfolégicos, como o aparecimento do bronzeamento foliar (Jucoski
et al., 2013;2016) e distarbios nutricionais (Araujo et al., 2014).

Nesse contexto, Lopes et al., (2000) avaliaram a extensdo geografica e a acao
de poluentes, sobre a ecofisiologia de trés espécies vegetais de restinga: a Sophora
tomentosa, Rheedia brasiliensis e Myrtaceae sp. Essas plantas foram submetidas aos
efeitos das emissfes de didéxido de enxofre (SO2) e ao Fe nas diferentes distancias:
200, 500, 800, 1400 e 1700 metros (m) da fonte emissora (Mineradora de Fe),
expostas em condicdes de sombreamento ou ndo. Estas espécies apresentaram
amplo espectro de sensibilidade e capacidade de acumulo de ion sulfato e Fe. S.
tomentosa, foi mais resistente que R. brasiliensis e Myrtaceae sp. Estas Ultimas
apresentaram uma intensa manifestacdo de danos visuais tais como bronzeamento
foliar e manchas necroticas. Os indicadores de estresse nas plantas foram: diminuicédo
da taxa fotossintese liquida (S.tomentosa — 6,95 umol.m?2.s'; Myrtaceae — 1,94
umol.m2.s1; R. brasiliensis 2,23 pmol.m.s1), condutancia estomatica, aumento da
temperatura foliar e maior acimulo de Fe e enxofre nos tecidos vegetais. Os efeitos
foram criticos a distancia de 800 m para SO: e as distancias de 200 e 1400 m para 0s
matérias particulados de Fe. As alteracdes morfologicas e fisiolégicas decorrentes das
emissfes foram mais intensas em plantulas expostas sem sombreamento. O extresse
por Fe a 200 m causou um significativo aumento de temperatura foliar.

Kuki et al., (2008) associaram o extresse do Fe a deposi¢cdo simulada da chuva
acida em camara acrilica na casa-de-vegetacdo de duas espécies vegetais de
restinga S. terebinthifolius e Sophora tomentosa L. sob parametros ecofisiolégicos e
bioguimicos por 30 dias. Os tratamentos consistiram em névoa neutra (controle) [Agua
(pH 6,7)], névoa neutra [agua (pH 6,7)] + Fe, névoa acida [solucao diluida de &cido
sulfarico (pH 3,0)] e névoa acida [solugdo diluida de acido sulfurico (pH 3,0)] + Fe. De
modo geral os tratamentos submetidos ao extresse Fe em pH &cido foram capazes
de induzir estresse oxidativo, reduziu o clorofilas totais (0,65e°! ug mm~2) a eficiéncia
quantica maxima de PSIl (Fv/Fm) (0,19e™°%) e a taxa de transporte de elétrons
(1995,85 pmol m™2 s™1) em S. terebinthifolius, mostrando maior sensibilidade
fisiologica aos tratamentos. Plantas de S. tomentosa, que se expds a acidose, reduziu
A, enquanto a de particulas de Fe levou ao aumento no taxa de transporte de elétrons
(255,912 ug g DW™) e na permeabilidade da membrana (48,25 %). As atividades de

enzimas antioxidantes, como catalase e superoxido dismutase, foram maiores em S.
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tomentosa e menores em S. terebinthifolius. Estes autores sugerem que as duas
espécies de restinga utilizaram-se de estratégias distintas para superar as condicdes
estressantes criadas pelo Fe. A S. terebinthifolius mostraram-se sensiveis aos
tratamentos e S. tomentosa usou mais as enzimas antioxidantes para neutralizar o
estresse oxidativo. Os resultados apontam que a S. terebinthifolius pode ser indicada
como espécie de biomarcadora em condi¢cbes de campo, pela maior sensibilidade
fisiol6gica ao Fe.

Oliveira et al., (2007) avaliando o efeito do Fe no teor de pigmentos
fotossintetizantes como (clorofila a, b e carotenoides) nas folhas da S. terebinthifolius,
concluiram que esta espécie vegetal pode ser viavel para o biomonitoramento em
areas de restinga proximos a fonte poluidora Samarco Mineradora S.A., localizada em
Anchieta-ES, devido as modula¢des nos pigmentos de clorofila, comparados ao
controle sem estresse por Fe e sendo assim considerada uma espécie sensivel a esse

elemento-traco.

O papel dos FMA em plantas hospedeiras submetidas aos estresse de metais

pesados

Microrganismos simbiontes, especialmente os FMA, possibilitam ndo apenas a
aliviacdo mas permanéncia das plantas hospedeiras em areas contaminadas por
metais pesados. Sua eficiéncia depende da relacao fungo-planta-metal (Smith & Read
2008). Os FMA s&o microrganismos naturais do solo (Smith & Read 2008), no entanto,
a alta disponibilidade de metais tal como o Fe?* em pH &cido nos solos, podem causar
perdas na taxa de colonizagéo (Yang et al., 2015; He et al., 2007) como relatado para
género Claroideoglomus (Davies et al., 2002; Liao et al., 2003; Lu et al., 2015).

Os FMA contribuem na fitorremediagdo de solos contaminados por metais
pesados, podendo auxiliar positivamente espécies vegetais sensiveis, seja pela
fitoextragdo e/ou fitoestabilizacdo (Khan et al., 2000; Rillig 2004; Ferrol et al., 2016).
Variados estudos demonstram a eficiéncia micorrizica reduzindo os efeitos negativos
das plantas submetidas ao estresse por metais pesados (Bi et al., 2003; Beltrano et
al., 2013; Bati et al., 2015), tornando-as tolerantes (Miransari 2017).

O papel micorrizas sobre plantas hospedeiras sdo amplamente reconhecidas,
como aumento absor¢ao nutrientes minerais solo [(notadamente o fosforo (P)] por
hifas fungicas que funcionam como extensdo do sistema radicular (Marschner & Dell
1994; Clark & Zeto 2000; Davies et al., 2002; Liao et al., 2003; Alizadeh 2012),
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suprimento hidrico (Augé 2001; Ruiz-Lozano & Aroca 2010; Birhane et al., 2012;
Santander et al., 2017), crescimento (Jasper et al., 1988; Davies et al., 2002; Liao et
al., 2003; Lu et al., 2015), clorofila (Bhattacharjee & Sharma 2012), fotossintese
(Davies et al., 2002; Beltrano et al., 2013), biomassa (Solis-Dominguez et al., 2012) e
transferéncia elétrons PSII-1 (Shamshiri & Fattahi 2016). Por outro lado, um efeito
direto do excesso do Fe sobre os FMA é na inibicdo da germinacdo de esporos,
desenvolvimento de hifas e nimeros de arblsculos, que pode atrasar ou inibir a
formacao e colonizacdo micorrizica nas raizes de plantas hospedeiras (Yang et al.,
2015).

FMA desenvolveram mecanismos distintos frente ao estresse de Fe (Ferrol et
al., 2016; Gohre & Paszkowski 2006). E sugerido que a glomalina, uma glicoproteina
sintetizada por hifas de FMA, tenha funcdo quelante de metais, diminuindo
disponibilidade em plantas hospedeiras (Zhu 2001). Nesse sentido, torna-se
fundamental o entendimento da imobilizacdo de metais via biomassa fungica como
um mecanismo eficiente na tolerancia de metais pesados em plantas hospedeiras,

conforme (Figura 3).
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Figura 3. Resumo dos potenciais mecanismos de desintoxicacao dos metais pesados
em uma célula fungica: (1) hifas externas (he) dos FMA que secretam moléculas
qguelatantes (glomalina e metalotianina) (rizosfera/rizoplano); (2) parede celular
atuando como barreira fisica; (3) diminuigdo do influxo metais através da membrana

plasmatica; (4) transportadores especificos ou ndo de membrana plasmatica
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(ativo/passivo); (5) quelacdo no citosol; (6) efluxo de metais via transportadores
especificos; (7) acumulacdo dos metais no vacuolo; (8) transporte do metal por hifa
dos FMA; (8) importacao reduzida ou nao toxica (aliviacdo) de metais via arbusculo

(arb) para a célula vegetal. Adaptado de Gohre & Paszkowski (2006).

A partir dos potenciais mecanismos de desintoxicacdo dos metais pesados em
uma célula fungica, conforme (Figura 3), pode-se inferir que a micorrizacédo pode nao
apenas minorar a toxidez por metais pesados, mas melhorar o crescimento das
plantas. Isso ja foi demonstrado por Klauberg-Filho (1999) avaliando a eficiéncia
simbidtica de diferentes isolados de FMA no qual promoveu o crescimento da parte
aérea de Panicum maximum em relacdo ao tratamento ndo inoculado. Esses mesmos
autores observaram que a inoculacdo de Glomus clarum e Scutellospora fulgida,
oriundos de area contaminada com metais pesados, apresentaram maior eficiéncia,
aumentando assim a produgcdo de massa seca de P. maximum em 47% a 31%
respectivamente. Respostas semelhantes foram obtidas em espécies arboreas por
Siqueira et al., (1999a), os quais verificaram que apesar dos decréscimos acentuados
nos valores de colonizacdo FMA, houve favorecimento no crescimento das espécies
Senna multijuga, Luehea grandiflora, Enterolobium contortisiliquum, Albizia lebbeck e
Senna macranthera de solos que continham concentracdes de metais como zinco
(Zn); cadmio (Cd); chumbo (Pb) e cobre (Cu).

De forma similar, Liu et al., (2002) mostraram que a biomassa de plantas
micorrizadas de tomate aumentou em 30% em comparacdo com nao micorrizadas,
frente ao aumento da concentracdo de arsénico (As) no solo. Ruscitti et al., (2011)
testaram se a inoculacdo com FMA aumentava a tolerancia ao crémio (Cr), pelo
crescimento, parametros bioquimicos e o efeito sobre as membranas das raizes em
Capsicum annum. Tais plantas foram inoculadas ou ndo com Glomus mosseae/
Glomus intraradices na presenca de diferentes concentracdes de cromato de potassio
no solo. Na concentracdo mais elevada (200 mM de cromato de potassio), Cr reduziu
a colonizacdo de raiz por G.mosseae ou G.intraradices (para 23 e 20%,
respectivamente). Concentracbes moderadas e elevadas de Cr reduziram todos os
parametros de crescimento. A interagcdo da inoculacdo e Cr aumentou o teor de
clorofila foliar e prolina sendo que o teor de carotendides ndo foi afetado. Na
concentracdo de Cr mais elevada, as plantas inoculadas tinham o dobro da biomassa

de plantas n&o inoculadas. A micorrizagdo aumentou a tolerancia das plantas de
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pimenta a Cr no solo, modificando o metabolismo da prolina para assegurar uma
resposta mais eficiente.

Segundo Weissenhorn et al., (1994) a colonizacao radicular por G. mosseae
em milho (Zea mays) em solo contaminado por metais aumentou a massa vegetal e
reduziu a absorcao de Cd, Zn e Cu na parte aérea e raizes, fato também relatado para
outras espeécies. Estes resultados estdo de acordo com (Dueck et al.,, 1986). Ha
evidéncias que as micorrizas podem reduzir o transporte de metais das raizes de
plantas hospedeiras para a parte aérea (Andrade et al., 2003; Gohre & Paszkowski
2006).

Um aspecto consideravel da contribuicdo dos FMA na recuperacéo de areas
degradadas esta na capacidade das plantas micorrizadas aumentarem a area foliar.
Este importante parametro fisiolégico, reflete nas taxas fotossintéticas melhoradas em
plantas hospedeiras, resultando em maior producéo de fotoassimilados que, em parte,
serdo translocados aos FMA (Cavalcante et al., 2002 a, b). Silva et al. (2004) também
afirmaram o aumento da taxa fotossintética de plantas a inoculacdo com FMA esta
diretamente relacionado ao aumento da area foliar, 0 que proporcionaria aumento do
crescimento vegetativo e acumulo de biomassa fresca e seca. Sendo assim, o
incremento na area foliar possibilitado pelos FMA, coincide com os resultados
observados por Cavalcante et al., (2002a) em maracujazeiro-amarelo e Costa et al.,
(2005) em mangabeira, os quais verificaram que a simbiose planta-FMA proporcionou
um aumento na area foliar das frutiferas em relacédo as plantas ndo micorrizadas. De
forma semelhante, Saggin Junior (1997) mostraram que a inoculacdo de FMA em
mudas de plantas, aumentaram em média 340% na area foliar, com destaque para o
cedro (Cedrela fissilis) e trema (Trema micranta).

Siqueira et al., (2008) mostraram particularmente que o aumento de P conferido
por FMA em espécies florestais favoreceu a producdo de biomassa vegetal e aumento
das taxas fotossintéticas. Rahmaty & Khara (2011) corroboram que plantas expostas
a altos niveis de metais, o P fornecido por inoculagdo de FMA promoveu aumento da
area foliar, dos teores de clorofila a e b nas folhas e da taxa fotossintética, o que
aumentou a producado de acucares soluveis e proteinas, contribuindo portanto para a
tolerancia por metais pesados. Anteriormente Siqueira et al. (1998), ja afirmavam que
a inoculagdo com FMA nas plantas hospedeiras, promoveu aumento na biomassa
seca, que variou de 10% a 800%, sendo as maiores e mais consistentes respostas
observadas em plantas jovens, na fase de viveiro. Além disso, neste estudo, 0s

resultados relativos a biomassa seca nao foram iguais, e em plantas submetidas a
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inoculacdo com os FMA, o desenvolvimento foi superior a testemunha, o que pode ser
atribuido a maior area foliar, que contribuiu para o acumulo de biomassa seca, em
resposta a maior producéo de fotoassimilados.

Canton et al., (2016) avaliaram as respostas bioquimicas e ecofisiolégicas sob
estresse por manganés (Mn) em eucalipto (Eucalyptus grandis) associado ao fungo
Pisolithus tinctorius. Concluiram que P.tinctorius foi tolerante concentracfes elevadas
de Mn no solo, especialmente na presenca de glicose. As enzimas antioxidantes
catalase e glutationa stransferase foram ativados quando P.tinctorius foi exposto a
Mn. Plantas micorrizadas cresceram mais e mais rapido do que as plantas néo
micorrizadas, independentemente da exposicdo ao Mn. A taxa da fotossintese,
eficiéncia intrinseca de uso da agua e eficiéncia de carboxilacdo, foram todas
inversamente correlacionadas concentracdo de Mn. A colonizacdo por P.tinctorius
aumentou o teor foliar de nitrogenio, fésforo, céalcio, magnésio em E. grandis. Estes
autores aprovaram a grande eficiéncia do fungo P.tinctorius na redugéo do estresse
por Mn em eucalipto.

Portanto, pode-se inferir a partir desta funfamentacéo teorica, que as alteracdes
nas comunidades vegetacionais impostas pelas mineradoras de Fe no ES, é um
problema ambiental grave, tornando assim, indispensavel compreender os aspectos
de crescimento, nutricdo mineral e fisiologia de plantulas submetidas aos estresse de
Fe em substrato acido. O uso combinado (Si+FMA+planta) pode ser uma ferramenta

eologicamente imprescindivel na remediag&o do estresse de Fe.
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CAPITULO |

Crescimento, nutricdo e fisiologia de plantulas de Schinus terebinthifolius
RADDI (1820), cultivadas em substrato acido na presenca de ferro e micorrizas.

COLODETE, CARLOS MOACIR. Universidade Vila Velha - ES, 22 de Fevereiro de
2018. Crescimento, nutricao e fisiologia de plantulas de Schinus terebinthifolius
RADDI (1820), cultivadas em substrato acido na presenca de ferro e micorrizas.
Orientador Brasileiro: Dr. Carlos Eduardo Tadokoro (UVV). Coorientador Brasileiro:
Dr. Alessandro Coutinho Ramos (UENF). Coorientador Estrangeiro: Dra. Cristina
Maria Nobre Sobral de Vilhena da Cruz Houghton (FCUL).

RESUMO

Nos ultimos anos, S. terebinthifolius RADDI pertencentes ao ecossistema restinga
proximos das mineradoras de Fe no estado do ES, vem sendo constantemente
devastadas, pois sao fisiologicamente sensiveis ao Fe, podendo levar a reducdo no
namero populacional, distarbios na dindmica sucessional e em Gltimo cenério a sua
extincdo. Nesse contexto, uma proposta ecologicamente importante na resisténcia e
resiliéncia destas e de outras espécies impactadas por elementos-traco no solo, é
utilizando microrganismos naturais do solo, como os as micorrizas arbusculares. Com
base no exposto, nossa hipétese é que a sensibilidade fisiolégica da S. terebinthifolius
RADDI frente a toxicidade por Fe é atenuada quando inoculadas com FMA. O objetivo
deste trabalho, foi avaliar o efeito da micorrizacdo sob as respostas de crescimento,
cinética de absorcdo e acumulacdo de macro e micronutrientes e fisiologia de
plantulas de aroeira submetidas ou n&o ao estresse de 2 mM de sulfato ferroso
(FeSOa4) em substrato acido. O experimento foi conduzido em casa-de-vegetacao,
constando de quatro tratamentos: (Controle ndo micorrizado, Controle micorrizado, 2

mM com FeSO4 ndo micorrizado e 2 mM FeSO4 micorrizado). Em todas as solugdes
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aplicadas o pH foi ajustado para pH=4,1+0,2. Foram utilizados substrato autoclavados
de areia:terra vegetal 1:1 (v/v). A inoculacdo dos FMA foram realizados no
transplantio, utilizando-se o inéculo C. entunicatum (SCT101A) e as plantulas
avaliadas 90 dias apOs inoculacdo. Nossos resultados mostraram reducdes na
colonizacéo, dependéncia e estruturas fungicas em raizes submetidas a 2 mM FeSOa.
Porém, plantulas de aroeira mostraram-se altamente dependente da micorrizagéo, de
cerca de 380%. Plantulas ndo micorrizadas e expostas a 2 mM Fe, apresentaram
bronzeamento foliar. Plantulas micorrizadas aumentaram os parametros de
crescimento, quando submetidas a 2 mM FeSOa. O teor de Fe na parte aérea de
plantulas micorrizadas do tratamento Controle e 2 mM FeSOa, foram inferiores em
aproximadamente 59 e 84%, respectivamente, quando comparados aos da raiz. Os
parametros fisioldgicos foram maiores quando os tratamentos Controle e 2 mM FeSO4
foram micorrizados. A relacdo Fv/IFm dos tratamentos Controle e 2 mM FeSOa
micorrizados, foram acima dos indicadores de estresse, de cerca de 0,81 e 0,79
respectivamente, evidenciando melhora substancial do rendimento quéantico maximo
do fotossistema Il. Analisando os resultados de forma conjunta (fotossistema I/
fotossistema I/ taxa fotossintética liquida) em plantulas micorrizadas dos tratamentos
Controle e 2 mM FeSOa, evidenciou a baixa interferéncia do Fe na fase fotoquimica
fotossistema ll-fotossistema I) mas reducdes na eficiéncia de carboxilacéo, indicando
diminuicao da atividade ou no teor da Rubisco no estroma do cloroplasto. Conclui-se
gue os FMA aliviaram os efeitos negativos do Fe em plantulas de S. terebinthifolius
RADDI sob estresse de metais, tornando-as mais resistentes aos efeito ao efeito

estressante desse elemento-traco.

Palavras chaves: Plantulas restinga, contaminacdo por ferro, micorriza arbuscular,

aliviacao do estresse.
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ABSTRACT

COLODETE, CARLOS MOACIR. University of Vila Velha — ES, February 22, 2018.
Growth, nutrition and physiology of seedlings of Schinus terebinthifolius RADDI
(1820), cultivated on acid substrate in the presence of iron and mycorrhizae.
Brazilian Advisor: Dr. Carlos Eduardo Tadokoro (UVV), Brazilian Co-advisor: Dr.
Alessandro Coutinho Ramos (UENF) and Foreign Co-advisor: Dra. Cristina Maria
Nobre Sobral de Vilhena da Cruz Houghton (FCUL).

In recent years, S. terebinthifolius RADDI belonging to the restinga ecosystem close
to the iron miners (Fe) in the state of ES, have been constantly devastated, since they
are physiologically sensitive to Fe and may lead to a reduction in population numbers,
disturbances in dynamics succession and in last scene to its extinction. In this context,
an ecologically important proposal on the resistance and resilience of these and other
species impacted by element-trace in the soil is the use of natural soil microorganisms,
such as AMF. Based on the foregoing, our hypothesis is that the physiological
sensitivity of S. terebinthifolius RADDI to Fe toxicity is attenuated when inoculated with
AMF. The obijective of this work was to evaluate the effect of mycorrhization under the
growth responses, absorption and accumulation kinetics of macro and micronutrients
and physiology of aroeira seedlings submitted to stress of 2 mM ferrous sulfate
(FeS0a) at acidic pH. The experiment was conducted in greenhouse, consisting of four
treatments: (non-mycorrhizal Control, mycorrhizal Control, 2 mM with non-mycorrhized
FeSO4 and 2 mM mycorrhized FeSOa4). In all solutions the pH was adjusted to
pH=4.1+0.2. Autoclaved sand substrate was used: 1:1 (v/v) soil. FMA inoculation was
carried out in the transplant using the inoculum Claroideoglomus entunicatum
(SCT101A) and the seedlings evaluated at 90 days after inoculation. Our results
showed reductions in colonization, dependence and fungal structures in roots

submitted to 2 mM FeSO4. However, aroeira seedlings were highly dependent on
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mycorrhization, about 380%. Non-mycorrhized seedlings and exposed to 2 mM Fe,
presented leaf tanning. Mycorrhizal seedlings increased growth parameters when
submitted to 2 mM FeSOa4. The Fe content in the aerial part of mycorrhizal plants of
the Control treatment and 2 mM FeSOg, were inferior in approximately 59 and 84%,
respectively, when compared to the root. Physiological parameters were higher when
Control and 2 mM FeSOa4 treatments were micorrized. The Fv/Fm ratio of the Control
treatments and 2 mM FeSO4 mycorrhizal were above the stress indicators, of about
0.81 and 0.79 respectively, evidencing a substantial improvement in the maximum
qguantum vyield of photosystem Il. Analyzing the results together (photosystem I/
photosystem l/liquid photosynthetic rate) in mycorrhizal seedlings of the Control
treatments and 2 mM FeSOas, evidenced the low interference of Fe in the
photochemical phase photosystem ll-photosystem | but reductions in the efficiency of
carboxylation, indicating a decrease in activity or in the Rubisco content in the
chloroplast stroma. It was concluded that FMA relieved the negative effects of Fe on
aroeira seedlings under metal stress, making them more resistant to the stress effect

of this element-trace.

Keywords: Seedling seedlings, iron contamination, arbuscular mycorrhizae, stress

alleviation.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a contaminacdo ambiental por atividades industriais vem se
tornando um problema global, uma vez que os poluentes gerados podem afetar a
funcionalidade, biodiversidade e sustentabilidade dos ecossistemas (Kuki et al., 2008;
Araujo et al., 2015; Canton et al., 2016).

O Fe é um dos elementos mais abundantes da crosta terrestre e um dos
principais poluentes emitidos pelas atividades de mineragdo e beneficiamento de
minério (Neves et al., 2009; Mohiuddin et al., 2014). Quando o Fe é ressuspenso na
atmosfera, ele se acumula na vegetacao (Grantz et al., 2003) e solo (Clemens et al.,
2013) causando efeitos deletérios nas plantas. De fato, os estudos com plantas
nativas em regides costeiras no Brasil, sob a influéncia da atividade de processamento
de minério de Fe, mostraram que espécies como S. terebinthifolius RADDI
(Anarcadiaceae) tém sensibilidade fisioldégica extremamente dependente do nivel de
estresse Fe a que sdo submetidas (Lopes et al., 2000; Oliveira et al., 2007; Kuki et al.,
2009).

Em plantas superiores, o excesso de Fe pode causar danos ecofisioldgicos e
varios disturbios nutricionais (Grantz et al., 2003; Chen et al., 2015, Krohling et al.,
2016), e dependendo da magnitude do impacto, da intensidade e frequéncia das
exposicdo, bem como da susceptibilidade e estagio de desenvolvimento das espécies
vegetais, podem reduzir ou até elimina-las de ecossistemas proximos as fontes
poluidoras (Wong et al., 1978; Lopes et al., 2000; Rocha et al., 2014). Nessas
condicdes, a acidez do solo causada por chuvas acidas torna o Fe altamente
disponivel para a absor¢ao pela raiz (Hell & Stephan 2003; Ricachenevsky & Sperotto
2014), podendo levar seu acumulo a niveis fitotéxicos nos tecidos vegetais, conforme
levantamentos anteriores (Lopes et al., 2000; Pugh et al., 2002; Silva et al., 2006), que
descreveram um pH médio em solos de restinga no ES proximos fonte poluidora de
cercade 3a5,5.

Neste contexto, o uso de microrganismos é uma alternativa para preservar
espécies vegetais nativas suscetiveis ao Fe e para mitigar seus efeitos nos
ecossistemas. A introducdo destes microrganismos no solo € uma estratégia
promissora para aumentar a tolerancia das plantas a alta disponibilidade de Fe e
recuperacdo de areas impactadas por atividades de mineracdo (Landeweert et al.,
2001; Crane et al., 2010; Lermen et al., 2015). Neste caso, os FMA séo fundamentais,

pois podem conferir a planta hospedeira, efeito fitoprotetor aos niveis de toxidez por
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Fe, imobilizando-os no solo e impedindo que sejam translocados da raiz para parte
aérea (Khan et al., 2000; Rillig 2004; Gohre & Paszkowski 2006). Além disso, algumas
espécies de FMA sdo conhecidos pela capacidade de aumentar o crescimento,
nutricdo e fisiologia de plantas hospedeiras que se desenvolverem em solos
contaminados por metais (Van Tichelen et al., 2001; Rajkumar et al., 2012). De fato,
a inoculacdo com FMA em plantas hospedeiras, induzem a incrementos na absorcéo
nutrientes na rizosfera (Marschner & Dell 1994; Clark & Zeto 2000; Liao et al., 2003;
Alizadeh 2012), resisténcia aos estresses bidticos e abibticos (Augé 2001; Ruiz-
Lozano & Aroca 2010; Santander et al., 2017) e também na atividade fotossintética
(Davies et al., 2002; Beltrano et al., 2013), via aumento na transferéncia de elétrons e
assimilacdo de carbono (Shamshiri & Fattahi 2016). No entanto, respostas positivas
nas plantas hospedeiras, dependem da relacéo fungo-planta-metal (Smith & Read
2008; Gaur & Adholeya 2004).

Estudos envolvendo a ecofisiologia de espécies nativas importantes (como a
S. terebinthifolius RADDI) que se localizam em é&reas de preservacdo sendo
submetidas a contaminacéo do estresse por Fe, sdo escassos, especialmente quando
se utilizar-mos microrganismos simbiontes como FMA, que séo veiculos de reducdo
dos efeitos negativos do Fe sobre as plantas hospedeiras (Dawkins e Esiobu 2017).

Para testar a hipétese delimitada, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito
da micorrizacdo sob as respostas de crescimento, cinética de absorcao e acumulacéo
de macro e micronutrientes da parte aérea e raiz e fisiologia da S. terebinthifolius

RADDI, cultivadas em substrato acido na presenca de Fe.
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2. MATERIAL E METODOS

Materiais vegetais e in6culos de FMA

As sementes S. terebinthifolius RADDI, 1820 (Sapindales: Anacardiaceae
Lindley, 1830), foram adquiridas em casa comercial (Sementes Caicara - Lote: 015 -
Registro: 25492).

O in6culo micorrizico C. entunicatum (Becker & Gerd.) C. Walker & A. Schussler
(isolado SCT101A), composto por esporos fungicos, hifas e raizes de Brachiaria
brizanta colonizadas, foi obtido Colecao Internacional de Cultura de Glomeromycota
(CICG), da Universidade Regional de Blumenau (Santa Catarina, Brasil)
(https://www.furb.br/cicg). A densidade esporos foi verificada, realizando-se a
extracdo de 20 mL do in6culo, conforme metodologia de Gerdemann & Nicolson

(1963). A densidade aproximadamente obtida foi 307,6 esporos/cm?3.

Delineamento experimental, condi¢cfes crescimento e inoculagdo micorrizica

O experimento foi realizado em um Delineamento Inteiramente Casualizado
(DIC), constando de quatro tratamentos: 1) Controle (Agua destilada) ndo micorrizado
(Controle-Nao Mic); 2) Controle (agua destilada) micorrizado (Controle-Mic); 3) 2 mM
de sulfato ferroso (FeSO4) ndo micorrizado (2 mM Fe-N&o Mic) e 4) 2 mM de FeSOq4
micorrizado (2 mM Fe-Mic), com cinco repeti¢cdes (n=20). Todas as solucdes aplicadas
nas plantas o pH foi ajustado para pH=4,1+0,2, tanto aos Controles quanto os
tratamentos com FeSOa.

As sementes utilizadas no experimento passaram por um processo de
desinfestacdo de superficie com hipoclorito de sodio 2% por 5 minutos, e
posteriormente com alcool 70% por 3 minutos. Apos a esterilizacdo, sementes foram
semeadas em bandejas, contendo areia quartzo 12/20 previamente autoclavadas a
121°C, durante 60 minutos por trés vezes, com um intervalo de 24 horas entre cada
uma delas. O processo de germinacdo das mudas foi realizado em camara de
crescimento (16/8h luz/escuro), com intensidade luminosa de 350 pymol m?2 s7,
temperatura de 25+1°C e 70% umidade, durante 30 dias. Apds 30 dias de germinacéo
as mudas foram transplantadas para vasos com capacidade de 500 mL, contendo os
substratos previamente autoclavados compostos de areia:terra vegetal na proporgéo
1:1 (viv).
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A inoculagéo dos FMA foram realizadas no transplantio, aplicando-se 20 mL do
in6culo C. entunicatum, 3cm abaixo da superficie dos substratos presentes nos vasos.
As plantulas ndo inoculadas (Controle), receberam quantidade equivalente ao
inoculante, porém do mesmo substrato usado no experimento. O experimento foi
conduzido em casa-de-vegetacdo por 90 dias apés inoculacéo (d.a.i), no campus da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), localizada em
Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro (RJ) entre os meses de Mar¢co a Junho de
2016. Para regulacéo do pH das solu¢gbes em todos tratamentos, foram utilizados
pHmetro portatil, com adi¢éo de &acido cloridrico 0,1 mol L ou hidréxido de potassio
0,1 mol L. A solucdo 2mM FeSOa4 [Sigma - PM: 278,03] foi obtida a partir solucéo
estoque (SE) (27,83g FeSO4em 100 mL agua destilada), onde retirava-se (2 mL da
SE em 1000 mL &gua destilada), sendo esta, considerada solucdo para aplicacdes.
Todas plantulas foram submetidas a irrigacdo uniforme de &gua destilada em
pH=4,1+0,23, mantendo o substrato proximo a capacidade campo. Duas vezes por
semana e alternadamente, cada vaso contendo uma plantula inoculada foi regada
com 50 mL de solucéo Clark ¥4 forga ionica (Clark 1975) e 50 mL de 2mM FeSOy,
mantendo-se o pH=4,1+0,23.

Ao final do experimento (90 d.a.i), foram coletados 50g do substrato de cada
vaso, para amostragem dos tratamentos, n=5, totalizando quatro amostras compostas
250g, secos ao ar e armazenadas sacos papel identificados, para analise quimica solo
na Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), segundo metodologia
(Embrapa 1997) e (Tabela 1).
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Tabela 1. Analise quimica do substrato dos vasos (areia:terra vegetal) 1:1 (v:v) das plantulas da S. terebinthifolius RADDI, dos tratamentos
Controle-Nao micorrizado, Controle-Micorrizado, 2 mM Fe de FeSO4-Nao micorrizado, 2 mM Fe de FeSOas-Micorrizado com C. entunicatum

em pH= 4,1+ 0,2, aos 90 dias ap0s a inoculagéo (n=5).

Tratamento Inoculagdo  pH P* K* Ca Mg Al H+AI Na C MO SB T t M \ Fe Cu Zn Mn S B
agua LT A —— o LTe) P[5 —— % °g dm3 - cmole dm®--oor o Yo------- 2mg dm
Non-Myc 4,2 5 12 0,8 0,3 1,8 8,4 0,02 3,03 52,2 1,2 9,6 30 61,0 120 90,0 0,6 15 6,2 59 0,27
Controle
Myc 4,2 8 17 11 0,4 2,2 12,2 0,02 2,79 48,1 1,6 13,8 3,8 58,5 11,4 52,0 0,7 1,3 10,9 6,8 0,21
Média 4,2 6,5 14,5 0,95 0,35 2,0 10,3 0,02 2,91 50,15 1,4 11,7 34 59,7 11,7 71,0 0,65 1,4 8,55 6,35 0,24
Non-Myc 3,8 8 10 0,6 0,2 2,8 10,3 0,01 2,12 36,5 08 11,1 36 77,0 7,5 147,0 0,7 1,2 4,2 30,3 0,32
2mM Fe
Myc 4,2 8 17 1,0 0,3 29 11,8 0,01 2,42 41,7 14 132 43 68,2 103 84,0 1,0 1,9 10,0 50,7 0,38
Média 4,0 8 13,5 0,8 0,25 2,85 11,5 0,01 2,27 39,1 1,1 121 39 726 8,9 1155 0,85 1,55 7,1 40,5 0,35
4 M.T. 4,1 72 140 0,87 0,3 2,42 10,9 0,01 2,59 44,6 1,2 119 36 66,1 10,3 9325 0,75 1,5 7,82 23,42 0,29
¢ DP 0,2 15 3,6 0,2 0,1 0,5 1,7 0,0 0,4 6,9 0,3 1,9 0,5 8,3 2,0 39,5 0,2 0,3 3,2 21,4 0,1

* Extrator Carolina do Norte; MO=Matéria organica; SB=Soma das bases; T=CTC a pH 7.0; t=CTC efetiva; m=Saturacdo de aluminio;
V=Saturacdo das bases. Conversdes: 2mg dm= = partes por milhdo (ppm); ® cmolc dm = miliequivalente (meq) 100 cm?;¢ g dm=3 = % x
10; ¢ M.T=Média total; ¢ DP= Desvio padrao.
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Colonizagéo, dependéncia micorrizica e micrografia éptica

No final do experimento (90 d.a.i), foram avaliadas a porcentagem colonizacao
micorrizica das raizes de aroeira dos tratamentos (Controle-micorrizado e 2 mM Fe-
micorrizado) com 100 fragmentos de raizes em quatro plantulas de cada tratamento,
determinado pelo nimero de intersecdes reticuladas em placas de Petri conforme
Giovannetti & Mosse (1980), sendo corados com azul tripano, segundo Philips &
Hayman (1970).

A dependéncia micorrizica foi calculada com base na massa seca total (MStotal
= MSPA + MSR), segundo a equacéo (1):

Dependéncia Micorrizica (%) = [(MStota planta
micorrizada - MStotal planta-controle) / Eq.(1)
(MStotal planta-controle)] x 100

Para micrografia Optica as raizes de plantulas de aroeira dos tratamentos
(Controle-micorrizado e 2 mM Fe-Micorrizado), foram preservadas e fixadas em
glicerol &cido. As amostras foram observadas em microscépio optico Axioplan ZEISS
(Carls Zeiss, Jena, Germany), adaptado com camera digital AxioCam MRc5 para
captura de imagens, e software AxioVisionle versao 4.8 (Carls Zeiss, Jena, Germany)

para analise das imagens em 200 pum.

Avaliacdo das caracteristicas de crescimento da aroeira e indice de Qualidade
de Dickson (IQD)

Aos 90 d.a.i, foram avaliados a altura das plantulas em centimetro (cm), com
auxilio de trena, da base caule ao apice foliar; o numero de folha (unidade), pela
contagem dos 6rgédos; o diametro do caule em milimetro (mm), utilizando paquimetro
digital (Digital Caliper, USA), a 10 cm solo. Na desmontagem experimental, as
plantulas foram divididas parte aérea e raiz, sendo area foliar em centimetro quadrado
(cm?) avaliada imediatamente, utilizando medidor area bancada eletrdnico, modelo LI-
3100C (LI-COR® Ambiental - LI-COR Biosciences). As partes aéreas e as raizes das
plantulas, foram postas em sacos de papel individualmente identificados e secos por
72h em estufa microprocessada de circulacéo forcada de ar (Q314M-Quimis) a 75°C

até biomassa constante. Por meio de pesagem em balanca analitica precisdo
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(AUW220D-Shimadzu), foi determinada massa seca da raiz (MSR) (g) e massa seca
da parte aérea (folha/caule) (MSPA) (g), bem como a relacéo raiz/parte aérea (Q).

As modificacbes morfolégicas dos limbos foliares como aparecimento de
bronzeamento foliar, foram registradas visualmente (Figuras 1 A e B), comparando-se
aos trabalhos de Jucoski et al., (2013; 2016).

O 1QD foi obtido conforme formula de (Dickson et al., 1960), onde em que MST
(g) = massa seca total; A (cm) = altura da plantulas até a gema apical; DC (mm) =
didmetro do caule; MSPA (g) = massa seca da parte aérea, e MSR (g) = massa seca
da raiz, conforme a equagao (2):

MST (g)
IQD (%) = Eq.(2)
[A (cm) / DC (mm)] + [MSPA (g) + MSR (g)]

Trocas gasosas, indice SPAD e Fluorescéncia

As medicbGes foram realizadas entre 07:00 as 09:00 horas em duas folhas
completamente expandidas das partes superiores de cada plantulas por tratamento
(segunda ou terceira folha, contadas a partir do apice, posicionadas lados opostos)
para medicdes de trocas gasosas [Taxa fotossintética liquida, ou de assimilacéo
liquida de carbono (A, yumol CO? m~ sY); condutancia estomatica ao vapor de agua
(gs, mol H20 m2s1); taxa transpiratéria (E, mmol H20 m2s1); eficiéncia intrinseca do
uso da agua (IWUE), estimada pelo célculo da razdo entre A e gs; eficiéncia
carboxilacdo (A/Ci), estimada pelo calculo da razdo entre A e Ci; razdo entre a
concentracdo de COz interna da folha e concentracdo de CO2 do ar em torno da folha
(Ci/Ca). A troca troca gasosa foi medida 90 d.a.i, utilizando-se de um analisador de
gas a infravermelho (IRGA, Infrared Gas Analizer), modelo Li-6400 (Li-Cor,
Biosciences Inc., Nebraska, EUA). A radiacéo fotossinteticamente ativa foi mantida
constante no interior da camara, com uma intensidade de 500 mmol m=2 s, e foi
aplicada sobre uma area foliar de 6 cm?, sem aquecimento foliar, por meio do sistema
de iluminagao artificial composto de uma mistura de LED’s (Light Emitting Diodes)
azuis e vermelhos acoplados ao equipamento (a fonte de luz artificial foi fornecida pelo
fabricante Li-Cor, USA). Durante as avaliages, a temperatura foliar de 27°C e niveis

ambientais de CO2 (400 ymol mol?).
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O indice de cor verde (indice SPAD) foi avaliado por meio do medidor portatil
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. Foram utilizadas a média de cinco leituras por folha, duas folhas por
plantulas, cinco repeticées por tratamento. O rendimento quantico méximo do PSII
(Fv/IFm) e o indice fotossintético (PI) foram obtidos com auxilio do fluorimetro Pocket
PEA (Plant Efficiency Analyser), nas mesmas folhas em que foram realizadas as
medidas de trocas gasosas, as quais foram adaptadas ao escuro por 30 minutos com
auxilio de pingcas adequadas (acompanhadas com o equipamento, pelo mesmo
fabricante). Essa adaptacdo ao escuro foi feita para que os centros de reacdes
estivessem completamente abertos com perda minima de calor (Strasser et al., 2000).
Apds a adaptagdo, um Unico pulso forte de luz (3000 umol m2s?) foi aplicado com a
ajuda de trés diodos emissores de luz (650 nm). As avaliac6es foram realizadas as
7:30 horas. Para as avaliacdes da variavel PI, foi feito o mesmo procedimento, ja que
os valores também sao fornecidos pelo fluorimetro Pocket PEA (Plant Efficiency
Analyser).

O JIP-teste (Strasser & Strasser 1995; Strasser et al., 2004) foi usado para
interpretar os dados originais da fluorescéncia da clorofila e parametros biofisicos que

guantificam o fluxo de energia através do PSII (Thach et al., 2007).

Andlise do teor e conteudo de nutrientes da parte aérea e raiz das plantulas de

aroeira

A analise do teor de nutrientes das plantulas de aroeira foram realizadas apo6s
90 d.a.i. O teor de fosforo (P), potassio (K), calcio (Ca), magnésio (Mg), enxofre (S),
ferro (Fe), zinco (Zn), manganés (Mn), cobre (Cu) e boro (B) foram quantificados
usando plasma indutivamente acoplado espectrometria de emisséo (ICP-OES) da
marca Shimadzu, apos digestdo com HNOs (Merck) e H202 (Merck) em um sistema
de digestdo aberto (Peters 2005). As condi¢cbes ICP foram as seguintes: fluxo de
plasma 8,0 L minl, Gas auxiliar 0,70 L min e gas transportador 0,55 L mint. O
nitrogénio (N) foi submetido a digestdo sulfurica, medido pelo método de Nessler
(Jackson 1965) na sequéncia por manual de analise de solos e plantas (Kalra 1998).

A quantidade total de nutrientes acumulada em cada parte planta (parte
aérealraiz), foram avaliadas com base teor obtido pela producdo material seco, por

tratamento.
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Analise dos dados

Os dados de colonizacdo e dependéncia dos FMA, foram analisados
estatisticamente por analises de variancia (ANOVA) simples, apds transformacéo
percentual. Quando verificado que houve variancia entre os tratamentos, os valores
médios foram comparados pelo teste de Tukey em P<0,05. Os efeitos da inoculagao,
tratamento com Fe e parametros ecofisiologicos das plantulas foram analisados
estatisticamente pelo two-way ANOVA. Quando um fator ou nenhuma interacéo 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. Todas as analises foram
realizadas utilizando o GraphPad Prism 7.0 utilizando um nivel de significAncia de 5%.
A analise multivariada de componentes principais (PCA) foi usada para relacionar
todos parametros ecofisioldgicos como: teor de nutrientes das raizes e partes aéreas,
conteddo nutrientes nas raizes e partes aéreas, as biomassas secas da raizes e
partes aéreas, relacdo R:PA, trocas gasosas, indice de cor verde clorofila e
porcentagem de colonizacdo micorrizica na S. terebinthifolius RADDI, em diferentes

tratamentos a pH=4,1+0,2, utilizando-se o programa Fitopac 2.1.2.85.



42

3. RESULTADOS

Porcentagem de colonizacdo, dependéncia micorrizica e micrografia éptica

A porcentagem de colonizagdo micorrizica nas raizes das plantulas de S.
terebinthifolius RADDI, foi significativamente superior no tratamento sem exposicao
ao Fe, quando comparado ao tratamento com 2 mM Fe (P < 0,0001; Figura 4A). N&o
foram observados coloniza¢cdes micorrizicas nas raizes de plantulas ndo inoculadas.

Similarmente, a dependéncia micorrizica em plantas com exposi¢cdo a 2 mM Fe
diminuiu cerca de 54% em relagéo ao tratamento controle (P < 0,0001; Figura 4B).

Com base na micrografia Optica, pdde-se observar fragmentos de raizes
colonizadas com C. etunicatum foram observados estruturas tipicas dos FMA, como:
vesiculas, apressorios, hifas internas e externas, esporos e arbusculos (Figura 4C e
D). Por outro lado, nas raizes com exposi¢do a 2 mM Fe foram observados esporos,
hifas externas e absortivas, vesiculas e esporos jovens (Figura 4E e F). De fato, foi
constatado um declinio nas estruturas do C. etunicatum como hifas, vesiculas e

arbuasculos em raizes com exposicdo a 2 mM Fe (Figura 4C, D, E e F).
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Figura 4. (A) Porcentagem de colonizacdo micorrizica; (B) Porcentagem de

dependéncia micorrizica; (C/D) micrografia Optica nas raizes de plantulas S.
terebinthifolius RADDI (Controle) colonizados com C. entunicatum em pH= 4,1+ 0,2
aos 90 dias apos a inoculacdo (n=3), mostrando: vesiculas (ves); apressorio (appr);
hifa interna (ih); hifa externa (eh); esporos (spo) e arbusculo (*), barras=200 uym; (E/F)
micrografia Optica das raizes de plantulas de S. terebinthifolius RADDI submetidas a
(2 mM Fe de FeSOa4) colonizados com C. entunicatum em pH= 4,1+ 0,2, aos 90 dias
apos a inoculacao (n=3), mostrando: hifa externa (eh). hifa interna (ih). vesicula (ves).
esporo (spo) e hifa absorvitiva (ah), barras=200 ym. Os dados foram analisados pelo
teste t em P<0,05 (n=3).
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Respostas de crescimento e sintomas toxidez por excesso Fe na aroeira

Foram obtidos aumentos significativos na producdo de massa seca da parte
aérea nos tratamentos da S. terebinthifolius RADDI micorrizados, cerca de 7 vezes
maior quando comparados aos nao micorrizados (P<0,0001; Figura 5C; Tabela 5).

De maneira similar, foram verificados acréscimos significativos na producéo de
massa seca da raiz nos tratamentos micorrizados controle (sem Fe) de 610%
(P<0,0001; Figura 5D; Tabela 5) e a 2mM Fe de 143% (P=0.0008; Figura 5D; Tabela
5) quando comparados ao ndo micorrizado.

As plantulas S. terebinthifolius RADDI micorrizadas apresentaram também
maior IQD do que as plantulas ndo micorrizadas (P<0,0001; Figura 5E; Tabela 5). As
plantulas ndo micorrizadas e micorrizadas diferiram na forma como ajustam a particao
da biomassa entre a raiz e a parte aérea em resposta a exposicdo a 2 mM Fe
(P<0,0001; Figura 5F; Tabela 5).

As plantulas S. terebinthifolius RADDI ndo micorrizadas aumentaram
proporcionalmente a biomassa alocada nas raizes enquanto nas plantulas
micorrizadas essa particdo nao apresentou diferenca significativa (P<0,0001; Figura
5F; Tabela 5). A utilizacdo da razdo R:PA é um excelente indicador de desempenho
micorrizico sobre as plantas, especialmente quando expostas ao 2 mM Fe. Menores
valores desta razdo R:PA em plantas micorrizadas com exposicdo a 2 mM Fe
representam maior eficiéncia na promocao de biomassa seca em funcdo da
micorrizagao.

Plantulas S. terebinthifolius RADDI ndo micorrizadas com exposi¢édo a 2mM Fe
apresentaram sintomas tipicos de toxicidade por Fe, como bronzeamento foliar

(Figura 5A e B) quando comparados aos trabalhos de Jucoski et al., (2013; 2016).



C

Peso seco da parte aérea (g)

=

Indice Qualidade Dickson

0.5+

0.44

0.3

0.2+

0.1

0.0-

Il Néo micorrizado [ Micorrizado

=)

N
o
1

-
[4)]

-
[=]

o

Peso seco da raiz (g)
o

-

o
[=]
[

Ba

'l

2.0+
1.5
1.0
Ab

0.5+

Ba

Ba

0.0 __- [ .

Controle 2 mM Fe

Hl Naomicorrizado E Micorrizado

Razdo R:PA

Ba

Il Néo micorrizado [ Micorrizado

»{\p
Ba
Controle 2mM Fe

Ab

Aa

Hl Nio micorrizado @ Micorrizado

Ba

Ab
Bh
Controle 2mM Fe

Controle

2mM Fe



46

Figura 5. (A) Visualizagcdo frontal do experimento; (B) visualizagdo superior do
experimento; (C) peso seco da parte aérea (g). (D) peso seco da raiz (g); (E) indice
de Qualidade de Dickson (IQD); (F) razdo raiz:parte aérea da S. terebinthifolius
RADDI, dos tratamentos Controle-Nao micorrizado (Controle-N&o-Mic), Controle-
Micorrizado (Controle-Mic), 2 mM Fe de FeSO4-Nao micorrizado (2 mM Fe-Nao-Mic),
2 mM Fe de FeSOus-Micorrizado (2 mM Fe Mic) com C. entunicatum em pH= 4,1+ 0,2,
aos 90 dias ap6s a inoculacdo (n=6). Os dados foram analisados por ANOVA
bidirecional combinado com o teste de Tukey. Para cada concentracdo de Fe
(Controle 0 mM Fe e 2 mM Fe de FeSOa4) as barras seguidas de mesma letra
maiuscula nos diferentes tratamentos (Nao micorrizado e Micorrizado), ndo séo
significativamente diferentes pelo teste de Tukey em P<0,05. Para cada tratamento
(Nao micorrizado e Micorrizado) as barras seguidas pela mesma letra mintscula na

mesma concentragdo de Fe n&o séo significativamente diferentes em P<0,05 (n=6).
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Em termos da parte aérea, as plantulas S. terebinthifolius RADDI responderam
a inoculacdo com C. etunicatum, apresentando elevada area foliar (P<0,0001; Figura
6A; Tabela 6), numero de folhas (P<0,0001; Figura 6B; Tabela 6) e tamanho total
representado pela relacéo area foliar:numero de folhas (P<0,0001; Figura 6C; Tabela
6). O efeito da micorrizacao foi maior quando as plantulas de S. terebinthifolius RADDI
nao foram expostas a 2 mM Fe (P<0,0001; Figura 6A, B e C; Tabela 6).
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Figura 6. (A) Area foliar (cm?); (B) Numero de folhas; (C) Raz&o da area foliar: nimero
de folhas das plantulas S. terebinthifolius RADDI, dos tratamentos Controle-N&o
micorrizado, Controle-Micorrizado, 2 mM Fe de FeSO4-Nao micorrizado, 2 mM Fe de

FeSOs-Micorrizado com C. entunicatum em pH= 4,1+ 0,2, aos 90 dias apds a
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inoculagao (n=6). Os dados foram analisados por ANOVA bidirecional combinado com
o teste de Tukey. Para cada concentracdo de Fe (Controle 0 mM Fe e 2 mM Fe de
FeSOa4) as barras seguidas de mesma letra maiuscula nos diferentes tratamentos (N&o
micorrizado e Micorrizado), ndo sao significativamente diferentes pelo teste de Tukey
em P<0,05. Para cada tratamento (N&o micorrizado e Micorrizado) as barras seguidas
pela mesma letra minldscula na mesma concentragdo de Fe nao sao

significativamente diferentes em P<0,05 (n=6).
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Acumulacédo e distribuicdo de macro e micronutrientes na parte aérea e raiz

Para a acumulacao e distribuicdo dos teores de nutrientes na parte aérea das
plantulas S. terebinthifolius RADDI do tratamento Controle micorrizados, aumentaram
significativamente para N, P, K e Cu e reduziram significativamente para Ca, Mg, S,
Fe, B, Mn e Zn, quando comparados aos ndo micorrizados (Tabela 2 e Tabela 7). Ja
para a acumulacao e distribuicdo dos teores de nutrientes na parte aérea das plantulas
S. terebinthifolius RADDI do tratamento 2 mM Fe micorrizados, aumentos
significativos para N, P, K, Ca, Mg, S, Mn, Cu e Zn e reduc¢des significativas para Fe,
B, e Mn, quando comparados aos nédo micorrizados (Tabela 2 e Tabela 7).

Ja para a acumulacédo e distribuicdo dos teores de nutrientes na raiz das
plantulas de S. terebinthifolius RADDI do tratamento controle micorrizados reduziram
significativamente para P, K, Ca, Mg, Fe, B, Cu, Mn e Zn e sem diferega significativa
para N, quando comparados aos ndo micorrizados (Tabela 3 e Tabela 8). Por outro
lado, do tratamento 2 mM Fe micorrizados ndo houve diferenca significativa para N e
P, aumentos significativos K, S e Zn e reducéo significativa para Ca, Mg, Fe, B, Cu e

Mn quando comparados aos ndo micorrizados (Tabela 3 e Tabela 8).
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Tabela 2. Teor de macro (mg Kg?) e micronutrientes (ug Kg?) da parte aérea das

plantulas da S. terebinthifolius RADDI, dos tratamentos Controle-N&o micorrizado,

Controle-Micorrizado, 2 mM Fe de FeS0Os-Nao micorrizado, 2 mM Fe de FeSOas-

Micorrizado com FMA C. entunicatum em pH=4,1+ 0,2, aos 90 dias ap06s a inoculacéo.

Os dados foram analisados por ANOVA bidirecional combinado com o teste de Tukey.

Para cada concentracdo de Fe (Controle 0 mM Fe e 2 mM Fe de FeS0O4) seguidas de

mesma letra maildscula nos diferentes tratamentos (Nao micorrizado e Micorrizado),

nao sao significativamente diferentes pelo teste de Tukey em P<0,05. Para cada

tratamento (Nao micorrizado e Micorrizado) seguidas pela mesma letra minuscula na

mesma concentracao de Fe ndo sao significativamente diferentes em P<0,05 (n=6).

Controle 2 mM Fe
Nutrientes N&o Micorrizado Micorrizado N&o Micorrizado Micorrizado
Macronutriente (mg Kg ™)
4.04+0.02Ba 4.14+0.02Ab 3.871£0.02Bb 4.28+0.05Aa
0.31+0.01Ba 0.39+0.01Aa 0.25+0.01Ba 0.39+0.02Aa
10.29 +0.02Ba 13.08+0.02Aa 9.14+0.02Bb 12.51+0.02Ab
Ca 7.38 £0.01Aa 5.99+0.02Ba 4.03+0.01Bb 5.97+0.02Aa
Mg 3.58+0.01Aa 3.404£0.00Bb 2.761£0.02Bb 3.70+£0.00Aa
S 2.15+0.00Aa 2.08+0.00Bb 2.08+0.00Bb 2.94+0.00Aa
Micronutriente (xg Kg ™)
Fe 577.37£2.29Ab 370.94+3.55Bb 1174.34+4.54Aa  640.05£9.48Ba
B 19.01+0.03Ab 16.02+0.02Bb 19.28+0.02Aa 18.47+0.00Ba
Cu 4.47+0.02Bb 6.16+0.02Ab 5.94+0.02Ba 10.39+0.02Aa
Mn 175.91+0.03Aa 78.57+0.02Bb 115.46+0.01Ab 114.90+0.00Ba
Zn 20.53+£0.01Ab 15.37+0.01Bb 21.21+0.00Ba 21.63+0.00Aa
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Tabela 3. Teor de macro (mg Kg?) e micronutrientes (ug Kg?) da raiz das plantulas

S. terebinthifolius RADDI, dos tratamentos Controle-Nao micorrizado, Controle-

Micorrizado, 2 mM Fe de FeS0Os-Nao micorrizado, 2 mM Fe de FeSOas-Micorrizado

com FMA C. entunicatum em pH= 4,1+ 0,2, aos 90 dias ap0s a inoculacdo. Os dados

foram analisados por ANOVA bidirecional combinado com o teste de Tukey. Para cada

concentracdo de Fe (Controle 0 mM Fe e 2 mM Fe de FeSO4) seguidas de mesma

letra mailscula nos diferentes tratamentos (N&o micorrizado e Micorrizado), ndo sao

significativamente diferentes pelo teste de Tukey em P<0,05. Para cada tratamento

(Nao micorrizado e Micorrizado) seguidas pela mesma letra mindscula na mesma

concentracdo de Fe ndo sao significativamente diferentes em P<0,05 (n=6).

Controle 2 mM Fe
Nutrientes
N&o Micorrizado Micorrizado N&o Micorrizado Micorrizado
Macronutriente (mg Kg ™)
2.21+0.02Aa 2.17+0.02Aa 2.062£0.03Ab 2.17+0.02Aa
0.41+0.02Aa 0.34+0.00Ba 0.36+0.00Ab 0.38+0.00Aa
14.21+0.01Aa 11.61+0.01Ba 10.01+0.01Bb 11.51+0.01Ab
Ca 4.45+0.01Aa 3.29+0.00Ba 2.97+0.01Ab 2.51+0.01Bb
Mg 4.22+0.00Ab 3.74+£0.00Ba 5.44+0.00Aa 2.831£0.00Bb
S 1.45+0.00Ab 1.43+0.00Ab 1.81+0.00Ba 2.28+0.00Aa
Micronutriente (ug Kg ™)
Fe 1567.14+3.26Ab 919.38+3.12Ba 8494.98+3.51Aa 4135.28+4.31Bb
B 54.86+0.00Aa 17.78+0.00Bb 39.24+0.00Ab 22.04+0.00Ba
Cu 14.54+0.00Ab 13.02+0.00Bb 26.43+0.00Aa 23.24+0.00Ba
Mn 149.87+0.02Aa 70.30+0.01Bb 103.87+£0.01Ab 78.94+0.01Ba

Zn

48.61+0.01Aa

32.37+0.00Bb

44.63+0.00Bb

54.92+0.00Aa
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Acumulacéo e distribuicdo do teor de Fe na parte aérea e raiz

Os teores de Fe naraiz e parte aérea das plantulas de S. terebinthifolius RADDI
micorrizadas dos tratamentos controle e 2 mM Fe foram significativamente menores,
quando comparados as plantulas ndo micorrizadas respectivamente (P<0,0001;
Figura 7A e B; Tabela 9). Além disso, o teor de Fe na parte aérea de plantulas
micorrizadas do tratamento controle e 2mM Fe, foram significativamente inferiores em
aproximadamente 59 e 84%, respectivamente, dos valores encontrados para as raizes
das plantulas de aroeira (P<0,0001; Figura 7A e B; Tabela 9). De fato, C. entunicatum
pode fornecer protecéo para a plantulas hospedeira quando expostas ao estresse de
Fe (P<0,0001; Figura 7A e B; Tabela 9). Plantulas dos tratamentos Controle e 2 mM
Fe nao micorrizadas diferiram significativamente, quando comparados as néao
micorrizadas (P<0,0001; Figura 7C; Tabela 9).
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Figura 7. (A) Teor de Fe na parte aérea; (B) Teor de Fe naraiz; (C) Raz&o do teor de

Fe raiz:parte aérea (PA) das plantulas S. terebinthifolius RADDI, dos tratamentos

Controle-Nao micorrizado, Controle-Micorrizado, 2 mM Fe de FeS0Oas-Nao micorrizado,

2 mM Fe de FeSOas-Micorrizado com C. entunicatum em pH= 4,1+ 0,2, aos 90 dias
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apos a inoculacdo (n=6). Os dados foram analisados por ANOVA bidirecional
combinado com o teste de Tukey. Para cada concentracao de Fe (Controle 0 mM Fe
e 2 mM Fe de FeSOy) as barras seguidas de mesma letra maiuscula nos diferentes
tratamentos (Nao micorrizado e Micorrizado), ndo sao significativamente diferentes
pelo teste de Tukey em P<0,05. Para cada tratamento (N&o micorrizado e Micorrizado)
as barras seguidas pela mesma letra mindscula nha mesma concentracdo de Fe nao

sao significativamente diferentes em P<0,05 (n=6).

Respostas fisioldgicas

indice SPAD

O indice SPAD dos tratamentos Controle e 2 mM Fe das plantulas S.
terebinthifolius RADDI micorrizadas aumentaram na ordem de 45 e 75%
respectivamente, quando comparados aos ndo micorrizados (P<0,0001; Figura 8;
Tabela 10). foram observados que os tratamentos com 2mM Fe apresentaram valores
do indice SPAD significativamente menores, quando comparados com os tratamentos
controle. (P<0,0001; Figura 8; Tabela 10).
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Figura 8. Indice SPAD de cor verde de clorofila das folhas das plantulas da S.
terebinthifolius RADDI, dos tratamentos Controle-Ndo micorrizado, Controle-
Micorrizado, 2 mM Fe de FeS0Os-Nao micorrizado, 2 mM Fe de FeSOa-Micorrizado

com FMA C. entunicatum em pH= 4,1+ 0,2, aos 90 dias apods a inoculacéo (n=6). Os
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dados foram analisados por ANOVA bidirecional combinado com o teste de Tukey.
Para cada concentracdo de Fe (Controle 0 mM Fe e 2 mM Fe de FeSOa4) as barras
seguidas de mesma letra mailscula nos diferentes tratamentos (N&o micorrizado e
Micorrizado), nao séo significativamente diferentes pelo teste de Tukey em P<0,05.
Para cada tratamento (Nao micorrizado e Micorrizado) as barras seguidas pela
mesma letra mindscula na mesma concentracdo de Fe ndo séo significativamente
diferentes em P<0,05 (n=6).

Resposta fotossintética

A capacidade fotossintética das plantulas S. terebinthifolius RADDI medida pela
absorcdao liquida de carbono (A) foi significativamente maior nos tratamentos Controle
e 2 mM micorrizados, se comparados aos nao micorrizados (P<0,0001; Figura 9A;
Tabela 11). De forma semelhante, outros parametros como condutancia estomatica
(9s), transpiracao (E), eficiéncia no uso da agua (IWUE), eficiéncia de carboxilacdo
(A/Ci), razéo entre a concentracdo de CO: interna da folha e concentragéo de CO2 do
ar em torno da folha (Ci/Ca), rendimento quéantico maximo do PSII (Fv/Fm) e o indice
fotossintético (PI), apresentaram o mesmo padréo de resposta (P<0,0001; Figura 9B,
C,D,E, F,GeH;Tabela 11).

Os tratamentos controle e 2 mM Fe micorrizados, n&o diferiram
significativamente seus valores médios na capacidade fotossintética (A) (P<0,0001;
Figura 9A; Tabela 11). Um padrdo de resposta similar ocorreu para eficiéncia no uso
da agua (IWUE), raz&o entre a concentracdo de CO: interna da folha e concentracao
de CO2do ar em torno da folha (Ci/Ca) e rendimento quantico maximo do PSII (Fv/Fm)
(P<0,0001; Figura 9D, F, H; Tabela 11). Por outro lado, nos tratamentos controle e 2
mM Fe micorrizados diferiram significativamente para condutancia estomatica (gs),
transpiracdo (E), eficiéncia de carboxilacdo (A/Ci) e o indice fotossintético (PI)
(P<0,0001; Figura 9B, C, E e G; Tabela 11). A reducédo significativa em PI, no
tratamento 2 mM Fe micorrizado, quando comparado seu controle pode ser um
indicativo de declinio no poder redutor ferredoxina e desbalango na transferéncia
ciclica de elétrons (P<0,0001; Figura 9G; Tabela 11).

A relagdo Fv/Fm é um bom indicador de estresse, podendo variar entre 0,7 a
0,8 em plantas ndo submetidas ao estresse (Bolhar-NordenKampf et al., 1989). Nos
tratamentos controle e 2 mM Fe ndo micorrizados, obtiveram valores abaixo dos

indicadores de estresse, de cerca de 0,5 e 0,4, respectivamente na relacao



57

rendimento quantico maximo do PSII (Fv/Fm) (P<0,0001; Figura 9H; Tabela 11).
Houve um declinio significativo nos tratamentos 2mM Fe ndo micorrizado, quando
comparados aos tratamentos controle, indicando assim efeito fotoinibitério no
rendimento quantico méximo do PSIl (P<0,0001; Figura 9H; Tabela 11). Por outro
lado, na relagdo Fv/Fm dos tratamentos controle e 2 mM Fe micorrizados, foram
observados valores acima dos indicadores, de cerca de 0,81 e 0,79 respectivamente,
evidenciando melhora substancial do rendimento quantico maximo do PSII (P<0,0001;
Figura 9H; Tabela 11).

Analizando os resultados de forma conjunta (PSII/PI/A) plantulas micorrizadas
dos tratamentos controle e 2 mM Fe (P<0,0001; Figura 9A, G, H; Tabela 11), indicaram
baixa interferéncia do Fe na fase fotoquimica (PSII-I) refletido na néo diferenca
significativa na capacidade fotossintética (A), provavelmente pelos atributos
nutricionais dos FMA nestas plantulas. As plantulas dos tratamentos controle e 2 mM
Fe micorrizados, obtiveram aumentos significativos na razéo entre concentracdo CO:2
interna e concentragdo CO2 do ar em torno da folha (Ci/Ca), quando comparadas as
nao micorrizadas, possivelmente pelos beneficios hidricos da micorrizacdo nestas
plantas a partir dos parametros IWUE e gs (P<0,0001; Figura 9B, D e E; Tabela 11).
No tratamento 2 mM Fe micorrizados, foram obtidos redugbes significativas na
eficiéncia da carboxilagdo (A/Ci), quando comparado ao tratamento controle
micorrizado, indicando diminui¢do da atividade ou no teor da ribulose-1,5-bisfosfato
carboxilase oxigenasse (Rubisco) no estroma cloroplasto (P<0,0001; Figura 9E;
Tabela 11).
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Figura 9. (A) Taxa fotossintética liquida, ou de assimilacdo liquida de carbono (A,

umol CO? m2s1); (B) condutancia estomatica ao vapor de agua (gs, mol H2O m2s);

(C) taxa transpiratéria (E, mmol H20 m=2s?); (D) eficiéncia intrinseca do uso da agua
(IWUE); (E) eficiéncia carboxilacdo (A/Ci); (F) razdo entre a concentracdo de CO:
interna da folha e concentracdo de CO2 do ar em torno da folha (Ci/Ca); (G) indice

fotossintético (PI) e (H) rendimento quantico maximo do PSII (Fv/Fm) nas folhas de
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plantulas S. terebinthifolius RADDI, dos tratamentos Controle-Nao micorrizado,
Controle-Micorrizado, 2 mM Fe de FeSOas-Nao micorrizado, 2 mM Fe de FeSOas-
Micorrizado com C. entunicatum em pH= 4,1+ 0,2, aos 90 dias ap06s a inoculagéo
(n=6). Os dados foram analisados por ANOVA bidirecional combinado com o teste de
Tukey. Para cada concentracdo de Fe (Controle 0 mM Fe e 2 mM Fe de FeSOu4) as
barras seguidas de mesma letra mailscula nos diferentes tratamentos (N&o
micorrizado e Micorrizado), ndo sao significativamente diferentes pelo teste de Tukey
em P<0,05. Para cada tratamento (N&o micorrizado e Micorrizado) as barras seguidas
pela mesma letra mindscula na mesma concentracdo de Fe ndo sé&o

significativamente diferentes em P<0,05 (n=6).
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Resposta fotossintética de fluorescéncia do JIP-teste

Os resultados fotossintéticos de fluorescéncia derivados o JIP-teste, indicaram
que a baixa interferéncia do Fe nos parametros (PSll-l) (Tabela 4 e Tabela 12),
refletido na ndo diferenca significativa na capacidade fotossintética (A) (Figura 9A;
Tabela 11), ndo sendo devido a fase fotoquimica, mas sim a fase biogquimica, pela
reducdes significativas na eficiéncia da carboxilagcdo (A/Ci) no tratamento 2 mM Fe
micorrizados (Figura 9E; Tabela 11; Tabela 4 e Tabela 12), provavelmente através de
um beneficio do compartimento fingico evitando a acao fitotoxica de Fe através de

energia eficiente.
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Tabela 4. Parametros fotossintéticos derivados do JIP-teste em plantulas da S. terebinthifolius RADDI, dos tratamentos Controle-N&o

micorrizado, Controle-Micorrizado, 2 mM Fe de FeSOas-Nao micorrizado, 2 mM Fe de FeSOas-Micorrizado com C. entunicatum em pH=

4,1+ 0,2, aos 90 dias apos a inoculacdo. Os dados foram analisados por ANOVA bidirecional combinado com o teste de Tukey. Para cada

concentracdo de Fe (Controle 0 mM Fe e 2 mM Fe de FeSO4) seguidas de mesma letra mailscula nos diferentes tratamentos (N&o

micorrizado e Micorrizado), ndo séo significativamente diferentes pelo teste de Tukey em P<0,05. Para cada tratamento (N&do micorrizado

e Micorrizado) seguidas pela mesma letra mindscula na mesma concentracdo de Fe ndo sao significativamente diferentes em P<0,05

(n=6).
Controle 2 mM Ee
N&o Micorrizado Micorrizado N&o Micorrizado Micorrizado
ABS/RC 5.41 + 3.34 Aa 2,25+ 0,43 Ba 5,74 + 1,71 Aa 2,49 £ 0,80 Ba
TRW/RC 2,39+ 0,36 Aa 1,72+ 0,25 Ba 2,46 + 0,14 Aa 1,78 + 0,39 Ba
DIo/RC 3,02 £ 3,09 Aa 0,53+0,19 Aa 3,27 £ 1,60 Aa 0,71+ 0,42 Aa
RC/CS, 2517,90 + 784,59 Aa 2896,87 + 253,74 Aa 2229,49 + 678,79 Ba 3468,25 + 962,04 Aa
ABS/CS, 11563,50 + 2834,30 Aa 6452,83 + 809,96 Ba 12100,83 + 2839,70 Aa 8413,00 + 2794,01 Aa
TR0/CSo 5891,34 + 1795,66 Aa 4951,79 + 402,19 Aa 5475,79 + 1645,11 Aa 6022,57 + 1469,09 Aa
ETo/CSo 1911,31 + 762,89 Aa 2189,77 + 438,25 Aa 1638,33 + 679,38 Aa 2580,25 + 660,00 Aa
DIo/CSo 5672,16 + 2632,04 Aa 1501,03 + 418,29 Ba 6625,04 + 1994,55 Aa 2390,43 + 1444,56 Ba

(ABS/RC) - nimero total de fétons absorvidos pelas moléculas de chl de todos os centros de reacéo (RCs) divididos pelo nimero total de RCs ativos; (TRO/RC) - a taxa méaxima pela qual uma excitagéo é

presa pelo RC. resultando na reducéo de Qa; (DIO/RC) - a proporgdo da dissipagao total de energia de excitacédo nao atraida de todos os RCs em relagdo ao nimero de RCs ativos; (RC/CSO0) - concentracao
dos centros de reacéo ativos; (ABS/CSO0) - a quantidade de energia absorvida pelo sistema de antena PSII na area de amostra; (TRO/CS0) - a taxa de captura maxima de uma excitagdo que levara a redugao

de Qa medida em uma secéo transversal de RCs ativos e inativos; (ET0/CS0) - reoxidacédo de Qa reduzida através do transporte de elétrons em uma secéo transversal de RCs ativos e inativos; (DIO/CSO0) -
energia dissipada como calor. fluorescéncia ou transferidos para outros sistemas.
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Andlise multivariada de componentes principais (PCA)

A analise multivariada de componentes principais (PCA) mostrou que o0s
tratamentos micorrizados influenciaram positivamente o crescimento da S.
terebinthifolius RADDI, exceto a relacdo raiz: parte aérea (R:PA) (Figura 10A).
Plantulas micorrizadas expostas a 2 mM Fe induziram a altura, diametro colo, nUmero
de folhas, enquanto no controle cresceu mais a massa seca da raiz (MSR), massa
seca da parte aérea (MSPA) e area foliar.

J& para os parametros da nutricdo mineral de plantulas micorrizadas expostas
a 2 mM Fe, acumularam mais os macronutrientes Mg, K, P e S e o micronutriente Cu
na parte aérea e S na raiz (Figura 10B).

De modo geral, plantulas S. terebinthifolius RADDI micorrizadas, modularam
positivamente os parametros ecofisiolégicos (Figura 7C; Figura S7). Plantulas
micorrizadas expostas a 2 mM Fe aumentaram mais gs, Fv/Fm, indice SPAD e Ci/Ca,
enquanto no controle obtiveram maiores niveis em iWUE, Pi, A/Ci, A e E (Figura 10C).
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Figura 10. Analise do componentes principais (PCA) das respostas de crescimento
(A); teor de macro e micronutrientes da parte aérea e raiz (B) e parametros fisiolégicos
de plantulas da S. terebinthifolius RADDI, dos tratamentos Controle-N&o micorrizado
(Controle-Non-Myc), Controle-Micorrizado (Controle-Myc), 2 mM Fe de FeSOas-Nao
micorrizado (2 mM Fe-Non-Myc), 2 mM Fe de FeSOas-Micorrizado (2 mM Fe Myc) com

C. entunicatum em pH= 4,1+ 0,2, aos 90 dias ap0s a inoculagéo (n=6).
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4. DISCUSSAO

Existem poucas informagdes sobre os efeitos do estresse de Fe na simbiose
micorrizica arbuscular, especialmente quando submetidas em pH &cido no substrato.
Varios metais sao fungitdxicos, podendo restringir a germinacao, crescimento de hifas
e a colonizacédo micorrizica (Nogueira 1996; lbiang et al., 2018).

Em nosso estudo, raizes de aroeira inoculadas com C. entunicatum tratadas com
2 mM Fe, apresentaram reducdes na porcentagem de colonizagdo micorrizica, assim
como limitacdes na formacdo das estruturas fungicas. Nossos resultados estdo de
acordo com os de Zhang et al., (2012), que encontraram declinios nas taxas de
colonizacdo por Glomus mosseae nas raizes de arroz (Oryzal Sativa L.) em solo acido
contaminado com outros metais, como Cu. De forma semelhante, Andrade et al.,
(2003), mostraram redugdes ndo apenas na colonizagcdo por G. macrocarpum, mas
também nas estruturas fangicas, quando aplicaram Pb no substrato de Glycine max.
Sendo assim, baseando-se nos resultados supracitados, pode-se inferir no presente
estudo, que a presenca de metais como Fe em pH acido no substrato, aumentam sua
disponibilidade (Wong et al., 1978), reduzindo a colonizacdo micorrizica por
interferéncia na formacao estruturas FMA como (germinacédo de esporos, crescimento
de hifas, vesiculas e arbusculos). Nossos resultados estdo de acordo com outros
trabalhos (He et al., 2007; Birhane et al., 2012; Yang et al., 2015; Ibiang et al., 2018).

A dependéncia micorrizica (DM) é uma medida do grau de resposta da planta
hospedeira ao FMA em determinado nivel de nutrientes (em particular P), tendo em
conta as espécies de fungos que colonizam a raiz (Gerdemann 1975). Neste estudo,
plantulas de aroeira nos diferentes tratamentos, revelaram alta dependéncia
micorrizica. Siqueira et al., (1998) e Bati et al., (2015) mostraram que espécies
pioneiras como a aroeira, por apresentarem caracteristicas peculiares como raizes
finas e baixo peso semente (semente pequena), ou seja, com reserva insuficiente para
suportar o crescimento inicial, condi¢cdes estas, que permitem obter elevada resposta
a micorrizacao (elevada DM).

Um dos principais sintomas visuais nas folhas das plantulas sob estresse de Fe
€ 0 bronzeamento foliar (Lopes et al., 2000; Prusty et al., 2005). Nesse contexto, em
nosso trabalho também observamos que, plantulas S. terebinthifolius RADDI quando
submetidas ao estresse Fe ndo micorrizadas, apresentaram bronzeamento no limbo
foliar. O bronzeamento foliar da aroeira ndo micorrizada com Fe, pode ser explicado

pelo alto nivel teor Fe nos tecidos (mesofilo foliar), levando a niveis fitotoxicos
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(1174.34 ng Kg 1) ou seja, (>500 ppm) (Pugh et al., 2002). Jucoski et al., (2016)
avaliando plantas Eugenia uniflora L. submetidas ao excesso de Fe-EDTA a 2,0 mM
Fe, em pH &cido, também mostraram sintomatologia tipica de toxidez por Fe,
caracterizada pelo bronzeamento foliar e menor crescimento destas plantas.

O excesso de Fe no solo pode ser desfavoravel ao crescimento vegetal (Pugh et
al., 2002). No entanto, existem muitas evidéncias da capacidade dos FMA em atenuar
os efeitos toxicos das altas concentracfes de metais nas plantas, seja pelo efeito
tamponante das hifas dos FMA (Go6hre & Paszkowski 2006; Ferrol et al., 2016) como
pela nutricdo fosfatada (Jasper et al., 1988; Solis-Dominguez et al., 2012; Beltrano et
al., 2013; Miransari 2017). Nossos resultados mostraram que plantulas micorrizadas
apresentaram maior producédo de biomassa do que as plantulas ndo micorrizadas
quando foram submetidas ao excesso de Fe, podendo indicar plantulas mais
tolerantes ao metal. De maneira semelhante, Bati et al., (2015) estudando crescimento
trés cultivares oliveira inoculadas por Glomus e submetidas ao Mn, observaram
aumento da biomassa total e tolerancia ao Mn (reduzindo a concentragdo na parte
aérea, em relacao a raiz) e incrementos nutricionais (notadamente o P). Similarmente,
Solis-Dominguez et al.,, (2007) observaram aumentos da biomassa vegetal de
Prosopis juliflora inoculadas com FMAs sendo submetidas aos rejeitos de mina com
Pb e Zn, quando comparados ao tratamento n&o inoculado.

A utilizacdo de parametros de crescimento vegetal integrado, tal como o 1QD
(Dickson et al., 1960), sdo importantes ferramentas para evidenciar os efeitos da
micorrizacdo nas plantulas, principalmente quando submetidas a algum tipo de
estresse, pois é considerado como excelente indicador de qualidade vegetal (Petter
et al., 2012; Lima et al., 2016).

No presente estudo, as plantulas de aroeira micorrizada apresentaram maior
IQD do que as plantulas ndo micorrizadas, sendo isso reflexo da maior biomassa,
altura e diametro do caule das mesmas. Dessa forma, nossos resultados indicam que
o maior IQD encontrado nas aroeiras se devem principalmente a inoculagédo de FMA,
corroborando com os resultados encontrados por Schoen et al., (2016) mostraram que
plantas inoculadas FMA, apresentaram maior IQD na S. terebinthifolius RADDI,
indicando que micorriza podem promover efeitos sinérgicos IQD produzindo assim,
mudas com maior qualidade. Resultados semelhantes da alta eficiéncia dos FMA no
aumento de qualidade de Agave inaequidens no 1QD, também foram descritos por
(Quifiones-Aguilar et al., 2016).
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No presente estudo, S. terebinthifolius RADDI ndo micorrizadas e micorrizadas
diferem na forma como ajustam a particdo da biomassa entre a raiz e a parte aérea
em resposta ao estresse por Fe. Plantulas ndo micorrizadas aumentam a proporgcao
de biomassa alocada para as raizes, enquanto nas plantulas micorrizadas essa
particdo nao diferiu significativamente entre plantas com e sem estresse por Fe.
Resultados similares sobre a relacdo raiz:parte aérea (R:PA) de plantas néo
micorrizadas foram encontrados por Fageria et al., (2008) que estudando plantas de
Oryza sativa L. tratadas com doses crescentes de Fe (0 a 2,86 mM) observaram
aumento na propor¢cdo de biomassa radicular especialmente nas concentragdes
maiores que 1,43 mM Fe. Da mesma forma, Adamski et al., (2012) estudando
Ipomoea batatas, essa relacdo R:PA aumentou quando as mesmas foram tratadas na
concentragéo de 0,9 mM Fe, mas decresceu na concentragédo de 4,5 mM Fe. Nesse
sentido, sabe-se que os vegetais possuem varias adaptacfes que lhes permitem
sobreviver, e com frequéncia, desenvolver-se nos ambientes complexos onde vivem.
Essas respostas sobre o0 aumentam a proporcao de biomassa alocada para as raizes
sobre séo referidas como plasticidade fenotipica (Debat & David 2001) e representam
mudancas ndo permanentes na morfologia, que podem ser revertidas se as condi¢des
prevalentes mudarem. Nesse sentido, a maior producdo de biomassa nas raizes da
aroeira ndo micorrizadas submetidas ao Fe, na relacdo R:PA, pode estar relacionado
a maior superficie de troca e restricdo da absorcéo Fe, de forma a proporcionar maior
difusdo do oxigénio molecular (oxidando Fe*? para Fe?®*), producéo acidos organicos,
compartimentalizacao vacuolar e barreira apoplastica para a parte aérea das plantulas
(Bienfait et al., 1983; Hell & Stephan 2003; Li et al., 2016).

Por outro lado, a relacdo R:PA do tratamento micorrizado submetido ao
estresse Fe, parece estar relacionado com a maior eficiéncia dos FMA na promocao
da tolerancia ao estresse, a partir da quelacdo, imobilizacdo e tamponamento de
metais via biomassa fungica, conforme Gohre & Paszkowski (2006) reduzindo assim
a entrada do Fe do substrato para as células corticais da raiz das plantulas da aroeira.
Por exemplo, a glomalina, uma glicoproteina sintetizada por hifas de FMA, tem fungéo
quelante de metais, diminuindo disponibilidade em plantulas (Zhu 2001). Cabral et al.,
(2010) também constataram que o micélio de FMA obtidos in vitro obtiveram elevada
capacidade de retencéo de Cu, variando de 900 a 3,259 ug Cu g* de micélio. Andrade
et al., (2008) encontraram 728 mg kg de Cd nas hifas externas de G. intraradices, o

gue sugere que estas atuam como uma barreira a absorcéo excessiva do metal.
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No presente estudo, em termos de parte aérea, as plantas responderam a
micorrizacdo com mais folhas, maior area e tamanho foliar total. O efeito da
micorrizacdo € maior quando as plantas ndo estiveram no estresse por Fe. Apesar de
haver reducéao significativa nos tratamentos micorrizados com estresse por Fe (limite
do beneficio dos FMA) comparados aos tratamentos micorrizados controle, € notorio
o excelente desempenho dos FMA nas plantas hospedeiras, conforme os resultados
de Bati et al., (2015) e Siqueira et al., (2007). Tais resultados indicam o grande
potencial das micorrizas na fitoextragdo de metais (Gohre & Paszkowski 2006; Ferrol
et al., 2016), melhor crescimento, maior aproveitamento energético, aumento na
fixacdo de COz2 pela via fotossintética e nutricdo mineral (especialmente P e N) nas
plantas hospedeiras. Resultados relacionados ao crescimento no niumero folhas/area
foliar/razéo da area foliar:nimero folhas de plantas micorrizadas sob estresse metais
pesados, foram demonstrados em outras espécies, como por Bati et al., (2015) com
oliveira, Beltrano et al., (2013) com pimenta e Davies et al., (2002) com girassol.

De modo geral, toda a acumulacéo e distribuicdo dos teores de nutrientes da
parte aérea e raiz da aroeira expostas a 2 mM Fe ndo micorrizadas e micorrizadas
sdo apresentadas no presente estudo. A coloniza¢cdo micorrizica pode desempenhar
um papel importante, controlando a absor¢cdo de Fe e outros nutrientes minerais,
mantendo suprimentos adequados para a planta hospedeira. No presente estudo
foram encontrados maior acumulacéo e distribuicdo dos teores de nutrientes como o
N e P na parte aérea e raizes das plantas do tratamento Controle e 2 mM Fe
micorrizados. Do mesmo modo, Bhattacharjee & Sharma (2012) investigando o efeito
da inoculacdo de G. fasciculatum em Cajanus cajan L. também encontraram
aumentos nos teores de P e clorofila por acréscimos de N nas plantas inoculadas em
relacdo as nédo inoculados, sugerindo que a inoculacdo de G. fasciculatum tenha
potencial biofertilizador nestas plantas. Além disso, estes autores sugerem que tais
aquisi¢cdes nutricionais melhoram os parametros fisiolégicos conforme Lehto (1992),
que trabalhando com Picea sitchensis micorrizadas em condi¢des de estresse hidrico,
a inoculacdo micorrizica arbuscular aumentou a condutancia estomatica (gs) e taxa
fotossintética (A) e a eficiéncia do uso da agua (IWUE) nas folhas. O teor de N é
geralmente mais elevado nos tecidos mais jovens, relacionado com aminodacidos,
proteinas, acidos nucleicos, coenzimas e clorofila, portando, sua acumulagéo
adequada e distribuicdo, melhoram substancialmente a eficiéncia fotossintética. O
aumento eficiéncia do uso da agua (IWUE), também pode ser obtido a partir de

melhorias da nutricdo fosfatada (Guehl & Garbaye 1990), sendo que a maior absor¢cao
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de P pode aliviar a toxicidade do Fe a partir do efeito de diluic&o idnica devido a melhor
crescimento de plantas (Pacovsky et al., 1986). Uma vez dentro células, acumulacéo
e distribuicdo dos teores de fosfato pode formar complexos menos sollveis com o ion
Fe, reduzindo a toxicidade (Foy 1984; Horst 1988). Da mesma forma, o teor Mg foi
maior na parte aérea das plantas micorrizadas expostas a 2mM Fe. Sabe-se que o
Mg (que constitui o a&tomo central da clorofila) € um elemento indispensavel ao
crescimento das plantas porque desempenha um papel essencial na biossintese da
clorofila, base da fotossintese (Frausto da Silva & Willians 1991); isso esta em linha
com observacdes sobre outras plantas (Birhane et al., 2012; Bati et al., 2015).

Um dos efeitos mais evidentes da micorrizacdo no presente estudo foi que as
plantas dos tratamentos controle e 2 mM Fe, reducao drastica na concentracéo de Fe
na parte aérea, quando comparados ao tecido radicular. De fato, as micorrizas
arbusculares podem desempenhar um papel importante na adaptacdo das planta em
solos ricos em Fe, ndo so6 pela melhoria da imobilizacao deste metal nas raizes mas
também reduzindo a translocacdo do Fe da raiz para a parte aérea nas planta
hospedeiras (Nogueira et al. 2007). No presente estudo, importante destacar que
guando plantas dos tratamentos controle e 2 mM Fe estdo micorrizadas, a reducao no
teor de Fe foi muito pronunciada. Esta reducéo pode ser explicada, pois FMA podem
precipitar e quelar o Fe fora o micélio produzindo varios acidos organicos, enzimas
como a fosfatase acida (Turnau & Dexheimer 1995) e a glomalina uma molécula
insoluvel de alto teor molecular presente na parede celular das hifas (Rillig 2004;
Bedini et al., 2009). De fato, os FMA contribuem na fitorremediacdo de solos
contaminados por metais pesados, podendo auxiliar positivamente espécies
sensiveis, seja pela fitoextracdo como fitoestabilizacdo (Rillig 2004; Gohre &
Paszkowski 2006). Variados estudos demonstram a eficiéncia micorrizica na reducéo
efeitos prejudiciais de plantas submetidas metais pesados (Bi et al., 2003; Beltrano et
al., 2013; Bati et al., 2015), indicando bom desempenho e viabilidade desta simbiose
em plantas hospedeiras, tornando-as tolerantes a toxidez metais (Miransari 2017;
Dawkins & Esiobu 2017) representando assim, uma proposta ecolégica importante na
resisténcia e resiliéncia ndo apenas para a S. terebinthifolius RADDI, mas também de
outras espécies impactadas por metais pesados no solo. No entanto, sua eficiéncia
depende relacao fungo-planta-metal (Smith & Read 2008). Por outro lado, o teor de
Fe nas plantulas dos tratamentos (Controle e 2 mM Fe) ndo micorrizados, mostram
que as plantulas da aroeira tenderam a armazenar o Fe ao nivel da raiz onde a

concentracdo foi maior. Fato semelhante também foi observado por Aradjo et al.,
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(2014) estudando a influéncia do excesso Fe sobre a capacidade de acumulagao
deste metal nas plantas Setaria parviflora e Paspalum urvillei, que mostraram que
estas plantas acumularam mais Fe na raiz quando comparados a parte aérea,
indicando mecanismos comuns, porém pouco eficientes na aliviagdo do estresse
(Jentschke & Godbold 2000).

A micorrizacao da S. terebinthifolius RADDI dos tratamentos Controle e 2 mM
Fe obtiveram aumento significativo no indice SPAD, quando comparados aos
tratamentos ndo micorrizados. Sabe-se que FMA possuem caréter biofertilizador em
plantas hospedeiras (Marschner & Dell 1994, Clark & Zeto 2000; Davies et al., 2002;
Alizadeh 2012). Neste estudo, plantas micorrizadas expostas a 2 mM Fe, obtiveram
maior teor de N na parte aérea, quando comparadas ao tratamento ndo micorrizado,
provavelmente pela maior biossintese de clorofila a nas plantas hospedeiras
(Bhattacharjee & Sharma 2012), aumento dos pigmentos acessorios do complexo
antena (carotenoides e clorofila b) e reducdo de danos na ultraestrutura dos
cloroplastos nas células do mesdfilo (Mo et al., 2016). Tais caracteristicas corrobora
com os altos indicadores de clorofila pelo indice SPAD e eficiéncia na capacidade
fotossintética (A) em plantas micorrizadas, mesmo sob estresse por Fe.
Adicionalmente, a nicotianamina é mais sintetizada em raizes de plantas micorrizadas,
podendo promover a quelacao Fe (von Wirenet et al., 1999; Takahashi et al., 2003).
Resultados semelhantes, sdo descritos por Clark & Zeto (2000) que correlacionaram
o aumento de clorofila em plantas milho micorrizadas com maiores sinteses de
nicotianamina/citrato contribuindo para maior quelacdo do Fe. Os resultados
apresentados indicam, que plantas micorrizadas aumentam indice SPAD
possivelmente por maior nutricdo mineral (N/Mg), além P que é um constituinte do
DNA nos cloroplastos e no equilibrio quimico do mesdfilo foliar.

Em relagcédo aos parametros de relagbes hidricas no presente estudo, foram
observados que plantas micorrizadas dos tratamentos Controle e 2 mM Fe com e sem
estresse de Fe, apresentaram maiores valores de condutancia estomatica (gs),
eficiéncia do uso da agua (IWUE) e transpiragdo (E). Outros estudos também
relataram aumentos sobre os mesmos parametros, induzidos por micorrizas nas
plantas hospedeiras (Augé 2000; Ruiz-Lozano & Aroca 2010). Na verdade, os valores
de condutancia estomatica (gs) sao geralmente maiores nas plantas micorrizadas do
que plantas ndo micorrizadas, indicando que as plantas micorrizadas tém menor
resisténcia a transferéncia de gases (CO2) e agua do interior das folhas para a

atmosfera. O aumento significativo nos valores dos parametros supracitados
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(gs/iIWUE/E) em plantas micorrizadas pode ser correlacionado com maior razdo da
area foliar:namero folhas (tamanho folha total) refletindo positivamente nas respostas
fotossintéticas (Augé 2000).

E importante verificar que apesar de o estresse por Fe diminuir o indice SPAD
nos tratamentos controle e 2 mM Fe micorrizados, ndo houve diferenga significativa
entre os tratamentos na taxa fotossintética (A), indicando uma baixa interferéncia do
Fe no poder redutor ferredoxina e desbalanco na transferéncia ciclica de elétrons da
fase fotoquimica (PSlI-I), provavelmente pelos beneficios nutricionais atribuidos pelos
FMAs nestas plantas. Shamshiri & Fattahi (2016), estudando os efeitos dos FMA na
atividade do PIl em pistache (Pistacia vera) sob estresse salino, mostraram que as
micorrizas melhoraram a biossintese e funcionamento dos pigmentos moleculares do
complexo antena via nutricio mineral (por exemplo Mg e N), eficiéncia na
fotofosforilacdo (sintese de ATP) (por exemplo o P), transferéncia de elétrons do lado
doador e aceitador do PSII, diminuicdo da dissipacdo de energia e aumento no
desempenho fotossintético.

Sabe-se que a relacdo Fv/Fm é um bom indicador de estresse, podendo variar
entre 0,7 a 0,8 em plantas ndo submetidas ao estresse (Bolhar-NordenKampf et al.,
1989), e no presente estudo, plantulas de aroeira ndo micorrizadas nos tratamentos
Controle e 2 mM Fe mostram-se estressadas de cerca de 0,5 e 0,4, respectivamente,
no entanto, quando micorrizadas foram aliviadas do estresse por Fe, de cerca de 0,81
e 0,79 respectivamente, provavelmente por mecanismos de tolerancia do simbionte e
consequentemente melhoras do aparato fisioldgico, bioquimico e morfolégico das
plantas hospedeiras (Connolly & Guerinot 2002). Adicionalmente pode correlacionar
tais melhoras nos tratamentos micorrizados, especialmente em 2 mM Fe para relacéo
Fv/IFm, por aumentos significativos na concentracdo dos centros de reacao ativos
(RC/CSo) dos parametros fotossintéticos derivados do JIP-teste, tornando-as
fotoquimicamente mais eficientes.

Na fase bioquimica, péde-se observar reducdes significativas na eficiéncia da
carboxilacdo (A/Ci) das plantulas micorrizadas tratadas com Fe, comparados aos
tratamentos controle do presente estudo, indicando declinio na atividade ou no teor
da Rubisco no estroma do cloroplasto. Gamalero et al., (2009) mostraram que
modulac¢6es na atividade da Rubisco por estresse abiético podem reduzir carboxilagéo
(fixacdo de carbono - COz), mas que FMA podem superar tais distarbios por
incrementos nutricionais e evitando também acao fitotoxica de Fe a partir de energia

eficiente.
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A analise multivariada de componentes principais (PCA) no presente estudo,
confirmou que a micorrizacéo influenciou positivamente as respostas de crescimento,
nutricdo mineral (especialmente: Mg, K, P, S e Cu) e a fisiologia das plantulas de S.
terebinthifolius RADDI. Por exemplo, o incremento do P pelos FMA podem ser
correlacionados com a maior producéo de biomassa e area foliar, assim como o Mg e
K por melhora no desempenho estomatico, o S por eficiéncia na transferéncia de
elétrons pelos centros Fe-S (eficiéncia fotossintética), além do Cu por ser um cofator-
chave na fotossintese, respiracdo, distribuicdo de carboidratos e sintese de &cido
nucleico nas plantas hospedeiras (Bi et al., 2003; Bati et al., 2015; Shamshiri & Fattahi
2016; Miransari 2017). Portanto, o uso dos FMA com espécies vegetais
fisiologicamente sensiveis como a aroeira, pode de fato, ser uma ferramenta de
remediacao ecologicamente imprescindivel em ecossistemas antropizados por metais

pesados.
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5. CONCLUSOES

Nossos resultados demonstraram que a hipotese do presente estudo foi aceita,
pois a simbiose do C. entunicatum associadas nas raizes da S. terebinthifolius RADDI,
apresentaram efeitos positivos no crescimento, acumulagdo e distribuicdo de
nutrientes na parte aérea e raizes e fisiologia das plantulas de aroeira submetidas a
alta concentracao de Fe no substrato.

C. entunicatum pode ser uma boa alternativa em programas de recuperacao de
ambientes contaminados por Fe, pois apresentou no presente estudo grande potencial
de fitorremediacéo e fitoestabilizacdo em substratos contaminados por Fe. Além disso,
do aumento nutricional que os FMA propiciaram nas plantulas de aroeira, também
observou-se a atuagdo como agente tamponante, diminuindo a absor¢cao excessiva
do Fe e o consequente favorecimento a planta hospedeira para seu desenvolvimento.
A selecao de FMA naturais de ambientes contaminados por elementos-traco pode ser
uma outra alternativa viavel para o bom estabelecimento da vegetacéo e recuperacao
de areas degradadas.

A partir dos resultados ecofisiolégicos apresentados no presente estudo, a S.
terebinthifolius RADDI pode ser indicada como bioindicadora de estresse por ser
sensivel ao Fe, evidenciado fisiologicamente pela relacdo Fv/Fm e morfologicamente
por bronzeamento foliar nas plantulas de aroeira ndo micorrizadas e que todos estes
fatores sd@o superados pelos beneficios micorrizicos.

Estudos do papel da simbiose micorrizica na atenuacdo da toxidez causada
pelo excesso de metais pesados em plantulas ainda séo recentes, especialmente em
ecossistemas costeiros no ES. Entretanto no presente estudo, informacdes valiosas
ja foram levantadas para auxiliar no entendimento desse efeito, mas ainda ha muito
que ser realizado em futuro préximo, sobretudo no entendimento dos mecanismos
moleculares, desde a expressao/supressao de genes de plantas hospedeiras e FMA

formando simbiose em condicbes de estresse de Fe.
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7. ANEXOS

Tabela 5. Andlise de variancia (ANOVA) dos efeitos da interacdo, tratamentos e
inoculacao nos parametros de crescimento de plantulas de S. terebinthifolius RADDI.
Grau de liberdade (GL), soma dos quadrados (SQ), quadrado médio (QM), teste F (F),
% total de variacdo (%TV) e valor de P (P).

Coeficientes GL SQ QM F %TV P

a) MSPA

Interacao 1 0,6783 0,6783 647,9 12,24 P<0,0001
Tratamentos 1 1,033 1,033 986,8 18,65 P<0,0001
Inoculacéo 1 3,821 3,821 3649 68,96 P<0,0001
Residuos 8 0,008375 0,001047

b) MSR

Interacéo 1 0,5517 0,5517 212,7 21,33  P<0,0001
Tratamentos 1 0,5415 0,5415 208,7 20,94 P<0,0001
Inoculacéo 1 1,472 1,472 567,5 56,93 P<0,0001
Residuos 8 0,02075 0,002594

c) IQD

Interacao 1 0,04688 0,04688 1406 16,45 P<0,0001
Tratamentos 1 0,07208 0,07208 2162 25,3 P<0,0001
Inoculagéo 1 0,1657 0,1657 4970 58,15  P<0,0001
Residuos 8 0,0002667  3,333e-005

c) Razédo R:PA

Interacéo 1 1,161 1,161 17,36 26,02  P=0,0031
Tratamentos 1 0,7913 0,7913 11,83 17,73  P=0,0088
Inoculagéo 1 1,975 1,975 29,53 44,26  P=0,0006
Residuos 8 0,5352 0,0669
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Tabela 6. Andlise de variancia (ANOVA) dos efeitos da interacdo, tratamentos e
inoculacao nos parametros de crescimento de plantulas de S. terebinthifolius RADDI
(area foliar/ numero de folhas/razdo area). Grau de liberdade (GL), soma dos
quadrados (SQ), quadrado médio (QM), teste F (F), % total de variacao (%TV) e valor
de P (P).

Coeficientes GL SQ QM F %TV P

a) Area foliar

Interacao 1 4039 4039 229 10,72 P<0,0001
Tratamentos 1 5081 5081 288 13,79 P<0,0001
Inoculagéo 1 28195 28195 1599 74,85 P<0,0001
Residuos 20 352,8 17,64

b) Ndmero de

folhas

Interacéo 1 6,05 6,05 4,572 0,7973  P=0,0450
Tratamentos 1 22,68 22,68 17,14 2,989 P=0,0005
Inoculacéo 1 703,6 703,6 531,7 92,73 P<0,0001
Residuos 20 26,47 1,323

c) Razao éarea

foliar:nimero

folhas

Interacao 1 3,586 3,586 107584 10,15 P<0,0001
Tratamentos 1 5,522 5,522 165649 15,63 P<0,0001
Inoculacéo 1 26,23 26,23 786769 74,22 P<0,0001

Residuos 20 0,0002667 3,333e-005
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Tabela 7. Andlise de variancia (ANOVA) dos efeitos da interacao, fator da linha e fator

da coluna nos parametros de teor de macro e micronutrientes da parte aérea de

plantulas de S. terebinthifolius RADDI. Grau de liberdade (GL), soma dos quadrados
(SQ), quadrado médio (QM), teste F (F), % total de variacédo (%TV) e valor de P (P).

Coeficientes GL SQ QM F %TV P

a) N

Interacao 1 0,04805 0,04805 39,22 26,93  P=0,0033
Fator da linha 1 0,00045 0,00045 0,367 0,2522 P=0,5772
Faor da coluna 1 0,125 0,125 102 70,07  P=0,0005
Residuos 4 0,0049 0,001225

b) P

Interacéo 1 0,002113 0,002113 8,048 7,045  P=0,0470
Fator da linha 1 0,001513 0,001513 5,762 5044  P=0,0743
Faor da coluna 1 0,02531 0,02531 96,43 84,41 P=0,0006
Residuos 4 0,00105 0,0002625

c) K

Interacao 1 0,1711 0,1711 318,3 0,828 P<0,0001
Fator da linha 1 1,488 1,488 2768 7,2 P<0,0001
Faor da coluna 1 19 19 35356 91,96 P<0,0001
Residuos 4 0,00215 0,0005375

d) Ca

Interacéo 1 5,528 5,528 13401 48,58  P<0,0001
Fator da linha 1 5,695 5,695 13807 50,05 P<0,0001
Faor da coluna 1 0,154 0,154 373,4 1,354 P<0,0001
Residuos 4 0,00165 0,0004125

e) Mg

Interacao 1 0,6216 0,6216 3315 59,34 P<0,0001
Fator da linha 1 0,1326 0,1326 707,3 12,66  P<0,0001
Faor da coluna 1 0,2926 0,2926 1561 27,93 P<0,0001



Residuos

f)S

Interacao
Fator da linha
Faor da coluna

Residuos

g) Fe
Interacao
Fator da linha
Faor da coluna
Residuos

h) B

Interacao
Fator da linha
Faor da coluna

Residuos

i) Cu

Interacao
Fator da linha
Faor da coluna

Residuos

j) Mn

Interacao
Fator da linha
Faor da coluna

Residuos

K) Zn

Interacao

N N N = T N N = T N

N N = T

0,00075

0,4325
0,3121
0,3121
0,0002

53746
375047
274340

128,6

2,387

3,713

7,239
0,00255

3,809
16,25
18,85
0,0032

4684
201
4793
0,00225

15,57

0,0001875

0,4325
0,3121
0,3121
5e-005

53746
375047
274340

32,15

2,387

3,713

7,239
0,0006375

3,809
16,25
18,85
0,0008

4684
201
4793
0,000562

15,57

8649
6241
6241

1672
11665
8533

3744
5824
11355

4761
20306
23562

8326521
517347
8520346

124546

40,92
29,53
29,53

7,642
53,33
39,01

17,89
27,83
54,26

9,79
41,75
48,45

47,95
2,979
49,07

30,55
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P<0,0001
P<0,0001
P<0,0001

P<0,0001
P<0,0001
P<0,0001

P<0,0001
P<0,0001
P<0,0001

P<0,0001
P<0,0001
P<0,0001

P<0,0001
P<0,0001
P<0,0001

P<0,0001
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Fator da linha 1 24,15 24.15 193210 47 .4 P<0,0001
Faor da coluna 1 11,23 11,23 89870 22,05 P<0,0001
Residuos 4 0,0005 0,000125
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Tabela 8. Andlise de variancia (ANOVA) dos efeitos da interacao, fator da linha e fator
da coluna nos parametros de teor de macro e micronutrientes da raiz de plantulas de
S. terebinthifolius RADDI. Grau de liberdade (GL), soma dos quadrados (SQ),
guadrado médio (QM), teste F (F), % total de variacdo (%TV) e valor de P (P).

Coeficientes GL SQ QM F %TV P

a) N

Interacao 1 0,01201 0,01201 16,29 43,54 P=0,0157
Fator da linha 1 0,01051 0,0105 14,25 38,11  P=0,0195
Faor da coluna 1 0,002113 0,002113 2,864 7,657  P=0,1658
Residuos 4 0,00295 0,0007375

b) P

Interacéo 1 0,00405 0,00405 27 68,07  P=0,0065
Fator da linha 1 5e-005 5e-005 0,3333 0,8403 P=0,5946
Faor da coluna 1 0,00125 0,00125 8,333 21,01 P=0,0447
Residuos 4 0,0006 0,00015

c) K

Interacao 1 8,405 8,405 42025 46,04 P<0,0001
Fator da linha 1 9,245 9,245 46225 50,64  P<0,0001
Faor da coluna 1 0,605 0,605 3025 3,314 P<0,0001
Residuos 4 0,0008 0,0002

d) Ca

Interacéo 1 0,2415 0,2415 1486 5,874  P<0,0001
Fator da linha 1 2,565 2,565 15785 62,39  P<0,0001
Faor da coluna 1 1,304 1,304 8025 31,72 P<0,0001
Residuos 4 0,00065 0,0001625

e) Mg

Interacéo 1 2,268 2,268 45369 31,99 P<0,0001

Fator da linha 1 0,04805 0,04805 961 0,6776 P<0,0001



Faor da coluna

Residuos

f)S
Interacao
Fator da linha

Faor da coluna

Residuos

g) Fe
Interacao
Fator da linha
Faor da coluna

Residuos

h) B

Interacao
Fator da linha
Faor da coluna

Residuos

i) Cu

Interacao
Fator da linha
Faor da coluna

Residuos

i) Mn

Interacao
Fator da linha
Faor da coluna

Residuos

[ERN

N = T N N

N e

4,774
0,0002

0,1201
0,7321
0,1013

0,0002

6878137
51478217
12552380

51,4

197,6
64,52

1473
0,0002

1,394
244.4
11,09
0,0002

1493

698,1

5461
0,00105

4,774
5e-005

0,1201
0,7321
0,1013

5e-005

6878137
51478217
12552380

12,85

197,6

64,52

1473
5e-005

1,394

244.4

11,09
5e-005

1493

698,1

5461
0,0002625

95481

2401
14641
2025

535307
4006410
976918

3952144
1290496
2946318

27889
4888521
221841

5687764
2659320
2080246

67,33

12,59
76,77
10,62

9,7
72,6
17,7

11,39
3,718
84,89

0,5428
95,14
4,317

19,51
9,123
71,36
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P<0,0001

P<0,0001
P<0,0001
P<0,0001

P<0,0001
P<0,0001
P<0,0001

P<0,0001
P<0,0001
P<0,0001

P<0,0001
P<0,0001
P<0,0001

P<0,0001
P<0,0001
P<0,0001



k) Zn

Interacao
Fator da linha
Faor da coluna
Residuos

N N S

351,8

172,5

17,67
0,00035

351,8

172,5

17,67
8,75e-005

4020432
1971604
201960

64,91
31,83
3,261
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P<0,0001
P<0,0001
P<0,0001
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Tabela 9. Andlise de variancia (ANOVA) dos efeitos da interacao, fator da linha e fator
da coluna nos parametros de teor ferro na parte aérea e raiz e relacdo Fe R: PA de

plantulas de S. terebinthifolius RADDI. Grau de liberdade (GL), soma dos quadrados

(SQ), quadrado médio (QM), teste F (F), % total de variacdo (%TV) e valor de P (P).

Coeficientes GL SQ QM F %TV P

a) Fe-PA

Interacao 1 53746 53746 1672 7,642 P<0,0001
Fator da linha 1 375047 375047 11665 53,33 P<0,0001
Faor da coluna 1 274340 274340 8533 39,01 P<0,0001
Residuos 4 128,6 32,15

b) Fe - R

Interacéo 1 6878137 6878137 535307 9,7 P<0,0001
Fator da linha 1 51478217 51478217 4006410 72,6 P<0,0001
Faor da coluna 1 12552380 12552380 976918 17,7 P<0,0001
Residuos 4 51,4 12,85

c) Razéo Fe

R:PA

Interacéo 1 0,1397 0,1397 63,39 0,3788 P=0,0013
Fator da linha 1 36,22 36,22 16433 98,2 P<0,0001
Faor da coluna 1 0,5162 0,5162 234,2 1,4 P=0,0001
Residuos 4  0,008815 0,002204
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Tabela 10. Andlise de variancia (ANOVA) dos efeitos da interacdo, tratamentos e

inoculagéo dos parametros fisiolégicos (indice SPAD) das folhas de plantulas de S.
terebinthifolius RADDI. Grau de liberdade (GL), soma dos quadrados (SQ), quadrado
meédio (QM), teste F (F), % total de variacdo (%TV) e valor de P (P).

Coeficientes GL SQ QM F %TV P

a) Indice SPAD

Interacéo 1 14,57 14,57 4,037 1,125 P=0,0582
Tratamentos 1 127,4 127,4 35,31 9,835 P<0,0001
Inoculacéo 1 1081 1081 299,7 83,47 P<0,0001
Residuos 20 72,17 3,609
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Tabela 11. Andlise de variancia (ANOVA) dos efeitos da interacdo, tratamentos e
inoculacao dos parametros fisioldgicos (respostas fotossintéticas) das plantulas de S.
terebinthifolius RADDI. Grau de liberdade (GL), soma dos quadrados (SQ), quadrado

meédio (QM), teste F (F), % total de variacdo (%TV) e valor de P (P).

Coeficientes GL SQ QM F %TV P

a) A

Interacéo 1 0,01197 0,01197 0,03633 0,01247 P=0,8511
Tratamentos 1 2,981 2,981 9,05 3,107 P=0,0079
Inoculacéo 1 83,15 83,15 252,4 86,66 P<0,0001
Residuos 17 5,6 0,3294

b) gs

Interacao 1 3,558e-005 3,558e-005 0,2732 0,212 P=0,6072
Tratamentos 1 0,001975 0,001975 15,16 11,77  P=0,0010
Inoculacéo 1 0,0126 0,0126 96,78 75,1 P<0,0001
Residuos 19 0,002475 0,0001302

c)E

Interacéo 1 0,01785 0,01785 5,39 0,9196 P=0,0315
Tratamentos 1 0,1465 0,1465 44,22 0,9196 P<0,0001
Inoculacéo 1 1,731 1,731 522,6 89,17 P<0,0001
Residuos 19 0,06293 0,003312

d) iWUE

Interacéo 1 0,02197 0,02197 0,1204 0,1957 P=0,7326
Tratamentos 1 0,001572 0,001572 0,00861 0,014 P=0,9271
Inoculagéo 1 7,876 7,876 43,17 70,14  P=0,0006
Residuos 18 3,284 0,1825

e) A/Ci

Interacéo 1 1,1e-005 1,1e-005 4,293 1,241  P=0,0548
Tratamentos 1 4,882e-005 4,882e-005 19,06 5,512 P=0,0005
Inoculagéo 1 0,0008226  0,0008226 321,2 92,88  P<0,0001
Residuos 16  4,098e-005 2,562e-006



f) Ci/Ca
Interacao
Tratamentos
Inoculacéo

Residuos

g) PI
Interacao

Tratamentos
Inoculacéo

Residuos

h) Fv/Fm
Interacao
Tratamentos
Inoculacéo

Residuos

15

0,001607
0,01883
0,1034
0,03211

0,2261
0,3793
6,24
0,6513

0,01014
0,03243
0,4523
0,02862

0,001607
0,01883
0,1034
0,00169

0,2261
0,3793
6,24
0,0501

0,01014
0,03243
0,4523
0,001908

0,9509
11,14
61,2

4,514
7,571
124,5

5,314
16,99
237

1,005
11,78
64,7

2,824
4,737
77,93

2,048
6,548
91,33

96

P=0,3418
P=0,0035
P<0,0001

P=0,0534
P=0,0165
P<0,0001

P=0,0359
P=0,0009
P<0,0001
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Tabela 12. Analise de variancia (ANOVA) dos efeitos da interacdo, fator da linha e
fator da coluna dos parametros fotossintéticos derivados do JIP-teste das plantulas de
S. terebinthifolius RADDI. Grau de liberdade (GL), soma dos quadrados (SQ),

guadrado médio (QM), teste F (F), % total de variacdo (%TV) e valor de P (P).

Coeficientes GL SQ QM F %TV P

a) ABS/RC

Interacéo 1  0,009829 0,009829  0,002637 0,00719 P=0,9596
Fator da linha 1 0,4895 0,4895 0,1313 0,3585 P=0,7209
Faor da coluna 1 61,49 61,49 16,49 45,03 P=0,0006
Residuos 20 74,56 3,728

b) TRo/RC

Interacéo 1 0,0003089 0,0003089 0,003351 0,00670 P=0,9544
Fator da linha 1 0,02537 0,02537 0,2752 0,551  P=0,6056
Faor da coluna 1 2,735 2,735 29,67 59,4 P<0,0001
Residuos 20 1,844 0,09218

c) DIo/RC

Interacéo 1  0,006653 0,006653  0,002163 0,00664 P=0,9634
Fator da linha 1 0,292 0,292 0,09493 0,2917 P=0,7612
Faor da coluna 1 38,29 38,29 12,45 38,24  P=0,0021
Residuos 20 61,53 3,076

d) RC/CSo

Interacéo 1 1108857 1108857 2,147 7,161  P=0,1584
Fator da linha 1 120108 120108 0,2325 0,7756  P=0,6349
Faor da coluna 1 3925532 3925532 7,599 25,35 P=0,0122
Residuos 20 10331197 516560

e) ABS/CSo

Interacao 1 3036682 3036682 0,4946 1,208  P=0,4900
Fator da linha 1 9356259 9356259 1,524 3,723  P=0,2313
Faor da coluna 1 116120403 116120403 18,91 46,21 P=0,0003



Residuos

f) TRo/CSo
Interacao
Fator da linha
Faor da coluna

Residuos

g) ETo/CSo
Interacao
Fator da linha
Faor da coluna
Residuos

h) DIo/CSo
Interacao
Fator da linha
Faor da coluna

Residuos

20

20

122798459 6139923

3313727 3313727 1,607 7,292
643963 643963 0,3122 1,417
231397 231397 0,1122 0,5092

41253837 2062692

660272 660272 1,58 5,858
20706 20706 0,04956  0,1837
2233999 2233999 5,347 19,82
8356146 417807

6046 6046 0,001837 0,00341
5091015 5091015 1,547 2,878
105984550 105984550 32,2 59,91
65837974 3291899

98

P=0,2195
P=0,5825
P=0,7412

P=0,2232
P=0,8261
P=0,0315

P=0,9662
P=0,2280
P<0,0001
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CAPITULO I

Uso combinado do silicio e micorriza no alivio da fitotoxidez por ferro em
substrato acido nas plantulas de Eucalyptus urograndis sobre o crescimento,

ionoma e fisiologia.

COLODETE, CARLOS MOACIR. Universidade Vila Velha - ES, 22 de Fevereiro de
2018. Uso combinado do silicio e micorriza no alivio da fitotoxidez por ferro em
substrato acido nas plantulas de Eucalyptus urograndis sobre o crescimento,
ionoma e fisiologia. Orientador Brasileiro: Dr. Carlos Eduardo Tadokoro (UVV).
Coorientador Brasileiro: Dr. Alessandro Coutinho Ramos (UENF). Coorientador
Estrangeiro: Dra. Cristina Maria Nobre Sobral de Vilhena da Cruz Houghton (FCUL).

RESUMO

O Fe e um dos principais poluentes emitidos pelas atividades de mineracédo e em baixo
pH no solo leva a niveis fitotoxicos. Das espécies florestais, o E. urograndis € uma
das mais cultivadas no Brasil. O setor tem grande importancia econdémica, social e
ambiental no estado do ES. Nesse contexto, torna-se iminente a necessidade de
alternativas inovadoras e sustentaveis. Nossa hip6tese é que uso combinado do Si e
C. entunicatum alivia a fitotoxidez do Fe no E. urograndis no substrato acido. O
objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do uso combinado do Si e C. entunicatum
(isolado SCT101A) no alivio da fitotoxidez por Fe nas respostas de crescimento,
ionoma e fisiologia. O experimento foi conduzido em casa-de-vegetacdo, constando
oito tratamentos: Controle ndo micorrizado; Controle micorrizado;1,5 silicato de
potassio (K2SiO3.H20) ndo micorrizado;1,5 K2SiOs.H20 micorrizado;6 mM de sulfato
ferroso (FeSOa4) ndo micorrizado;6 mM de FeSO4 micorrizado; 6 mM de FeSOa4 + 1,5

K2SiO3.H20 ndo micorrizado;6 mM de FeSO4 + 1,5 (K2SiO3.H20) micorrizado, com



100
cinco repeticdes (n=40). Todos os oito tratamentos foram utilizados solugdo nutritiva
de Hoagland % da forca ibnica (Fl), ajustados para pH=3. O exedente de K do
(K2SiO3.H20) foi subtraido e o nitrato foi suplementado com acido nitrico diluido.
Foram utilizados substrato autoclavados de areia:terra vegetal 1:1 (v/v). A inoculacéo
dos FMA foram realizados no transplantio, utilizando-se o in6culo C. entunicatum e as
plantulas avaliadas aos 120 dias apoés inoculacdo. Nossos resultados demonstraram
que a hipétese do presente estudo foi aceita. E. urograndis micorrizados do tratamento
(6Fe + 1,5 Si) aumentaram as respostas de crescimento: indice de Qualidade Dickson
(IQD), tamanho foliar e fortalecimento do caule. C. entunicatum (isolado SCT101A)
pode de fato “ampliar’ a aliviagdo dos efeitos toxicos do Fe nas raizes das plantas
hospedeiras, pelo seu efeito tamponante. Foram encontrados maiores teores Si nos
tratamentos micorrizados. O tratamento (6 Fe + 1,5 Si) micorrizados, foram maiores
nos teores na parte aérea para N, P, Ca e Mg comparando-se ao controle nao
micorrizado. Plantulas E. urograndis ndo micorrizadas se comparadas ao controle,
foram maiores para o indice SPAD (1,5 Si e 6 Fe + 1,5 Si). Foram observados
reducdes drasticas no teor de Fe na parte aérea (4473,68 mg Kg?), se comparados
ao sistema radicular (117,82 mg Kg) nos tratamentos (6 Fe + 1,5 Si) micorrizados.
Respostas similares ocorreram na parte aérea para outros metais como, Cu (7,25 mg
Kg™), Zn (30,94 mg Kg?), Al (105,29 mg Kg?), Se (3,79 mg Kg?) e Ni (1,29 mg Kg™?),
guando comparados ao sistema radicular para Cu (16,00 mg Kg?), Zn (130,23 mg Kg-
1), Al (27,01,67 mg Kg?), Se (20,20 mg Kg™) e Ni (4,54 mg Kg?) nos tratamentos (6
Fe + 1,5 Si) micorrizados, respectivamente. Os resultados fisiol6gicos mostraram que
plantulas de E. urograndis dos tratamentos (6Fe + 1,5 Si) aumentaram A, iWUE, A/Ci,
Ci/Ca, evidenciando o beneficio do silicio na reducéo dos efeitos do Fe na fisiologia
do eucalipto. Foram observados declinios no PSII (Fv/Fm) no tratamento 6mM Fe nao

micorrizado, indicando efeito fotoinibitério e nos outros tratamentos ndo micorrizados
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e micorrizados valores acima dos indicadores, mostrando melhora deste fotossintema.
Na fase bioquimica aumentou para A/Ci, indicando melhoras na atividade ou no teor
da Rubisco. Portanto, foi demonstrado que a associagao Si-FMA de fato constitui um
modelo-chave na reducdo dos efeitos negativos do Fe sobre em plantulas de E.

urograndis.

Palavras chaves: Espécie arbdrea, contaminacao por metais, tecnologia ecolégica,

mitigacao estresse por ferro.
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ABSTRACT

COLODETE, CARLOS MOACIR. University of Vila Velha — ES, February 22, 2018.
Combined use of silicon and mycorrhiza in the alleviation of iron phytotoxicity
on acidic substrate in Eucalyptus urograndis seedlings on growth, ionoma and
physiology. Brazilian Advisor: Dr. Carlos Eduardo Tadokoro (UVV), Brazilian Co-
advisor: Dr. Alessandro Coutinho Ramos (UENF) and Foreign Co-advisor: Dra.
Cristina Maria Nobre Sobral de Vilhena da Cruz Houghton (FCUL).

The Fe and one of the major pollutants emitted by mining activities and low pH in the
soil leads to phytotoxic levels. Of the forest species, E. urograndis is one of the most
cultivated in Brazil. The sector has great economic, social and environmental
importance in the state of ES. In this context, it becomes imminent the need for
innovative and sustainable alternatives, aiming to reduce the negative effects of Fe in
these species. Our hypothesis is that combined use of Si and C. entunicatum
(SCT101A) alleviates the phytotoxicity of Fe in E. urograndis on acid substrates. The
objective of this work was to evaluate the effects of the combined use of Si and AMF
in the alleviation of Fe phytotoxicity in growth, ionoma and physiology responses. The
experiment was conducted in a greenhouse, consisting of eight treatments: Non-
mycorrhizal control; Mycorrhized control; 1.5 potassium silicate (K2SiOsz.H20) not
micorrizado; 1.5 K2SiO3.H20 micorrizado; 6 mM of ferrous sulfate (FeSOa4) non-
micorrizado; 6 mM of mycorrhized FeSO4; 6 mM FeSO4 + 1.5 K2SiO3.H20 non-
mycorrhizal, 6 mM FeSOa4 + 1.5 K2SiO3.H20 mycorrhizal, with five replicates (n=40). In
all eight treatments, the nutrient solutions used were Hoagland % ionic strength (IF)
and adjusted to pH=3. Autoclaved sand substrate was used: 1:1 (v/v) soil. The
inoculation of the AMF was carried out in the transplanting, using the C. entunicatum
inoculum and the seedlings evaluated at 120 days after inoculation. Our results

demonstrated that the hypothesis of the present study was accepted. Mycorrhizal
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eucalyptus (6Fe + 1,5 Si) increased the growth parameters: Dickson Quality Index
(DQI), shoot dry weight, leaf size and stem strengthening in the shoot and that C.
entunicatum can "amplify" the effects alleviation toxic effects of this metal on the roots
of host plants due to their buffering effect. Higher Si levels were found in all mycorrhizal
treatments. Mycorrhizal treatment seedlings (6 Fe + 1,5 Si) were higher in the contents
in the aerial part for N, P, Ca and Mg, compared to the non-mycorrhized control. Non-
mycorrhizal eucalyptus seedlings compared to the control, were higher for the SPAD
index (1.5 Si and 6 Fe + 1.5 Si). There were drastic reductions in Fe content in the
aerial part (4473.68 mg kg -1), compared to the root system (117.82 mg kg -1) in
mycorrhized treatments (6 Fe + 1,5 Si). Similar responses occurred in the aerial part
for Cu (7.25 mg Kg1), Zn (30.94 mg Kg?), Al (105.29 mg Kg?), Si (3.79 mg Kg?) and
Ni (1.29 mg Kg?), when compared to the root system for Cu (16.00 mg Kg?), Zn
(130,23 mg Kg?), Al (27,01,67 mg Kg?) 1), Si (20.20 mg Kg?) and Ni (4.54 mg Kg™)
in mycorrhized treatments (6 Fe + 1,5 Si), respectively. The physiological results
showed that seedlings of the treatments (6Fe + 1,5 Si) increased A, iIWUE, A/Ci, Ci/Ca,
evidencing the benefit of silicon in reducing the effects of Fe on eucalyptus physiology.
A decrease in PSIl (Fv/Fm) was observed in 6mM Fe non-mycorrhizal treatment,
indicating photoinhibitory effect and in the other non-mycorrhized and mycorrhized
treatments, values above the indicators, showing improvement of this photosynthetic.
In the biochemical phase it increased to A/Ci, indicating improvements in the activity
or content of Rubisco. Therefore, it has been demonstrated that the association Si-
AMF in fact constitutes a key model in reducing the negative effects of Fe on E.

urograndis seedlings.

Keywords: Tree plant, metal contamination, ecological technology, iron stress

mitigation.
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1. INTRODUCAO

Atualmente a contaminacdo por metais pesados é um problema global e
crescente, sendo responsavel por sérios impactos a biodiversidade, dificultando o
estabelecimento e desenvolvimento vegetacional (Kuki et al., 2008; Araujo et al.,
2015).

O Fe é um dos elementos abundantes no solo e um dos principais poluentes
emitidos pelas atividades de mineragcdo e beneficiamento de minério (Neves et al.,
2009; Mohiuddin et al., 2014). Quando o Fe é ressuspenso na atmosfera, se acumula
na vegetacdo (Grantz et al., 2003) e solo (Clemens et al., 2013), causando efeitos
negativos nos vegetais (Wong et al., 1978; Lopes et al., 2000; Rocha et al., 2014).
Sabe-se que a disponibilidade de Fe é afetada pelo pH (Ricachenevsky & Sperotto
2014). Nesse sentido, a acidez do solo causada por chuvas acidas, torna o Fe
altamente disponivel a absorcao pela raiz (Hell & Stephan 2003), podendo levar seu
acumulo a niveis fitotdéxicos nos tecidos vegetais (Lopes et al., 2000; Pugh et al.,
2002).

E. urograndis é a principal espécie do Setor Florestal, apresentando grande
relevancia no mercado capixaba, brasileiro e mundial (Prinsen et al., 2012). Estudos
anteriores indicaram que o eucalipto estabelecidos em regides costeiras no Brasil sob
influéncia negativa das atividades de processamento de minério de Fe, mostraram
reducdes drasticas na ecofisiologia (Kuki et al., 2009) e consequentemente no Setor
Florestal (Chichorro et al., 2017).

A importancia desse setor no Brasil em termos econf6micos, sociais e
ambientais pode ser analisado a partir da verificacdo de seus principais indicadores
como a area florestal plantada, o valor bruto de producéo, a geracdo de impostos, 0
valor das exportacbes e os empregos diretos e indiretos (Abraf 2013; Ib4a 2016;
Chichorro et al., 2017). Das espécies florestais plantadas, o E. urograndis encontra-
se como uma das mais cultivadas no Brasil (Rezende & Oliveira (2013). No ES, ocupa
0 6° lugar em area plantada, dos quais cerca de 80% sao destinados a producéo de
celulose (Chichorro et al., 2017).

Nesse contexto, torna-se iminente a necessidade de alternativas inovadoras e
ecologicamente sustentaveis, objetivado reduzir os efeitos negativos do Fe nestas
espécies socioeconomicamente importantes, tal como E. urograndis.

E amplamente aceito que o Si é benéfico no crescimento das plantas (Epstein,
1999; Dakora e Nelwamondo, 2003) e no alivio do estresse de metais pesados
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(Marschner 1995; Liang et al., 2007; Ma & Yamaji 2008; da Silva et al., 2015), incluindo
o Fe?* (Fu et al., 2012). Accioly et al., (2009) mostraram que silicato amenizou a
toxidez de metais pesados em mudas de eucalipto. A reducdo da fitotoxidez por
metais, depende da espécie de planta e pode estar relacionado a diferentes
mecanismos (Ma & Takahashi 2001; Ma 2004). Trabalhos adicionais sobre
mecanismos de tolerancia a metais pesados em plantas pelo Si foram relatados por
(Takahashi et al.,1990; Wu et al., 2013).

Adicionalmente, microrganismos do solo podem promover outras formas de
tolerancia nas plantas sob alta disponibilidade de Fe (Landeweert et al., 2001; Crane
et al., 2010; Lermen et al., 2015). Deste modo, os FMA sdo muito importantes, pois
conferem a planta hospedeira um efeito fitoprotetor aos niveis de toxidez por Fe,
imobilizando-os no solo e impedindo que sejam translocados da raiz para parte aérea
(Khan et al., 2000; Rillig 2004; Gohre & Paszkowski 2006). De fato, a associagao
mutualistica entre FMA em plantas hospedeiras, induzem a resisténcia aos estresses
bidticos e abidticos (Augé 2001; Santander et al., 2017), incrementos na absorcao
nutrientes minerais na rizosfera (Marschner & Dell 1994, 1995) incluindo o Si (Frew et
al., 2017) e na atividade fotossintética (Davies et al., 2002; Beltrano et al., 2013).

Sendo assim, pesquisas envolvendo espécies florestais importantes como do
género Eucalyptus, localizadas em regides costeiras no Brasil sob influéncia das
atividades de processamento de minério de Fe sao escassos, principalmente quando
associarmos Si-FMA, podendo de fato constituir um modelo-chave na reducéo dos
efeitos negativos do Fe sobre em plantas (Salim et al., 2013; Garg & Bhandari 2016;
Frew et al., 2017).

Nossa hipotese é que uso combinado do Si e C. entunicatum alivia a fitotoxidez
do Fe nas plantulas de E. urograndis em substrato acido. Para testar esta hipétese
delineada, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do uso combinado do silicio
e micorriza no alivio da fitotoxidez por ferro em substrato acido em plantulas de

eucalipto nas respostas de crescimento, ionoma e fisiologia.
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2. MATERIAL E METODOS

Materiais vegetais e in6culos de FMA

As sementes do eucalipto (E. urograndis), foram adquiridas em casa comercial
(Sementes Caicara - Lote: 150 - Registro: 22293).

O in6culo micorrizico C. entunicatum (Becker & Gerd.) C. Walker & A. Schussler
(isolado SCT101A), composto por esporos fungicos, hifas e raizes de Brachiaria
brizanta colonizadas, foi obtido Colecao Internacional de Cultura de Glomeromycota
(CICG), da Universidade Regional de Blumenau (Santa Catarina, Brasil)
(https://www.furb.br/cicg). A densidade esporos foi verificada, realizando-se a
extracdo de 20 mL do inéculo, conforme metodologia de Gerdemann & Nicolson

(1963). A densidade aproximadamente obtida foi 307,6 esporos/cm?3.

Delineamento experimental, condi¢cdes crescimento e inoculagdo micorrizica

O experimento foi realizado em um Delineamento Inteiramente Casualizado
(DIC), constando de oito tratamentos: 1) Controle ndo micorrizado (Controle-Nao Mic);
2) Controle micorrizado (Controle-Mic); 3) 1,5 silicato de potassio (K2SiO3.H20) ndo
micorrizado (1,5 Si-ndo Mic); 4) 1,5 silicato de potassio (K2SiOs.H20) micorrizado (1,5
Si-Mic); 5) 6 mM de sulfato ferroso (FeSOa4) ndo micorrizado (6 mM Fe-N&o Mic); 6) 6
mM de FeSO4 micorrizado (6 mM Fe-Mic); 7) 6 mM de FeSOa4 + 1,5 silicato de potassio
(K2Si0O3.H20) né&o micorrizado (6 mM Fe + 1,5 Si-ndo Mic); 8) 6 mM de FeSOa4 + 1,5
silicato de potassio (Kz2SiO3.H20) micorrizado (6 mM Fe+1,5 Si-Mic), com cinco
repeticbes (n=40). Em todos os oito tratamentos, as solu¢des nutritivas utilizadas
foram de Hoagland % da for¢a i6nica (FI) Hoagland & Aron (1938) e o pH foi ajustado
para pH=3.

As sementes de E. urograndis utilizadas no experimento passaram por um
processo de desinfestacdo de superficie com hipoclorito de sodio 2% por 5 minutos,
e posteriormente com alcool 70% por 3 minutos. Apés a esterilizacdo, sementes foram
semeadas em bandejas, contendo areia quartzo 12/20 previamente autoclavadas a
121°C, durante 60 minutos por trés vezes, com um intervalo de 24 horas entre cada
uma delas. O processo de germinacdo das mudas foi realizado em camara de
crescimento (16/8h luz/escuro), com intensidade luminosa de 350 pymol m? s7,
temperatura de 25+1°C e 70% umidade, durante 30 dias. Apos 30 dias de germinacéo
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as mudas foram transplantadas para vasos com capacidade de 500 mL, contendo os
substratos previamente autoclavados compostos de areia:terra vegetal na proporcao
1:1 (viv).

A inoculagéo dos FMA foram realizadas no transplantio, aplicando-se 20 mL do
inéculo C. entunicatum, 3cm abaixo da superficie dos substratos presentes nos vasos.
As plantulas ndo inoculadas (Controle), receberam quantidade equivalente ao
inoculante, porém do mesmo substrato usado no experimento. O experimento foi
conduzido em casa-de-vegetacgdo por 120 dias apds inoculacao (d.a.i), no campus da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), localizada em
Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro (RJ). Para regulacdo do pH das solucdes
em todos tratamentos, foram utilizados pHmetro portatil, com adicdo de acido
cloridrico 0,1 mol L ou hidréxido de potassio 0,1 mol L. A solucdo 6mM FeSO4
[Sigma - PM: 278,03] foi obtida a partir solugéo estoque (SE) (27,839 FeSO4em 100
mL agua destilada), onde retirava-se (6 mL da SE em 1000 mL agua destilada), sendo
esta, considerada solucéo para aplicacoes.

Todas plantulas de E. urograndis foram submetidas a irrigagdo uniforme com
solugéo nutritiva de Hoagland % da forca i6nica [Hoagland & Aron 1938) em pH=3,
mantendo o substrato préximo a capacidade campo. As concentracdes da solucao
nutritiva foram calculadas e balanceadas ¥4 forca ibnica de Hoagland (Hoagland &
Aron 1938), para as duas solucdes utilizadas nos dois tratamentos (mM): 3,5 N-NOs;
0,25 N-NH4; 0,25 P; 1,5 K; 0,51 S; 1,00 Ca; 0,5 Mg. O Si foi adicionado como silicato
de potassio (K2SiO3.H20) a solucéo nutritiva. O exedente de K introduzido pelo silicato
de potassio foi subtraido e o nitrato foi suplementado com &cido nitrico diluido,
mantendo as mesmas concentracées dos nutrientes da solucédo Controle.

Durante 30 dias (90-120 dias) e trés vezes por semana, cada vaso contendo
uma plantula E. urograndis inoculada ou n&o, foram regados com 50 mL de solugéo
nutritiva de Hoagland ¥4 da forca i6nica [Hoagland & Aron 1938) para o tratamento
(Controle); 50 mL de solucéo nutritiva de Hoagland ¥4 da forca ibnica [Hoagland &
Aron 1938) + 1,5 silicato de potéassio (K2SiO3.H20) para o tratamento (1,5 Si); 50 mL
de solugéo nutritiva de Hoagland % da forca idnica [Hoagland & Aron 1938) + 6 mM
de sulfato ferroso (FeSOa4) para tratamento (6 Fe) e 50 mL de solucdo nutritiva de
Hoagland ¥4 da forca ibnica [Hoagland & Aron 1938) + 6 mM de sulfato ferroso (FeSOa)
+ 1,5 silicato de potassio (K2SiO3.H20) para tratamento (6 Fe + 1,5 Si), mantendo

todas as solu¢cbes em pH=3. Os intervalos dos dias das aplicacées das solu¢cdes nos
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tratamentos, todos os vasos foram regados com agua destilada em pH=3, mantendo-

se capacidade campo.

Avaliacdo das caracteristicas de crescimento da eucalipto e o Indice de
Qualidade de Dickson (IQD)

Aos 120 d.a.i, foram avaliados a altura das plantulas de E. urograndis em
centimetro (cm), com auxilio de trena, da base caule ao apice foliar; o nimero de folha
(unidade), pela contagem dos 6rgdos; o didametro do caule em milimetro (mm),
utilizando paquimetro digital (Digital Caliper, USA), a 10 cm solo. Na desmontagem
experimental, as plantulas foram divididas parte aérea e raiz, sendo area foliar em
centimetro quadrado (cm?) avaliada imediatamente, utilizando medidor area bancada
eletrénico, modelo LI-3100C (LI-COR® Ambiental - LI-COR Biosciences). As partes
aéreas e as raizes das plantulas, foram postas em sacos de papel individualmente
identificados e secos por 72h em estufa microprocessada de circulacéo forcada de ar
(Q314M-Quimis) a 75°C até biomassa constante. Por meio de pesagem em balanca
analitica precisdo (AUW220D-Shimadzu), foi determinada massa seca da raiz (MSR)
(g) e massa seca da parte aérea (folha/caule) (MSPA) (g), bem como a relagcéo
raiz/parte aérea (Q).

O 1QD foi obtido conforme férmula de (Dickson et al., 1960), onde em que MST
(g) = massa seca total; A (cm) = altura da plantulas até a gema apical; DC (mm) =
diametro do caule; MSPA (g) = massa seca da parte aérea, e MSR (g) = massa seca

da raiz, conforme a equacéao (1):

MST (g)
IQD (%) = Eq.(1)
[A (cm) / DC (mm)] + [MSPA (g) + MSR (g)]

Trocas gasosas, indice SPAD e Fluorescéncia

As medi¢cdes foram realizadas entre 07:00 as 09:00 horas em duas folhas
completamente expandidas das partes superiores de cada plantulas de E. urograndis
por tratamento (segunda ou terceira folha, contadas a partir do apice, posicionadas
lados opostos) para medicdes de trocas gasosas [Taxa fotossintética liquida, ou de
assimilacéo liquida de carbono (A, umol CO? m2s1); condutancia estomatica ao vapor
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de agua (gs, mol H20 m2 s1); taxa transpiratéria (E, mmol H20 m2 s1); eficiéncia
intrinseca do uso da &gua (IWUE), estimada pelo calculo da raz&o entre A e gs;
eficiéncia carboxilacdo (A/Ci), estimada pelo céalculo da razao entre A e Ci; razao entre
a concentracdo de COz: interna da folha e concentracdo de CO2 do ar em torno da
folha (Ci/Ca). A troca troca gasosa foi medida 120 d.a.i, utilizando-se de um analisador
de gas a infravermelho (IRGA, Infrared Gas Analizer), modelo Li-6400 (Li-Cor,
Biosciences Inc., Nebraska, EUA). A radiacdo fotossinteticamente ativa foi mantida
constante no interior da camara, com uma intensidade de 500 mmol m? s, e foi
aplicada sobre uma area foliar de 6 cm?, sem aquecimento foliar, por meio do sistema
de iluminagao artificial composto de uma mistura de LED’s (Light Emitting Diodes)
azuis e vermelhos acoplados ao equipamento (a fonte de luz artificial foi fornecida pelo
fabricante Li-Cor, USA). Durante as avalia¢ges, a temperatura foliar de 27°C e niveis
ambientais de CO2 (400 pmol mol?).

O indice de cor verde (indice SPAD) foi avaliado por meio do medidor portatil
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. Foram utilizadas a média de cinco leituras por folha, duas folhas por
plantulas, cinco repeticées por tratamento. O rendimento quantico maximo do PSII
(Fv/IFm) e o indice fotossintético (PI) foram obtidos com auxilio do fluorimetro Pocket
PEA (Plant Efficiency Analyser), nas mesmas folhas em que foram realizadas as
medidas de trocas gasosas, as quais foram adaptadas ao escuro por 30 minutos com
auxilio de pincas adequadas (acompanhadas com o equipamento, pelo mesmo
fabricante). Essa adaptacdo ao escuro foi feita para que os centros de reacdes
estivessem completamente abertos com perda minima de calor (Strasser et al., 1995,
2000, 2004). Apds a adaptagdo, um Unico pulso forte de luz (3000 pmol m-? s?) foi
aplicado com a ajuda de trés diodos emissores de luz (650 nm). As avaliacdes foram
realizadas as 7:30 horas. Para as avaliacbes da variavel PI, foi feito o0 mesmo
procedimento, ja que os valores também sao fornecidos pelo fluorimetro Pocket PEA

(Plant Efficiency Analyser).

Andlise do teor e conteudo de nutrientes da parte aérea e raiz das plantulas de

eucalipto

A analise do teor de nutrientes das plantulas de E. urograndis foram realizadas

apos 120 d.a.i. O teor de fésforo (P), potassio (K), célcio (Ca), magnésio (Mg), enxofre
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(S), silicio (Si), ferro (Fe), zinco (Zn), manganés (Mn), cobre (Cu), boro (B), sédio (Na),
zinco (Zn), cobre (Cu), niquel (Ni), molibdénio (Mo), aluminio (Al), berilio (Be), bismuto
(Bi), cadmio (Cd), crébmio (Cr), litio (Li), chumbo (Pb), rubidio (Rb), selénio (Se),
estroncio (Sr), titanio (Ti), talio (TI) e vanadio (V) foram quantificados usando plasma
indutivamente acoplado espectrometria de emissao (ICP-OES ICAP 6500 DUO) da
marca Shimadzu, apos digestdo com HNOs (Merck) e H202 (Merck) em um sistema
de digestdo aberto (Peters 2005). As condi¢cdes ICP foram as seguintes: fluxo de
plasma 8,0 L min?, Gas auxiliar 0,70 L mint e gas transportador 0,55 L mint. O
nitrogénio (N) foi submetido a digestdo sulfarica, medido pelo método de Nessler

(Jackson 1965) na sequéncia por manual de analise de solos e plantas (Kalra 1998).

Analise estatisticas dos dados

Os efeitos da inoculagéo, tratamento com Fe e parametros ecofisiolégicos das
plantulas E. urograndis foram analisados estatisticamente pelo two-way ANOVA.
Quando um fator ou nenhuma interacdo entre os fatores foi considerada
estatisticamente significativa, realizamos comparagdes de pares, por meio de um teste
t e corrigidos os resultados correspondentes para comparacdes multiplas pelo teste
de Tukey a P<0,05. Todas as analises foram realizadas utilizando o GraphPad Prism
7.0 utilizando um nivel de significancia de 5%. A analise multivariada de componentes
principais (PCA) foi usada para relacionar todos parametros de crescimento, ionoma
da parte aérea e raiz e fisiolégicos do E. urograndis, em diferentes tratamentos a

pH=3, utilizando-se o programa Fitopac 2.1.2.85.
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3. RESULTADOS

Respostas de crescimento

Plantulas E. urograndis micorrizadas submetidas ao estresse de Fe mas com
silicio (6Fe + 1,5 Si) aumentaram o crescimento e obtiveram maior fortalecimento dos
caules das plantulas, tornando-os mais eretos na parte aérea se comparados aos
demais tratamentos (controle ndo micorrizado e micorrizado/ 1,5 Si ndo micorrizado e
micorrizado/ 6 Fe ndo micorrizado e micorrizado/ 6Fe + 1,5 ndo micorrizado) (Figura
1A).

A producéo de massa seca da parte aérea das plantulas de E. urograndis foram
significativamente maiores em todos o0s tratamentos micorrizados, quando
comparados aos nao micorrizados (P<0,0001; Figura 1B; Tabela 3). Verificamos
também que a inoculagcédo por C. entunicatum nas plantulas de E. urograndis foram
responsaveis por 69,02% da variancia total. Por outro lado, a producdo de massa seca
da parte aérea os tratamentos ndo micorrizados submetidos a 6mM Fe obtiveram
reducdes significativas, se comparados ao controle ndo micorrizado. Foram
observados aumentos significativos nos tratamentos submetidas ao estresse de Fe
mas com silicio (6Fe + 1,5 Si) na producdo de massa seca da parte aérea nao
micorrizados e micorrizados submetidos ao estresse de Fe, comparados ao controle
nao micorrizado e micorrizado (P<0,0001; Figura 1B; Tabela 3).

De maneira similar, foram verificados acréscimos significativos na producéo de
massa seca da raiz em todos os tratamentos micorrizados (P<0,0001; Figura 1C;
Tabela 3) se comparados ao ndo micorrizados, nao diferindo-os significativamente,
independentemente quando foram submetidos ao estresse por Fe. De forma contraria,
o tratamento nao micorrizado submetidas ao estresse de Fe mas com silicio (6Fe +
1,5 Si) ndo diferiram significativamente na producdo de massa seca da raiz, se
comparados ao controle ndo micorrizado (P<0,0001; Figura 1C; Tabela 3).

As plantulas E. urograndis micorrizadas apresentaram significativamente
maiores 1QD do que as plantulas ndo micorrizadas (P<0,0001; Figura 1D; Tabela 3).
Plantulas ndo micorrizadas submetidas ao estresse por Fe, reduziram
significativamente o 1QD, se comparados ao controle ndo micorrizado (P<0,0001;
Figura 1D; Tabela 3). Por outro lado, plantulas de E. urograndis micorrizadas
submetidas ao estresse po 6 Fe aumentaram significativamente o 1QD, se

comparados as ndao micorrizadas (P<0,0001; Figura 1D; Tabela 3). Plantulas nao
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micorrizadas submetidas ao estresse de Fe mas com silicio (6Fe + 1,5 Si),
aumentaram significativamente 1QD se comparados ao controle ndo micorrizado
(P<0,0001; Figura 1D; Tabela 3). De forma similar plantulas micorrizadas submetidas
ao estresse de Fe mas com silicio (6Fe + 1,5 Si) obtveram aumentos significativos no
IQD, se comparados aos demais tratamentos micorrizados (controle/1,5 Si/6 Fe)
(P<0,0001; Figura 1D; Tabela 3).

As plantulas ndo micorrizadas e micorrizadas diferiram na forma como ajustam
a particdo da biomassa entre a raiz e a parte aérea em resposta a exposi¢cdo com o
silicio (1,5 Si) e submetidas ao estresse de Fe mas com silicio (6Fe + 1,5 Si)
(P<0,0001; Figura 1E; Tabela 3). As plantulas micorrizadas tratadas com o silicio (1,5
Si) aumentaram proporcionalmente a biomassa alocada nas raizes quando
comparados ao controle micorrizado, enquanto nas plantulas micorrizadas
submetidas ao estresse de Fe mas com silicio (6Fe + 1,5 Si) reduziram
significativamente essa particdo se comparado ao tratamento apenas com tratamento

submetidos aos extresse de Fe (P<0,0001; Figura 1E; Tabela 3).
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Figura 1. (A) Visualizacdo frontal do experimento; (B) peso seco da parte aérea (Q).
(C) peso seco da raiz (g); (D) indice de Qualidade de Dickson (IQD); (E) razdo
raiz:parte aérea (Razdo R:PA) das plantulas da E. urograndis, expostas a Controle O
mM Fe, 1,5 mM Si - silicato de potassio (K2SiOs) e 6 mM Fe de FeSO4 todos em pH=3
aos 120 dias ap0Os a inoculagéo (n=5), constando nos tratamentos: Controle nao
micorrizado (Controle-Nao-Mic), Controle Micorrizado (Controle-Mic), 1,5 mM Si -
silicato de potassio (K2SiO3) ndo micorrizado (1,5 Si- Ndo-Mic), 1,5 mM Si - silicato de
potassio (K2SiO3) micorrizado (1,5 Si-Mic), 6 mM Fe de FeSO4 N&o micorrizado (6 Fe-
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N&o-Mic), 6 mM Fe de FeSOa4 micorrizado (6 Fe -Mic), 1,5 mM Si - silicato de potassio
(K2SiOs3) + 6 mM Fe de FeSO4n&o micorrizado (6 Fe + 1,5 Si -Nao-Mic) e 1,5 mM Si -
silicato de potassio (Kz2SiO3) + 6 mM Fe de FeSO4 micorrizado (6 Fe + 1,5 Si -Mic),
inoculados com FMA C. entunicatum em pH= 3, aos 120 dias apds a inoculacéo (n=5).
Os dados foram analisados por ANOVA bidirecional combinado com o teste de Tukey.
Para cada concentracdo de Fe (Controle 0 mM Fe, 1,5 mM Si - silicato de potassio
(K2SiO3) e 6 mM Fe de FeSOa4) as barras seguidas de mesma letra maiuscula nos
diferentes tratamentos (Nao micorrizado e Micorrizado), ndo sdo significativamente
diferentes pelo teste de Tukey em P<0,05. Para cada tratamento (Nao micorrizado e
Micorrizado) as barras seguidas pela mesma letra mindscula na mesma concentracéo

de Fe nao séao significativamente diferentes em P<0,05 (n=5).



115

Em termos da parte aérea, plantulas E. urograndis micorrizadas submetidas ao
estresse de Fe mas com silicio (6Fe + 1,5 Si), obtiveram aumentos significativos na
area foliar, se comparados aos mesmos tratamentos ndo micorrizados. (P<0,0001;
Figura 2A; Tabela 4). Plantulas micorrizadas nos tratamentos silicio (1,5 Si) e
submetidas ao estresse de Fe mas com silicio (6Fe + 1,5 Si), responderam a
inoculacdo com C. etunicatum apresentando aumento significativo na area foliar
(P<0,0001; Figura 2A; Tabela 4).

Nos tratamentos (Controle), (1,5 Si) e (6 Fe) micorrizados apresentaram
aumentos significativos no numero de folhas, exceto quando submetidas ao estresse
de Fe mas com silicio (6Fe + 1,5 Si), quando comparados aos mesmos tratamentos
nao micorrizados (P<0,0001; Figura 2B; Tabela 4).

O tamanho foliar total sdo representados pela razdo area foliar:nimero de
folhas (P<0,0001; Figura 2C; Tabela 4). O efeito da micorrizacao foi significativamente
maior quando as plantulas foram expostas a 6 mM Fe (P<0,0001; Figura 2C; Tabela
4) e um acréscimo significativo na razédo area foliar:numero de folhas, quando
submetidas ao estresse de Fe mas com silicio (6Fe + 1,5 Si) (P<0,0001; Figura 2C;
Tabela 4).
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Figura 2. (A) Area foliar (cm?2); (B) Numero de folhas; (C) Raz&o da area foliar: nimero
de folhas das plantulas E. urograndis, expostas a Controle 0 mM Fe, 1,5 mM Si -
silicato de potassio (K2SiOs) e 6 mM Fe de FeSO4 todos em pH=3 aos 120 dias apos
a inoculagéo (n=5), constando nos tratamentos: Controle ndo micorrizado (Controle-
N&o-Mic), Controle Micorrizado (Controle-Mic), 1,5 mM Si - silicato de potassio
(K2Si0O3) ndo micorrizado (1,5 Si- Nao-Mic), 1,5 mM Si - silicato de potassio (K2SiOz3)
micorrizado (1,5 Si-Mic), 6 mM Fe de FeSO4 N&o micorrizado (6 Fe-N&o-Mic), 6 mM
Fe de FeSO4micorrizado (6 Fe -Mic), 1,5 mM Si - silicato de potassio (K2SiOs) + 6 mM
Fe de FeSO4 ndo micorrizado (6 Fe + 1,5 Si -Nao-Mic) e 1,5 mM Si - silicato de
potassio (K2SiO3) + 6 mM Fe de FeSOa4 micorrizado (6 Fe + 1,5 Si -Mic), inoculados
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com FMA C. entunicatum em pH= 3, aos 120 dias apoés a inoculacéo (n=5). Os dados
foram analisados por ANOVA bidirecional combinado com o teste de Tukey. Para cada
concentracéo de Fe (Controle 0 mM Fe, 1,5 mM Si - silicato de potassio (K2SiO3) e 6
mM Fe de FeSO4) as barras seguidas de mesma letra mailscula nos diferentes
tratamentos (N&o micorrizado e Micorrizado), ndo sao significativamente diferentes
pelo teste de Tukey em P<0,05. Para cada tratamento (N&o micorrizado e Micorrizado)
as barras seguidas pela mesma letra mindscula na mesma concentracao de Fe nao

sao significativamente diferentes em P<0,05 (n=5).
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Resposta do lonoma

Acumulacéo e distribuicdo de macro e micronutrientes na parte aérea

No presente trabalho foram analisados a acumulagao distribuicdo dos teores
de macronutrientes na parte aérea de plantulas E. urograndis (Tabela 1 e 5). Os
resultados revelaram que plantulas dos tratamentos Controle micorrizados foram
significativamente maiores para N, P, Ca e Mg se comparados ao tratamento Controle
nao micorrizado, exceto para K, S e Si que reduziram significativamente (P<0,0001,;
Tabela 1 e 5). Foram observados aumentos significativos nas plantulas dos
tratamentos 1,5 Si micorrizados para N, P, K, Ca, Mg e Si, ndo diferindo para S,
guando comparados ao 1,5 Si ndo micorrizado (P<0,0001; Tabela 1 e 5). Plantulas
dos tratamentos (6 Fe) micorrizados foram maiores para N, P e Ca, exceto para K, S
e Si com reducdo significativa, comparando-se ao 6 Fe ndo micorrizados (P<0,0001;
Tabela 1 e 5). Plantulas submetidas ao estresse de Fe mas com silicio (6 Fe + 1,5 Si)
micorrizados aumentaram para N, Ca e Mg e Si, nao diferindo significativamente para
P e S e reducéo significativa para K, se comparados ao estresse de Fe mas com silicio
(6Fe + 1,5 Si) ndo micorrizados (P<0,0001; Tabela 1 e 5).

Os resultados para a acumulacéo distribuicdo dos teores de micronutrientes na
parte aérea mostraram que plantulas E. urograndis dos tratamentos Controle
micorrizados aumentaram significativamente para Mn, Na, Zn, Rb, Sr e TI se
comparados ao Controle ndo micorrizado, reduzindo significativamente para Fe, B,
Mo, Al, Cd, Cr, Pb, Se e V e nao havendo diferenca significativa para Cu, Ni, Li e Ti
(P<0,0001; Tabela 1 e 5). Plantulas E. urograndis dos tratamentos 1,5 Si micorrizados
aumentaram significativamente para Fe, B, Ni, Mo, Sr e TI, reduzindo
significativamente para Mn, Zn, Al, Pb, Rb, ndo diferindo para Na, Cu, Cd, Cr, Li, Se,
Ti e V, se comparados ao 1,5 Si ndo micorrizado (P<0,0001; Tabela 1 e 5). Foram
observados aumentos significativos para plantulas dos tratamentos 6 Fe micorrizados
para Mn, Na, Mo, Sr, Ti, Tl e V, quando comparados ao 6 Fe ndo micorrizados
(P<0,0001; Tabela 1). Foram significativamente maiores nas plantulas submetidas ao
estresse de Fe mas com silicio (6Fe + 1,5 Si) micorrizados para Mn, Pb, Rb, Sr, TlI,
reduzindo para Fe, B, Na Zn, Cu, Mo, Al, Cd, Cr e V, nao diferindo significativamente
para Ni, Li, Se e Ti, comparado-se aos tratamentos de Fe mas com silicio (6Fe + 1,5
Si) ndo micorrizados (P<0,0001; Tabela 1 e 5).
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Tabela 1. Teor de macro (mg Kgt) e micronutrientes (ug Kg?) da parte aérea das plantulas de E. urograndis, dos tratamentos Controle,
1,5mM Si, 6 mM Fe de FeSO4 e 6 mM Fe de FeSO4 + 1,5 mM Si ndo micorrizado (Nao-Mic) e micorrizados (Mic) com FMA C. entunicatum
em pH= 3, aos 120 dias ap0s a inoculacdo. Os dados foram analisados por ANOVA bidirecional combinado com o teste de Tukey. Para
cada concentracao de Fe (Controle 0 mM Fe, 1,5 mM Si, 6 mM Fe de FeSO4 e 6 mM Fe de FeSO4 + 1,5 mM Si) seguidas de mesma letra
maiuscula nos diferentes tratamentos (Nao-Mic e Mic), ndo séo significativamente diferentes pelo teste de Tukey em P<0,05. Para cada
tratamento (N&o-Mic e Mic), seguidas pela mesma letra minuscula na mesma concentracdo de Fe ndo sao significativamente diferentes
em P<0,05 (n=5).

Controle 1,5 Si 6 Fe 6 Fe + 1,5 Si
Nutrientes N&o-Mic Mic N&o-Mic Mic N&o-Mic Mic N&o-Mic Mic

Macronutriente (mg Kg )

12,68+0.007Bb  22,60+0.007Aa 9,80+0.007Bd 19,19+0.007Ac 13,02+0.007Ba 17,64+0.007 Ad 9,74+0.007Ac 19,2340.007Bb

P 0,16+0.007Ba 0,28+0.007Ab 0,11+0.007Bb 0,17+0.007Aa 0,14+0.007Ba 0,17+0.007Ab 0,12+0.007Aa 0,13+0.007Ac

1,92+0.007Aa 1,38+0.007Bd 1,47+0.007Bd 1,54+0.035Ab 1,97+0.007Ab 1,44+0.007Bc 1,87+0.007Ac 1,66+0.240Ba

Ca 0,59+0.007Bb 1,00+0.007Aa 0,47+0.007Bd 0,64+0.007Ad 0,73+0.007Ba 0,93+0.007Ab 0,50+0.007Bc 0,82+0.007Ac

Mg 0,19+0.007Bb 0,35£0.007Aa 0,21+0.007Bb 0,27+0.007Ac 0,30£0.007Aa 0,32+0.007Ab 0,15+0.007Bc 0,32+0.007Ab

S 0,17+0.007Ab 0,10+0.007Bb 0,12+0.007Ac 0,13+0.007Ab 0,21+0.007Aa 0,11+0.007Bb 0,18+0.007Ab 0,16+0.007Aa

Si 323,5+0.707Aa  238,5+0.707Bc 311,5+0.707Bb 412,5+0.707Aa 279,5+0.707Ac 214,5+0.707Bd 322,5+0.707Ba 378,5+£0.707Ab
Micronutriente (g Kg )

Fe 182,28+0.197Ac  85,83+0.113Bd 124,7+0.1419Bd 145,97+0.0,21Ab 487,52+0.247Aa 212,30+0.403Ba 188,86+0.091Ab 117,82+0.113Bc
B 73,16+£0.593Ab  31,21+0.558Bd 29,48+0.367Bd 41,09+0.643Ac 95,55+0.318Aa 51,66+0.240Ba 51,23+0.544Ac 48,59+0.289Bb
Mn 563,41+0.417Bc  592,90+0.417Ac 443,18+0.579Ad 440,45+0.579Bd 1239,94+0.0,42Ba 1259,62+0.042Aa 823,62+0.268Bb 1058,82+0.268Ab
Na 0,084+0.007Bc  0,113+0.007Ab 0,080+0.007Ad 0,081+0.007Ad 0,113+0.007Bb 0,134+0.007Aa 0,121+0.007Aa 0,103+0.007Bc
Zn 29,13+0.615Bc  52,38+0.438Aa 34,60+0.282Ab 23,17+0.586Bc 50,48+0.367Aa 31,87+0.091Bb 35,67+0.233Ab 30,94+0.042Bb
Cu 8,93+0.049Ab 7,67+0.233Aa 6,73+0.190Ab 6,09+0.643Aa 8,88+0.084Ab 8,74+0.183Aa 11,53+0.332Aa 7,25+0.530Ba



Ni
Mo
Al

Cd
Cr
Li

Pb
Rb
Se
Sr
Ti

TI

1,45+0.007Ab

1,68+0.007Ab
59,29+0.502Ac
0,11+0.007Aa

7,99+0.007Ab

0,33+0.007Aa

0,40+0.007Ab

17,48+0.367Bc
3,59+0.007Ab

17,81+0.134Bc
5,13+0.615Aa
18,00+0.707Bc
0,83+0.007Aa

1,10+0.007Ac

1,55+0.007Bb
82,96+0.028Bc
0,01+0.007Bb

3,34+0.466Bb

0,35+0.007Aa

0,12+0.007Bc
28,25+0.530Ac
2,38+0.007Bc
40,91+0.063Aa
4,74+0.183Ab
84,75+0.176Ab
0,42+0.007Ba

0,99+0.007Bb
0,73+0.007Bc
46,80+0.141Ad
0,03+£0.007Ab
6,18+0.579Ab
0,10+0.007Ab
1,13+0.007Aa
21,76+0.169Ab
2,18+0.007Ac
19,08+0.650Bb
4,36+0.452Aa
42,88+0.084Bb
0,20+0.007Ac

4,90+0.007Aa
1,15+0.007Ab
52,97+0.021Bd
0,05+0.007Aa
6,89+0.077Aa
0,04+0.007Ad
0,10+0.007Bc
18,76+0.169Bd
2,25+0.007Ac
27,10+0.636Ad
3,20+0.565Ab
71,05+0.671Ad
0,20+0.007Ac

16,17+0.586Aa
1,74+0.007Ba
87,00+0.707Aa
0,11+0.007Aa
56,84+0.113Aa
0,12+0.007Ab
0,32+0.007Ac
40,42+0.410Aa
13,04+0.678Aa
26,95+0.035Ba
4,38+0.438Ba
76,29+0.502Ba
0,22+0.007Bc

3,01+0.134Bb
2,04+0.007Aa
135,50+0.353Ba
0,05+0.007Ba
6,87+0.098Ba
0,29+0.007Ab
0,31+0.007Aa
37,90+0.070Ba
5,31+0.007Ba
35,98+0.014Ab
7,30+£0.494Aa
94,12+0.622Aa
0,27+0.007Ab

1,35+0.035Ab
1,76+0.007Aa
73,49+0.360Ab
0,13+0.007Aa
6,89+0.077Ab
0,32+0.007Aa
0,24+0.007Bd
21,42+0.410Bb
4,54+0.007Ab
14,26+0.523Bd

5,59+0.289Aa

15,49+0.360Bd
0,48+0.007Ab

1,29+0.007Ac
1,03+0.014Bd
105,29+0.502Bb
0,07+0.007Ba
1,25+0.007Bc
0,15+0.007Ac
0,27+0.007Ab
30,73+0.190Ab
3,79+0.007Ab
30,88+0.084Ac
4,83+0.120Ab
79,91+0.063Ac
0,07+0.007Bd
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Acumulacgéo e distribuicdo de macro e micronutrientes na raiz

No presente trabalho foram analisados a acumulagéo distribuicdo dos teores
de macronutrientes na raiz de plantulas E. urograndis (Tabelas 2 e 6). Os resultados
revelaram que plantulas dos tratamentos Controle micorrizados foram
significativamente menores para P, K, Ca, Mg, Si, S e maiores para N, se comparados
ao tratamento Controle ndo micorrizado (P<0,0001; Tabelas 2 e 6). Houve aumentos
significativos nas plantulas dos tratamentos (1,5 Si) micorrizados para N, Mg, S,
menores para Si, ndo diferindo-se para P, K e Ca, quando comparados ao 1,5 Si ndo
micorrizado (P<0,0001; Tabela 2 e 6). Plantulas dos tratamentos (6 Fe) micorrizados
foram menores para P, Mg, S e Si, exceto para K e Ca, nao diferindo-se
significativamente e maiores para N, comparando-se ao tratamento 6 Fe né&o
micorrizados (P<0,0001; Tabela 2 e 6). Plantulas dos tratamentos com Fe e silicio
(6Fe + 1,5 Si) micorrizados foram maiores para N e Ca, menores para Si, ndo
diferindo-se significativamente para P e K, reduzindo significativa para Mg e S, se
comparados aos tratamentos com Fe e silicio (6Fe + 1,5 Si) ndo micorrizados
(P<0,0001; Tabela 2 e 6).

Os resultados para a acumulacéo distribuicdo dos teores de micronutrientes na
raiz mostraram que plantulas E. urograndis dos tratamentos Controle micorrizados
aumentaram significativamente para Fe, Cu, Al, Bi, Cr, Li e Se se comparados ao
Controle n&o micorrizado, reduzindo significativamente para B, Mn, Na, Zn, Ni, Mo,
Cd, Rb, Sr, Ti e TI, ndo diferindo-se para Be, Pb e V (P<0,0001; Tabela 2 e 6).
Plantulas dos tratamentos 1,5 Si micorrizados foram maiores significativamente para
Fe, Cu, Ni, Mo, Be, Bi, Cd, Cr, Rb, Se, Sr, Tl e V, reduzindo significativamente para B,
Mn, Zn, Al, Ti, n&o diferindo para Na, Li e Pb se comparados ao 1,5 Si ndo micorrizado
(P<0,0001; Tabela 2 e 6). Foram obtidos aumentos significativos para plantulas dos
tratamentos 6 Fe micorrizados para Fe, Mo, Al, Be, Bi, Li, Pb, Sr e V e reduzindo
significativamente para B, Mn, Na, Zn, Cu, Ni, Cd, Cr, Rb, Se e Tl e nao diferindo para
Ti, quando comparados ao 6 Fe ndo micorrizados (P<0,0001; Tabela 2 e 6). Foram
observados aumentos significativos nas plantulas dos tratamentos com estresse de
Fe e silicio (6Fe + 1,5 Si) micorrizados para Cu, Al, Be, Cd e Sr, reduzindo para Fe,
B, Mn, Zn, Ni, Bi, Cr, Li, Rb, Se, Ti e Tl, ndo diferindo significativamente para Pb e V,
comparado-se aos tratamentos com estresse de Fe e silicio (6Fe + 1,5 Si) nédo
micorrizados (P<0,0001; Tabela 2 e 6).
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Tabela 2. Teor de macro (mg Kg*) e micronutrientes (ug Kg?) das raizes de plantulas de E. urograndis, dos tratamentos Controle, 1,5
mM Si, 6 mM Fe de FeSO4 e 6 mM Fe de FeSO4 + 1,5 mM Si ndo micorrizado (N&o-Mic) e micorrizados (Mic) com FMA C. entunicatum
em pH= 3, aos 120 dias ap0s a inoculacdo. Os dados foram analisados por ANOVA bidirecional combinado com o teste de Tukey. Para
cada concentracao de Fe (Controle 0 mM Fe, 1,5 mM Si, 6 mM Fe de FeSO4 e 6 mM Fe de FeSO4 + 1,5 mM Si) seguidas de mesma letra
maiuscula nos diferentes tratamentos (Nao-Mic e Mic), ndo séo significativamente diferentes pelo teste de Tukey em P<0,05. Para cada
tratamento (N&o-Mic e Mic), seguidas pela mesma letra minuscula na mesma concentracdo de Fe ndo sao significativamente diferentes
em P<0,05 (n=5).

Controle 1,5Si 6 Fe 6 Fe + 1,5 Si
Nutrientes Nao-Mic Mic Nao-Mic Mic Nao-Mic Mic Nao-Mic Mic
Macronutriente (mg Kg 1)
N 10,96+0.007Aa 8,50+0.007Bb 9,03+0.007Bb 9,34+0.007Aa 6,58+0.007Bc 7,15+0.007Ac 9,05+0.007Ab 5,69+0.007Bd
P 0,16+£0.007Aa 0,06+0.007Bb 0,11+0.007Ab 0,12+0.007Aa 0,10£0.007Ab 0,06+0.007Bb 0,08+0.007Ab 0,08+0.007Ab
K 1,76+0.007Aa 0,55+0.007Bc 1,28+0.007Ab 0,93+0.007Aa 1,30+0.007Ab 0,49+0.007Ad 1,32+0.007Ab 0,85+0.007Ab
Ca 0,33+0.014Aa 0,27+0.007Bb 0,32+0.007Aa 0,35+0.007Aa 0,25+0.007Ab 0,28+0.007Ab 0,26+0.007Bb 0,35+0.007Aa
Mg 0,36+0.007Ab 0,20+0.007Bc 0,21+0.007Bd 0,32+0.007Aa 0,39+£0.007Aa 0,21+0.007Bc 0,29+0.007Ac 0,24+0.007Bb
S 0,25+0.007Ac 0,10+0.007Bd 0,14+0.007Bd 0,18+0.007Aa 0,34+0.007Aa 0,16+0.007Bc 0,27+0.007Ab 0,17+0.007Bb
Si 580.5+0.707Aa 346.5+0.707Ba 271.5+0.707Ad 248.5+0.707Bc 524.5+0.707Ab 261.5+0.707Bb 374.5+0.707Ac 204.5+0.707Bd
Micronutriente (ug Kg )
Fe 2703,49+0.042Bd  10213,11+0.030Aa 3190,76+£0.162Bc  5032,63+0.176Ac 4748,76+0.155Bb  6062,92+0.056Ab 5947,35+0.296Aa  4473,68+0.219Bd
B 162,79+0.148Aa 72,67+0.233Bb 124,53+0.332Ab 44,22+0.551Bd 65,35+0.459Ad 54,02+0.692Bc 117,18+0.579Ac 89,18+0.579Ba
Mn 300,05+0.671Ab 85,98+0.014Bd 143,48+0.367Ad 121,40+0.424Bc 485,89+0.077Aa 168,59+0.289Bb 233,38+0.438Ac 180,15+0.601Ba
Na 0,366+0.023Aa 0,091+0.002Bd 0,200+0.070Ac 0,182+0.007Aa 0,320+0.007Ab 0,141+0.007Bb 0,212+0.005Ac 0,134+0.0007Ac
Zn 176,69+0.219Ac 67,86+0.098Bc 105,64+0.254Ad 94,13+0.615Bb 273,57£0.403Aa 93,50+0.353Bb 239,64+0.254Ab 130,23+0.544Ba
Cu 16,73+0.190Bb 18,63+0.261Aa 10,45+0.388Bd 14,14+0.608 Ac 18,98+0.014Aa 10,53+0.332Bd 14,76+0.169Bc 16,00+0.707Ab



Ni
Mo
Al
Be
Bi
Cd
Cr
Li
Pb
Rb
Se
Sr
Ti
TI

11,97+0.021Aa
2,87+0.091Aa
2822,30+0.141Bb
0,13+0.007Ac
0,96+0.007Bd
1,43+0.007Aa
132,20+0.565Bc¢
0,18+0.007Bd
1,98+0.014Ab
41,52+0.339Aa
21,35+0.459Bc
32,14+0.608Aa
108,67+0.233Ac
86,63+0.261Ab
10,98+0.014Ab

10,55+0.318Ba
1,76+0.098Bc

3212,30+0.417Ac

0,15+0.007Ac
5,56+0.007Aa
0,52+0.014Bc
806,23+0.544Aa
0,45+0.007Ab
2,12+0.007Ad
16,48+0.367Bc
125,49+0.360Aa
24,27+0.516Bd
84,18+0.579Bb
49,84+0.113Bc
10,78+0.155Ac

3,72+0.197Bc
1,59+0.077Bb

5553,32+0.318Aa

0,11+0.007Bc
1,55+0.007Bc
0,78+0.007Bc
96,20+0.565Bd
0,53+0.007Aa
3,23+0.014Aa
20,06+0.664Bc
14,87+0.091Bd
27,04+0.678Bb
110,55+0.318Ab
43,15+0.601Bd
13,19+0.572Ba

6,39+0.431Ac
3,11+0.233Ab
4858,60+0.113Bb
0,24+0.007Ab
3,58+0.007Ab
1,03+0.007Ab
324,72+0.197Ab
0,52+0.007Aa
3,03+0.007Ab
24,62+0.268Aa
50,87+0.091Ab
32,33+0.473Aa
83,08+0.650Bb
92,12+0.622Aa
17,77+0.162Aa

10,50+0.353Ab
1,47+0.091Bb
1840,88+0.077Bd
0,19+0.007Bb
1,91+0.007Bb
1,07+0.014Ab
256,36+0.452Ab
0,47+0.007Bb
1,54+0.042Bd
42,48+0.367Aa
41,69+0.219Ab
23,81+0.134Bc
86,04+0.678Ad
97,38+0.438Aa
6,53+0.332Bc

6,93+0.049Bb
9,10+0.240Aa
5694,88+0.070Aa
0,31+0.007Aa
3,49+0.007Ac
0,46+0.007Bc
237,38+0.438Bc
0,53+0.007Aa
3,59+0.007Aa
23,61+0.275Ba
37,15+0.601Bc
26,89+0.077Ac
87,33+0.473Aa
50,39+0.431Bc
12,91+0.063Ab

7,65+0.247Ac
1,55+0.233Ab
2655,37+0.127Bc
0,27+0.007Ba
3,65+0.007Aa
1,04+0.035Bb
436,02+0.014Aa
0,32+0.007Ac
1,86+0.028Ac
22,07+0.657Ab
68,68+0.226Aa
24,33+0.473Bc
116,42+0.410Aa
71,40£0.424Ac
9,86+0.098Ab
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4,54+0.325Bd
1,14+0.042Ad
2701,67+0.212Ad
0,31+0.007Aa
2,04+0.035Bd
1,14+0.007Aa
129,00+0.707Bd
0,07+0.007Bc
2,27+0.021Ac
18,33+0.473Bb
20,20+0.565Bd
29,33+0.473Ab
69,45+0.388Bc
56,01+0.700Bb
10,08+0.650Ad
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Respostas fisiologicas

indice SPAD de cor verde de clorofila

O indice SPAD de todos os tratamentos micorrizados aumentaram
significativamente, quando comparados aos ndo micorrizados (P<0,0001; Figura 3;
Tabela 7). Foram observados que os tratamentos ndo micorrizado submetidos ao
tratamento com estresse de Fe mas com silicio (6Fe + 1,5 Si), aumentaram
significativamente quando comparados com os tratamentos Controle ndo micorrizado
(P<0,0001; Figura 3; Tabela 7).

HEl Nio-Mic 3 Mic

40-
Aa
—— Aa
Aa Ba él'f =
é Bb
20+
.8 Bc
©
c
"~ 104
0' T T T T
Controle 1,5Si 6Fe 6Fe+15Si

Figura 3. indice SPAD de cor verde de clorofila das folhas das plantulas E. urograndis,
expostas a Controle 0 mM Fe, 1,5 mM Si - silicato de potassio (K2SiOz) e 6 mM Fe de
FeSO4 todos em pH=3 aos 120 dias apos a inoculacdo (n=5), constando nos
tratamentos: Controle ndo micorrizado (Controle-Nao-Mic), Controle Micorrizado
(Controle-Mic), 1,5 mM Si - silicato de potassio (K2SiO3) ndo micorrizado (1,5 Si- N&o-
Mic), 1,5 mM Si - silicato de potassio (K2SiOs) micorrizado (1,5 Si-Mic), 6 mM Fe de
FeSO4 Nao micorrizado (6 Fe-Nao-Mic), 6 mM Fe de FeSO4 micorrizado (6 Fe -Mic),
1,5 mM Si - silicato de potassio (K2SiOs) + 6 mM Fe de FeSO4 néo micorrizado (6 Fe
+ 1,5 Si -Nao-Mic) e 1,5 mM Si - silicato de potassio (K2SiOs) + 6 mM Fe de FeSOa4
micorrizado (6 Fe + 1,5 Si -Mic), inoculados com FMA C. entunicatum em pH= 3, aos
120 dias ap0s a inoculagéo (n=5). Os dados foram analisados por ANOVA bidirecional
combinado com o teste de Tukey. Para cada concentracéo de Fe (Controle 0 mM Fe,
1,5 mM Si - silicato de potassio (K2SiO3) e 6 mM Fe de FeSOa4) as barras seguidas de

mesma letra maidscula nos diferentes tratamentos (Nao micorrizado e Micorrizado),
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nao sao significativamente diferentes pelo teste de Tukey em P<0,05. Para cada
tratamento (Nao micorrizado e Micorrizado) as barras seguidas pela mesma letra
minuscula na mesma concentracdo de Fe ndo sao significativamente diferentes em
P<0,05 (n=5).

Resposta fotossintética

A capacidade fotossintética medida pela absorcédo liquida de carbono (A) foi
significativamente maior em todos os tratamentos micorrizados, se comparados aos
nao micorrizados (P<0,0001; Figura 4A; Tabela 8). De forma semelhante, outros
parametros como condutancia estomatica (gs), transpiracao (E), eficiéncia no uso da
agua (IWUE), eficiéncia de carboxilagdo (A/Ci), razdo entre a concentracdo de CO2
interna da folha e concentracéo de CO2 do ar em torno da folha (Ci/Ca), rendimento
guantico maximo do PSII (Fv/Fm) e o indice fotossintético (PI), apresentaram o mesmo
padréao de resposta (P<0,0001; Figura 4B, C, D, E, F, G e H; Tabela 8).

Plantulas de eucalipto ndo micorrizadas submetidas ao estresse de Fe mas com
silicio (6Fe + 1,5 Si), obtiveram aumentos significativos nos seus valores médios na
capacidade fotossintética (A), se comparados ao controle ndo micorrizado (P<0,0001;
Figura 4A; Tabela 8). O mesmo padrao resposta, porém com acréscimos acentuados
nos seus valores médios na capacidade fotossintética (A) quando plantulas foram
micorrizadas e submetidas ao estresse de Fe mas com silicio (6Fe + 1,5 Si), se
comparados ao controle micorrizado (P<0,0001; Figura 4A; Tabela 8).

Os tratamentos Controle e 1,5 Si ndo micorrizados submetidas ao estresse de Fe
mas com silicio (6Fe + 1,5 Si), ndo diferiram significativamente na condutancia
estomatica (gs), exceto quando submetidas ao estresse de 6Fe obtendo-se uma
reducdo significativa (P<0,0001; Figura 4B; Tabela 8). Um padrdo de resposta e
similar e com acréscimo significativo, ocorreram nas plantulas micorrizadas para
condutancia estomatica (gs), eficiencia no uso da agua (IWUE) e razdo entre a
concentracéo de CO:z interna da folha e concentracao de CO2 do ar em torno da folha
(Ci/Ca) (P<0,0001; Figura 4B; Figura 4D; Figura 4F; Tabela 8)

Plantulas E. urograndis n&o micorrizadas dos tratamentos Controle, 1,5 Si e 6
Fe + 1,5 Si ndo diferiram estatisticamente na transpiracdo (E), exceto quando
submetidas ao estresse de 6Fe obtendo-se uma reducao significativa (P<0,0001;

Figura 4C; Tabela 8). De forma similar, plantulas tratadas com silicio sem e com
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extresse de ferro (1,5 Si/ 6 Fe + 1,5 Si) ndo revelaram diferencas significativas para
transpiracéo (E) (P<0,0001; Figura 4C; Tabela 8).

Plantulas E. urograndis ndo micorrizadas submetidas ao estresse de 6Fe,
diminuiu significativamente a eficiéncia de carboxilacdo (A/Ci), quando comparadas
ao tratamento controle ndo micorrizado (P<0,0001; Figura 4E; Tabela 8). Plantulas
tratadas com silicio (1,5 Si) e submetidas ao estresse de Fe mas com silicio (6Fe +
1,5 Si) ndo micorrizadas e micorrizadas foram significativamente maiores na eficiéncia
de carboxilacao (A/Ci), se comparados aos controles ndo micorrizados e micorrizados
(P<0,0001; Figura 4E; Tabela 8).

Nas plantulas tratadas com silicio 1,5 Si ndo micorrizadas e micorrizadas,
aumentaram significativamente no indice fotossintético (Pl), se comparados aos
controles ndo micorrizados e micorrizados (P<0,0001; Figura 4G; Tabela 8). Foi
observado um declinio significativo no indice fotossintético (PI) nas plantulas
submetidas ao estresse do 6Fe ndo micorrizados e micorrizados, quando comparados
aos controles ndo micorrizados e micorrizados (P<0,0001; Figura 4G; Tabela 8). Nas
plantulas do tratamento com estresse de Fe e silicio (6Fe + 1,5 Si) ndo micorrizadas
ndo diferiram significativamente no indice fotossintético (PI) se comparados ao
controle ndo micorrizado (P<0,0001; Figura 4G; Tabela 8). De forma contréaria, nas
mesmas plantulas do tratamento com estresse de Fe mas com silicio (6Fe + 1,5 Si)
micorrizadas, foram observados aumentos significativos, se comparados ao controle
micorrizado (P<0,0001; Figura 4G; Tabela 8).

A relacdo Fv/Fm é um bom indicador de estresse, podendo variar entre 0,7 a
0,8 em plantas ndao submetidas ao estresse (Bolhar-NordenKampf et al., 1989). Houve
um declinio significativo de cerca de 0,3, na relacdo rendimento quantico maximo do
PSIl (Fv/Fm) no tratamento 6mM Fe n&o micorrizado, quando comparados aos
tratamentos controle ndo micorrizado, indicando assim efeito fotoinibitdrio no
rendimento quantico maximo do PSII (P<0,0001; Figura 4H; Tabela 8). Por outro lado,
na relagédo Fv/Fm todos outros tratamentos ndo micorrizados e micorrizados, foram
observados valores acima dos indicadores, de cerca de 0,7 e 0,9, evidenciando uma
melhora substancial do rendimento quantico maximo do PSIl (P<0,0001; Figura 4H;
Tabela 8).
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Figura 4. (A) Taxa fotossintética liquida, ou de assimilacdo liquida de carbono (A,

umol CO? m2s1); (B) condutancia estomatica ao vapor de agua (gs, mol H2O m2s);
(C) taxa transpiratéria (E, mmol H20 m=2s); (D) eficiéncia intrinseca do uso da agua

(IWUE); (E) eficiéncia carboxilacdo (A/Ci); (F) razdo entre a concentracdo de CO:
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interna da folha e concentracdo de CO2 do ar em torno da folha (Ci/Ca); (G) indice
fotossintético (PI) e (H) rendimento quantico maximo do PSII (Fv/Fm) nas folhas de
plantulas E. urograndis, expostas a Controle 0 mM Fe, 1,5 mM Si - silicato de potassio
(K2SiO3) e 6 mM Fe de FeSO4 todos em pH=3 aos 120 dias apos a inoculagéo (n=5),
constando nos tratamentos: Controle ndo micorrizado (Controle-Nao-Mic), Controle
Micorrizado (Controle-Mic), 1,5 mM Si - silicato de potassio (K2SiO3) ndo micorrizado
(1,5 Si- Nao-Mic), 1,5 mM Si - silicato de potassio (K2SiO3s) micorrizado (1,5 Si-Mic), 6
mM Fe de FeSO4 Nao micorrizado (6 Fe-Nao-Mic), 6 mM Fe de FeSO4 micorrizado (6
Fe -Mic), 1,5 mM Si - silicato de potassio (K2SiOs) + 6 mM Fe de FeSO4 ndo
micorrizado (6 Fe + 1,5 Si -N&do-Mic) e 1,5 mM Si - silicato de potassio (K2SiOs) + 6
mM Fe de FeSOs4 micorrizado (6 Fe + 1,5 Si -Mic), inoculados com FMA C.
entunicatum em pH= 3, aos 120 dias apés a inoculacdo (n=5). Os dados foram
analisados por ANOVA bidirecional combinado com o teste de Tukey. Para cada
concentracéo de Fe (Controle 0 mM Fe, 1,5 mM Si - silicato de potassio (K2SiO3) e 6
mM Fe de FeSO4) as barras seguidas de mesma letra mailscula nos diferentes
tratamentos (Nao micorrizado e Micorrizado), ndo sao significativamente diferentes
pelo teste de Tukey em P<0,05. Para cada tratamento (N&o micorrizado e Micorrizado)
as barras seguidas pela mesma letra mindscula na mesma concentracdo de Fe nao

sao significativamente diferentes em P<0,05 (n=5).
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Andélise multivariada de componentes principais (PCA)

A analise multivariada de componentes principais (PCA) mostrou que 0 uso
combinado do Si + FMA, influenciaram positivamente todos os parametros de
crescimento da espécie E. urograndis, quando submetidos ao estresse por 6 mM Fe
(Figura 5A).

De modo geral, plantulas E. urograndis micorrizadas da parte aéria,
influenciaram nutrientes minerais N, Si, P, Sr, Tl, Mg, Ca Al, Rb, Na e Zn. O ionoma
do tratamento submetidos ao estresse de Fe mas com silicio (6Fe+1,5 Si) acumularam
mais N e Si (Figura 5B). Plantulas ndo micorrizadas submetidas ao estresse Fe
promoveram desequilibrio nos nutrientes minerais (Figura 5B).

Plantulas micorrizadas nas raizes de E. urograndis que ndo foram submetidas
ao estresse de Fe, influenciaram os nutrientes Fe, Bi, Cr, Se e Li; Be, Mo, Si aos
tratamentos submetidas ao estresse de Fe mas com silicio (6Fe+1,5 Si) e N, Al e Pb
aos tratamentos (1,5 Si-Myc) (Figura 5C).

Plantulas E. urograndis micorrizadas modularam positivamente todos o0s
parametros ecofisiolégicos submetidos aos tratamentos submetidos ao estresse de
Fe mas com silicio (6Fe+1,5 Si) (Figura 5C; Figura 5C). Plantulas E. urograndis
micorrizadas dos tratamentos submetidos ao estresse de Fe mas com silicio (6Fe+1,5
Si) aumentaram mais Pi, SPAD, A/Ci e Fv/Fm, enquanto micorrizado com silicio (1,5
Si-Mic) foram maiores para iIWUE, Gs, A e A/Ci (Figura 5D).
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Figura 5. Analise multivariada de componentes principais (PCA) das respostas de
crescimento (A); teor de macro e micronutrientes da parte aérea (B); teor de macro e
micronutrientes das raizes (C); respostas fisiolégicas (D) de plantulas E. urograndis,
expostas a Controle 0 mM Fe, 1,5 mM Si - silicato de potassio (K2SiOz) e 6 mM Fe de
FeSO4 todos em pH=3 aos 120 dias apOs a inoculagdo (n=5), constando nos
tratamentos: Controle ndo micorrizado (Controle-Nao-Mic), Controle Micorrizado
(Controle-Mic), 1,5 mM Si - silicato de potassio (K2SiO3s) ndo micorrizado (1,5 Si- N&o-
Mic), 1,5 mM Si - silicato de potassio (K2SiOs) micorrizado (1,5 Si-Mic), 6 mM Fe de
FeSO4 N&o micorrizado (6 Fe-Nao-Mic), 6 mM Fe de FeSO4 micorrizado (6 Fe -Mic),
1,5 mM Si - silicato de potassio (K2SiOs) + 6 mM Fe de FeSO4néo micorrizado (6 Fe
+ 1,5 Si -Nao-Mic) e 1,5 mM Si - silicato de potassio (K2SiO3) + 6 mM Fe de FeSO4
micorrizado (6 Fe + 1,5 Si -Mic), inoculados com FMA C. entunicatum em pH= 3, aos

120 dias ap0s a inoculagéo (n=5).
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4. DISCUSSAO

A toxicidade do ferro € um dos fatores que limitam crescimento de espécies
florestais tais como o eucalipto em solos contaminados por ferro (Liao et al., 1994;
Fageria et al., 2008). De fato, escassos sdo os trabalhos que envolvam o uso
combinado do silicio e micorriza arbuscular no alivio da fitotoxidez por Fe em plantas.

O Si é um elemento mineral benéfico as plantas, pois aumenta o crescimento,
confere rigidez, forca e melhora tolerancia das plantas a varios estresses abidticos
(Meena et al. 2014; Abbas et al. 2015 Liang, et al., 2007.), incluindo metais pesados
(Marschner 1995; Liang et al., 2007; Ma & Yamaji 2008). Neste estudo foram
observados que plantulas de E. urograndis micorrizadas e submetidas ao estresse de
Fe mas com silicio (6Fe + 1,5 Si) aumentaram o crescimento, os indices de Qualidade
e fortalecimento do caule, tornando-os mais eretos na parte aérea. Nesse sentido,
torna-se evidente que o silicio é de fato, um elemento benéfico ao crescimento, o
fortalecimento da parede celular deixando-as mais eretas, aumento da area de
exposicao ao sol e sua qualidade (Dickson et al., 1960). Os mecanismos propostos
sdo deposicdo do Si na forma de silica e silicatos na parede celular e espacos
intercelulares como silica amorfa hidratada (SiO2.nH20) reduzindo ou impedindo a
entrada de metais do solo (por exemplo Fell) nas raizes das plantas e/ou na formacao
de complexos metal-silicato sendo translocados para vacuolos (Ma & Yamaji 2015),
aliviando a fitotoxidez do (Fell) (Ryder et al., 2003; Liang et al., 2007). De forma
adicional, FMA podem “ampliar” a aliviagao dos efeitos toxicos deste metal nas raizes
das plantas hospedeiras, pelo seu efeito tamponante (Géhre & Paszkowski 2006;
Ferrol et al., 2016). Nossos resultados mostraram que plantulas E. urograndis
micorrizadas apresentaram maior producdo de biomassa do que as plantulas néao
micorrizadas quando foram submetidas ao excesso de Fe, podendo indicar plantulas
mais tolerantes ao Fe.

O tamanho foliar total sdo representados pela razdo area foliar:namero de
folhas. Nossos resultados mostraram que o tamanho foliar foi maior quando as
plantulas micorrizadas foram expostas ao Fe com silicio (6Fe + 1,5 Si). Tais resultados
mostram o potencial do uso combinado do Si e FMA no alivio da fitotoxidez por Fe em
substrato 4cido em plantulas de E. urograndis no tratamento (6Fe + 1,5 Si), pode
possibilitar nestas plantulas, maiores aproveitamentos energéticos, fortalecimento no
mesofilo foliar, aumento da area de exposi¢do ao sol e aumento na fixacdo de CO2
pela via fotossintética. Resultados semelhantes séo relatados por Frew et al., (2017)
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e Garg & Bhandari (2016), onde mostraram que a simbiose micorrizica em plantas
hospedeiras, podem aumentar significativamente a absorcéo de nutrientes minerais,
especialmente o silicio, consequentemente aumentando o crescimento foliar e
biossintese de pigmentos fotossintéticos (clorofila).

O estudo do ionoma permite avaliar as interagdes existentes entre 0s mais
diversos nutrientes minerais das plantas. De modo geral, o uso combinado do silicio
e micorriza no alivio da fitotoxidez por ferro em substrato acido em plantulas de E.
urograndis foram apresentadas no presente estudo. Foram encontrados acumulacdes
e distribuicdo dos teores de nutrientes para Si em todos tratamentos micorrizados. De
fato, a associacdo mutualistica entre FMA em plantas hospedeiras, induzem a
resisténcia aos estresses bidticos e abidticos (Augé 2001), incrementos nha absorcao
nutrientes minerais na rizosfera (Marschner & Dell 1994) incluindo o Si (Frew et al.,
2017). A combinacao Si e FMA pode desempenhar um papel importante no controle
da absorcdo de Fe e outros nutrientes minerais, mantendo suprimentos adequados
para a planta hospedeira. Neste trabalho, plantulas submetidas ao estresse de Fe mas
com silicio (6 Fe + 1,5 Si) micorrizados, foram maiores na acumulacao e distribui¢éo
dos teores de nutrientes na parte aérea para N, P, Ca e Mg comparando-se ao controle
nao micorrizado.

O N é constituinte de aminodacidos, amidas, proteinas, acidos nucleicos,
coenzimas e na biossintese de clorofila, podendo indicar melhoras substanciais nos
parametros bioquimicos e fisioldgicos de plantulas submetidas ao estresse de Fe mas
com silicio (6 Fe + 1,5 Si) micorrizados. De fato, em nossos resultados mostraram que
todos os tratamentos micorrizados aumentaram o indice SPAD (indice do verde),
indicando que plantas micorrizadas aumentam indice SPAD possivelmente por maior
nutricdo mineral (N e Mg), além P que € um constituinte do DNA nos cloroplastos e no
equilibrio quimico do mesodfilo foliar. O Mg é um elemento importante ao crescimento
das plantas porque desempenha um papel central na biossintese da clorofila, base
da fotossintese (Frausto da Silva & Willians 1991). De fato, FMA promove incrementos
na absorcdo nutrientes minerais na rizosfera (Alizadeh 2012) e na atividade
fotossintética (Beltrano et al.,, 2013). Por outro lado, plantulas eucalipto né&o
micorrizadas se comparadas ao controle, foram maiores para o indice SPAD quando
tratadas com silicio (1,5 Si) e quando submetidas ao estresse de Fe mas com silicio
(6Fe+1,5Si). Efeitos positivos do Si na biossintese de clorofila e maquinaria
fotossintética sob toxicidade de metais pesados, tém sido amplamente relatados

(Rizwan et al., 2012; Feng et al., 2010). O crescimento das plantutas de eucalipto
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neste trabalho, pode ser obtido a partir de melhorias da nutricao fosfatada (Guehl &
Garbaye 1990), sendo que a maior absor¢cdo de P pode aliviar a toxicidade do Fe a
partir do efeito de diluicdo idnica devido a melhor crescimento de plantas (Pacovsky
et al., 1986). O Ca é constituinte importante da lamela média das paredes celulares
(Epstein & Bloom 2005), podendo correlacionar com melhorias na fisiologia vegetal,
possivelmente pela ligacdo Ca-Si na formacdo e acumulo de silicato de calcio na
parede celular reduzindo incluxo Fe Il nas raizes, bem como na perda de agua por
transpiragéo, podendo ser portanto, um fator de adaptacdo ao estresse.

Neste trabalho, foram observados redu¢des drasticas na concentracao de Fe
na parte aérea (4473,68 mg Kg™), quando comparados ao sistema radicular (117,82
mg Kg?) nos submetidos ao estresse de Fe mas com silicio (6 Fe + 1,5 Si)
micorrizados. De fato, o Si+FMA podem desempenhar um “papel fundamental” na
aliviagdo das plantas em solos ricos em (Fell), ndo s6 pela melhoria da imobilizagéo
deste metal nas raizes, mas reduzindo a translocacao do Fe da raiz para a parte aérea
nas planta hospedeiras (Salim et al., 2013; Frew et al., 2017), podendo constituir um
“‘modelo-chave” na reducéo dos efeitos negativos do Fe sobre as plantas. Respostas
similares ocorreram em nosso estudo, sobre a reducdo de concentracdo de metais
pesados tais na parte aérea para Cu (7,25 mg Kg), Zn (30,94 mg Kg+), Al (105,29
mg Kg?), Se (3,79 mg Kg?) e Ni (1,29 mg Kg?), guando comparados ao sistema
radicular para Cu (16,00 mg Kg?), Zn (130,23 mg Kg1), Al (27,01,67 mg Kg?), Se
(20,20 mg Kg') e Ni (4,54 mg Kg?) nos tratamentos (6 Fe + 1,5 Si) micorrizados,
respectivamente. Os resultados aqui apresentados sobre a reducdo da concentracao
de metais pesados na parte aérea, quando comparados aos da raiz, sdo corroborados
por (Salim et al., 2013; Dufey et al., 2014; Garg & Bhandari 2016; Frew et al., 2017).

Os parametros fisiolégicos de nosso estudo, mostraram respostas similares em
para todos os tratamentos micorrizados para a capacidade fotossintética (A), a
condutancia estomatica (gs), a transpiracéo (E), a eficiéncia no uso da agua (i\WUE),
a eficiéncia de carboxilacdo (A/Ci), a razdo entre a concentracdo de COz: interna da
folha e concentracdo de CO2 do ar em torno da folha (Ci/Ca), o rendimento quantico
méaximo do PSII (Fv/Fm) e o indice fotossintético (PI). Outros estudos mostraram 0s
aumentos sobre os mesmos parametros, induzidos por micorrizas nas plantas
hospedeiras (Augé 2000; Ruiz-Lozano & Aroca 2010; Ferraz et al., 2014).

Por outro lado, plantulas E. urograndis ndo micorrizadas submetidas a
fitotoxidez de ferro e com adicao de silicio (6Fe + 1,5 Si), aumentaram se comparados

ao tratamento Controle micorrizado para a capacidade fotossintética (A), a eficiéncia
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no uso da agua (iIWUE), eficiéncia de carboxilacdo (A/Ci), razdo entre a concentracao
de CO: interna da folha e concentracéo de CO2 do ar em torno da folha (Ci/Ca), ndo
diferindo para condutancia estomatica (gs), transpiracao (E), indice fotossintético (PI),
evidenciando assim o beneficio do silicio na reducéo dos efeitos negativos do ferro na
fisiologia vegetal. Resultados semelhantes foram relatados por (Ferraz et al., 2014; Fu
et al., 2012; Accioly et al., 2009) A aplicacdo de Si pode estar relacionada com a
melhor condi¢do hidrica nas células promovida pelo ajustamento osmaotico (que
confere melhor permeabilidade), o que resultou em células mais turgidas (dilatadas) e
com maior resisténcia mecanica. A maior parte desse mineral é incorporada na parede
celular, principalmente nas células da epiderme. Outros autores corroboram nossos
resultados (Liang et al., 2007; Iwasaki et al., 2002).

A relacdo Fv/Fm é um bom indicador de estresse, podendo variar entre 0,7 a
0,8 em plantas ndo submetidas ao estresse (Bolhar-NordenKampf et al., 1989). Houve
um declinio significativo, na relacédo rendimento quantico maximo do PSII (Fv/Fm) nas
plantulas E. urograndis no tratamento 6mM Fe ndo micorrizado, indicando assim efeito
fotoinibitério no rendimento quantico maximo do PSII. Por outro lado, na relacéo
Fv/IFm todos outros tratamentos ndo micorrizados e micorrizados, foram observados
valores acima dos indicadores, de cerca de 0,7 e 0,9, evidenciando melhora
substancial do rendimento quantico maximo do PSII. Estes dados estdo de acordo
com Ferraz et al., 2014 que observaram eficiéncia fotoquimica em plantas herbaceas
sob aplicagcéo do silicio e quando inoculados com micorrizas e também observados
por (Davies et al., 2002).

Na fase bioquimica, pdde-se observar aumentos na eficiéncia da carboxilacéo
(A/Ci) das plantulas micorrizadas submetidas ao estresse de Fe mas com silicio (6 Fe
+ 1,5 Si), comparados aos tratamentos controle do presente estudo, indicando
melhoras na atividade ou no teor da Rubisco no estroma do cloroplasto. Gamalero et
al., (2009) indicaram que FMA podem superar tais disturbios por incrementos
nutricionais e evitando também acéo fitotoxica de Fe a partir de energia eficiente. Além
disso, Ferraz et al., (2014) e Souza et al., (2010) ressaltam que o silicio aumenta a

capacidade bioquimica em plantas.
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5. CONCLUSOES

Nossos resultados demonstraram que a hipotese do presente estudo foi aceita,
pois 0 uso combinado do Si e C. entunicatum alivia a fitotoxidez do Fe nas plantulas
de E. urograndis em substrato acido, apresentando efeitos positivos na fisiologia
vegetal.

E. urograndis micorrizadas submetidos ao estresse de Fe mas com silicio (6Fe +
1,5 Si) aumentam os parametros de crescimento em destas plantulas como indice de
Qualidade, tamanho foliar e fortalecimento do caule na parte aérea e que C.
entunicatum pode “ampliar” a aliviacdo dos efeitos toxicos deste metal nas raizes de
E. urograndis, pelo seu efeito tamponante.

Foram encontrados teores nutricionais para Si em todos tratamentos
micorrizados. Plantulas de E. urograndis submetidas ao estresse de Fe mas com
silicio (6 Fe + 1,5 Si) micorrizados foram maiores nos teores de nutrientes na parte
aérea para N, P, Ca e Mg comparando-se ao controle ndo micorrizado. Plantulas
eucalipto ndo micorrizadas se comparadas ao controle, foram maiores para o indice
SPAD (1,5 Si e 6Fe+1,5Si). Foram observados reduc¢fes drasticas na concentracao
de Fe na parte aérea (4473,68 mg Kg), quando comparados ao sistema radicular
(117,82 mg Kg?) nos tratamentos (6 Fe + 1,5 Si) micorrizados. Respostas similares
ocorreram na parte aérea para outros metais como para Cu (7,25 mg Kg?), Zn (30,94
mg Kg?), Al (105,29 mg Kg?), Se (3,79 mg Kg?) e Ni (1,29 mg Kg?), quando
comparados ao sistema radicular para Cu (16,00 mg Kg?), Zn (130,23 mg Kg?), Al
(27,01,67 mg Kgt), Se (20,20 mg Kg?) e Ni (4,54 mg Kg™) nos tratamentos (6 Fe +
1,5 Si) micorrizados, respectivamente.

Os resultados fisiologicos mostraram que plantulas de E. urograndis
submetidas ao estresse de Fe mas com silicio (6Fe + 1,5 Si) aumentaram A, iWUE,
A/Ci, Ci/Ca, evidenciando o beneficio do silicio na reducdo dos efeitos negativos do
ferro na fisiologia do eucalipto. Houve declinio no PSII (Fv/Fm) no tratamento 6mM Fe
nao micorrizado, indicando efeito fotoinibitério e nos outros tratamentos né&o
micorrizados e micorrizados, valores acima dos indicadores, evidenciando melhora no
PSIlI (Fv/Fm). Na fase bioquimica aumentou a A/Ci, indicando melhoras na atividade
ou no teor da Rubisco no estroma do cloroplasto.

Estudos sobre o uso combinado do Si e C. entunicatum aliviando a fitotoxidez
do Fe em E. urograndis no substrato acido sdo escassos. De fato, neste trabalho foi

demonstrado que a associacdo Si-FMA constitui um modelo-chave na redugéo dos
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efeitos negativos do Fe sobre em plantas. Ha muito que ser realizado no futuro,
sobretudo no entendimento dos mecanismos moleculares sobre o uso combinado do

Si e C. entunicatum na aliviagao a fitotoxidez do Fe nas plantulas de E. urograndis.
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Tabela 3. Andlise de variancia (ANOVA) dos efeitos da interacdo, tratamentos e

inoculacdo nos parametros de crescimento de plantulas de E. urograndis. Grau de
liberdade (GL), soma dos quadrados (SQ), quadrado médio (QM), teste F (F), % total

de variacdo (%TV) e valor de P (P).

Coeficientes GL SQ QM F %TV P

a) MSPA

Interacéo 3 4,42 1,47 15,03 9,28 P<0,0001
Tratamentos 10,10 3,36 34,3 21,18 P<0,0001
Inoculacéo 1 32,92 32,92 335,2 69,02 P<0,0001
Residuos 28 2,75 0,098

b) MSR

Interacao 0,48 0,16 12,87 9,29 P<0,0001
Tratamentos 3 0,86 0,28 22,82 16,48 P<0,0001
Inoculacéo 1 3,89 3,89 307,5 74,02 P<0,0001
Residuos 28 0,35 0,012

c) IQD

Interacao 3 0,02 0,0073 219 10,93 P<0,0001
Tratamentos 0,02 0,0081 243 12,13 P<0,0001
Inoculacédo 1 0,15 0,0252 4608 76,67 P<0,0001
Residuos 16  0,0005333 3,333e-005

c) Razédo R:PA

Interacao 0,04 0,015 327,8 50,62 P<0,0001
Tratamentos 3 0,02 0,073 157,6 24,34 P<0,0001
Inoculacéo 1 0,02 1,975 538,6 27,73 P<0,0001
Residuos 17  0,0007973 4,69e-005
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Tabela 4. Andlise de variancia (ANOVA) dos efeitos da interacdo, tratamentos e
inoculag&o nos parametros de crescimento de plantulas de E. urograndis (area foliar/
namero de folhas/razdo area). Grau de liberdade (GL), soma dos quadrados (SQ),
guadrado médio (QM), teste F (F), % total de variacdo (%TV) e valor de P (P).

Coeficientes GL SQ QM F %TV P

a) Area foliar

Interacéo 3 1491 4972 20,32 8,87 P<0,0001
Tratamentos 3 6414 2138 87,37 38,13  P<0,0001
Inoculacéo 1 7768 7768 317,4 46,18 P<0,0001
Residuos 28 6851 2447

b) Namero de

folhas

Interacéo 3 314 104,7 6,54 5,59 P=0,0006
Tratamentos 3 2964 988,1 61,82 52,78 P<0,0001
Inoculacéo 1 1683 1683 105,3 29,97 P<0,0001
Residuos 65 1039 15,98

c) Razéo area

foliar:nimero

folhas

Interacao 3 138 45,99 626 40,05 P<0,0001
Tratamentos 3 67,97 22,66 308,4 19,73 P<0,0001
Inoculacéo 1 137,4 137,4 1871 39,89 P<0,0001

Residuos 16 1,175 0,07347
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Tabela 5. Analise de variancia (ANOVA) dos efeitos da interacéo, fator da linha e fator
da coluna nos parametros de teor de macro e micronutrientes da parte aérea de
plantulas de E. urograndis. Grau de liberdade (GL), soma dos quadrados (SQ),
quadrado médio (QM), teste F (F), % total de variacédo (%TV) e valor de P (P).

Coeficientes GL SQ QM F %TV P

a) N

Interacéo 3 18,76 6,25 125,05 5,78 P<0,0001
Fator da linha 3 8,193 8,86 177,28 8,193 P<0,0001
Faor da coluna 1 86,03 279,2 558,44 86,03 P<0,0001
Residuos 8 0,0004 5e-005

b) P

Interacao 3 0,006 0,0023 46 17,08 P<0,0001
Fator da linha 3 0,21 0,007 140 51,98 P<0,0001
Faor da coluna 1 0,12 0,0121 242 29,95 P<0,0001
Residuos 8 0,0004 5e-005

c) K

Interacéo 3 0,32 0,1067 14,38 36,81 P=0,0014
Fator da linha 3 0,227 0,0757 10,21 26,14  P=0,0041
Faor da coluna 1 0,262 0,2627 35,4 30,22  P=0,0003
Residuos 8 0,0593 0,007419

d) Ca

Interacéo 3 0,0369 0,0123 246 6,93 P<0,0001
Fator da linha 3 0,1926 0,0642 1284 36,18  P<0,0001
Faor da coluna 1 0,3025 0,3025 6050 56,82 P<0,0001
Residuos 8 0,0004 5e-005

e) Mg

Interacéo 3 0,0164 0,0054 109,8 22,51  P<0,0001
Fator da linha 3 0,0142 0,0047 95,17 19,51  P<0,0001
Faor da coluna 1 0,0420 0,0420 840,5 57,43 P<0,0001
Residuos 8 0,0004 5e-005



f)S

Interacao
Fator da linha
Faor da coluna

Residuos

f) Si

Interacao
Fator da linha
Faor da coluna

Residuos

g) Fe
Interacao
Fator da linha
Faor da coluna
Residuos

h) B

Interacao
Fator da linha
Faor da coluna

Residuos

i) Mn

Interacao
Fator da linha
Faor da coluna

Residuos

j) Na
Interacao

Fator da linha

0 Fk W Ww 0 Fk W W 0 Fk W Ww

0 B W Ww

3

0,0073
0,0053
0,0081
0,0004

24775
36617
12,25

46063
13213
44426
0,3174

2361
2968
1480
1.754

3674

1598

1978
0,8289

0,0013
0,0041

0,0024
0,0017
0,0081
5e-005

8258

12206

12,25
0,5

15354
44046
44426
0,0396

786,9

989,3

1480
0,2192

1224

5327

1978
0,1036

0,0004
0,0013

48,67
35,33
162

16517
24411
24.5

3870
1110
1119

3590
4513
6750

1182
5141
1909

889,8
2737

34,6
25,12
38,39

40,34
59,63
0,01995

20,69
59,35
19,96

34,66
43,58
21,73

2,22
96,58
1,19

23,35
71,81
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P<0,0001
P<0,0001
P<0,0001

P<0,0001
P<0,0001
P<0,0011

P<0,0001
P<0,0001
P<0,0001

P<0,0001
P<0,0001
P<0,0001

P<0,0001
P<0,0001
P<0,0001

P<0,0001
P<0,0001



Faor da coluna

Residuos

K) Zn

Interacao
Fator da linha
Faor da coluna

Residuos

) Cu

Interacao
Fator da linha
Faor da coluna

Residuos

m) Ni
Interacao
Fator da linha
Faor da coluna

Residuos

m) Mo
Interacao
Fator da linha
Faor da coluna

Residuos

n) Al

Interacao
Fator da linha
Faor da coluna

Residuos

o) Cd

0 Fk W Ww 0 B W W 0 Fr W W 0 k W W -

0 B W Ww

0,0002
4e-006

1003
430,4
34,57
1,195

10,51
19,21
8,009
0,9401

172,9

198,1

24,55
0,3739

0,8044
1,933
0,004

0,0005

925,8
8286
3001
1,28

0,0002
5e-007

334,4

143,5

34,57
0,1494

3,505

6,403

8.009
0,1175

57,63

66,03

24.55
0,0467

0,2681
0,6443
0,004

6,875e-005

308,6

2762

3001
0,1601

544,5

2239
960,3
231,5

29,83
54,49
68,15

1233
1413
525,3

3900
9372
66,27

1928
1725
1875

4,76

68,28
29,29
2,353

27,19
49,67
20,71

43,67
50,03
6,201

29,33
70,48
0,1661

7,58
67,84
24,57
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P<0,0001

P<0,0001
P<0,0001
P<0,0001

P=0,0001
P<0,0001
P<0,0001

P<0,0001
P<0,0001
P<0,0001

P<0,0001
P<0,0001
P<0,0001

P<0,0001
P<0,0001
P<0,0001



Interacao
Fator da linha
Faor da coluna

Residuos

p) Cr

Interacao
Fator da linha
Faor da coluna

Residuos

r) Li

Interacao
Fator da linha
Faor da coluna

Residuos

s) Pb
Interacao
Fator da linha
Faor da coluna
Residuos

t) Rb

Interacao
Fator da linha
Faor da coluna

Residuos

V) Se
Interacao
Fator da linha
Faor da coluna

Residuos

0 P W Ww 0 r W Ww 0 k W W

0 Fk W Ww

0,0080
0,0081
0,0104
0,0003

1660

2100

889,2
0,5888

0,0614
0,1485
0,0004
0,0004

0,7243
0,3523
0,416
0,004

167,9

842,3

50,98
0,8519

43,88
126,4
25,48
0,4611

0,0026
0,0027
0,01046
4,381e-005

553,3

699,9

889,2
0,0736

0,0204
0,0495
0,0004
5e-005

0,2414
0,1174
0,416
5e-005

55,98

280.8

50,98
0,1065

14,63

42,15

25,48
0,05764

61,36
62,35
238,6

7518
9510
12082

409,3
990

4829
2349
8321

5257
2637
478,7

253,4
731,2
442

29,8
30,28
38,63

35,7
45,16
19,13

29,14
70,48
0,1898

48,51
23,6
27,87

1581
7931
4,8

22,36
64,43
12,98
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P<0,0001
P<0,0001
P<0,0001

P<0,0001
P<0,0001
P<0,0001

P<0,0001
P<0,0001
P=0,0222

P<0,0001
P<0,0001
P<0,0001

P<0,0001
P<0,0001
P<0,0001

P<0,0001
P<0,0001
P<0,0001



w) Sr
Interacao
Fator da linha
Faor da coluna

Residuos

X) Ti

Interacao
Fator da linha
Faor da coluna

Residuos

y) Ti
Interacao

Fator da linha
Faor da coluna
Residuos

z)V

Interacao
Fator da linha
Faor da coluna

Residuos

0 Fk W Ww 0 Fk W W 0 Fk W Ww

0 B W Ww

1479
222,2
794,8
1,133

11,16
8,34
0,023
1,473

1827
3514
7840
1,763

0,1905
0,4561
0,1482
0,0004

49,31
74,08
794.8
0,1416

3,721
2,783
0,0232
0,1841

608,9

1171

7840
0,2204

0,0634
0,152
0,1482
5e-005

348,3
523,2
5613

20,21
15,12
0,1263

2763
5315
35574

1270
3041
2965

1269
19,06
68,16

54,14
39,74
0,110

1386
26,66
59,47

23,95
57,36
18,64
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P<0,0001
P<0,0001
P<0,0001

P=0,0004
P=0,0012
P=0,7315

P<0,0001
P<0,0001
P<0,0001

P<0,0001
P<0,0001
P<0,0001
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Tabela 6. Analise de variancia (ANOVA) dos efeitos da interacéo, fator da linha e fator
da coluna nos parametros de teor de macro e micronutrientes da raiz de plantulas de
E. urograndis. Grau de liberdade (GL), soma dos quadrados (SQ), quadrado médio
(QM), teste F (F), % total de variacéao (%TV) e valor de P (P).

Coeficientes GL SQ QM F %TV P

a) N

Interacéo 3 11,66 3,887 777,42 28,6 P<0,0001
Fator da linha 3 23,01 7,669 153,37 56,43 P<0,0001
Faor da coluna 1 6,101 6,101 122,01 14,96 P<0,0001
Residuos 8 0,0004 5e-005

b) P

Interacao 3 0,0074 0,0024 49,83 45,65 P<0,0001
Fator da linha 3 0,0042 0,0014 28,5 26,11  P<0,0001
Faor da coluna 1 0,0042 0,0042 84,5 25,8 P<0,0001
Residuos 8 0,0004 5e-005

c) K

Interacéo 3 0,4472 0,1491 2981 17,07  P<0,0001
Fator da linha 3 0,1556 0,0518 1037 5,97 P<0,0001
Faor da coluna 1 2,016 2,016 4032 76,97 P<0,0001
Residuos 8 0,0004 5e-005

d) Ca

Interacao 3 0,01223 0,0041 59,73 50,19 P<0,0001
Fator da linha 3 0,0098 0,0032 47,85 40,21  P<0,0001
Faor da coluna 1 0,0018 0,0018 26,27 7,35 P=0,0009
Residuos 8 0,00055  6,875e-005

e) Mg

Interacéo 3 0,053 0,0176 353,3 69,46  P<0,0001
Fator da linha 3 0,0033 0,0011 22 4,32 P=0,0003
Faor da coluna 1 0,0196 0,0196 392 25,69 P<0,0001
Residuos 8 0,0004 5e-005



f)S

Interacao
Fator da linha
Faor da coluna

Residuos

f) Si

Interacao
Fator da linha
Faor da coluna

Residuos

g) Fe
Interacao
Fator da linha
Faor da coluna
Residuos

h) B

Interacao
Fator da linha
Faor da coluna

Residuos

i) Mn

Interacao
Fator da linha
Faor da coluna

Residuos

j) Na
Interacao

Fator da linha

0 B W Ww 0 Fk W Ww 0 Fk W W 0 Fk W Ww

0 Bk W Ww

3

0,0284
0,0284
0,0380
0,0004

34329
105930
11925
4

45564
11091
21124
0,3156

4484
7496
10960
1,855

57853

79726

92064
1,41

0,4241
0,01079

0,0094
0,0068
0,0380
5e-005

114,43

353,10

119025
0,5

14188
36971
21124
0,3945

1495
2499
10960
0,2319

19284
2657
92064
0,1763

0,01417
0,0035

189,8
136,5
760,5

228,86
706,20
238,050

35964
93717
53547

6446
10777
47267

10939
15076
52227

149,8
38,05

32,59
23,43
43,52

13,24
40,85
45,9

56,92
14,83
28,25

19,55
32,67
47,77

25,19
34,72
40,09

31,26
7,93
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P<0,0001
P<0,0001
P<0,0001

P<0,0001
P<0,0001
P<0,0001

P<0,0001
P<0,0001
P<0,0001

P<0,0001
P<0,0001
P<0,0001

P<0,0001
P<0,0001
P<0,0001

P<0,0001
P<0,0001



Faor da coluna

Residuos

K) Zn

Interacao
Fator da linha
Faor da coluna

Residuos

) Cu

Interacao
Fator da linha
Faor da coluna

Residuos

m) Ni
Interacao
Fator da linha
Faor da coluna

Residuos

n) Mo
Interacao
Fator da linha
Faor da coluna

Residuos

0) Al

Interacao
Fator da linha
Faor da coluna

Residuos

p) Be

o B

0 Fk W Ww 0 B W W 0 Fr W W 0 k W W

0 B W Ww

0,08194
0,0007

14346

22352

41802
1,15

88,7
55,25
0,164
1,265

26,36

89,85

6,799
0,6214

49,12
35,39
14,88
0,2012

12258
15111
32312
0,3803

0,0819

9,456e-005

4782

7451

4180
0,1437

29,57

18,42

0,164
0,1582

8,787

29,95

6,799
0,0776

16,37
11,8
14,88
0,02516

40862
50370
32312
0,0475

866.5

33272
51840
29084

186,9
116,4
1,037

1131
385,5
87,53

650,9
468,9
591,5

85946
10594
67963

60,25

18,27
28,47
53,25

61,01
38,01
0,1128

21.32
72.67
5,5

49,33
35,53
14,94

40,06
49,38
10,56
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P<0,0001

P<0,0001
P<0,0001
P<0,0001

P<0,0001
P<0,0001
P=0,3383

P<0,0001
P<0,0001
P<0,0001

P<0,0001
P<0,0001
P<0,0001

P<0,0001
P<0,0001
P<0,0001



Interacao
Fator da linha
Faor da coluna

Residuos

q) Bi

Interacao
Fator da linha
Faor da coluna

Residuos

r Cd

Interacao
Fator da linha
Faor da coluna

Residuos

s) Cr

Interacao
Fator da linha
Faor da coluna
Residuos

t) Li

Interacao
Fator da linha
Faor da coluna

Residuos

u) Pb
Interacao
Fator da linha
Faor da coluna

Residuos

0 Fr W Ww 0 Fk W Ww 0 P W Ww 0 r W Ww 0 k W W

0 Fkr W Ww

0,0092
0,0562
0,0240
0,0004

18,71

1,001

11,29
0,0016

0,9237
0,2305
0,354
0,0019

51754
159918
83167
1,873

0,1379
0,2953
0,0012
0,0004

2,933

3,114

1,392
0,0036

0,0030
0,0187
0,0240
5e-005

6,236
0,3635
11,29
0,0002

0,3079
0,0768
0,354
0,0002

172513
53062
83167
0,2341

0,0459
0,0984
0,0012
5e-005

0,9775
1,038
1,392

0,0004

61,83
375,2
480,5

31180
1818
56448

1296
323,4
1491

73690
22665
35525

919,2
1969
24,5

2172
2306
3094

10,31
62,55
26,7

60,17
3,508
36,31

61,17
15,26
23,44

68,11
20,95
10,94

31,71
67,91
0,2818

39,4
41,84
18,71
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P<0,0001
P<0,0001
P<0,0001

P<0,0001
P<0,0001
P<0,0001

P<0,0001
P<0,0001
P<0,0001

P<0,0001
P<0,0001
P<0,0001

P<0,0001
P<0,0001
P=0,0011

P<0,0001
P<0,0001
P<0,0001



v) Rb
Interacao
Fator da linha
Faor da coluna

Residuos

w) Se
Interacao
Fator da linha
Faor da coluna

Residuos

X) Sr

Interacao
Fator da linha
Faor da coluna
Residuos

y) Ti

Interacao
Fator da linha
Faor da coluna

Residuos

z) Tl

Interacao
Fator da linha
Faor da coluna

Residuos

z-1)V
Interacao

Fator da linha

0 B W Ww 0 Fk W Ww 0 Fk W W 0 Fk W Ww

0 Bk W Ww

543,8
411,6
474
1,633

12555
3869
1917
1,139

116,8
47,77
6,89
1,795

1171

259,3
2368
1,92

5573
207,3
627,5
1,878

26,91
89,72

181,3
137,2
474
0,2041

4185

1290

1917
0,1423

38,93
15,92
6,89
0,2243

390,2
86,43
2368
0,24

1858

69,09

627,5
0,2347

8,969
29,91

888,2
672,3
2323

29402
9060
13466

173.5
70,98
30,72

1626
360,2
9867

7913
294,3
2673

77,45
258,3

38
28,76
33,13

68,45
21,09
10,45

67,41
27,57
3,97

30,81
6,82
62,32

86,95
3,234
9,79

18,21
60,73
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P<0,0001
P<0,0001
P<0,0001

P<0,0001
P<0,0001
P<0,0001

P<0,0001
P<0,0001
P=0,0005

P<0,0001
P<0,0001
P<0,0001

P<0,0001
P<0,0001
P<0,0001

P<0,0001
P<0,0001
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Faor da coluna 1 30,2 30,2 260,8 20,44 P<0,0001
Residuos 8 0,9264 0,1158
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Tabela 7. Andlise de variancia (ANOVA) dos efeitos da interacdo, tratamentos e

inoculagéo dos parametros fisiolégicos (indice SPAD) das folhas de plantulas de E.

urograndis. Grau de liberdade (GL), soma dos quadrados (SQ), qguadrado médio (QM),
teste F (F), % total de variacéo (%TV) e valor de P (P).

Coeficientes GL SQ QM F %TV P

a) Indice SPAD

Interacao 3 117 38,98 20,12 12,01 P<0,0001
Tratamentos 3 395,6 1319 68,04 40,63 P<0,0001
Inoculacéo 1 461,8 461,8 238,3 47,43 P<0,0001
Residuos 19 36,82 1,938
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Tabela 8. Andlise de variancia (ANOVA) dos efeitos da interacdo, tratamentos e
inoculacao dos parametros fisioldgicos (respostas fotossintéticas) das plantulas de E.
urograndis. Grau de liberdade (GL), soma dos quadrados (SQ), quadrado médio (QM),
teste F (F), % total de variacdo (%TV) e valor de P (P).

Coeficientes GL SQ QM F %TV P

a) A

Interacéo 3 4,71 1,571 7,30 0,8782 P=0,0017
Tratamentos 3 297,1 99,05 460,5 55,37 P<0,0001
Inoculacéo 1 241 241 1120 449 P<0,0001
Residuos 20 4,301 0,21

b) gs

Interacéo 3 0,01 0,003 9,06 5,48 P=0,0006
Tratamentos 3 0,08 0,027 63,32 38,26 P<0,0001
Inoculacéo 1 0,09 0,096 225,7 45,45 P<0,0001
Residuos 19 0,008 0,0004287

c)E

Interacéo 3 0,007 0,002 1,69 0,90 P=0,2055
Tratamentos 3 0,434 0,144 95,91 51,12 P<0,0001
Inoculacéo 1 0,346 0,346 229,2 40,71 P<0,0001
Residuos 17 0,0256 0,00151

d) iWUE

Interacéo 3 0,7956 0,2652 3,84 1,124  P=0,0300
Tratamentos 3 40,11 13,37 194 56,68 P<0,0001
Inoculacéo 1 28,75 28,75 417.,4 40,64 P<0,0001
Residuos 16 1,102 0,068

e) A/Ci

Interacéo 3 0,0009 0,0003 100,5 12,1 P<0,0001
Tratamentos 3 0,0025 0,0008 260 31,29 P<0,0001
Inoculacéo 1 0,0045 0,0045 1395 55,97 P<0,0001

Residuos 16 5,267e-005 3,292e-006



f) Ci/Ca
Interacao
Tratamentos
Inoculacéo

Residuos

g) PI
Interacao

Tratamentos
Inoculacéo

Residuos

h) Fv/Fm
Interacao
Tratamentos
Inoculacéo

Residuos

16

18

0,026

0,117
0,2217
0,0156

6791
6241
8786
4970

0,1543
0,3886
0,241
0,001545

0,0088
0,0390
0,2217
0,0009

2263
2080
8786
2161

0,0514
0,1295
0,241
8,585e-005

9,036
39,86
226,3

104,7
962,7
4066

599,2
1509
2887

6,96
30,74
58,18

4,64
42,68
60,09

15,06
37,91
23,51

160

P=0,0010
P<0,0001
P<0,0001

P<0,0001
P<0,0001
P<0,0001

P<0,0001
P<0,0001
P<0,0001




