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RESUMO

O excesso de manganés no solo promove distarbios morfofisioldgicos nas espécies vegetais
comprometendo o estabelecimento e consequentemente a reabilitagdo das areas degradadas
pela exploragdo desse minério, sendo necessario intervengdes antropicas. Dessa forma, o
objetivo deste trabalho foi avaliar as alteragdes morfofisioldgicas relacionadas com a tolerancia
ou sensibilidade de sabid (Mimosa caesalpiniaefolia Benth.) inoculada com fungos
micorrizicos arbusculares e rizébios em solos degradados pela mineracdo de Mn. O estudo foi
realizado em casa de vegetacdo, adotando-se um delineamento inteiramente casualizado, com
parcelas subdivididas no tempo, considerando-se: 1) paracelas com cinco tratamentos (controle
“sem inoculacdao”, rizobios, micorrizas € mix (micorrizas + rizébios)); ii) subparcelas
constituiram as épocas de avaliagdo. Foram avaliadas as varidveis fisiologicas fotossintese,
condutancia estomatica, concentragao interna de CO», transpiragao e razao entre a concentragao
interna e externa de CO; (Ci/Ca) em quatro épocas e o indice SPAD (Soil Plant Analysis
Development) em sete épocas. Além disso, foram avaliadas as variaveis morfoldgicas altura de
planta e diametro de caule em oito épocas ao longo do desenvolvimento das plantas. Ao término
do experimento foram analisados a massa da matéria seca de raiz (MMSR) e da parte aérea
(MMSPA), area foliar (AF), nimero e massa da matéria seca dos nodulos, colonizagdo e
abundancia de esporos, além dos teores de manganés (Mn), fosforo (P), pH do solo e acumulo
total dos macro e micronutrientes (N, P, K, Ca, Mg, Mn, Cu, Zn e Fe) na parte aérea das plantas.
A dupla inoculagdo (Rizdbios + Micorrizas) promoveu alteracdes fisiologicas nas plantas,
estimulou o crescimento e a incorporagdo de biomassa, o que pode ser explicado pelo maior
fornecimento de nutrientes pelas associagdes, além de estratégias desses microrganismos para
diminuir a fitotoxidez favorecendo a tolerancia e qualidade das mudas. A dupla inoculagao
(micorrizas + rizobios) favorece a tolerancia e o estabelecimento do sabia (Mimosa

caesalpiniaefolia Benth.) em solos de areas degradadas pela mineracdo de manganés.

Palavras-chave: Fitorremediagdo. Reabilitagdo. Microbiologia do solo.



ABSTRACT

The excess of manganese in the soil promotes morphophysiological disturbances in plant
species, compromising the establishment and consequently the rehabilitation of areas degraded
by the exploitation of this ore, requiring human intervention. Thus, the objective of this work
was to evaluate the morphophysiological changes related to the tolerance or sensitivity of thrush
(Mimosa caesalpiniaefolia Benth.) Inoculated with arbuscular mycorrhizal fungi and rhizobia
in soils degraded by Mn mining. The study was carried out in a greenhouse, adopting a
completely randomized design, with plots subdivided over time, considering: 1) plots with five
treatments (control “without inoculation”, rhizobia, mycorrhiza and mix (mycorrhiza +
rhizobia)); ii) subplots constituted the evaluation periods. The physiological variables
photosynthesis, stomatal conductance, internal CO2 concentration, transpiration and ratio
between internal and external CO2 concentration (Ci / Ca) in four periods and the SPAD index
(Soil Plant Analysis Development) in seven periods were evaluated. In addition, the
morphological variables plant height and stem diameter were evaluated in eight seasons
throughout the development of the plants. At the end of the experiment, the root dry matter
(MMSR) and aerial part (MMSPA) mass, leaf area (AF), nodule dry matter number and mass,
colonization and spore abundance were analyzed, in addition to manganese levels (Mn),
phosphorus (P), soil pH and total accumulation of macro and micronutrients (N, P, K, Ca, Mg,
Mn, Cu, Zn and Fe) in the aerial part of the plants. The double inoculation (Rhizobia +
Mycorrhizae) promoted physiological changes in plants, stimulated the growth and
incorporation of biomass, which can be explained by the greater supply of nutrients by the
associations, in addition to strategies of these microorganisms to decrease phytotoxicity
favoring tolerance and quality of seedlings. The double inoculation (mycorrhiza + rhizobia)
favors tolerance and the establishment of thrush (Mimosa caesalpiniaefolia Benth.) In soils in

areas degraded by manganese mining.

Keywords: Phytoremediation. Rehabilitation. Soil microbiology.
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1 INTRODUCAO

A reabilitagdo de solos contaminados por metais pesados tem sido um tema bastante
discutido pela comunidade cientifica, tendo em vista que estes elementos nao sdo degradados
e, uma vez na cadeia tréfica, ndo podem ser retirados, comprometendo todo o ecossistema.

As principais fontes de emissdo de metais no ambiente sdo as industrias
metalurgicas, os residuos urbanos, a mineragcdo e a agricultura. No tocante a degradacao e
contaminag¢do dos solos, a atividade mineradora ¢ que se destaca, isso devido as dimensdes das
areas escavadas para extragdo do minério, retirada da vegetacdo e as quantidades de rejeitos
gerados, os quais sdo normalmente armazenados em grandes pilhas dentro da éarea de
mineragao.

O Brasil apresenta um grande numero de areas exploradas pela mineragdo, sendo
atualmente um dos maiores exportadores do minério de manganés e tem uma representagao
significativa no mercado mundial, visto que este ¢ bastante utilizado pela industria metaltirgica
na fabricagdo de ligas metalicas para produgdo do ferro, baterias, fertilizantes, defensivos
agricolas, entre outros produtos. Com isso, a grande necessidade pelo minério de manganés faz
com que o numero de dreas de exploragcdo aumente.

O manganés, embora seja um elemento essencial para o funcionamento de todas as
células vivas, em niveis elevados causa sérios danos tanto a vida humana quanto vegetal. Nos
seres humanos causa problemas neuroldgicos, motores, méa formacao do feto e infertilidade.
Nas plantas, promove uma série de disfuncdes fisioldgicas que comprometem seu
desenvolvimento e producdo. Vérias sdo as preocupagdes em torno desse elemento que, por ser
considerado um elemento essencial, tem seu potencial de toxidez muitas vezes desconsiderado
nos estudos de contaminacao e reabilitagdo de solos contaminados.

Diante disso, novas propostas biotecnologicas tém surgido para auxiliar a
reabilitacdo de areas degradadas pela mineragdo, como por exemplo, a fitorremediagdo, que
consiste na utilizacdo de plantas que possuem a capacidade de crescer e incorporar ou mesmo
absorver grandes quantidades de metais em seus tecidos. As estratégias que potencializam a
capacidade das plantas a se adaptarem a essas condi¢des tém despertado grande interesse, tanto
do ponto de vista ambiental como comercial. Diante disso, as simbioses radiculares com os
fungos micorrizicos arbusculares e as bactérias fixadoras do nitrogénio t€m recebido destaque

especial.
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A inoculacdo de fungos micorrizicos arbusculares em plantas tem apresentado bons
resultados na reabilitagdo de areas degradadas pela mineragdo, isso devido a sua capacidade de
maximizar a absor¢ao de nutrientes, especialmente dos nutrientes menos moveis € aumentar a
tolerancia das plantas aos metais pesados, contribuindo para o estabelecimento e sucessiao
vegetal nessas areas. Os rizobios também tém chamado aten¢@o nas ultimas décadas, uma vez
que, a maioria das pesquisas sdo realizadas visando apenas a fixacdo bioldgica do nitrogénio
(FBN). Contudo, essa perspectiva vem sendo alterada ja que as bactérias dos géneros Rhizobium
e Bradyrhizobium s3o frequentemente identificadas em locais contaminados com metais
toxicos, o que aponta o seu potencial biotecnologico.

Apesar de inumeros estudos evidenciarem os beneficios dessas associagdes, pouco
ainda se sabe sobre a intera¢do leguminosas - rizobios - micorrizas para a reabilitagdo de areas
degradadas pela mineragdo e, como esses micro-organismos contribuem para o aumento da
tolerancia das plantas.

Se faz necessario também compreender a fisiologia das plantas associadas a
rizobios e micorrizas, 0 que permitird esclarecer quais alteracdes esses micro-organismos
podem promover sobre a fisiologia vegetal quando associados a planta e como podem auxiliar

numa maior tolerdncia aos contaminantes.



16

2 HIPOTESE

As associagOes simbidticas de fungos micorrizicos arbusculares e rizobios com
sabid (Mimosa Caesalpiniaefolia Benth.) potencializam alteragdes morfofisiolégicas nas

plantas, aumentando sua toleréncia as altas concentra¢es de manganés.
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3 OBJETIVO GERAL

Avaliar as alteracdes fisiologicas, morfoldgicas e nutricionais relacionadas com a
tolerdncia ou sensibilidade de sabid (Mimosa Caesalpiniaefolia Benth.) inoculadas com fungos

micorrizicos arbusculares e rizobios em solo da minera¢do de manganés.

3.1 Objetivos especificos

v" Avaliar as alteracGes fisioldgicas (fotossintese, condutancia estomatica, concentracédo
interna de CO», transpiragdo e relacdo Ci/Ca) com o intuito de verificar possiveis
alteracGes potencializadas pela interacdo simbidtica entre 0s micro-organismos

simbiontes e plantas de sabia.

v" Avaliar o efeito das inoculacfes sobre o crescimento das plantas (altura de planta,

didmetro do caule, &rea foliar, matéria seca da parte aérea e raizes).

v" Avaliar a qualidade de mudas - Indice de qualidade de Dickson (1QD).

v’ Caracterizagdo das simbioses (colonizacdo micorrizica, abundancia de esporos na

rizosfera e nodulacéo).

v Avaliar a absor¢édo dos nutrientes pelas plantas.
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 Manganés no solo

O manganés foi descoberto em 1774 pelo quimico sueco Carl Wilhelm Scheele e
isolado no mesmo ano por seu colaborador, Johan Gottlieb Gahn, sendo o décimo segundo
elemento mais frequente na crosta terrestre, pertencente ao grupo de metais de transicao
(SANTANA, 2009). E o terceiro elemento de transigio mais abundante apés o ferro e o titanio
e estd presente em diversas formas na natureza, inclusive resultante de processos naturais e
antropicos diversos.

Na natureza, embora esteja amplamente disperso nas rochas, esse elemento nao ¢
encontrado em sua forma elementar. Por meio de acdo do intemperismo, os compostos de
manganés sao oxidados e reprecipitados formando minerais secundarios que estio presentes em
centena de minerais, sempre ligado a outros elementos na forma de 6xidos, carbonatos, sulfetos,
fosfatos, silicatos e boratos (SILVA et al., 2016).

Segundo Almeida (2010), os principais minerais que contem manganés sao a
pirolusita, (MnO>) com 61,9%, manganita (MnO(OH) com 62,5%, hausmanita (MnO.Mn,03)
com 72%, braunita (3Mn203-MnSiO3) com 66,6%, rodocrosita (MnCO3) com 47,6%,
ramsdelita (Mn*'0,) com 63,2%, romaneechita (BaH20),MnsO19 com 45-60% e tefroita
(Mn?*,8i04) com 54,3%, sendo a pirolusita, romanechita e a magnetita os mais requeridos pela
industria em geral.

Diante dos processos antropogénicos, esse elemento ¢ depositado no ambiente por
meio da industria de fertilizantes, na petroquimica, nos processos de eletro-chapamento, no
processamento de metais, nos curtumes e na mineragdo (HASHEM et al., 2017). Cerca de 1500
t de Mn sdo liberadas no ambiente a cada ano, muitos dos quais podem entrar no solo na forma
de Mn soluvel, podendo acarretar diversos danos (LIANG et al., 2011). Vérios autores (PATIL
et al., 2016; LIU et al., 2018; RODRIGUES et al., 2018) relataram a preocupag¢do com a
liberacao do manganés no ambiente por meio das praticas antropicas (mineracao, industria
metalurgica, fabricagdo de baterias, entre outras) ja que o mesmo acumula-se no ambiente € em
altas concentragdes podem causar uma série de danos aos organismos vivos. No entanto, ¢
valido ressaltar que a mineragdo ¢ a segunda maior atividade que contribui para a contaminagao
dos solos com manganés, ficando atras apenas dos residuos urbanos.

A biogeoquimica do manganés ¢ complexa, ocorrendo diferentes estados redox no

ambiente, incluindo formas bastante estaveis como o Mn**(reduzida) e o Mn**(oxidada), bem
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como a forma intermedidria instavel como Mn*" (BRADY; WEIL, 2013). A predominéncia de
cada forma ou o equilibrio entre elas sdo governados quimica e biologicamente. Segundo
Ghiorse (1984), a oxidagdao do Mn ¢ essencialmente bioldgica, enquanto a reducao pode ser
tanto quimica como biologica. Os micro-organismos atuam na oxidacao transformando a forma
divalente para a trivalente que, em seguida, ¢ reduzida a Mn?*. O manganés bivalente (Mn II)
¢ a forma mais soltvel de Mn no solo, enquanto Mn IIl e Mn IV sdo os menos soluveis (GUEST
et al.,2002).

Duas condigdes sdo predispostas a ter solo com altas concentragdes de Mn,
incluindo aqueles proximos a minas de Mn ou tanques de rejeitos. A disponibilidade e
mobilidade do manganés no solo sdo influenciadas por diversos fatores como pH da solucao do
solo, matéria organica, potencial redox entre outros. O conteudo total de Mn ¢ variavel, sendo
que os teores desse elemento nos solos brasileiros variam na faixa entre 10 a 4000 mg kg™,
enquanto seu teor soltivel varia entre 0,1 a 100 mg kg™! (MALAVOLTA, 1980). No entanto, ao
contrario de outros elementos, ndo existe uma faixa de valores que corresponda a uma condi¢ao
de contaminacdo por manganés no solo, o que dificulta os estudos que visam a reabilitagao de
areas contaminadas com o elemento, comprometendo a compreensdo da atividade dos
organismos frente a presenga desse contaminante.

Em relacdo ao estabelecimento de niveis de manganés no solo, em que o mesmo
pode ser considerado contaminado ou ndo, Rufino (2006) e Garcia (2015) relatam que a
classificacdo pode ser feita levando-se em consideracdo o impacto da sua presenga nas aguas
subterraneas ou superficiais, nos tecidos vegetais ou mesmo em comparacdo com solos

semelhantes proximos.

4.2 Manganés na planta

O Manganés ¢ um oligoelemento que desempenha um papel essencial nos processos
fisiologicos, bioquimicos e moleculares nas plantas. Atua na ativacao de diferentes enzimas,
sintese de clorofila, fotossintese e biossintese de lignina (FREI, 2013; SCHMIDT et al., 2016).
Embora seja essencial para o funcionamento dos organismos, o excesso de Mn pode causar
toxidez.

O excesso de Mn pode ocorrer em solos 4cidos ou em solos com potencial redox
muito baixo, condi¢des que aumentam a concentragio de manganés trocavel (Mn?") na solugio
do solo, tornando-o potencialmente fitotéxico (MORA et al., 2002). A absor¢ao de Mn pela

planta ocorre predominantemente na forma Mn**, por meio de difusdo e interceptagdo, exceto
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em solos muito ricos no elemento em que o fluxo de massa tem participagdo maior
(MALAVOLTA, 2006). Os efeitos danosos do excesso desse elemento resultam do rapido
transporte do Mn disponivel no solo para as células das raizes e em seguida para a parte aérea
da planta.

A toxidez do manganés, ap6s a provocada por aluminio, € o fator que mais limita o
desenvolvimento das plantas. Apesar disso, os sintomas visuais associados a toxidez de Mn tém
sido amplamente relatados na literatura em espécies vegetais de interesse agronomico. No
entanto, carece ainda de mais estudos em relagdo as espécies arboreas que sdo utilizadas em
programas de reabilitacdo de areas contaminadas por manganés.

Os sintomas mais frequentes observados nas plantas estdo relacionados a distorgao
da lamina foliar, necrose com inclusdes de cor roxa escura nas folhas e no caule, crescimento
retardado da planta e queima das pontas das folhas (KOHNO; FOY, 1983; SANTOS et al.,
2017). Em casos mais severos de toxidez as raizes apresentam coloragdo marrom devido as
altas concentragdes desse elemento, possivelmente devido a grande deposicao do Mn oxidado.
Tal fato foi relatado por Alam et al. (2001), que verificaram que em plantas de cevada cultivadas
em solucdo nutritiva com excesso de Mn as raizes apresentavam coloragdo escura (marrom),
atribuindo-se esse escurecimento a uma possivel deposi¢cdo de 6xido de Mn e de compostos
fenolicos.

Efeitos sobre a diminui¢do da taxa de fotossintese pela toxidez de Mn foram
relatados por Weng et al. (2013) e Rojas-Lillo et al. (2014), no entanto, a compreensao sobre
esse tema ainda ndo esta bem elucidada. Estudos indicam que durante o estresse por metais
pesados, os elétrons energizados sdo alocados para o oxigénio (FISCHER et al., 2015). Além
disso, uma menor disponibilidade de oxigénio reduz a eficiéncia da cadeia de transporte de
elétrons e menos NADP * ¢ reduzido, o que diminui a taxa de fixagdo de CO2 (GURURANI et
al., 2015).

Os sintomas da toxidez do manganés sdo decorrentes da degradagdo de lipidios,
proteinas, carboidratos e acidos nucléicos, prejudicando o metabolismo celular e causando
morte celular em alguns casos (FERNANDO et al., 2013). Além disso, pode limitar ou impedir
a absor¢do e a translocagdo de outros nutrientes essenciais como cilcio (Ca?"), magnésio
(Mg*"), e (K") potassio (HUANG et al., 2016).

A faixa o6tima das concentragdes foliares de Mn na maioria das espécies de culturas
é bastante ampla, variando de 30 mg kg ' a 500 mg kg ! (MILLALEO et al., 2010) provocando,
abaixo desses valores, deficiéncia e, acima, toxidez (DECHEN; NACHTIGALL, 2006). Esses

niveis de tolerancia variam de acordo com as espécies e variedades vegetais.
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Em plantas ndo tolerantes, quando as concentragdes de Mn excedem os niveis
adequados, as taxas de crescimento da parte aérea e das raizes sdao inibidas em resposta ao
excesso do Mn (MILLALEO et al., 2010; ZHAO et al., 2017), enquanto que em espécies
tolerantes a toxidez do Mn reduz o transporte para os tecidos da parte aérea, fendmeno que tem
sido reconhecido como uma estratégia da propria planta para aumentar sua tolerancia (MOU et
al.,2011).

Lavres Junior et al. (2008) trabalhando com trés gendtipos de soja (Santa Rosa,
IAC-15 e IAC-Foscarin 3) cultivados em solugdo nutritiva com cinco doses de Mn (2, 100, 150,
200 e 250 pmol L) verificaram que o gendtipo IAC-Foscarin 31 apresentou maior tolerincia
ao excesso de Mn na solucdo, o que poderia ser justificado pela formacdo de um sistema
radicular bem desenvolvido que promovia um acumulo e a compartimentalizacdo do Mn no

apoplasto das raizes.

4.3 Fungos micorrizicos arbusculares

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) estdo entre os organismos pioneiros a
realizar interagcdes com as raizes de vegetais superiores, conforme registros fosseis que datam
de cerca de 400 milhdes de anos e sdo considerados peca fundamental para que as espécies
vegetais conseguissem conquistar o ambiente terrestre (PIROZYNSKI, 1981; MOHAN et al.,
2014; GAl et al., 2015).

Esses micro-organismos pertencem ao filo Glomeromycota e classe
Glomeromycetes, e sdo distribuidos em 4 ordens (Archaeosporales, Diversisporales,
Glomerales e Paraglomerales), 11 familias e 25 géneros (REDECKER et al., 2013), totalizando
288 espécies descritas até o momento (OPIK; DAVISON, 2016). Atuam na manuten¢io dos
ecossistemas florestais e agricola, auxiliando no desenvolvimento e estabelecimento das
plantas, colonizando as raizes de mais de 90% das espécies vegetais prospectadas, sendo
considerada uma das associagdes mutualisticas mais comuns entre raizes de plantas.

O estabelecimento dessa simbiose se inicia por meio de sinais moleculares que sao
emitidos pelas plantas por exsudacao radicular, iniciando assim a comunicag¢ao dos parceiros
envolvidos e, dessa maneira, a planta e o fungo se reconhegam e sinalizem a necessidade de
estabelecer associacdo. Entre os compostos exsudados pelas plantas, os isoflavondides sio
exemplos de sinalizadores e promotores da atividade associativa dos FMA, com destaque para

a formononetina (SIQUEIRA et al., 1991).
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Os FMA proporcionam varios beneficios aos seus hospedeiros, ampliam a area de
absor¢ao radicular da planta, consequentemente, maximizando a absorcdo de nutrientes,
especialmente aqueles elementos de baixa mobilidade no solo, melhorando a relagdo agua -
planta, aumentando a tolerancia das plantas a seca e a patogenos (DONG et al., 2008; PEREIRA
et al., 2010) além de contribuirem para a reducdo da disponibilidade pela imobilizagdo de
metais pesados para as plantas.

Deve ser destacado que existem inumeras evidéncias de que o mutualismo com
FMA contribui para o aumento da tolerancia das plantas aos metais pesados do solo (RIVERA-
BECERRIL et al., 2002) e que as plantas colonizadas por FMA tendem a ser pioneiras em locais
contaminados. No entanto, o entendimento sobre essa interacdo e os mecanismos utilizados
pelos FMA na atenuacgdo de metais pesados ainda nao estao totalmente elucidados.

Estudos tém demostrado que as estruturas micorrizicas podem estabilizar os metais
no solo, reduzir a absor¢do e minimizar o risco de toxidez para as plantas (GONZALEZ-
CHAVEZ et al., 2004). Garcia (2019) trabalhando com microscopia eletronica de varredura
(MEV) e espectroscopia de energia dispersiva (EDS) verificou acimulo de manganés na
superficie dos esporos de FMA. E também evidente que os arbusculos, vesiculas e vactolos
fungicos parecem estar envolvidos no armazenamento de ions toxicos (KALDOREF et al.,
1999), acumulando os elementos indesejaveis nessas estruturas e evitando sua translocagao para
a planta. A producao da glicoproteina excretada por esses fungos, denominada de glomalina (ou
proteina assemelhada a glomalina) também promove fortes ligagdes com metais pesados, como
Cu, Cd, Pb e Zn no solo, ou mesmo passivamente adsorvé-los junto as paredes celulares do
micélio extrarradicular (GONZALEZ-CHAVE et al., 2004; VODNIK et al., 2008; CORNEJO
etal.,2017).

Na literatura especializada, varios pesquisadores tém chamado atengdo para a
importancia da utilizagao de espécies nativas de FMA para restabelecimento da vegetacao em
areas contaminadas com metais. Soares (2010) e Garcia et al. (2016) afirmam que para garantir
o &xito na reabilitagdo de solos contaminados por metais, utilizando plantas inoculadas com
FMA, deve-se utilizar isolados fungicos bem adaptados as condi¢des excessivas do
contaminante, a planta hospedeira e as condi¢des edafocliméticas.

Pesquisas futuras devem se concentrar no esclarecimento dos mecanismos
moleculares por meio dos quais os FMA melhoram a tolerancia das plantas ao estresse gerado
por metais pesados no solo, tendo em vista o grande nimero desses elementos que estdo sendo

indevidamente liberados no ambiente.
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4.4 Rizobios

Rizobios sdo bactérias gram-negativas de vida livre comumente presentes no solo.
Esses micro-organismos pertencem a familia Rhizobiaceae, usualmente referenciadas em dois
grupos de acordo com o crescimento rapido (tipico no género Rhizobium, comum em regioes
temperadas) ou o crescimento lento (tipico no género Bradyrhizobium, comum nas regioes
tropicais). Entretanto, nos solos do semiarido brasileiro ¢ muito comum a ocorréncia de estirpes
que apresentam crescimento rapido, uma vez que as condi¢des edafoclimaticas preponderantes
selecionam estirpes adaptadas pincipalmente a sobrevivéncia em detrimento da capacidade
fixadora. Atualmente sdo conhecidos 12 géneros e 62 espécies, sendo os géneros mais
conhecidos Rhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Sinorhizobium, Azorhizobium e
Allorhizobium (FIGUEIREDO et al., 2008; RUMJANEK et al., 2006), capazes de converter o
nitrogénio atmosférico em formas utilizaveis pela planta hospedeira.

O nitrogénio de origem biologica pode ser melhor aproveitado pelas plantas ja que
se encontra prontamente disponivel e, portanto, menos susceptivel a perdas por lixiviagao,
volatilizac¢do ou desnitrificacdo (CARDOSO, 2012).

Essas bactérias vao além da fixagdo bioldgica do nitrogénio, auxiliando no
crescimento das plantas através da sintese de fitohormonios e enzimas que contribuem para a
solubilidade de fosfato inorgdnico e a mineralizacdo de fosfato organico, aumentando sua
disponibilidade para as plantas (VESSEY, 2003; HARA; OLIVEIRA, 2004).

Durante a fixagdo biologica do nitrogénio ¢ liberado H' (hidrogénio) subproduto da
fixagdo simbiotica e que recentemente revelou-se com qualidades bioativas que aumentam a
tolerancia da planta a fatores abidticos como estresse oxidativo e toxidez por metais
pesados (CUI et al., 2013; JIN et al., 2013). Os rizobios possuem a capacidade bioquimica e
ecologica de degradar poluentes organicos e sdo resistentes a metais pesados, além de
estimularem a sobrevivéncia e a acdo de outras bactérias biodegradantes, diminuindo assim a
concentragdo de poluentes (TENG et al., 2015).

Chen et al. (2018), estudando o efeito da inoculacdo de rizobio na tolerancia ao
cobre de mudas de Medicago sativa, verificaram que plantas inoculadas apresentaram redugao
no estresse oxidativo em funcdo do aumento da atividade de enzimas antioxidantes
contribuindo, assim, para uma maior tolerancia das plantas ao excesso desse metal.

Esses micro-organismos, de uma maneira geral, sdo capazes de desenvolver
estratégias para sobreviverem em ambientes contaminados, podendo atuar diretamente sobre os

metais por quelagdo, precipitagdo, transformagdo, biossor¢ao e acumulagdo, apresentando um
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grande potencial biotecnologico em programas de revegetagdo de areas contaminadas. Gupta
et al. (2016) trabalhando com isolados de bactérias resistentes a metais pesados em solos em
torno das areas de mineragdo de ferro, constataram que a espécie Rhizobium halophytocola
pode ser considerada metaldfila, j4 que desenvolveu varios mecanismos de resisténcia pela
exposicdo constante a ambientes contendo metais pesados, especialmente manganés. Esta
propriedade de resisténcia multipla a metais pesados desses isolados pode ser benéfica para
trabalhos de desintoxicacao e remog¢ao de metais pesados do solo no processo de revegetacao.

Abreu et al. (2018), estudando tolerancia e eficiéncia de rizobios nativos de uma
area de mineracdo de manganés verificaram que essas bactérias foram capazes de induzir a
formacgao de nodulos radiculares, fixar nitrogénio e aumentar a tolerancia das plantas ao excesso
de manganés, além de uma alta capacidade de competi¢do com as demais estirpes nativas.
Diante disso, as estirpes nativas isoladas de ambientes altamente perturbados, representam uma
enorme fonte de estudos para um potencial emprego biotecnoldgico em areas contaminadas sob
revegetacdo.

A associagdo entre rizobios e leguminosas tem grande potencial para agdes de
biorremediacdo de dreas contaminadas com metais € surge como uma op¢ao promissora, uma
vez que, a maioria das leguminosas acumulam metais pesados principalmente em suas raizes,
translocando niveis muito baixos para os brotos (KONG et al., 2015, PAJUELO et al., 2011;
CHEN et al., 2018). Essa estratégia se torna muito importante na prevencdo da lixiviagao

e transferéncia de metais toxicos para a cadeia alimentar.

4.5 Reabilitacdo de areas degradadas pela mineracéo

Diferente de muitas outras atividades empresariais, a mineragao ¢, por natureza,
uma atividade temporaria, gerando receitas durante um periodo finito e as vezes relativamente
curto, mas com um grande potencial de impactar o ambiente, causando sérios problemas como
a contaminacdo das dguas, dos solos, alteracdes na estrutura do solo, favorecendo a erosao e
perda da biodiversidade, o que torna a recuperagao dessas areas uma questao prioritaria para
conservac¢ao do ambiente.

A recuperagdo, no sentido mais amplo, de areas degradadas visa recuperar as
condig¢des originais do habitat ou ecossistema modificado, retornando essas condi¢des o mais
proximo possivel do seu estado de referéncia historica (BALAGUER et al., 2014). Além disso,
a recuperacdo de uma area degradada pode se dar por intervengdes antropicas que visam

destinar um novo uso a mesma.
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J4 a reabilitagdo significa o retorno a um estado bioldgico apropriado aos objetivos
de uso da area planejado a longo prazo. (IBAMA, 1990). A reabilitacao do solo ¢ complexa e
os resultados aparecem de modo lento, especialmente em areas de mineragdo a céu aberto, onde
ocorre a retirada da cobertura vegetal original, alterando as condi¢des fisicas, quimicas e
microbianas do solo, além de promover a retirada do banco de sementes nativas.
A reabilitacdo de areas degradadas pode ser realizada com sucesso a partir da utilizagdo de
espécies de leguminosas arboreas e herbaceas capazes de formar simbiose simultanea e
eficiente com bactérias fixadoras de nitrogénio atmosférico e com fungos micorrizicos. Além
disso, modelos de reabilitagdo de solos degradados devem se basear em tecnologias que sejam
capazes de melhord-lo por meio do aporte de matéria orginica com baixa relacdo
carbono/nitrogénio (FRANCO et al., 1992), permitindo o restabelecimento da atividade

microbiana do solo e contribuindo para a sucessao vegetal.

4.6 Sabia (Mimosa caesalpiniaefolia Benth.)

A Mimosa caesalpiniaefolia Benth. ¢ uma espécie de leguminosa arborea
pertencente a familia Leguminosae ¢ subfamilia Mimosoideae e ¢ uma das principais espécies
lenhosas que compdem a vegetacdo da caatinga, sendo conhecida por diversos nomes no
territorio nacional, entre eles sabid, sansdo-do-campo, unha-de-gato, cebia e angiquinho-sabié
(MAIA, 2012; LEAL et al., 2008). E cultivada com diversas finalidades e, por isso, ¢ conhecida
também como uma arvore de multiplo uso (MENDES, 2013).

As plantas de sabid geralmente em condi¢cdes naturais estdo associadas
simultaneamente a fungos micorrizicos arbusculares e bactérias fixadoras de nitrogénio
(ALMEIDA et al, 1986), favorecendo a nutri¢do da planta, absor¢cao de agua e tolerancia a
estresses abioticos. Além disso, das plantas com caracteristicas ecoldgicas de formar uma
simbiose tripartite (leguminosa - fungo micorrizico - rizobio) a M. caesalpiniaefolia Benth.
apresenta-se como uma espécie potencial (SOUSA; SILVA, 1996).

Essa espécie apresenta um grande potencial para reabilitagao de areas degradadas,
ja que apresenta crescimento rapido, rusticidade, pouca exigéncia nutricional e adaptagdo as
baixas pluviosidades. Além de apresentar grande potencial para fitorremediagdo de areas
contaminadas por metais pesados, conforme observado em estudos conduzidos por Garcia et

al. (2016) e Cipriani et al. (2013).
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4.7 Fitorremediacdo

Como ja mencionado anteriormente, um dos problemas ambientais mais sé€rios da
atualidade ¢ a contaminacao dos solos com metais pesados, pois, ao contrario dos poluentes
organicos, os metais ndo podem ser degradados biologicamente, o que os tornam persistentes
no ambiente.

Nos ultimos anos, diferentes técnicas foram desenvolvidas no intuito de
remediar os solos contaminados com metais pesados, usando-se estratégias fisicas, quimicas e
bioldgicas no intuito de reabilitar essas areas. As estratégias fisicas e quimicas proporcionaram
rapidos resultados na descontaminac¢ao do solo, porém, oferecem grandes desvantagens como
alteracdes na estrutura dos solos por meio de escavagoes, adicdo de agentes quelantes, lavagem
do solo, além do alto custo de implantagdo dessas técnicas, que podem torna-las inviaveis em
muitos casos (GADD, 2014).

Esses métodos usualmente geram subprodutos prejudiciais ao meio que podem
causar poluicao secundaria (GADD, 2014). Diante dessa constatagao, a fitorremediagdo tem se
consolidado como uma tecnologia sustentavel, acessivel e barata que pode ser utilizada em
grandes areas.

As espécies vegetais possuem estratégias bioquimicas para tolerar o excesso de
metais e sua presenca no solo tende a reduzir a lixiviagdo, controlar a erosdo e adicionar matéria
organica ao solo, o que pode levar a complexagao dos metais pesados presentes.

A fitorremediacdo baseia-se, portanto, na utilizagdo dessas espécies vegetais,
associadas ou ndo a micro-organismos, na mitigacdo do solo e dgua contaminados com
compostos organicos e inorganicos, especialmente pela capacidade dessas plantas em degradar,
acumular ou estabilizar os contaminantes.

Dependendo das propriedades e natureza quimica dos contaminantes, a
fitorremediacdo pode ocorrer por fitoextragdo, fitodegradagdo, fitoestabilizagdo,
fitovolatilizacdo e rizofiltracdo. Na fitoextragdo ocorre a absor¢ao de ions metalicos do solo e
sua posterior translocagdo para os tecidos vegetais, os quais, apos a retirada das plantas, sdao
removidos do ambiente; na fitodregadacao, que ¢ um processo pelo qual o contaminante ¢
absorvido e metabolizado, sofrendo bioconversdo no interior das plantas e ¢ empregado
principalmente na remediacdo na presenga de compostos organicos no solo; fitoestabilizagdo se
caracteriza pela imobilizagdo dos ions metdlicos nas superficies das raizes das plantas; na
fitovolatilizacao, ap6s a metabolizacdo dos compostos metalicos nos tecidos vegetais, ocorre a

liberacao destes na superficie foliar na forma gasosa; na rizofiltracdo os ions metalicos sao
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absorvidos e removidos da d4gua contaminada pelas raizes das plantas (THAKUR et al., 2016).

O sucesso da fitorremediacao depende da capacidade de se selecionar uma planta
adequada, ja que as plantas respondem de forma diferenciada aos contaminantes e as suas
concentragdes, de maneira que para o €xito da fitorremediacdo as espécies devem apresentar
caracteristicas como ser de reconhecida tolerancia aos metais, ter um sistema radicular denso e
profundo, apresentar alta produ¢do da biomassa vegetal e capacidade de desenvolver-se em
condi¢gdes adversas (COUTINHO; BARBOSA, 2007). Algumas espécies de leguminosas
arboreas t€m se destacado pelo rapido crescimento e formagao de extensos sistemas radiculares,
além de formarem associacdes simbidticas eficientes com rizobios e fungos micorrizicos
arbusculares, o que contribui para uma melhor nutricdo e tolerancia da planta aos metais,
favorecendo o seu estabelecimento em areas contaminadas.

Virios autores tém destacado a eficiéncia das leguminosas arboOreas para a
reabilitacdo de solos contaminados (ABREU, 2018; NOGUEIRA, 2012; LIMA et al., 2015)
destacando que explorar os mecanismos fisioldgicos relacionados as respostas de estresse de
Mn ou de qualquer outro metal ¢ decisivo para a identificagdo e emprego de espécies mais
adequadas para fitorremediagdo de solos contaminados.

Garcia et al. (2016) trabalhando com a espécie vegetal sabid (M. caesalpiniaefolia
Benth.) em solos de areas de mineragdo de manganés, verificaram que o acumulo desse
elemento foi maior no seu sistema radicular do que na parte aérea, sugerindo sua potencial
utilizacdo para a reabilitacdo de areas degradadas pela mineracdo de manganés, com grande
potencial na fitoestabilizacdo de excessos desse metal.

Deve ser ressaltado que as plantas desenvolveram ao longo do seu processo
evolutivo mecanismos para tolerar o excesso de metais pesados como a biossintese de
compostos quelantes, tais como os acidos organicos, as fitoquelatinas e as metalotioneinas.
Passaram também a promover a retencdo de metais nas raizes, evitando a translocacao
do metal para a parte aérea e a imobilizacdo do metal nas paredes celulares (ALMEIDA et al.,
2007). Souza et al. (2012) trabalhando com trés espécies arboreas de leguminosas nativas, M.
caesalpiniaefolia, Erythrina speciosa € Schizolobium parahyba, na revegetacao de areas
contaminadas com chumbo (Pb), verificaram que a espécie M. caesalpiniaefolia foi a espécie

mais tolerante, ndo demostrando sintomas de toxidez, diferente das demais espécies avaliadas.
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4.8 Aspectos morfofisioldgicos de plantas sob estresse provocado por metais

As plantas apresentam respostas fisiologicas distintas quando sdo submetidas a
contaminantes, podendo ser sensiveis, exibindo sintomas de toxicidade, ou tolerantes,
desenvolvendo mecanismos que evitam os efeitos deletérios. A tolerdncia a um metal pesado
especifico ¢ controlada por uma complexa inter-relagdo de mecanismos morfologicos,
fisiologicos, bioquimicos e genéticos que ainda nao estio elucidados (MALEKI et al., 2017).

A tolerancia de uma planta ¢ detectada quando esta ¢ capaz de sobreviver em um
ambiente com elevadas concentragdes de metais, ou seja, onde outras plantas ndo conseguiriam
devido aos seus efeitos toxicos. Em condig¢des de estresse por metais pesados, as plantas podem
adquirir tolerancia devido ao desenvolvimento de mecanismos que as tornam adaptadas a este
estresse usando diferentes estratégias para lidar com os metais pesados que entraram em suas
células (SOUZA et al., 2011). Entre esses mecanismos de tolerancia pode-se destacar a
restricdo do transporte da raiz para a folha, acimulo em tricomas, exsudatos que podem
complexar os metais pesados, tipo de ligagdo entre o elemento e o componente da parede
celular, producao intracelular de compostos com propriedades quelantes e bombeamento ativo
para os vacuolos (SILVA et al., 2014).

Alteragdes em caracteristicas fisiologicas e anatomicas tém sido observadas em
muitos estudos de fitorremediacdo, onde o estresse provocado pelos metais pesados influencia
significativamente no transporte de agua, trocas gasosas, clorofila, absorcdo de elementos
essenciais, entre outros, resultando na inibi¢ao dos processos de crescimento da planta.

Na literatura cientifica, muitos autores relatam as alteracdes fisiologicas
promovidas nas plantas pelo estresse promovido por metais. Sé ef al. (2011), estudando o efeito
do Cadmio sobre as caracteristicas fisioldgicas e anatomicas de mudas de eucalipto, plantadas
em concentragdes crescentes de Cd em solucdo nutritiva, perceberam que quanto maior o
estresse provocado pelo metal na planta maiores as alteragdes ecofisiologicas, e também que
menores sdo os teores de clorofila, massa da matéria seca da parte aérea e raiz, taxa de
transpiracao, resisténcia estomatica, além do menor crescimento das plantas.

Pan et al. (2018), trabalhando com respostas morfofisioldgicas € mecanismos de
tolerancia de Xanthium strumarium ao estresse de manganés, observaram que a taxa
fotossintética liquida, a condutancia estomatica, a concentragdo de CO; intercelular e a taxa de
transpira¢do diminuem em resposta ao estresse de Mn, como também os teores de proteina e
prolina soluveis das folhas aumentaram inicialmente, diminuindo a medida que a concentracao

de Mn aumentava. A atividade do aparato fotossintético por exemplo ¢ muito afetada pela


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2352407317300148#!
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interferéncia do metal na sintese de clorofila, tendo em vista que fotossintese ¢ sensivel as
interferéncias ambientais (KALAJI et al., 2012). No entanto, outros autores (ROMANOWSKA
et al.,2006; TUBA et al., 2010) relatam que o fotossistema I (PSI) ¢ mais tolerante ao impacto
do metal pesado do que o fotossistema II (PSII), sendo um bom parametro para avaliacdo de
plantas que serdo utilizadas na fitorremediagao.

Diante disso, estudos com enfoques fisioldgicos na tentativa de compreender o
comportamento de plantas utilizadas na fitorremediagdo, estando essas associadas ou nao aos
micro-organismos, devem ser mais explorados no intuito de esclarecer-se como estas sao
capazes de tolerar ou ndo o estresse € como esses organismos sdo capazes de contribuir para

tolerancias.
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5 MATERIAL E METODOS
5.1 Caracterizacao das areas de coleta do solo e de realizacao do experimento

O solo foi coletado na camada de 0-20 cm em uma area degradada pelo processo
de extragdo mineral de manganés situada no municipio de Ocara - CE, localizando a 101 km de
Fortaleza, sob as coordenadas 4°30°14.05”’S e 38°31°17.65”W. A classifica¢do do clima da
regido ¢ Aw de acordo Kdppen e Geiger, com temperatura média de 26,1 °C e pluviosidade
média anual de 915 mm (Figura 1).

Figura 1 - Mapa de localizacdo das areas de coleta de solo e de realizagdo do experimento
Sistema de Coordenadas: Geograficas
Datum Horizontal: Sirgas 2000 - Zona 24 Sul - Fonte: IBGE
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A condugdo do experimento ocorreu durante os meses de fevereiro a maio de 2019.
Para melhor compreensao do clima da regido, os dados meteoroldgicos foram organizados na
forma de climograma (Figura 2). A temperatura ndo variou ao longo do periodo do experimento,
porém, os maiores volumes de precipitacdo e as maiores umidades relativas foram coincidentes

e ocorreram nos meses de realizagcdo do experimento.
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Figura 2 - Climograma do municipio de Fortaleza para o primeiro semestre de 2019
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5.2 Caracterizacdo do Solo

O solo da area foi classificado como Argissolo (SANTOS et al., 2018). As anélises
para a caracterizagdo quimica e fisica estdo descritas no trabalho de Abreu (2018), e foram

realizadas conforme os procedimentos metodologicos propostos por Silva (2009) (Tabela 1).

Tabela 1 - Caracterizacdo quimica e fisica de um solo (0-20 cm) sob area degradada pela
mineracao

Prof. pH Pota Pdisponiva K Ca Mg Al Al+H SB T \% m
em  H,O --mgdm®--  ----------- cmole dm? - - - - - - - - - --cmoledm®-- ----%----
0-20 5,3 24,6 0,3 0,018 2 1,48 0,1 33 3,5 6,8 51,4 2,8
Prof. N COT Mn Cu Fe Zn
cm  ------- gkgl-- oo oe mgkg! -
0-20 0,66 24,6 421 2,56 5,11 1,67
Granulometria
Areia Silte Argila
———————————————————————————————————— mMEKE - m e
227,6 387,4 385

Autor: Abreu (2018).
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5.3 Origem dos indculos microbianos

As estirpes rizobianas utilizadas no experimento foram isoladas de uma area de
mineracdo de manganés (ABREU, 2018) e multipicadas no Laboratério de Microbiologia do
Solo do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Ceard. Com base no referido
trabalho foram selecionadas as cinco estirpes mais promissoras, codificadas como SAI 8, SAI
9, SAI 10, SAI 11, SAI 14.

Os esporos dos fungos micorrizicos arbusculares utilizados no experimento foram
adquiridos na EMBRAPA Agrobiologia, Seropédica-RJ. As espécies obtidas foram
Rhizoglomus clarum, Dentiscutata heterogama e Acaulospora foveata. Além dessas espécies,
também foi utilizada uma espécie nativa isolada das areas de mineragdo de manganés
identificada como pertencente ao género Diversispora sp. € preservada no Laboratorio de

Microbiologia do Solo do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Ceara.

5.4 Espécie vegetal e origem das sementes

A escolha do Sabid (M. caesalpiniaefolia Benth.) para o experimento foi baseada
na sua capacidade de formar associagdes simbidticas tanto com fungos micorrizicos
arbusculares como com rizobios. Além disso, ¢ uma planta nativa da caatinga, adaptada as
condigdes edafoclimaticas da regido, apresentando grande potencial para estudos de
fitorremediacdo do solo. As sementes de Sabia (M. caesalpiniaefolia Benth.) foram adquiridas
na BIOSEMENTES, empresa especializada na comercializacdo de sementes, localizada em

I1héus/BA.

5.5 Instalacéo e conducéo do experimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetacao pertencente ao Departamento
de Ciéncias do Solo (DCS) do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Ceara
(UFC), Campus do Pici, localizada no municipio de Fortaleza/CE, sob as coordenadas
geograficas 3°45°47°S e 38°31°23°W, com uma altitude média de 47 m em relag@o ao nivel do
mar. Segundo a classificacdo de Kdppen o clima da regido ¢ caracterizado como sendo do tipo
Aw (Tropical quente), com temperatura média anual de 27°C e precipitacdo de 1600 mm

(Figura 1).
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O solo utilizado para o experimento foi esterilizado em autoclave por 2 ciclos de 60
minutos em temperatura de 121 °C e 1 atm de pressdo. Os vasos foram preenchidos com 1 kg
de solo.

Antes da semeadura as sementes passaram por uma solu¢do de alcool etilico 70%
por 30 segundos para quebra da tensdo superficial e, em seguida, por uma solugdo de hipoclorito
de sddio a 1% por 10 minutos, para a desinfeccdo superficial. Apds esses tratamentos foram
realizadas 5 lavagens com agua destilada esterilizada para retirar o excesso do hipoclorito
(HUNGRIA; ARAUJO, 1994).

Em seguida, foi procedida a inoculagdo das estirpes de rizobio as sementes dos
tratamentos inoculados por meio do carreamento das células rizobianas multiplicadas no caldo
bacteriano (10° células vidveis por mL de caldo) em turfa neutralizada e esterilizada, utilizando-
se uma solu¢do de sacarose 10% para promogado da adesdo do inoculante ao tegumento das
sementes. Os tratamentos com inoculagdo micorrizica foram feitos com solo inéculo (solo
contendo esporos e fragmentos de raizes colonizadas) no momento da semeadura, colocando-
se 20 g de solo in6culo contendo cerca de 150 esporos de FMA, logo abaixo da linha de plantio.
Foram semeadas inicialmente 5 sementes por vaso e, 10 dias apos a emergéncia, foi realizado
um desbaste deixando-se as duas plantulas mais vigorosas por vaso. Em seguida, as plantulas
dos tratamentos inoculados com rizobio receberam uma inoculagdo de refor¢co com 2,0 mL do
caldo rizobiano contendo10° células viaveis por mL de caldo por planta.

Foi realizada uma adubacdo de base, antes da semeadura, comum a todos os
tratamentos, consistindo na aplica¢do de 50 mg dm™ de N, P e K, também, na mesma ocasio,
foi aplicada uma solugdo de micronutrientes nas seguintes doses: B = 0,81 mg dm™ (H3BO3),
Cu = 1,33 mg dm™ (CuS04.5H>0), Mo = 0,15 mg dm™ [(NH4)6.M07024.4H,0], Fe = 3,66 mg
dm™ e Zn = 4,0 mg dm? (ZnS04.7H,0), de acordo com Gongalves et al. (2013).

No tratamento com adubagao de (N e P), além da adubacao de base, aos 30 dias
foram aplicados 150 mg dm™ de N, em duas aplicagdes, e 250 mg dm™ de P, totalizando uma
aplicacio de 200 mg dm™ de N e 300 mg dm™ de P.

Os adubos fontes de nutrientes utilizados foram Ureia (N), Superfosfato Simples
(P) e Cloreto de Potassio (K). A adubagdo com Ca e Mg nao foi realizada, uma vez que, esses
ja correspondiam a 29,4 e 21,7 % da CTC, respectivamente. Entretanto, uma certa quantidade
de Ca e Mg foram adicionados pela ocasido da aplicagdo do Superfosfato Simples, que contém
16% de Ca e 8% de Mg em sua composicdo. As plantas permaneceram na casa de vegetagao
por um periodo de 90 dias, sendo irrigadas com agua estéril, sempre procurando manter a

umidade do solo préxima a capacidade de campo.
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5.6 Delineamento experimental

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, em esquema

de parcelas subdivididas no tempo, com 10 repetigdes, perfazendo um total de 50 unidades

experimentais. As parcelas representaram os seguintes tratamentos:

1)
2)

3)

4)

5)

1)

2)

3)

Controle (Plantas sem as doses recomendadas de N e P, sem inoculagao).
Adubaciao de N e P (Plantas adubadas com as doses recomendadas de N e P, sem
inoculagao).

Inoculagdo com rizobios (Plantas inoculadas somente com as cinco estirpes de
rizobios, sem adubagdo com as doses recomendadas de N e P)

Inoculacdo com micorrizas (Plantas inoculadas somente com as quatro espécies de
fungos micorrizicos arbusculares, sem a adubagdo com as doses recomendadas de
NeP).

Mix (plantas inoculadas com as cinco estirpes de rizobios + as quatro espécies de
fungos micorrizicos arbuculares, sem adubacao com as doses recomendadas de N

e P).

As subparcelas foram constituidas por:

Oito épocas de avaliacao (30, 38, 46, 45, 62, 70, 78, 86 dias ap6s a emergencia)
para altura de plantas e didmetro do caule.

Sete épocas de avaliacdo (38, 46, 54, 62, 70, 78, 86 dias apds a emergéncia) para o
indice relativo de clorofila (SPAD).

Quatro épocas de avaliacao (40, 55, 70, 85 dias apOs a emergéncia) para trocas

gasosas.

5.7 Variaveis avaliadas

5.7.1 Variaveis fisioldgicas

Trocas gasosas: (fotossintese liquida, condutancia estomatica, concentragdo
interna de CO», transpiragdo e Relagao Ci/Ca) foram determinadas no periodo

da manha, entre 8:00 e 12:00 horas. Para a realizacao dessas avaliagoes foi
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utilizado o medidor de gases por infravermelho IRGA modelo LI-6400XT (LI-
COR, Inc., Lincoln, NE, USA). As mensuragdes foram realizadas nas folhas
mais jovens do terco médio das plantas totalmente expandidas, para todos os

tratamentos.

indice relativo de clorofila (IRC): as determinagdes foram feitas com
clorofilometro portatil (SPAD-502) e as medigdes foram realizadas nas folhas

do ter¢o médio da planta totalmente expandidas, de todos os tratamentos.

5.7.2 Variaveis morfologicas

VI.

Altura da planta: foi avaliada por meio da medi¢do da distancia do colo da planta

(rente ao substrato) e a extremidade do broto terminal do ramo principal.

Diametro do caule: foi avaliado com utilizagdo de paquimetro digital, sendo

determinado aos 5 cm acima do coleto das plantas.

Area foliar: foi avaliada ao final do experimento, sendo retiradas as folhas das

plantas e colocadas no scanner de area foliar modelo 6400-40 da LI-COR.

Massa da matéria seca de parte aérea (MSPA): as amostras de parte aérea foram
acondicionadas em sacos de papel e secas em estufa a 60 °C por, aproximadamente,
uma semana, até obten¢do de peso constante. Em seguida, as amostras secas em

estufa foram pesadas em balancga digital.

Massa da matéria seca de raiz (MSR): apds separadas da parte aérea, as amostras
de sistema radicular foram lavadas, secas ao ar, acondicionadas em sacos de papel
e mantidas em estufa a 60 °C por aproximadamente uma semana, até apresentar

massa constante. Entdo, as raizes secas foram pesadas em balancga digital analitica.

indice de Qualidade de Dickson (IQD): a avaliagdo da qualidade das mudas foi
realizada pelo Indice de Qualidade de Dickson (IQD), (DICKSON et al., 1960)

obtido através do calculo:
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MST (g)

IQD =

H(cm) , PMSPA (g)

DC(mm) = PMSR (g)

Em que, (MST) = massa seca total, em g; (H) = altura da parte aérea, em cm; (DC) didmetro do

coleto, em mm; (PMSPA) = peso da matéria seca da parte aérea, em g; PMSPA = peso de

matéria seca das raizes, em g.

5.7.3 Variaveis microbioldgicas

Foram determinados os seguintes pardmetros microbiologicos:

Colonizacao micorrizica: para avaliagdo da colonizagdo micorrizica as raizes
foram lavadas em 4gua corrente, selecionadas aquelas mais finas e armazenadas
em um recipiente com solucdo de alcool a 70% até o momento da analise. A
clarificagdo e coloracao das raizes para analise da colonizagao foi feita de acordo
com metodologia proposta por Phillips e Hayman (1970) e adaptada por Koske e
Gemma, (1989) e Grace e Stribley, (1991). A percentagem de colonizagdo foi
obtida segundo sugestdo de McGONIGLE et al. (1990).

Abundancia de esporos de FMA: para determinagdo da abundancia de esporos
pesou-se 100 g de solo via peneiramento imido de cada amostra dos tratamentos,

seguindo os procedimentos descritos por Gerdemann e Nicholson (1963).

Massa da matéria seca dos noédulos: para a avaliagdo da massa da matéria seca dos
nodulos, as raizes foram lavadas e os nodulos foram retirados e acondicionados
em placas de Petri e secos em estufa com circulagdo for¢ada de ar a 65°C até

atingir massa constante. Em seguida foram pesados em balancga digital analitica.
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5.7.4 Variaveis quimicas

Analise quimica do tecido vegetal e do solo:

Anélise quimica da parte aérea e raiz: apés a determinacdo da massa da matéria
seca da parte aérea e raiz o material foi triturado para serem analisados os teores
de N, P, K, Ca, Mg, Fe, Cu, Zn e Mn. O teor de nitrogénio foi determinado
apenas na parte aérea pelo método micro-Kjeldahl (TEDESCO et al., 1995). Os
demais elementos foram determinados na parte aérea e raizes por digestdo via
seca (incineracdo) e extraidos pela solugdo de acido nitrico 1 mol L (SILVA,
2009). As leituras de Ca, Mg, Fe, Cu, Zn e Mn foram feitas por absorcdo
atdmica, as de P foram feitas por colorimetria em espectrofotdmetro e as de K,

em fotdbmetro de chama.

Analise do solo: para a realizacdo das analises quimicas, as amostras foram
secas, seguindo-se os procedimentos preconizados pela metodologia descrita por
Silva (2009), sendo determinados pH em &gua, 0 Mn e o P disponiveis pela
extracdo por Mehlich I (SILVA, 2009). A leituras do Mn foram feitas por

absorcédo atbmica e as de P por colorimetria em espectrofotémetro.

5.8 Analises estatisticas

Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA). Mediante a

constatacdo de diferenca significativa, os dados foram comparados por meio do teste de Tukey

(p<0,05). As variaveis altura de planta, diametro de caule, indice SPAD e as trocas gasosas,

foram analisadas ao longo do tempo e comparadas também por meio de ajustes a modelos de

regressao. A selecdo dos modelos foi realizada com base na significancia e no coeficiente de

determinacdo (R?). As analises estatisticas foram processadas utilizando-se o software

estatistico SISVAR (FERREIRA, 2019).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Teores de manganés (Mn), fosforo (P) e pH no solo

Os resultados das andlises de manganés (Mn), fésforo (P) e pH do solo (Tabela 2)
evidenciam a influéncia dos tratamentos sobre o solo da rizosfera das plantas.

Tabela 2 - Teor de Manganés, Fosforo e pH do solo, ap6és o cultivo de sabia (M.
caesalpiniaefolia Benth.) quando submetida aos diferentes tratamentos

Mn P pH
Tratamentos " mg kgl ------- -~ H,0 - -
Controle 420,21 a 9,05b 6,26 a
Adub. (N e P) 392,04 b 19,76 a 5,91 ab
Rizo6bios 432,54 a 731D 570b
Micorrizas 421,4a 2,38¢C 574b
Mix 418,21 a 3,68¢ 6,06 ab
____________________ [=R
F.V 7,319™ 112,848™ 5,744
C.V. (%) 5,34 77,21 4,90

' Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem entre si por meio de Teste de Tukey a 5 % de probabilidade. ns; ** ¢ *: Nao
significativo; significativo a 1 e 5 % de probabilidade, respectivamente.

2 Tratamentos: Cont. (Controle); Adub. (N e P); Rizébios; Micorriza e Mix (Rizébios + Micorriza).

3FV: Fontes de Variagao.

Os teores de Mn disponiveis na solucao do solo estao muito acima da média, uma
vez que, nos solos brasileiros seu teor soltivel varia de 0,1 a 100 mg kg”! (MALAVOLTA, 1980).
Houve diferencga significativa para os teores de Mn disponiveis no solo, sendo que os menores
valores foram encontrados no tratamento com adubac¢do (N e P), isso pode estar relacionado
com a formacao de precipitados de baixa solubilidade entre 0 Mn e o fosforo (P) (Mn.H2POs.
(OH)»), tendo em vista que esse tratamento recebeu uma adubagdo complementar de P na forma
de fosfato monoamdnico (MAP). Resultados semelhantes foram encontrados por Habte e
Soedarjo (1996), que verificaram menor disponibilidade de Mn*" quando doses maiores de P
foram aplicadas nos substratos.

E vélido destacar ainda a estreita relagdo existente entre o P e o Mn, o que demanda
a necessidade de uma melhor investigagdo da dindmica da adubacdo fosfatada em areas
degradadas pela mineragcdo de manganés (Mn), tendo em vista que pode ser uma das possiveis
estratégias utilizadas para auxiliar na reabilitagdo dessas areas.

Os valores de P disponiveis no solo (Tabela 2) apresentaram diferenca estatistica
significativa entre os tratamentos, conforme teste de Tukey (p<0,05), onde os menores valores
foram referentes aos tratamentos com Micorrizas ¢ o Mix. A explicacdo para esse
comportamento pode estar relacionada aos beneficios gerados pelos FMA, os quais sdo capazes

de promover a exploragdo de um maior volume de solo através das suas hifas externas
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(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). O maior valor de P no solo ocorreu no tratamento com
adubacado (N e P), o que ja era esperado, tendo em vista que o solo recebeu adi¢ao de P. Os
valores de pH apresentaram diferencgas sutis entre os tratamentos, uma vez que a reacao do solo
foi acida em todos os casos, sendo que os menores valores, no caso dos tratamentos com
inoculacdo de micro-organismos (Rizobios, Micorriza e Mix) ocorreram provavelmente devido
a dois fatores principais: a liberagao de compostos acidos pelas raizes (exsudados radiculares)
e absorcao de cations da solucao do solo que, uma vez sendo absorvidos, as plantas tendem a
compensar o equilibrio eletroquimico existente entre o interior da células (citosol) e meio
externo liberando ions H" em fungio da bomba de protons H'- ATPase, diminuindo assim o pH

do solo (MARSCHNER, 2012 ; FERNANDES et al., 2018).

6.2 Acumulo de nutrientes na parte aérea das plantas de Sabia

O acumulo de nutrientes avaliados na parte aérea das plantas de sabid apresentou
diferenga estatistica significativa entre todos os tratamentos de inoculacao, conforme teste de
Tukey (p<0,05). (Tabela 3).

Tabela 3 - Aciimulo de nutrientes na parte aérea (PA) de plantas de sabid (M. caesalpiniifolia
Benth.) quando submetidas a diferentes tratamentos

Tratamentos N P K Ca Mg Mn Cu Zn Fe
---------------------------- mgplanta- - - - - - -
Cont. 90,98 d 0,66 b 10,09 ¢ 5,64 c 1,55¢ 0,15¢ 0,0lc 0,03 ¢ 0,04 ¢

Adub. NeP) 232,65¢ 4,03a 29,40b 18,66b 528b 0,66a 005b  01Ilb 0,11b
Rizobios  82,13d  0,59b  829c¢  488c¢c 145¢ 0,16¢c 00lc  002c 004c
Micorriza ~ 308,55b  437a  27.64b 1933b 551b 0,60ab 0,07a 01lb 0,1l6a

Mix 446,31a  420a 3394a  2427a 7,54a 0,52b 0,07a 0,14a 0,19a
________________________________ o
F.V 69,32 138,26™ 113,11 108,61 97,75 9,94 105,28 141,56 35,98™

C. V. (%) 25,10 19,10 16,06 18,26 20,04 2233 20,09 16,30 34,21

! Médias seguidas de mesma letra na coluna, nio diferem entre si por meio de Teste de Tukey a 5 % de probabilidade. ns; ** ¢ *: Nao
significativo; significativo a 1 e 5 % de probabilidade, respectivamente.

2 Tratamentos: Cont. (Controle); Adub. (N e P); Rizobios; Micorrizas e Mix (Rizobios + Micorrizas).

3 F.V: Fontes de Variagio.

Com base nos resultados obtidos, podemos inferir sobre a capacidade das plantas
de absorverem e acumularem os nutrientes e, consequentemente, de se estabelecerem em areas
degradadas pela mineragao de Mn, uma vez que, a camada fértil do solo ¢ retirada em virtude
da exploragdo do minério. Conforme pode ser observado, as plantas do tratamento Mix
apresentaram os maiores valores de acimulo dos macronutrientes (N, K, Ca, Mg,), no entanto,
o acumulo de P ndo apresentou diferenca estatistica significativa entre os tratamentos

Micorrizas e Adubagao (N e P).
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Quanto a absor¢@o e acimulo de nitrogénio pelas plantas, pode-se observar que o
tratamento Mix contribuiu com um incremento de 490% de nitrogénio em relagdo ao tratamento
controle e 543% em relagdo ao tratamento com Rizdbios. Esses resultados constatam a
importancia da dupla inoculagdo Rizobios + Micorrizas e evidenciam um forte sinergismo entre
esses micro-organismos, sendo possivel também comprovar no modelo testado que a eficiéncia
da fixagdo biologica do nitrogénio depende do fosforo prontamente disponivel. Plischel et al.
(2017) em seus estudos constataram que os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) estimulam
a fixagdo biologica de nitrogénio pela maior aquisi¢do de fosforo. E valido destacar que as
plantas do tratamento Micorrizas apresentaram o segundo melhor resultado, seguido do
tratamento de Adubacgao (N e P).

Avaliando a absor¢do de fosforo pelas plantas nota-se que ndo houve diferenca
estatistica significativa entre os tratamentos Mix, Micorrizas e Adubagdo (N e P), resposta que
pode estar relacionada ao fato das plantas do tratamento com adubacdo mineral completa terem
mais fosforo disponivel para a absor¢dao, enquanto que as plantas do tratamento Mix e
Micorrizas, por estarem associadas aos FMA, tiveram uma maior eficiéncia na absor¢do desse
elemento. Isso acontece pela alta afinidade das hifas externas dos FMA pelo fosforo (P)
inorganico que podem explorar os poros do solo inacessiveis as raizes e, dessa forma, aumentar
a translocacdo do P inorganico para as plantas (BAGO, 2000).

Para o acumulo dos micronutrientes (Tabela 3) as plantas do tratamento Mix e
Micorrizas apresentaram os maiores valores de absor¢ao e acimulo de Fe e Cu. Para o elemento
Zn, o tratamento Mix apresentou os maiores resultados. As plantas do tratamento Adubacgdo (N
e P) e Micorrizas apresentaram os maiores acumulos de Mn e ndo se diferenciaram
estatisticamente entre si. No entanto, as plantas do tratamento Mix aprestaram valores inferiores
de acamulo de manganés em relagdo a adubagao (N e P). Isso pode ser explicado pelo efeito da
associacdo (micorrizas + rizobios) que atuam na imobilizacdo do elemento impedindo sua

translocagdo para parte aérea.

6.3 Concentracdo de manganés (Mn) e fosforo (P) na parte aérea e raizes

Os valores das concentracdes de Mn na parte aérea das plantas de M.
caesalpiniaefolia Benth. apresentaram diferenca estatistica pelo teste de Tukey (p<0,05). Os
valores foram maiores nos tratamentos controle, Adubacao (N e P), Rizobios e Micorrizas, os
quais nao diferiram estatisticamente entre si, enquanto para o tratamento Mix, ocorreram as

menores concentragcdes de manganés (Figura 3A).


http://www.frontiersin.org/people/u/395294
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6079243/#B22
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Figura 3 - Concentragio de manganés (Mn) e fosforo (P) em mg kg™ em plantas de sabia (M.
caesalpiniaefolia Benth.) cultivadas sob os diferentes tratamentos. Mn na parte aérea (A) e
raizes (B), P na parte aérea (C) e raizes (D)
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Quanto ao Mn nas raizes das plantas, houve diferenca estatistica significativa entre
os tratamentos e 0s que apresentaram as maiores concentragdes foram os tratamentos Mix e
Micorrizas (Figura 3B).

Os valores para as concentracoes de P na parte aérea e raizes (Figura 3C e 3D)
mostraram diferenca estatistica significativa entre os tratamentos. Nota-se também certa
semelhanca para as concentragdes dos nutrientes na parte aérea e raizes nos respectivos
tratamentos de inoculagdo. Para a parte aérea (Figura 3C), os maiores valores foram para os
tratamentos com Micorrizas € Adubagao (N e P), enquanto as maiores concentragdes de fosforo
nas raizes (Figura 3D) ocorreram nos tratamentos Adubacgdo (N e P), Micorriza e Mix.

Para as concentragdes de Mn ¢ importante ressaltar que a auséncia de efeito
significativo nos tratamentos citados pode estar relacionada a um efeito de diluicdo do Mn na
parte aérea das plantas, tendo em vista que as plantas do tratamento micorrizas ¢ Adubacao (N

e P) apresentaram uma maior producao de biomassa vegetal em relacdo ao Controle e Rizdbios.



42

As plantas dos tratamentos de Adubagdo (N e P) e Micorrizas apresentaram os maiores valores
de fosforo na parte aérea. Na literatura sdo relatadas as contribuigdes dos FMA na atenuagao
dos efeitos da presenca de metais pesados no solo (GARCIA et al., 2017; HRISTOZKOVA et al.,
2017), porém, pouco se sabe a respeito dos mecanismos utilizados para intera¢do entre os
micro-organismos simbiontes e as plantas, as quais podem sobreviver em ambientes
contaminados por metais pesados, como € o caso do Mn. No entanto, existe uma relacao
positiva entre o fosforo e 0 manganés que, provavelmente, faz com que o foésforo seja um fator
importante para a atenuagdo da toxidez do manganés pelas plantas, podendo, a afinidade dos
FMA com o fosforo ser um ponto estratégico para a reabilitagdo dessas areas. Segundo
Nogueira e Cardoso (2002), as plantas colonizadas por FMA apresentam um maior acimulo de
P o qual pode se complexar com o manganés, diminuindo assim sua atividade na planta.

As maiores concentragdes de manganés nas raizes expressam o potencial de
fitoestabilizagdo desse elemento pelas plantas colonizadas pelos FMA, o que pode ser explicado
pela reten¢do do elemento pelas estruturas fungicas. Além disso, excre¢des produzidas pelos
FMA, como a glomalina, sdo capazes de reter os metais pesados que estdo disponiveis na
solucao do solo (WU et al., 2014), contribuindo para a imobiliza¢do do elemento na rizosfera.

Na literatura sdo relatadas diversas estratégias dos FMA na fitoprote¢do da planta,
entre elas, a imobiliza¢do dos elementos tragos na sua biomassa. Cabral et al. (2010) em seus
estudos verificaram que o micélio dos FMA possui alta capacidade de retencdo dos metais,
atuando como uma barreira fisica que inibe a translocagdo destes das raizes para parte aérea.
Essa estratégia auxilia o crescimento e sobrevivéncia das plantas colonizadas em locais
contaminados. Somado a isso, verifica-se também o aumento da absor¢do de fosforo pelas
plantas inoculadas, promovendo uma maior tolerancia por reduzir a translocagao dos elementos

metalicos das raizes para a parte aérea (SOARES et al., 2007).

6.4 Variaveis morfolégicas das plantas de Sabia

Os resultados para variaveis Indice de qualidade de Dickson (IQD), Area foliar,
Massa da matéria seca de raizes (PMSR) e Massa da matéria seca da parte aérea (PMSPA) das
plantas de M. caesalpiniaefolia Benth. mostraram diferencas significativas entre os tratamentos

que receberam inoculagdo (Tabela 4).


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0929139316300087#!
https://link-springer-com.ez11.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s00128-018-2405-6#CR4
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Tabela 4 - Area foliar, Indice de Qualidade de Dickson (IQD), Peso da Matéria Seca de Raizes
(PMSR) e Peso da Matéria Seca da Parte Aérea (PMSPA) em plantas de sabia (M.
caesalpiniaefolia Benth.) quando submetidas a diferentes tratamentos

Tratamentos Area foliar PMSR PMSPA 1QD
se--em?o--- oo g------ —---- g----- -

Cont. 151,59 ¢ 1,23 ¢ 1,07 ¢ 0,19¢

Adub. (Ne P) 499,99 ab 2,62 b 3,99b 0,52b

Rizbbios 131,58 ¢ 1,37 ¢ 097 ¢ 0,20 ¢

Micorriza 477,46 b 2,97 ab 4,16 b 0,52b

Mix 563,55 a 3,36 a 511 a 0,65 a
F.V 136,16™ 83,010™ 222,662 102,29™

C. V. (%) 15,33 14,43 13,20 15,55

! Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem entre si por meio de Teste de Tukey a 5 % de probabilidade. ns; ** e *: Nao
significativo; significativo a 1 e 5 % de probabilidade, respectivamente.

% Tratamentos: Cont. (Controle); Adub. (N e P); Rizobios; Micorriza e Mix (Rizébios + Micorriza).

3 F.V: Fontes de Variagio.

O tratamento inoculado com o Mix apresentou os maiores resultados para todas as
varidveis analisadas, enquanto os tratamentos Controle e Rizobios apresentaram os menores.
Esses resultados evidenciam que a inoculagdo conjunta entre rizébios e micorrizas favorece o
crescimento das plantas e a incorporagdo de biomassa, o que pode ser explicado pelo maior
fornecimento de nutrientes pelas associagdes formadas, sendo que os FMA promovem um
maior acimulo de fosforo e os rizobios de nitrogénio. Além disso, alguns autores relatam a
inducdo de hormonios nas plantas quando estas estabelecem associagdes simbidticas com
micro-organismos, os quais estimulam o crescimento e a resisténcia destas.

As plantas do tratamento inoculado apenas com rizdbios apresentou um resultado
inesperado, na auséncia dos FMA. Esse tratamento ndo se diferenciou do controle, apresentando
baixos valores de Area foliar, IDQ, PMSR, PMSPA, esse comportamento pode estar atrelado a
altas concentragdes de Mn e, o que implica, consequentemente, na baixa eficiéncia de absorc¢ao
de outros dos nutrientes, especialmente do fosforo (BAI ef al., 2016), tendo em vista que esse
elemento ¢ essencial para o crescimento das plantas, atuando no metabolismo vegetal,
desempenhando um papel importante na transferéncia de energia da célula, na respiracdo e na
fotossintese das plantas (MARSCHNER, 2012).

Avaliando a qualidade das mudas expressa pelo IQD, observa-se que as plantas do
tratamento Mix apresentaram os maiores valores do indice, seguido da Adubacdo (N e P) e
Micorrizas, quanto a isso, sabe-se que quanto maior o IQD melhor ¢ a qualidade da muda
produzida (CALDEIRA et al., 2012), o que ¢ explicado pela robustez ¢ o equilibrio da
distribuicdo da biomassa vegetal, resultando em plantas mais aptas e resistentes para se
transferirem para o campo. Os efeitos dos tratamentos que receberam inoculagdo com micro-
organismos também podem ser verificados na Figura 4, que mostra a distribui¢do dos

tratamentos e o aspecto das plantas na fase final do experimento.
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Figura 4 - Aspecto final das plantas de sabia (M. caesalpiniifolia Benth.) sob os diferentes
tratamentos

Micorrizas « Rizdbios Adubagdo (N e P) g Controle

Fonte: Autor

As varidveis altura de planta, didmetro do caule e indice SPAD também foram
influenciadas significativamente em func¢do dos tratamentos de inoculagdo recebidos (Tabela
5).

Tabela 5 - Altura de planta (Alt. Planta); Didmetro de caule (Diam. Caule) e indice SPAD de
Plantas de sabid (M. caesalpiniaefolia Benth.) quando submetidas a diferentes tratamentos

Alt. Planta Diam. Caule indice SPAD
T ----Cm---- ----mm---- -
ratamentos Cont. 19,49 b 2,16 ¢ 28,25 ¢
Adubagdo (N e P) 36,05a 2,78 ¢ 31,92b
Rizobbios 21,43 b 2,47d 32,03b
Micorriza 36,24 a 3,20b 29,97 ¢
Mix 36,14 a 343 a 37,85a
Epocas I 19,76 1,49 27,16
II 22,65 1,87 29,81
111 25,53 2,25 31,66
v 28,42 2,62 35,58
A% 31,31 2,99 33,31
VI 34,20 3,37 33,27
VII 37,09 3,74 33,24
VIII 39,97 4,12 -
___________________ Fooooome oo oo
Trat. Inoculago (I) 86,96 384,15™ 59,169™
Epoca (E) 42,39 758,74™ 24,747
IxE 3,30" 9,58™ 5,827
C. V. (%) Trat. moculacio 27,67 8,40 12,30

! Epoca: Epocas de avaliagio apos o plantio das plantas de Mimosa caesalpiniifolia Benth. em dias apos o plantio (DAP).
2 Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem entre si por meio de Teste de Tukey a 5 % de probabilidade.
3ns; #x ¢ *: Nio significativo; significativo a 1 € 5 % de probabilidade, respectivamente.

Para varidvel altura de planta, os tratamentos Adubagao (N e P), Micorrizas e Mix

apresentaram os maiores valores e ndo diferenciaram significativamente entre si, conforme teste

de Tukey (p<0,05).
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As plantas do tratamento Mix também apresentaram os maiores resultados para as
variaveis didmetro do caule e o indice SPAD. Esses resultados refletem um balango adequado
dos nutrientes nas plantas, especialmente do fosforo e nitrogénio, refletindo a importancia da
inoculacdo com o0s micro-organismos simbiontes na fisiologia e, consequentemente, no
crescimento das plantas. O indice SPAD, que esta relacionado com os teores de clorofila,
apresentou os menores resultados nas plantas do tratamento Controle e Micorrizas, o que pode
estar relacionado as concentragdes de nitrogénio nas plantas. Além disso, as altas concentragdes
de manganés nas folhas podem ter contribuido para a diminuicdo da taxa fotossintética,
refletindo no menor teor de clorofila nas plantas e evidenciando o potencial da interagdo
tripartite (leguminosa-rizobio-micorriza) para a reabilitacio de areas degradadas pela
mineracdo de manganeés.

Houve interagdo significativa (p<0,01) entre os tratamentos que receberam
inoculacdo e as épocas de avali¢do para as variaveis analisadas (Tabela 5). Para o fator épocas,
¢ possivel observar uma tendéncia de aumento nos valores das varidveis ao longo do tempo.

As variaveis das equagdes de regressao ajustadas para os dados de altura de planta
e didmetro do caule evidenciam uma resposta significativa as inoculagdes (Figura 5A e 5B).

Figura 5 - Altura de planta (A) e Didmetro de caule (B) de plantas de sabia (M. caesalpiniaefolia
Benth.) em funcao de diferentes tratamentos com inoculagdo microbiana em solo proveniente
da mineragdo de Manganés
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Para a variavel altura de planta (Figura 5A) os tratamentos Mix, Micorrizas e
Adubagao (N e P) se adequaram ao ajuste quadratico, enquanto os tratamentos Controle e
Rizobios se adequaram a um ajuste linear. Para varidvel Didmetro do caule (Figura 5B) todos

os tratamentos se adequaram ao ajuste linear.
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Os tratamentos Mix, Adubacao (N e P) e Micorrizas favoreceram o crescimento das
plantas ao longo do experimento. O maior crescimento dessas plantas estd associado ao
adequado balanco dos nutrientes, especialmente do fosforo e do nitrogénio, o que explica o
comportamento semelhante das plantas do tratamento Mix e Adubagdo (N e P). Conforme
Foyer et al. (2018), o P e o N, por serem nutrientes essenciais a nutri¢cdo das plantas e quando
disponiveis em quantidades equilibradas no solo, geralmente promovem aumentos
significativos para as caracteristicas altura da planta, biomassa e diametro do caule. A dupla
inoculacdo (rizébios-micorrizas) e o estabelecimento da simbiose amplia a capacidade de
absorc¢do de nutrientes por parte do macro-simbionte autotréfico e, consequentemente, aumenta
os indices morfologicos como altura de planta, didmetro de caule e produtividade (SILVA,
2016).

Almeida e Raymundo-Junior (2006), estudando o crescimento de mudas de angico-
do-cerrado inoculadas com rizébio e micorriza, observaram que a dupla inoculacdo
proporcionou, entre outros beneficios, um maior crescimento em altura das mudas, com
diferengas estatisticas significativas em relagdo ao tratamento de inoculacdo apenas com
rizobios.

E valido ressaltar que no presente ensaio houve uma maior estabilizagdo no
crescimento das plantas do tratamento Micorrizas em torno dos 70 DAE. Além disso, observou-
se um limitado crescimento das plantas nos tratamentos Controle e Rizobios ao longo do
experimento, comportamento compativel para o efeito das altas concentragdes de manganés no
solo. Pan et al., (2018) verificaram em seus estudos que o estresse do Mn limita o crescimento
das plantas como resultado das alteragdes fisiologicas e bioquimicas, especialmente da
fotossintese.

Para o didmetro do caule também foi observado uma resposta mais expressiva para
as plantas do tratamento Mix, evidenciando mais uma vez o potencial benéfico para a planta da
dupla simbiose com FMA e rizobios. Segundo D’avila et al. (2011) e Hoppe et al. (2003), em
geral o parametro didmetro do caule ¢ a caracteristica mais observada para indicar a capacidade
de sobrevivéncia da muda no campo. Isso porque o didmetro do caule tem correlagdo com o
tamanho médio do sistema radicular (ELOY et al., 2013) e, consequentemente, as plantas t€m

maior capacidade de se adaptar as condi¢des adversas que o ambiente impoe.
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6.5 Indice SPAD nas plantas de Sabia

Os resultados para o indice SPAD ajustaram-se a modelos lineares de regressao para
os tratamentos Controle, Rizobios e Mix, sendo que o tratamento Mix apresentou os maiores
indices SPAD com incrementos de 0,30 a cada DAE (Figura 6).

Figura 6 - Indice SPAD em plantas de sabia (M. caesalpiniifolia Benth.) cultivadas sob

diferentes tratamentos em solo proveniente da mineragdo de Manganés
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O tratamento Adubacdo (N e P) ajustou-se ao modelo quadratico, apresentando
resposta maxima estimada de 37,07 aos 62 DAE tendo, apos esse periodo, os valores médios
observados, decrescido até o final do periodo de avaliagdo. O tratamento Micorrizas ndo
mostrou ajuste a nenhum dos modelos utilizados, apresentando distribui¢ao aleatdria ao longo
do ciclo de crescimento.

Fica evidente o potencial da dupla inoculagdo para um maior aumento na tolerancia
das plantas em ambientes contaminados, ja que os teores de clorofila se mantiveram crescentes
ao longo do experimento. Pereira et al. (2019) observaram resultados também positivos nos
teores de clorofila e na razdo de area foliar em plantas de Vicia Faba submetidas a inoculagio
com Rhizobium laguerreae e FMA.

E valido salientar que os maiores teores de clorofila nas plantas do tratamento Mix
podem também estar relacionados com a menor absor¢do de Mn e com maior absor¢do de
nitrogénio. Segundo Cardoso (2012), as plantas s3o mais eficientes no aproveitamento do
nitrogénio fixado pelas bactérias, principalmente por este se encontrar disponivel e menos
susceptivel a perdas. Isso também pode explicar o comportamento de decréscimo nos teores de
clorofila ao longo do tempo nas plantas do tratamento Adubacao (N e P), como também as altas

concentragdes de manganés.
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Em concentracdes ideais, o Mn participa ativamente da sintese de clorofila
compondo a estrutura de proteinas e enzimas do sistema fotossintético, além disso, conforme
Hakala et al. (2006), o Mn funciona nos parametros da clorofila, provavelmente, através do
sistema oxidante do fotossistema II e da fotélise das moléculas de 4gua que fornecem energia
para a fotossintese.

Alguns autores tém relatado os efeitos negativos dos metais pesados nos pigmentos
fotossintéticos. Chandra e Kang (2016), trabalhando com a exposic¢ao de hibridos de dlamo a
metais pesados verificaram redugdes significativas nos teores de clorofila e carotendides nas
folhas, o que refor¢a ainda mais os resultados obtidos aqui no presente trabalho no que se refere
a esse parametro. Keller et al. (2015), trabalhando com o efeito do silicio em mudas de trigo
(Triticum turgidum L.) cultivadas em hidroponia e expostas ao Cu, verificaram que a toxidade
desse elemento por metais pesados reduziu o conteudo de pigmentos fotossintéticos, entre eles

a clorofila.

6.6 Massa da matéria seca de nodulos nas raizes das plantas de Sabia

Observando-se a Figura 7 podemos evidenciar que as plantas do tratamento
Rizobios apresentaram valores muito pequenos para a varidvel massa da matéria seca de
nddulos.

Figura 7 - Massa seca de nddulos em raizes de plantas de sabid (M. caesalpiniaefolia Benth.)
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pequenos, os quais ndo se diferenciaram. J4 as plantas do tratamento Mix apresentaram nddulos
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bem desenvolvidos, o que resultou na maior producdo de massa da matéria seca de nddulos
observada. E valido salientar que as estirpes utilizadas sdo provenientes da area de mineragio
de manganés, indicando a tolerancia desses isolados as altas concentracdes desse elemento no
tratamento Mix.

Diante desses resultados, pode-se inferir que ocorreram limitagdes nutricionais a
formagdo dos nodulos, principalmente fosforo, o que comprometeu a eficiéncia das bactérias
fixadoras de nitrogénio nas plantas do tratamento Rizdbios. Além disso, foi possivel perceber
que os FMA favoreceram a nodulagio e a fixa¢ao do nitrogénio pelas bactérias nas plantas do
tratamento Mix, o que pode estar relacionado ao maior fornecimento do fésforo proporcionado
pelos FMA, influenciando positivamente o processo de fixagao biologica do nitrogénio.

Resultados encontrados por Jesus er al. (2005), estudando a dependéncia de
micorrizas para a nodulagdo de leguminosas arboreas tropicais, verificaram que as espécies de
Piptadenia gonoacantha (Mart.). e Piptadenia paniculata Benth. dependem da micorrizagdo
para um crescimento satisfatorio e para a nodulagdo com rizoébios em solos com baixa
disponibilidade de fosforo.

Tavares et al. (2016), trabalhando com produgao de mudas de M. caesalpiniaefolia
benth. verificaram que a nodulagdo dessa leguminosa foi favorecida pela inoculagdo
micorrizica. Centrolobium tomentosum (MARQUES et al., 2001) e Anadananthera peregrina
(GROSS et al., 2004) sdo também exemplos de leguminosas que apresentam maiores
desenvolvimento, nodulagdo e fixacao de nitrogénio quando inoculadas com FMA. Bulgarelli
et al. (2017) trabalhando com a dupla inoculagdo verificou que os FMA promoveram o aumento
da nodulacdo e a atividade aparente da nitrogenase em relagdo as plantas inoculadas apenas
com rizdbios.

Na literatura sdo muitos os autores que relatam a importancia do fésforo para a
fixacdo do nitrogénio, ja que o processo € altamente exigente em energia em forma de ATP.
Além disso, a concentracdo de fésforo encontrado nos nodulos é trés vezes superior do que é
encontrado em qualquer 6rgdo da planta (VADEZ, 1997). Desse modo, torna-se evidente a
contribuicdo dos FMA para a fixacdo bioldgica de nitrogénio, tendo em vista, a contribuicao
desses micro-organismos na absor¢édo de fosforo. Diante disso, é valido salientar a contribuicao
da dupla inoculagdo ou interacdo tripartite (leguminosa-micorrizas-rizébios), como uma
estratégia biotecnoldgica indispensavel para a reabilitacdo de &reas degradadas pela mineracao,
especialmente por se tratar de solos gque tiveram a sua camada fértil removida.

Diante disso, fica claro a necessidade de realizacdo de mais pesquisas que venham

esclarecer as lacunas existentes no que se refere aos mecanismos que controlam o sinergismo
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entre 0s FMA, as bactérias e as raizes de plantas, pois embora tenham sido realizados alguns
trabalhos, os mecanismos propostos ainda necessitam de confirmacdes experimentais mais
completas.

6.7 Densidade de esporos e coloniza¢do micorrizica nas raizes das plantas de Sabia

Como podemos observar na Figura 8, ndo houve diferencga estatistica pelo teste de
Tukey (p<0,05) para a variavel densidade de esporos entre os tratamentos Mix e Micorrizas.
Para o percentual de colonizagdo micorrizica o tratamento Micorrizas apresentou os maiores
valores, diferindo estatisticamente do tratamento Mix. Os demais tratamentos apresentaram
valores nulos, tanto de colonizagdo micorrizica quanto de densidade de esporos, o que era
esperado.

Figura 8 - Densidade de esporos e percentual de colonizagdo de raizes em plantas de sabid (M.
caesalpiniifolia Benth.) em solos da mineracdo de manganés
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Em relacao a Densidade de esporos, podemos concluir que, como as concentragdes
de Mn no solo do experimento eram similares, a presenca desse elemento e fatores intrinsecos
a propria simbiose regularam sua producdo no solo, além do fato de ambos os tratamentos
estarem sob influéncia da rizosfera da mesma espécie hospedeira.

Garcia et al., (2016) avaliando a tolerancia de M. caesalpiniaefolia Benth. associada
a micorrizas arbusculares em substrato da mineracdo de manganés encontraram valores

similares aos aqui obtidos para a densidade de esporos no solo.
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A colonizacdo das raizes das plantas do tratamento Micorrizas apresentaram as
maiores taxas de colonizacao (65% das raizes colonizadas), seguido pelas plantas do tratamento
Mix (55% das raizes colonizadas) (Figura 8). Esses resultados expressam o potencial das
espécies dos FMA utilizadas no experimento para inoculagdo de plantas em areas degradadas
pela mineracdo de manganés, uma vez que, a alta concentragdo desse elemento no solo ndo
limitou a colonizacdo (Figura 9) nem a esporulacdo no solo. Na literatura alguns autores relatam
a reducdo do crescimento micelial, esporulacdo e colonizacdo dos FMA devido as altas
concentragdes de metais pesados no solo (YANG et al., 2015; AMIR et al., 2013), podendo
comprometer a simbiose e, consequentemente, os beneficios gerados ao hospedeiro.

Fi

ura 9 - Colonizagao micorrizica nas raizes de plantas de sabia (M. caesalpiniifolia Benth.
4 *

Diante disso, as espécies de FMA adaptadas a altas concentracdes de metais pesados
merecem destaque, ja que podem desempenhar fungdes importantes na prote¢do das plantas
contra a toxidez desses elementos, sem grandes comprometimentos de sua fisiologia. Rosa et
al. (2016), estudando os parametros fisiologicos em videiras ‘Paulsen 1103’ (Vitis berlandieri
x Vitis rupestris) inoculadas com FMA em solo contaminado com cobre, concluiram que os
beneficios proporcionados as videiras pela associagao simbiotica podem variar entre as espécies
de FMA e que a inoculacdo com esses fungos pode reduzir a disponibilidade de Cu as videiras

e, com isso, reduzir o efeito toxico do Cu nas células das plantas.
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6.8 Trocas gasosas de Sabia em solo de mineracao de Mn

Os parametros fisioldgicos avaliados foram influenciados significativamente, tanto
de forma aditiva, cada fator separadamente, quanto em funcdo da interacdo entre os fatores
inoculacdo (I) e épocas de coletas (E) (Tabela 6). Os tratamentos Mix e Micorrizas destacaram-
se na promog¢ao dos maiores valores de fotossintese liquida (A), transpiracao (E£) e condutancia
estomatica (gs), enquanto isso, para as demais variaveis analisadas, os tratamentos nao se
diferenciaram estatisticamente entre si.

Tabela 6 - Sintese da analise de variancia para fotossintese liquida (A), condutancia estomatica
(gs), transpiracao (E), concentragao interna de CO; (Ci) e relagdo concentragao interna/externa
de CO» (Ci/Ca) em plantas de sabid em func¢do dos tratamentos e dias apos a emergéncia

A gs CO; E Ci/Ca
Tratamentos Controle 6,16 b 0,22 b 295,10 a 3,27 ¢ 0,76 a
Adub. (N e P) 6,66 b 0,27b 296,37 a 4,52 b 0,76 a
Rizdbios 6,56 b 0,24 b 312,19 a 4,44 be 0,80 a
Micorriza 8,86 a 0,30 b 310,35 a 6,66 a 0,80 a
Mix 8,80 a 0,45 a 325,08 a 6,20 a 0,84 a
Epocas I 11,14 0,33 282,74 8,71 0,72
i 10,21 0,56 340,80 5,93 0,87
1 3,73 0,13 291,72 2,03 0,77
v 2,78 0,15 332,04 1,68 0,85
ANOVA(FY)  mmmmmmmm e F oo ool
Trat. Inoculagdo (I) 18,720™ 9,946™ 2,481" 22,604™ 2,450"
Epocas de Coletas (E) 248,117 47,387 16,750 171,103 14,409™
IxE 4,899" 7,542" 6,792" 3,219 6,868"
C. V. (%) 19,67 48,50 12,43 28,08 12,61

I'ns; ** e *: Nio significativo; significativo a 1 ¢ 5 % de probabilidade, respectivamente. 4 — pmol CO2 m? s!; gs - mol H2Om™ s, E -
mmol HO m*? s7!. Ci - umol m™ s7!; concentragio interna/externa de COz (Ci/Ca).

A andlise de regressao para os dados das trocas gasosas (Figura 10) indica que a
taxa fotossintética e a transpiragdo diminuiram ao longo das quatro épocas de avaliagdo,
ajustando-se a modelos lineares decrescente em todos os tratamentos.

Os efeitos de diminui¢do foram ainda mais pronunciados nos tratamentos com
Micorrizas € Mix, nesses a taxa fotossintética passou de cerca de 12 para menos de 4 umol CO»
m™ s e a transpiracdo, de cerca de 11 para menos de 3 mmol H,O m? s}, ao longo do periodo

de avaliagdo, enquanto nos demais tratamentos essa diminui¢@o foi menos acentuada.
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Figura 10 - Fotossintese liquida (A), condutancia estomética (B) condutincia interna (C) taxa
de transpiracao (D) e relacdo Ci/Ca (E) em plantas de sabia em fun¢do da interacdo entre

tratamentos com inoculagdo de dias apds a emergéncia
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A diminuicao nas taxas fotossintética e de transpiragdo pode se d4 tanto em fungao

do efeito adverso causado pela contaminagdo com o Mn, como também devido a diminui¢do

natural da atividade bioquimica e fisioldgica que ocorrem ao longo do crescimento das mudas

(TAIZ et al., 2017).
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Como as plantas dos tratamentos Micorrizas e Mix estavam mais desenvolvidas,
acabaram sofrendo mais com os efeitos danosos causados pela contaminacdo com o Mn.
Destaca-se que os tratamentos Micorrizas e Mix apresentavam, respectivamente, reducoes de
0,27 e 0,22 umol CO, m? s! de taxa fotossintética, ¢ 0,22 e 0,20 mmol HO m? s de
transpiragdo a cada dia apds a emergéncia. Conforme os modelos ajustados para esses
parametros € em termos proporcionais aos valores maximo e minimo encontrados.

A diminuicdo da fotossintese e da transpiragdo acompanharam a reducao da
condutancia estomatica, exceto para os tratamentos Controle e Adubacao (N e P), demonstrando
que essas taxas foram fortemente governadas e limitadas por fatores difusionais, fato que esta
relacionado as resisténcias estomatica e mesofilica que o CO2 encontra a sua difusdo, desde a
atmosfera, passando pelos espacgos intercelulares, até atingir os sitios de carboxilacdo no
estroma cloroplastidico (FLEXAS et al., 2008). Contudo, o tratamento controle e adubagao (N
e P) apresentaram variagdes em relagdo aos demais para a condutancia estomatica, mostrando
crescimento inicial até por volta dos 60 DAE, seguido de decréscimo até o final do ciclo.

As aberturas estomaticas microscopicas proporcionam uma rota de baixa resisténcia
para o movimento de difusdo de gases através da epiderme e da cuticula foliar e, quando ocorre
um evento de estresse como a contaminacao por Mn, por exemplo, as folhas manifestam alta
resisténcia estomatica, o que ¢ importante para restringir e regular a perda de agua pela planta
e para o controle da taxa de absor¢do de didxido de carbono, necessaria a fixacdo continuada
de CO; durante a fotossintese (TAIZ et al., 2017). Além disso, o fechamento dos estomatos
pode estar relacionado a uma estratégia das plantas para tolerarem as altas concentragdes de
Mn no solo.

Os resultados para a taxa de transpiragdo em todos os tratamentos mostraram-se
semelhantes aos da taxa fotossintética ajustando-se a modelos lineares decrescentes ao longo
das épocas de avaliagdo. Esses dois parametros, na maioria dos casos, costumam caminhar
juntos, uma vez que, de acordo com Ferraz et al. (2012), o rendimento fotossintético depende
da taxa de transpiragdo. De forma geral, com o fechamento dos estdmatos, a difusdo do CO»
juntamente com o efluxo de vapor de agua ¢ diminuida, resultando em menores taxas de
transpiragao (ZEIST et al., 2018).

Outro fator que pode ter levado a diminui¢ao da taxa fotossintética e da transpiracao
¢ a redugd@o no conteudo de clorofila nas folhas das plantas, resultado do aumento do grau de
estresse devido a toxicidade do Mn, causando diminui¢@o na densidade de cloroplastos e, assim,

clorose foliar (SILVA et al., 2015).
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Para a condutancia estomatica (Figura 10B) os dados dos tratamentos Mix e
Micorrizas também se ajustaram a modelos de regressao lineares negativos, diminuindo ao
longo das quatro épocas de avaliagdo; o tratamento com Rizobios ndo se ajustou aos modelos
testados, logo, a Adubagdo (N e P) e o Controle ajustaram-se a modelos quadraticos, com
resposta maxima estimada de 0,47 mol H,O m? s aos 59 DAE e 0,19 mol H,O m™ s aos 60
DAE, respectivamente. Conforme Silva et al. (2015), as trocas gasosas nas plantas superiores
sdo controladas, principalmente, pelo mecanismo de abertura e fechamento estomaético
(controle difusional), dessa maneira, o desbalango nutricional devido as altas concentragdes de
Mn e a clorose foliar causada pelo estresse da contaminagao prejudicam o influxo de CO2 e o
efluxo de vapor de dgua pela folha, diminuindo a condutancia estomatica.

Essa diminuicdo pode ter ocorrido para a manutengdo do ajuste osmotico na planta,
como parte do processo de tolerancia a qualquer estresse presente (OLIVEIRA et al., 2019),
sendo este um mecanismo primario de defesa.

Para o parametro concentragdo interna de CO2, o comportamento foi variavel entre
os tratamentos, a Adubagdo (N e P) ndo apresentou ajuste aos modelos testados, o Mix e
Micorrizas ajustaram-se a modelos linear decrescente e quadratico, respectivamente, enquanto
que, o tratamento com Rizobios e o Controle cresceram linearmente ao longo do tempo. No
entanto, se o controle do processo fotossintético houvesse sido somente difusional, o esperado
seria um comportamento semelhante ao que ocorreu para a condutancia estomatica, fotossintese
e transpiracao, isto €, diminui¢do ao longo do periodo experimental. O comportamento diferente
do esperado, no caso de controle difusional, indica que, supostamente, a fotossintese foi
também afetada por uma limitacdo bioquimica. Nessa situacdo, a assimilacdo de CO» pela
enzima Rubisco (ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase) ¢ prejudicada, ocorrendo o
aumento de COz na camara de carboxilagdo, mas ndo ¢ assimilado pela enzima, essa ¢ uma
possibilidade para a ocorréncia do aumento de CO» interno, em detrimento da diminuig¢do da
taxa fotossintética e da transpiragdo.

Conforme Taiz et al. (2017), para a ocorréncia da fotossintese o CO» precisa
difundir-se do interior da folha para o sitio de carboxilagdo da Rubisco e essa difusao depende
tanto do gradiente de CO» na folha, quanto de resisténcias ao longo da rota de difusdo deste,
por se tratar de mais de uma, as resisténcias aparecem em pontos variados do mesofilo foliar e
impdem muita limitag¢do a fotossintese. Dentre essas resisténcias destacam-se a resisténcia da
camada limitrofe, a estomatica, a dos espagos intercelulares e a do mesofilo, todas limitando a

etapa bioquimica da fotossintese.
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Em condig¢des de estresse abidtico, a capacidade fotossintética da planta ¢ limitada
pela concentragdo de CO> que chega ao local de carboxilagao e ao aproveitamento enzimatico,
além disso, nesses casos as resisténcias a difusdo se pronunciam de forma mais acentuada,
especialmente em plantas C3, que ndo apresentam separagdo entre a fixagao inicial de COz e o
ciclo de Calvin (GALMES et al., 2017). Estes mesmos autores constataram que a concentragio
de CO2 que prevalece dentro de folhas ¢ dependente, principalmente, das condutancias
estomadtica e interna e que as condi¢des do ambiente impulsionam modificacdes cinéticas na
Rubisco, alterando as taxas de assimilagdo do CO». Ainda no trabalho de Galmés et al. (2017),
foi verificada relagdo negativa entre 0 CO> no interior dos cloroplastos e a assimilagdo deste,
enquanto o CO> aumentou, a assimilagdo pela Rubisco diminuiu, comportamento semelhante
ao observado nesse trabalho.

Os efeitos de tratamentos contendo FMA ou associacdo de FMA + Rizobios (Mix)
podem também interferir nas trocas gasosas promovendo variagdes na taxa fotossintética e/ou
na dindmica do CO; no processo fotossintético. Chen et al. (2017), usando trés associacdes de
FMA em mudas de pepino, concluiram que a taxa fotossintética e a transpiracao foram maiores
nos tratamentos com inoculagdes microbianas do que no controle, enquanto para a condutancia
interna de CO», ndao houve diferenga entre os tratamentos. Isso mostra que a condutancia interna
de CO» ¢ muito dependente das condi¢des do meio e da dinamica da enzima Rubisco.

Como as plantas inoculadas nos tratamentos Mix e as Micorrizas foram as que
apresentaram maior tamanho (Tabela 5), também foram as que mais manifestaram sintomas de
estresse no periodo final do experimento. Silva et al. (2019) retratam que isso ¢ absolutamente
normal e ocorre, provavelmente, devido a menor difusdo de CO> na cdmara subestomatica, em
consequéncia do fechamento dos estdmatos nas plantas com maior porte.

Em condig¢des normais, quando ndo ha estresse nas plantas, a concentragdo interna
de CO; tende a ser diretamente correlacionada com o rendimento fotossintético (ZEIST et al.,
2017), mas isso ndo ocorreu para os tratamentos Mix e Micorrizas, embora para este ultimo o
decréscimo no COz interno s6 tenha vindo ocorrer apds os 66 DAE, com base na equacao. Tal
comportamento pode ter ocorrido em decorréncia da causa ja supracitada. Os demais
tratamentos satisfizeram a situagdo prevista pelo autor acima.

Para a relacdo entre as concentragdes interna e externa de carbono (Ci/Ca), os
tratamentos comportaram-se de forma contrastante, enquanto o tratamento com Rizobios e o

Controle aumentaram ao longo do periodo de avaliagdo, o com Micorrizas e 0 Mix diminuiram.
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Contudo, os resultados, de maneira geral, ndo apresentaram grande amplitude,
variando de cerca de 0,6 a 0,9. Os valores da razao Ci/Ca para o tratamento Mix diminuiu de
0,92 até cerca de 0,75, o tratamento Micorrizas apresentou valor maximo estimado da razao
Ci/Ca de 0,86 aos de 65 DAE.

O tratamento controle foi o que apresentou razdo Ci/Ca mais baixa no inicio das
avalia¢des, aumentando de cerca de 0,58 para 0,95 ao final do experimento. A relacdo negativa
entre os comportamentos dos tratamentos Mix versus Controle e Rizdbios pode ter se dado,
sobretudo, devido ao maior tamanho que as plantas do tratamento Mix apresentaram, assim,
estas desencadeiam reacdes fisiologicas de protecdo de modo a diminuirem a condutincia
interna e a transpiracdo e, como consequéncia, menor razdo Ci/Ca ¢ evidenciada. Mesmo com
o comportamento varidvel entre os tratamentos, segundo Farquhar ef al. (1989), os valores
encontram-se dentro de uma faixa considerada normal, uma vez que plantas C3 crescendo em
condi¢des adequadas de desenvolvimento apresentam razao Ci/Ca em torno de 0,7.

A razao Ci/Ca ¢ um bom indicador da limitacdo estomatica da fotossintese, sendo
que em condigdes ambientais favoraveis, esta razdo tende a permanecer constante para um
grande numero de espécies (EHLERINGER; CERLING, 1995). Conforme Lemos et al. (2012),
quando as condi¢des favorecem a diminui¢do da condutincia estomatica, a manutengao da taxa
fotossintética so € possivel com a fixacao interna de carbono mais eficiente no mesofilo foliar.
De maneira geral, sob condi¢des de estresse, as plantas exibem uma reducao da razao Ci/Ca,
quando em comparagdo com as plantas sob condi¢des de controle (LEMOS et al., 2012). Desse
modo, € possivel que esse fator tenha sido responsavel pelos valores de Ci/Ca encontrados nesse

trabalho.
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7 CONCLUSOES

A dupla inoculagdo (micorrizas + rizobios) favorece a tolerdncia e o
estabelecimento de sabid (M. caesalpiniaefolia Benth.) em solos de areas degradadas pela
mineragdo de manganés.

A inoculagdo de micorrizas + rizobios favorece o balango de nutrientes na planta e
melhora o aproveitamento de N e P em solos com elevados teores de Mn.

A micorrizacdo favorece a formacdo de nddulos e consequentemente a fixacdo
bioldgica de nitrogénio.

A adubacdo fosfatada e/ou nitrogenada deve ser levada em consideragdo para ndo
limitar o potencial dos micro-organismos na revegetacao de areas degradadas pela mineracao.

O 1QD confirma que a dupla inoculagdo (micorrizas + rizobios) favoreceu a
qualidade das mudas produzidas.

Os tratamentos com inoculagcdes Micorrizas e Mix, potencializam alteragcfes
morfoldgicas e fisioldgicas nas plantas desencadeando maior tolerancia as altas concentragdes
de manganés no solo.

A dupla inoculagdo (micorrizas + rizébios) potencializa o fechamento estomatico

favorecendo o sistema de defesa da planta.
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