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RESUMO 

 

O excesso de manganês (Mn) no solo pode provocar toxidez às espécies vegetais. Estratégias 

que mitiguem esse tipo de impacto são fundamentais em um processo de revegetação. Diante 

disso, objetivou-se: i) testar a eficiência de diferentes fungos micorrízicos arbusculares 

(FMA) na promoção do desenvolvimento e tolerância de espécies leguminosas em um solo 

com níveis crescentes de manganês e ii) utilizar a microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

e espectroscopia de energia dispersiva (EDS) para investigar a capacidade das estruturas dos 

FMA em acumular Mn. Para isso, foram conduzidos três ensaios experimentais utilizando-se 

as espécies: Mimosa caesalpiniaefolia, Leucaena leucocephala e Acacia mangium. O 

delineamento experimental para cada ensaio foi o inteiramente casualizado, em arranjo 

fatorial 4x4, considerando-se: quatro doses de Mn (0; 100; 200 e 400 mg kg-1) e quatro 

tratamentos de inoculação (controle - não inoculado; Claroideoglomus etunicatum; 

Acaulospora scrobiculata; Diversispora sp.). Determinou-se a massa da matéria seca da parte 

aérea e raiz, teor de P na parte aérea e Mn na parte aérea e raiz, pH do solo após cultivo, 

percentual foliar de toxidez por Mn, densidade de esporos de FMA no solo, colonização 

micorrízica e Mn na superfície dos esporos de FMA, através do MEV e EDS. Os ensaios 

mostraram comportamento diferenciado das espécies leguminosas em função do aumento das 

doses de Mn e inoculação com FMA. Pelos resultados obtidos, podemos concluir que, as 

concentrações excessivas de Mn no solo causam fitotoxidez e inibem o desenvolvimento das 

espécies leguminosas. A inoculação com FMA atenua a toxidez induzida por Mn e maximiza 

o desenvolvimento das espécies leguminosas. Os benefícios proporcionados pelos FMA 

dependem da planta hospedeira e da concentração de Mn no solo. Os esporos dos FMA 

acumulam Mn em sua superfície, funcionado como uma barreira biológica para diminuir a 

fitotoxidez e aumentar a tolerância das espécies leguminosas ao Mn. A eficiência desse 

mecanismo é dependente da espécie de FMA e da planta hospedeira. Ao se considerar a 

tolerância das espécies leguminosas com base em sua biomassa e no percentual foliar de 

toxidez por Mn, as espécies A. mangium e M. caesalpiniaefolia, associadas ao FMA 

Diversispora sp. e C. etunicatum, respectivamente, apresentam maior tolerância a 

concentrações elevadas de Mn no solo, tornando-as, nesse estudo, as mais indicadas para 

futuras práticas de revegetação de áreas de mineração com excesso de Mn. 

 

Palavras-chave: Biorremediação. Metais. Microscopia. Raios-X. Micro-organismos. 



 

ABSTRACT 

 

Excess manganese (Mn) in the soil can cause toxicity to plant species. Strategies that mitigate 

this type of impact are fundamental in a revegetation process. The objective of this study was 

to: i) test the efficiency of different arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) in promoting the 

development and tolerance of legume species in a soil with increasing levels of manganese 

and ii) use scanning electron microscopy (SEM) and energy dispersive spectroscopy (EDS) to 

investigate the capacity of AMF structures to accumulate Mn. For this, three experimental 

tests were conducted using the species: Mimosa caesalpiniaefolia, Leucaena leucocephala 

and Acacia mangium. The experimental design for each trial was completely randomized in a 

4x4 factorial arrangement, considering: four doses of Mn (0; 100; 200 and 400 mg kg-1) and 

four inoculation treatments (Control – not inoculated; Claroideoglomus etunicatum; 

Acaulospora scrobiculata; Diversispora sp.). It was determined the shoot and root dry matter 

mass, content of phosphoru in the shoot and Mn in the shoot and root, soil pH after cultivation, 

leaf toxicity percentage by Mn, AMF spore density in soil, mycorrhizal colonization and Mn 

on the surface of AMF spores, through SEM and EDS. The assays showed different behavior 

of the leguminous species as a function of the increase of Mn doses and inoculation with AMF. 

From the results obtained, we can conclude that, excessive concentrations of Mn in the soil 

cause phytotoxicity and inhibit the development of legume species. AMF inoculation 

attenuates the Mn-induced toxicity and maximizes the development of legume species. The 

benefits provided by AMF depend on the host plant and the concentration of Mn in the soil. 

AMF spores accumulate Mn on its surface, acting as a biological barrier to decrease 

phytotoxicity and increase tolerance of leguminous species to Mn. The efficiency of this 

mechanism is dependent on the AMF species and the host plant. When considering the 

tolerance of legume species based on their biomass and the percentage of Mn toxicity, the A. 

mangium and M. caesalpiniaefolia species, associated to the AMF Diversispora sp. and C. 

etunicatum, respectively, present a higher tolerance to high concentrations of Mn in the soil, 

making them, in this study, the most suitable for future revegetation practices of mining areas 

with excess Mn. 

 

Keywords: Biorremediation. Metals. Microscopy. X Ray. Microorganisms. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A exploração mineral é uma atividade de importância econômica mundial, 

entretanto, tem sido responsável por causar uma série de impactos ambientais, entre eles, a 

degradação dos ecossistemas e a perda da biodiversidade.  

Na maioria dos casos, os baixos níveis de matéria orgânica, fertilidade do solo, pH 

ácido, má estruturação física e principalmente concentrações elevadas de metais pesados no 

solo, como o manganês (Mn), são os principais fatores que limitam o estabelecimento e 

desenvolvimento das espécies vegetais em áreas de mineração.  

O Mn é um micronutriente considerado essencial para o crescimento e 

desenvolvimento das plantas, pois participa de vários processos metabólicos e atua como 

cofator de uma variedade de enzimas consideradas de grande importância. Por outro lado, o 

excesso desse elemento no solo pode resultar em graves problemas de toxidez nas plantas. 

Várias são as formas pelas quais esse elemento pode atingir concentrações excessivas, dentre 

elas a atividade de mineração, principalmente, através da deposição de rejeitos. 

A restauração natural em áreas sob essas condições é um processo considerado 

lento e que pode demandar uma grande quantidade de tempo. Assim, estratégias que 

mitiguem esse tipo de impacto tornam-se fundamentais na inicialização de um processo de 

revegetação. 

Espécies de leguminosas que apresentam rápido crescimento usualmente têm sido 

consideradas estratégicas nesse tipo de prática, principalmente, por apresentarem 

características como elevada produção de biomassa com baixa relação C/N, formação de 

sistema radicular profundo e capacidade de fixar nitrogênio atmosférico e de se associarem 

com fungos micorrízicos arbusculares (FMA). 

Os FMA são capazes de melhorar o incremento de água e nutrientes, em especial 

os de baixa mobilidade no solo, como o fósforo (P). Além disso, frequentemente, tem sido 

relatado que os FMA atuam também na atenuação da toxidez proporcionada pelo excesso de 

metais no solo, como o Mn, em espécies vegetais, aumentando significativamente o sucesso 

em práticas de revegetação sob essas condições. Apesar disso, os mecanismos pelos quais os 

FMA conferem proteção às plantas contra a toxidez causada pelo excesso de metais pesados 

ainda não são totalmente esclarecidos. 

Diante disso, objetivou-se com o presente trabalho: i) testar a eficiência de 

diferentes FMA na promoção do desenvolvimento e tolerância de espécies de leguminosas em 

um solo com níveis crescentes de manganês e ii) utilizar a microscopia eletrônica de 
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varredura (MEV) e espectroscopia de energia dispersiva (EDS) para investigar a capacidade 

das estruturas dos FMA em acumular Mn, o que pode se constituir num dos mecanismos para 

conferir tolerância à planta ao excesso de Mn. 
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2 HIPÓTESES 

 

A colonização por FMA proveniente de uma área de mineração de Mn é mais 

eficiente na promoção do desenvolvimento e tolerância de espécies leguminosas na presença 

de variadas concentrações desse metal no solo. 

 

As estruturas dos FMA acumulam excessos de Mn do solo, reduzindo sua 

translocação para a parte aérea da planta colonizada. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1 Áreas degradadas pela atividade de extração mineral 

 

De acordo com a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária (EMBRAPA, 

2008), área degradada é aquela que sofreu, em algum grau, perturbações em sua integridade, 

sejam elas de natureza física, química ou biológica. Já de acordo com o Manual de Diretrizes 

para Recuperação de Áreas Degradadas (IBAMA, 1990), a degradação de uma área ocorre 

quando a vegetação nativa e a fauna forem destruídas, removidas ou expulsas; a camada fértil 

do solo for perdida, removida ou enterrada, e a qualidade e regime de vazão do sistema 

hídrico alterado, juntamente com a inviabilização sócio-econômica da área. 

Entre as principais consequências de um solo degradado, pode-se citar a redução 

da fertilidade, matéria orgânica, acidez, contaminação por metais pesados e compactação, 

refletindo assim de forma significativa na perda de habitat biológico, diminuição da 

capacidade de suporte da biomassa vegetal e consequentemente perda da biodiversidade 

(BATTY, 2005; ARAÚJO; MONTEIRO, 2007; TOKTAR et al., 2016). 

O setor de atividade mineral é considerado de grande importância na economia 

brasileira (BRIGIDA, 2014), tendo em vista a grande capacidade de geração de empregos, 

bem como o fornecimento de uma série de matérias-primas e bens de consumo. No caso do 

Mn, o Brasil destaca-se como o sexto maior produtor deste minério, com cerca de 2,95 

milhões de toneladas em 2011. As principais reservas deste minério no Brasil estão 

concentradas nos estados de Minas Gerais (87%), Mato Grosso do Sul (6,5%), Pará (4,3%) e 

outros estados (2,2%) (IBRAM, 2012).  

Sua principal utilização está relacionada com os processos de produção de aço, 

como elemento de liga, da qual cerca de 90% é destinado às siderúrgicas. No entanto, é 

também bastante utilizado no mercado de baterias, bem como na indústria química e na 

fabricação de algumas vitaminas. Apesar de sua grande importância, a atividade de mineração 

ainda é um dos setores da economia responsável por uma série de impactos ambientais, entre 

eles, a degradação do solo (LI, 2006). 

Para iniciar o processo de exploração mineral de uma área é realizado um 

conjunto de operações que visa a retirada do minério do depósito mineral, sendo este conjunto 

denominado de “lavra” (MUNIZ; OLIVEIRA-FILHO, 2006). A abertura das minas a céu 

aberto, bem como a retirada da vegetação, escavações, movimentação das terras e a produção 

e deposição de pilhas de rejeito após o processo de beneficiamento são considerados os 
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principais fatores que causam a degradação no solo e consequentemente a mudança na 

paisagem local em uma área de mineração (KAPUSTA; SOBCZYK, 2015; CABRAL et al., 

2012; YANG et al., 2013). 

Entre as principais consequências do processo degradação nestas áreas estão as 

perdas de terras cultiváveis, florestas e pastagens, bem como a redução global de 

produtividade. Entre os efeitos indiretos podem ser citados a erosão do solo, a poluição do ar, 

da água e do solo, desastres geoambientais, perda de biodiversidade e consequente perda da 

riqueza econômica (JUÁREZ-SANTILLAN et al., 2010; YANG et al., 2013; TOKTAR et al. 

2016) 

No Brasil, a extração de vários minerais, inclusive o Mn, tem contribuído com a 

liberação de rejeito e outros resíduos, os quais podem ser considerados como uma das 

principais fontes de contaminação do solo e da água (MUNIZ; OLIVEIRA-FILHO, 2006; 

HUANG et al., 2014). 

O Mn é um micronutriente considerado essencial para o crescimento e 

desenvolvimento das plantas, pois participa de vários processos metabólicos e atua como 

cofator de uma variedade de enzimas consideradas de grande importância (MILLALEO et al., 

2010). Por outro lado, o excesso de Mn no solo pode resultar em graves problemas de toxidez 

nas plantas (GARCIA et al., 2018; SUN et al., 2019). Além disso, concentrações excessivas 

de Mn nos tecidos vegetais, podem ainda, alterar vários processos, como a atividade 

enzimática, absorção, redistribuição e uso de outros nutrientes (SANTOS et al., 2017).  

De acordo com Li et al. (2007), áreas onde ocorrem a exploração de Mn 

frequentemente são acompanhadas de outros elementos metálicos, entre eles o Pb, Zn, Cd, Ni, 

Co e Fe, os quais podem ser liberados ao ambiente e dessa forma causar prejuízos ao 

crescimento das plantas. 

Geralmente os resíduos que são liberados após o processo de beneficiamento da 

mineração de Mn são caracterizados por má estruturação física, deficiência de nutrientes e 

matéria orgânica, bem como uma baixa densidade de esporos de FMA (RIVERA-BECERRIL 

et al., 2013). 

Dessa mesma forma Garcia (2015), ao estudar o desenvolvimento de Mimosa 

caesalpiniaefolia Benth. em uma área degradada pela mineração de Mn no município de 

Ocara-CE, constatou que no material proveniente do rejeito havia uma elevada concentração 

de Mn, bem como outras características químicas que podem tornar o ambiente desfavorável 

ao desenvolvimento de espécies vegetais. 

Nesse aspecto, um ponto chave para revegetação bem sucedida nestes locais é a 
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seleção de espécies vegetais adequadas, especialmente aquelas endêmicas para área de 

mineração, que podem se constituir na melhor escolha (MADEJÓN et al., 2003; WANG et al., 

2008). Outro fator bastante relevante e que ainda tem sido dada pouca atenção é a aplicação 

de micro-organismos de forma complementar, ou seja, em conjunto com as espécies vegetais, 

com a função não só de melhorar as propriedades biológicas como também as condições de 

fertilidade, promovendo a imobilização de elementos metálicos nas estruturas dos FMA, 

diminuindo assim a translocação desses elementos para a parte aérea (LEYVAL et al., 1997; 

CARNEIRO et al., 2001; ROMÁN-DAÑOBEYTIA et al., 2015; XU et al., 2015). 

 

3.2 Revegetação em áreas de mineração 

 

A mineração é uma atividade que já data de longos períodos e que tem contribuído 

para economia mundial. Por outro lado, é marcada por causar sérios danos ambientais ao 

longo do tempo.  

De forma geral, áreas afetadas pela atividade de mineração são caracterizadas 

muitas vezes por uma ausência de vegetação, principalmente em função da falta de nutrientes, 

baixa estruturação do solo, acidez e toxicidade por metais pesados (BATTY, 2005).  

Almeida e Sánchez (2005) definem a revegetação como uma prática que visa 

estabelecer ou restabelecer a cobertura vegetal em áreas degradadas. Nesta prática, a 

identificação, bem como a utilização de espécies vegetais tolerantes e adaptadas em áreas de 

mineração, mais especificamente contaminadas por metais, são de extrema importância 

(BATTY, 2005; ILUNGA et al., 2015). Um outro aspecto relevante que deve ser considerado 

em programas dessa natureza é que tanto espécies vegetais nativas quanto não nativas podem 

ser utilizadas (MENDES FILHO, 2004). Apesar de ser reconhecido que a revegetação com 

espécies nativas possa aproveitar polinizadores e dispersores naturais para uma auto-

regeneração, o uso de espécies não nativas é aceito quando puderem funcionar como 

condicionadoras do substrato em locais com baixa produtividade (FARIA; CHADA, 2016). 

Além disso, o sucesso na prática de revegetação em áreas de mineração pode ser 

potencializado com o auxílio de algumas técnicas, entre elas a fitoestabilização (ILUNGA et 

al., 2015). Essa técnica consiste na utilização de plantas com a capacidade de imobilizar um 

determinado contaminante no solo, geralmente metais, através da absorção e acumulação 

pelas raízes (VASCONCELLOS et al., 2012), reduzindo dessa forma os riscos de lixiviação, 

mobilidade e entrada na cadeia alimentar. 
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Conesa et al. (2007) ressaltaram que a seleção de espécies vegetais com esse fim 

deve ser realizada em local específico, ou seja, na área em que se deseja recuperar, tendo em 

vista a tolerância e adaptação das espécies a estes locais. No entanto, caso a área não 

apresente recolonização natural, deve-se então dar preferência às espécies locais, aclimatadas 

à região (ANDRADE et al., 2007). De acordo com Accioly e Siqueira (2000), plantas 

utilizadas nessa prática devem apresentar como características um sistema radicular profundo, 

rápido crescimento e uma boa produção de biomassa mesmo na presença de elevadas 

concentrações de metais, o que geralmente ocorre em áreas de mineração. Nesse sentido, o 

uso de espécies de leguminosas, principalmente aquelas que apresentam rápido crescimento, 

torna-se uma importante estratégia em práticas de revegetação em áreas degradadas pela 

mineração. 

Longo et al. (2011), com objetivo de avaliarem as alterações em substratos 

degradados pela mineração de cassiterita após o plantio de espécies de leguminosas 

(Crotalaria juncea, Cajanus cajan e Mucuna aterrima) de forma conjunta, verificaram que o 

cultivo dessas espécies e sua posterior incorporação vem promovendo alterações graduais na 

atividade biológica dos solos. Os mesmos autores ressaltaram ainda a importância dessas 

espécies, principalmente em função de sua versatilidade de usos e ao seu papel na dinâmica 

dos ecossistemas, especialmente no que diz respeito ao suprimento e ciclagem do nitrogênio, 

razão pela qual vêm sendo utilizadas em práticas dessa natureza. 

Araújo e Costa (2013), estudando o uso de leguminosas arbóreas visando a 

recuperação de áreas degradadas pela mineração de ferro, observaram que as espécies Mimosa 

caesalpiniaefolia Benth. e Mimosa hostilis Benth. apresentaram um maior potencial no 

acúmulo de massa da matéria seca da parte aérea, estimulando dessa forma a ciclagem de 

nutrientes.  

Plantas leguminosas geralmente são caracterizadas por possuírem uma elevada 

produção de biomassa com baixa relação C/N e um sistema radicular profundo (SABADIN, 

1984; MENEZES; LEANDRO, 2004). Além disso, a capacidade de fixar nitrogênio 

atmosférico em associação com bactérias do solo, bem como a de se associarem a FMA, 

fazem com que estas plantas sejam as mais indicadas em práticas de revegetação. 

Mendes Filho et al. (2009), ao avaliarem o potencial de algumas espécies de 

leguminosas na recuperação de áreas degradadas pela mineração de cassiterita, observaram 

que as espécies nodulíferas Acacia mangium, Mimosa caesalpiniaefolia Benth. e Schinus 

terebinthifolia mostraram uma resposta positiva a adubação com composto orgânico na 
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presença de termofosfato e inoculação com micorríza arbuscular, caracterizada pelo aumento 

da altura das plantas e da massa da matéria seca da parte aérea. 

Um dos principais objetivos da estabilização da cobertura vegetal em áreas 

degradadas pela atividade de mineração está relacionado com acúmulo de matéria orgânica, 

uma vez que essas áreas apresentam uma baixa quantidade de nutrientes. Nesse sentido, os 

resultados citados anteriormente por Mendes Filho et al. (2009) demonstraram a importância 

da escolha correta das espécies vegetais e do manejo de inoculação com os FMA, reforçando 

assim o importante papel na prática de revegetação. 

Por outro lado, outra grande dificuldade na revegetação dessas áreas está 

relacionada com a toxicidade por metais pesados, entre eles o manganês (Mn). O Mn é um 

micronutriente essencial para o desenvolvimento das plantas, no entanto, sua acumulação em 

plantas ao exceder entre os níveis de 20-500 mg kg-1 de peso de matéria seca, pode torná-lo 

fitotóxico (LI et al., 2007; YANG et al., 2013), produzindo, consequentemente, sintomas de 

toxidez tais como manchas de coloração marrom nas folhas mais velhas, clorose e necrose, 

deformação das folhas jovens e atraso no crescimento da planta (BALDISSEROTO et al., 

2007; YANG et al., 2013; SUN et al., 2019). 

Ao estudar o desenvolvimento de Mimosa caesalpiniaefolia Benth. colonizada 

com micorrizas arbusculares em uma área degradada pela mineração de Mn, Garcia et al. 

(2017) verificaram que a inoculação com FMA proporcionou maior produção de massa da 

matéria seca da parte aérea e raiz e ausência de toxidez, em comparação com as plantas não 

colonizadas. Outro resultado de grande importância relatado por esses autores foi a 

caracterização dessa espécie vegetal como tolerante ao Mn em função do fator de translocação 

< 1, demonstrando, assim, o potencial desta espécie vegetal para uso em programas de 

fitoestabilização. 

 

3.3 Fungos micorrízicos arbusculares (FMA) 

 

Micorrizas arbusculares formam um grupo de fungos do solo pertencente ao filo 

Glomeromycota capazes de formar associações simbióticas com a maioria das plantas 

terrestres (SMITH; READ, 2008; BAUM et al., 2015; KÖHL; VAN DER HEIJDEN, 2016). 

Esta simbiose é caracterizada pela formação de estrutura simbiótica nas raízes com 

colonização intracelular do córtex, formação de hifas enroladas e outras profusamente 

ramificadas (denominadas arbúsculos) e micélio extra-radicular que se extende além da 

rizosfera (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; CABRAL et al. 2010). 
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Estes fungos são conhecidos por melhorar a nutrição mineral, especialmente os 

elementos de baixa mobilidade no solo como é o caso do fósforo, cobre e zinco. No entanto, 

também possuem a capacidade de absorver outros nutrientes, como N, K, Ca e Mg, além de 

favorecer um melhor fornecimento de água, resultando consequentemente em um melhor 

crescimento e sobrevivência das plantas (SOLÍS-DOMÍNGUEZ et al., 2011; LENOIR et al., 

2016). Em retorno, até 20% do carbono fixado pela planta é transferido para o fungo 

(PARNISKE, 2008; LENOIR et al., 2016). 

Além disso, os fungos micorrízicos arbusculares são também um componente 

significativo nos ecossistemas por sua grande influência no crescimento e na adaptação de 

plantas a estresses bióticos e abióticos do solo (SMITH; READ, 2008; RAMOS et al., 2011; 

COLODETE et al. 2014). 

Diversos trabalhos científicos (CHEN et al., 2007; LIN et al., 2007; ANDRADE 

et al., 2010; GOMES et al., 2014; HASHEM et al., 2016) têm demonstrado que os FMA 

atuam como um regulador importante no desenvolvimento de diversas espécies vegetais em 

áreas de mineração, inclusive as de metais pesados. De acordo com Hashem et al. (2016) a 

colonização com FMA pode resultar em alterações morfo-fisiológicas e nutricionais e 

consequentemente aumentar a resistência das plantas a estas condições. 

Gomes et al. (2014), investigando a tolerância de Anadenanthera peregrina, uma 

leguminosa de porte arbóreo comumente chamada de “angico”, associada a FMA e matéria 

orgânica em solos contaminados com arsênio, constataram que a colonização micorrízica das 

raízes e a adubação com matéria orgânica pode reduzir a fitotoxicidade em função do 

aumento da concentração de arsênio na raiz colonizada, diminuindo sua translocação para a 

parte aérea. Lin et al. (2007), estudando a tolerância de três espécies leguminosas colonizadas 

com micorrízas arbusculares em um solo contaminado com metais pesados, observaram que 

as plantas micorrizadas aumentaram o acúmulo de P e de N, além de melhorar também a 

tolerância destas aos metais pesados, em decorrência de mecanismos como o efeito de 

diluição e a diminuição na absorção e translocação do metal da raiz para a parte aérea. Chen 

et al. (2007), pesquisando o efeito do FMA Glomus mosseae no crescimento e absorção de 

metal por quatro espécies de plantas em uma área de mineração de cobre, concluíram que a 

associação com FMA pode auxiliar no crescimento e sobrevivência das plantas, facilitando 

assim a nutrição mineral em rejeitos da mineração de cobre.  

Outro aspecto relevante que esses autores destacaram é o fato desta associação 

simbiótica poder beneficiar o crescimento e colonização de plantas sensíveis a toxicidade por 

metais, o que consequentemente pode enriquecer a biodiversidade e a estabilização desses 
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ecossistemas. Chang et al. (2018), avaliando o efeito da simbiose micorrízica arbuscular no 

crescimento e absorção de metais em plantas de milho em solo enriquecido com lantânio e 

cádmio, demonstraram que a inoculação com FMA atenuaram a fitotoxidez combinada desses 

elementos às plantas de milho, o que sugere que esses micro-organismos podem ser eficientes 

em aumentar a tolerância das plantas em solos contaminados por metais. Resultados 

semelhantes foram obtidos por Garcia et al. (2018), ao trabalharem com Mimosa 

caesalpiniaefolia Benth. inoculada com FMA e cultivada em solo proveniente de área 

degradada pela mineração de Mn. Sugerem os autores que as plantas colonizadas por FMA 

apresentaram menor translocação de Mn da raiz para a parte aérea, o que resultou em maior 

tolerância ao excesso desse elemento. 

Apesar de todos esses resultados, os mecanismos pelos quais os FMA conferem 

proteção às plantas contra a toxidez causada pelos metais pesados ainda não foram bem 

elucidados. 

Vários mecanismos de desintoxicação de metais pesados envolvendo plantas e 

FMA são descritos na literatura (CABRAL et al., 2015). Entre os mais citados estão: diluição 

em tecidos vegetais devido ao crescimento das plantas (CHRISTIE et al., 2004; SCHNEIDER 

et al., 2013); redução na absorção devido a retenção e imobilização em certas estruturas 

fúngicas e raízes micorrizadas (GONZALEZ-CHAVEZ et al., 2002); quelação dos metais por 

compostos secretados pelos FMA, como por exemplo a glomalina (VODNIK et al., 2008; 

LEUNG et al., 2013); agentes quelantes no citossol incluindo o uso de metalotioneínas 

(plantas e fungos), que são proteínas de ligação a metais sintetizadas em ampla gama de 

organismos sob exposição a concentração tóxicas de metais (KUMAR et al., 2005; CABRAL 

et al., 2015); apreensão nos vacúolos de plantas e células fúngicas (BERTOLAZI et al., 2010) 

e imobilização temporária em função do transporte através das hifas (CARNEIRO et al., 

2001). 

Além destes, existem relatos de que os FMA podem interagir com diferentes 

grupos de bactérias no solo e modificar a comunidade microbiana na rizosfera (SOLÍS-

DOMÍNGUEZ et al., 2011), atuando em alguns casos na disponibilidade de metais pesados, 

como por exemplo o Mn (NOGUEIRA; CARDOSO, 2002). Nesse mesmo contexto Kothari 

et al. (1991) observaram uma diminuição de bactérias redutores de Mn na rizosfera de plantas 

micorrizadas, o que coincidiu com uma diminuição da concentração de Mn nas plantas. 

É interessante também ressaltar que o acúmulo de metais pesados ao longo do 

tempo pode resultar em uma pressão de seleção nos FMA tornando-os mais resistentes 

(MIRANSARI et al., 2011). Nesse sentido, tendo em vista a resistência, a inoculação de FMA 
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nativos isolados a partir de ambientes contaminados, pode apresentar um maior potencial no 

desempenho das plantas em termos de crescimento e na tolerância em ambientes com excesso 

de metais (CARRASCO et al., 2011; MIRANSARI et al., 2011). 

De acordo com a literatura científica sobre micorrizas arbusculares e tolerância a 

metais pesados, Hildebrandt et al. (2007) relataram resultados em que um isolado de FMA 

Glomus intraradices Br1, proveniente de um solo contaminado com metais pesados, conferiu 

maior tolerância a uma variedade de plantas quando comparado a outro isolado originário de 

solo não contaminado. Em um estudo realizado por Leyval et al. (1997), investigando a 

ocorrência e infectividade de FMA em alguns solos influenciados por metais pesados, 

constataram que esporos isolados a partir de uma área contaminada com zinco apresentaram 

maior percentual de germinação em solo contaminado por metais pesados em comparação 

com esporos de uma área não contaminada.  

Outros autores como Gaur e Adholeya (2004) e Schneider et al. (2013) sugeriram 

que FMA nativos isolados de áreas impactadas tornam-se uma estratégia de grande 

importância em programas de fitorremediação, tendo em vista que estes isolados podem ser 

mais eficazes na promoção do crescimento das plantas e atenuação de toxidez. Orlowska et al. 

(2013) observaram diferenças entre FMA nativos, adaptados a maiores concentrações 

metálicas, e não nativos de solos não contaminados, confirmando-se o fato de que os FMA 

nativos isolados de áreas contaminadas apresentaram maior eficiência na acumulação de 

elementos metálicos quando comparado aos de áreas não contaminadas. 

Dessa forma, é de suma importância os estudos com FMA nativos ou introduzidos, 

uma vez que podem vir a se constituir numa potencial ferramenta biotecnológica para 

inoculação de plantas em ecossistemas alterados como, por exemplo, em áreas de mineração 

as quais muitas vezes são caracterizadas pela escassez de nutrientes, acidez elevada e alta 

concentração de metais pesados. 

 

3.4 Estudos com microscopia eletrônica e microanálise de raio-X x FMA 

 

Recentemente a utilização de FMA com intuito de conferir proteção às plantas em 

ambientes sob condições de estresse, como por exemplo em áreas de mineração de metais 

pesados, tem recebido muita atenção. Como citado no tópico anterior, vários são os 

mecanismos pelos quais os FMA podem atuar nessa proteção as plantas em ambientes com 

metais pesados. No entanto, vários autores (SIQUEIRA et al., 1999; SUDOVÁ; VOSÁTKA, 

2007; CABRAL et al., 2010; SCHNEIDER et al., 2013; SUN et al., 2016) destacaram que 
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apesar de já existir inúmeras pesquisas tais mecanismos ainda não estão bem esclarecidos. 

Neste sentido, a busca por novas ferramentas que possam ajudar a elucidar esses mecanismos 

torna-se prioritária. 

Nos últimos anos o aprimoramento de lentes de aumento, bem como dos próprios 

microscópios, e do desenvolvimento de novas técnicas para o preparo de amostras 

microbiológicas, disponibilizaram excelentes ferramentas para o aprofundamento de 

pesquisas nas diversas áreas das ciências, principalmente na área biológica (LEMPP, 2007).  

O microscópio eletrônico de varredura (MEV) foi introduzido como um 

instrumento de pesquisa por volta de 1957 e sua utilização é responsável por várias 

contribuições no mundo científico. Esta ferramenta utiliza um feixe de elétrons no lugar de 

fótons utilizados em um microscópio óptico convencional, o que permite solucionar o 

problema de resolução relacionado com a fonte de luz branca (DEDAVID, 2007), revelando 

assim maiores níveis de detalhes e complexidade do que a microscopia de luz transmitida 

(AMMRF, 2016). 

Além disso, a microscopia eletrônica pode contar com um sistema de microanálise 

de raio-X, uma técnica capaz de analisar de forma qualitativa e quantitativa a composição 

química de uma determinada amostra (AMMRF, 2016). 

Weiersbye et al. (1999), estudando a utilização da microscopia eletrônica e 

microanálise de emissão de raios-X induzida por partícula (PIXE), visando mensurar e 

mapear a concentração de elementos químicos em esporos de FMA isolados de uma área de 

rejeito da mineração de ouro e urânio, observaram uma concentração mais elevada de Cr, Fe, 

Ni, Cu, Y, Th e U em esporos isolados da área do rejeito do que os esporos de um solo natural 

adjacente. Esses mesmos autores relataram ainda que o sequestro desses metais nas estruturas 

dos FMA pode limitar a disponibilidade e consequentemente a toxidez para a planta 

hospedeira. 

González-Guerrero et al. (2008) ao pesquisarem a localização ultra-estrutural dos 

metais pesados no micélio extrarradicular e esporos do FMA Glomus intraradices, utilizando 

a microscopia eletrônica associado a microanálise de espectroscopia de raios-X por dispersão 

de energia, concluíram que houve um acúmulo de metais pesados principalmente na parede 

celular e nos vacúolos, enquanto que pequenas alterações na concentração de metais foram 

detectadas no citoplasma, sugerindo assim que a ligação dos metais com a parede celular e 

compartimentalização em vacúolos podem ser mecanismos essenciais para desintoxicação dos 

metais no solo. 

Orlowska et al. (2013), investigando a influência da colonização micorrízica na 
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distribuição de elementos metálicos em raízes de uma hiperacumuladora de Níquel e fazendo 

uso também de microscopia eletrônica de varredura e microanálise de raios-X, observaram 

que na região das raízes onde estava localizada as estruturas micorrízicas ocorreram as 

maiores concentrações de Zn. 

Neste sentido, a utilização da microscopia eletrônica de varredura associada a 

microanálise de raios-X tem demonstrado ser uma ferramenta fundamental na análise de 

amostras biológicas, bem como para investigação de alguns mecanismos inerentes aos FMA 

na proteção contra toxidez por metais pesados, inclusive o Mn, em plantas. Todavia, no Brasil, 

estudos com essa finalidade ainda são bastante escassos, necessitando assim de mais 

pesquisas voltadas para este fim. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Localização e clima da área experimental 

 

Os três experimentos realizados (Mimosa caesalpiniaefolia, Leucaena 

leucocephala e Acacia mangium) foram conduzidos em casa de vegetação do Departamento 

de Ciências do Solo (DCS) da Universidade Federal do Ceará (UFC), localizada no Campus 

do Pici, Fortaleza, Ceará (3º45’47’ de latitude sul e 38º31’23’ de longitude oeste, altitude 

média de 47m) (Figura 1). O clima da região é classificado como tropical, quente com 

temperatura e precipitação media anual de 27 ºC e 1600 mm respectivamente, sendo 

caracterizado por Köeppen como do tipo Aw'. 

 

Figura 1 – Localização da área experimental. Fonte: Google Earth (2016); Morais (2014). 

Fonte: o autor 

 

4.2 Solo 

 

O solo utilizado no experimento para o crescimento das plantas foi classificado 

como ARGISSOLO VERMELHO-AMARELO e foi coletado de uma camada superficial (0-

20 cm) em uma área de mata nativa, pertencente a Fazenda Experimental Raposa, de 

propriedade da Universidade Federal do Ceará (UFC), localizada no município de Maracanaú, 

Ceará, Brasil (3º50’66” S e 38º38’38” W) (Figura 2). 
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Figura 2 – Mapa da área de coleta de solo em Maracanaú-CE. 

 
Fonte: o autor 

 

A escolha por tal solo foi fundamentada em função da baixa quantidade de Mn 

disponível, o que permitiu avaliar as respostas a adição de doses crescentes de Mn na forma 

de cloreto. 

Após a coleta, foi realizado um peneiramento do solo em malha de 2 mm, visando 

a retirada de partículas grosseiras. Posteriormente o solo foi autoclavado a 121ºC e 1 atm de 

pressão por duas horas, para eliminação da microbiota nativa. As características químicas 

(Tabela 1) do solo foram obtidas em Laboratório de Solo, Água e Planta da UFC, seguindo os 

referenciais metodológicos de Silva (2009). 

 

Tabela 1 - Características químicas do solo coletado na Fazenda Raposa, Maracanaú-CE. 

pH Al Ca Mg Na K H+Al P N Mn Fe Cu Zn 

(H2O)   -------- (cmolc/kg) -------- (mg/kg) (g/kg) -------- (mg/kg) -------- 

5,0 0,4 0,8 0,5 0,11 0,16 4,1 1,3 0,1 8,8 54,8 0,2 3,5 
Fonte: o autor 
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4.3 Espécies leguminosas cultivadas 

 

As espécies utilizadas neste estudo foram: Mimosa caesalpiniaefolia Benth. 

(Sabiá), Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit. (Leucena) e Acacia mangium Willd. (Acácia). 

Essas espécies foram escolhidas por terem apresentado resultados promissores na revegetação 

de áreas degradadas pelo processo de mineração (SOARES et al., 2001; LINS et al., 2007; 

MENDES FILHO et al., 2009; GARCIA, 2015) e contaminadas com metais pesados 

(MARQUES et al., 2000; CIPRIANI et al., 2013). 

 

4.4 Fungos micorrízicos arbusculares (FMA) 

 

Foram utilizados três isolados de FMA: i) Claroideoglomus etunicatum; ii) 

Acaulospora scrobiculata e iii) isolado de FMA nativo de solo com excesso de Mn, 

identificado como Diversispora sp. (Figura 3). 

 

Figura 3 – Esporos dos FMA utilizados nos experimentos (A - C. etunicatum; B - A. 

scrobiculata e C - Diversispora sp.) 

C. etunicatum A. scrobiculata Diversispora sp.

A B C

 
Fonte: o autor 

 

O FMA nativo (Diversispora sp.) foi isolado de uma área de mata nativa, 

pertencente a uma mina de Mn, com alta concentração desse elemento, localizada no 

município de Ocara-CE. Os outros dois isolados utilizados (C. etunicatum e A. scrobiculata) 

são provenientes de solo não contaminados por metais pesados. A escolha destes ocorreu em 

função dos bons resultados observados por Garcia et al. (2017) em solo com elevada 

concentração de Mn e por Klauberg-Filho et al. (2002) em solo contaminado com Zn, Cu, Cd 

e Pb. 

Todos os FMA foram propagados utilizando-se plantas de milho (Zea mays L.) 

como cultura armadilha, cultivadas em areia esterilizada em autoclave (121ºC e 1 atm de 

pressão por duas horas) e mantidos em casa de vegetação até a utilização no experimento. 
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4.5 Instalação, condução e delineamento experimental 

  

O solo foi distribuído em vasos com capacidade para 1,5 kg para cultivo das 

espécies sabiá, leucena e acácia, sendo utilizado 1,2 kg de solo por vaso, respectivamente.  

A adubação de correção foi realizada com base nos resultados da análise química 

obtida no laboratório, conforme adaptação da recomendação do Manual de Adubação e 

Calagem para Estado do Ceará (AQUINO et al., 1993). A calagem foi realizada conforme 

procedimento descrito por Raij et al. (1996), calculando a quantidade de calcário a ser 

adicionada através do método de saturação por bases, visando um V% final de 50, para que o 

aumento de pH não tornasse indisponível o Mn adicionado. Para isso, foi adicionado 0,67 

g/vaso de calcário dolomítico PRNT 95%. Após 10 dias de incubação foi feita a adubação 

com 55 mg kg-1 de N (NH2CONH2), 12 mg kg-1 de P (Ca(H2PO4)2.H2O) e 100 mg kg-1 K 

(KCl), misturados ao solo. Após a adubação, foram adicionadas ao solo doses crescentes de 

Mn visando simular situações variando de baixa a alta disponibilidade deste elemento. As 

doses de Mn utilizadas foram: 0; 100; 200; 400 mg kg-1, fornecidas na forma de cloreto de Mn 

(MnCl2.H2O). 

As sementes de sabiá foram adquiridas na empresa Biosementes® e as de acácia 

na empresa Caiçara Sementes®. As sementes de leucena foram doadas pelo setor de Zootecnia 

da Universidade Federal do Ceará (UFC). 

Todas as sementes foram desinfectadas pela imersão em uma solução aquosa de 

hipoclorito de sódio (5% durante 5 minutos). Após a desinfecção as sementes foram lavadas 

por cinco vezes em água destilada estéril para remoção de resíduos de hipoclorito.  

Posteriormente, realizou-se a quebra de dormência das sementes utilizadas. Para 

isso, as sementes de sabiá passaram por processo de escarificarão mecânica, realizado pela 

própria empresa que forneceu o material. As sementes de leucena foram imersas em água a 80 

ºC por 5 min, enquanto que as de acácia foram imersas em água a 100 ºC por 1 min e 

colocadas em água a temperatura ambiente por 24 h. 

O preparo das mudas foi realizado em bandejas de plástico com capacidade de 

128 células, colocando-se duas sementes por célula na profundidade de 2 cm. O substrato 

utilizado para produção das mudas em bandeja foi areia lavada e vermiculita autoclavada 

(121ºC e 1 atm de pressão por duas horas) (Figura 4). Com 11 dias após a semeadura (DAS), 

foi realizado o desbaste em cada célula, selecionando-se a planta mais vigorosa. Esse 

procedimento foi adotado para as três espécies vegetais em estudo. 
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Figura 4 – Bandejas de plástico com capacidade para 128 células contendo substrato.  

 
Fonte: o autor 

 

Após o estabelecimento da germinação, os FMA foram inoculados nas mudas pela 

adição de 40 g de solo-inóculo, contendo esporos e fragmentos de raízes de milho (Zea mays 

L.) colonizadas pela espécie Claroideoglomus etunicatum, Acaulospora scrobiculata e 

Diversispora sp.. A inoculação foi realizada no momento do transplantio das mudas para os 

vasos plásticos de acordo com cada tratamento proposto no experimento, sendo depositado a 

aproximadamente 4 cm abaixo da superfície do solo contido no recipiente. De modo prévio, 

foi realizado uma contagem dos esporos que constituíram o solo inóculo (Tabela 2). 

 

Tabela 2 - Espécies de FMA e número de esporos que constituíram o inóculo. 

Espécie FMA   Número de esporos (40 g de solo) 

Claroideoglomus etunicatum 

 

446 

Acaulospora scrobiculata 

 

310 

Diversispora sp.   560 
Fonte: o autor 

 

Com o objetivo de padronizar a comunidade microbiana no solo foi adicionado 10 

mL de um “filtrado” proveniente do mesmo solo utilizado no experimento (não autoclavado), 

sem a presença de propágulos de FMA. 

Cada vaso recebeu duas mudas (Figura 5), sendo realizado o desbaste 8 dias após 

a semeadura, deixando-se uma planta por vaso. 
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Figura 5 – Esquema experimental dos ensaios realizados em casa de vegetação com sabiá, 

leucena e acácia. 

 
Fonte: o autor 

 

As plantas foram irrigadas diariamente com água da Companhia de Água e Esgoto 

do Ceará (CAGECE) durante todo o período do experimento que foram de 60 dias após o 

transplantio (DAT) para o sabiá e leucena e, 90 DAT para acácia. 

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em arranjo 

fatorial 4x4, considerando-se: i) quatro doses de manganês (0; 100; 200; 400 mg kg-1); ii) 

quatro tratamentos de inoculação (controle - não inoculado; Claroideoglomus etunicatum, 

Acaulospora scrobiculata; Diversispora sp.), com quatro repetições, constituindo 64 unidades 

experimentais para cada experimento. As variáveis colonização micorrízica e densidade de 

esporos de FMA foram analisadas como fatorial 4x3, visto que o controle (não inoculado) não 

foi considerado na análise. 
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4.6 Variáveis analisadas 

 

Aos 60 DAT para as espécies sabiá e leucena e 90 DAT para a acácia foram 

determinados: 

 

4.6.1 Massa da matéria seca da parte aérea (MMSPA) e da raiz (MMSR) 

  

Após o período de condução do experimento as plantas foram seccionadas rente 

ao solo e separadas em parte aérea (folhas + caule) e sistema radicular. Em seguida as 

amostras de parte aérea e sistema radicular foram acondicionadas em sacos de papel 

identificados e submetidas à secagem em estufa com circulação forçada de ar a uma 

temperatura de 65ºC até atingir massa constante. Posteriormente, o material foi pesado em 

balança analítica com precisão de 0,0001g. 

 

4.6.2 Teor de fósforo (P) na parte aérea e manganês (Mn) na parte aérea e raiz 

 

Após a secagem em estufa, o material vegetal foi moído em moinho do tipo Wiley 

e em seguida as amostras foram encaminhadas para realização das análises químicas no 

laboratório de análises de solo e água do Departamento de Ciência do Solo. Foi determinado 

no tecido vegetal da parte aérea os teores de P, bem como o de Mn que foi analisado na parte 

aérea e raiz. Os teores de P e Mn foram obtidos através da digestão nitro-perclórica, seguindo 

os procedimentos descritos por Malavolta et al. (1997). Os teores de Mn foram determinados 

por espectofotometria de absorção atômica e os de P por colorimetria. 

 

4.6.3 pH do solo após cultivo 

 

O pH (H2O) do solo após o cultivo foi determinado utilizando-se a relação 

solo/solução de 1:2,5. As amostras foram agitadas com bastão de vidro e deixadas em repouso 

por 30 minutos. A leitura do pH foi realizada pela imersão do eletrodo na suspensão 

homogeneizada, conforme procedimento descrito pela Silva (2009). 
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4.6.4 Percentual foliar de toxidez (PFT) 

  

O percentual foliar de toxidez por Mn foi determinado calculando-se a 

porcentagem de folhas com sintomas, através da formula: PFT = (nº folhas com sintomas/nº 

total de folhas) x 100 (SCHMIDT et al., 2013). Os sintomas foram caracterizados pelo 

surgimento de manchas de coloração marrom, clorose e necrose foliar (MORONI et al., 2003; 

BALDISSEROTO et al., 2007; YANG et al., 2013). 

 

4.6.5 Colonização micorrízica (CM)  

 

Após a coleta das plantas, as raízes foram encaminhadas para as análises no 

Laboratório de Microbiologia do Solo do departamento de Ciências do Solo da UFC, onde 

foram lavadas em água corrente e preservadas em uma solução alcoólica a 70%. A 

clarificação e coloração das raízes para análise da colonização foram realizadas de acordo 

com o método adaptado por Koske e Gemma (1989). Para isso, as raízes foram clareadas por 

imersão em uma solução de Hidróxido de Potássio a 10% (KOH) e levadas ao banho-maria 

(65°C) por 60 minutos. Ao final desse tempo as raízes foram lavadas em água corrente para 

remoção do excesso de KOH e, em seguida, foram imersas em uma solução de ácido 

clorídrico a 1% (HCl) por 10 minutos. O HCl foi descartado apropriadamente, colocando-se 

as raízes clarificadas em uma solução de glicerol acidificado contendo 0,05% de Azul de 

Trípano. Em seguida, as raízes foram submetidas a um tratamento térmico em banho-maria a 

65° C por 60 minutos. Drenada a solução de glicerol, as raízes coradas foram lavadas em água 

corrente e preservadas em água destilada sob refrigeração a 4° C por sete dias antes de serem 

analisadas. 

Para cada amostra 10 fragmentos de raízes de 1 cm foram distribuídos 

paralelamente em lâminas para microscopia. A avaliação da porcentagem de colonização das 

raízes pelos FMA foi realizada pela observação da presença de estruturas fúngicas na região 

do córtex radicular de acordo com McGonigle et al. (1990). 

 

4.6.6 Densidade de esporos de FMA no solo (DESP) 

 

A densidade de esporos de FMA no solo (DESP) foi determinada em uma amostra 

de 100 g de solo via peneiramento úmido de cada amostra dos tratamentos, seguindo-se os 

procedimentos descritos por Gerdemann e Nicolson (1963). 
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4.6.7 Manganês na superfície dos esporos de FMA através da microscopia eletrônica de 

varredura (MEV) e espectroscopia de energia dispersiva (EDS) 

 

O Mn na superfície dos esporos de FMA foi determinado utilizando-se 

microscopia eletrônica de varredura (MEV) com auxílio da técnica de espectroscopia de 

energia dispersiva (EDS). Para isso, os esporos de FMA foram extraídos a partir de 100 g de 

solo, seguindo os mesmos procedimentos descritos por Gerdemann e Nicholson (1963). Em 

seguida, essas estruturas foram transferidas com auxílio de uma pipeta automática com 

capacidade de 20 μL para uma placa de Petri contendo papel de filtro faixa azul JP42 

(Quanty®) (Figura 6A). Para realização da análise as amostras foram montadas em suportes 

de alumínio “Stubs”, com auxílio de uma fita condutora dupla face de carbono (Figura 6B) e 

foram analisadas usando o MEV (modelo Quanta 450 FEG-FEI) com voltagem de aceleração 

de 20 kV na Central Analítica da UFC (Figura 6C e 6D). A composição elementar (Mn 

superfície dos esporos de FMA) foi determinada através da técnica de EDS, acessório do 

MEV. 

 

Figura 6 – Montagem do material para microscopia eletrônica de varredura (A – esporos em 

placa de Petri sobre papel de filtro; B - fixação dos esporos em Stubs com auxílio de fita 

condutora dupla face de carbono; C – microscópio eletrônico de varredura (modelo 450 FEG-

FEI; D – obtenção de imagem e EDS no MEV. 

 
Fonte: o autor 

 

4.7 Análise estatística 

 

Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância, por meio do teste F 

(p≤0,05). Mediante a constatação de diferença significativa, os dados qualitativos foram 

comparados pelo teste de Scott-Knott (p≤0,05) e os quantitativos foram ajustados à análise de 

regressão, utilizando-se o software estatístico SISVAR (FERREIRA, 2000). 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Experimento com Mimosa caesalpinieafolia Benth. 

 

5.1.1 Massa da matéria seca da parte aérea (MMSPA) e raiz (MMSR) 

 

A análise de variância evidenciou diferença significativa entre as doses de Mn (A) 

e inoculação com FMA (B) para MMSPA e MMSR (Tabela 3). Ao analisar o efeito da 

interação entre essas duas fontes de variação (AxB) verificou-se que todas as variáveis 

apresentaram efeito significativo (Tabela 3). 

 

Tabela 3 – Resumo da análise de variância para os parâmetros massa da matéria seca da parte 

aérea (MMSPA) e raiz (MMSR) de M. caesalpinieafolia sob inoculação com FMA e doses de 

Mn. 

F. V. G.L. 
Quadrados Médios 

MMSPA MMSR 

Doses de Mn (A) 3 3,19** 0,18** 

FMA (B) 3 1,77** 0,02** 

Interação (AxB) 9 0,57** 0,01** 

Erro 48 0,01 0,002 

Total 63 - - 

C.V.%   9,56 20,72 
 ** e * - Significativos a 1% (p≤0,01) e a 5% (p≤0,05) de significância, respectivamente, pelo teste F. 

Fonte: o autor 

 

A MMSPA inicialmente apresentou tendência de aumento e, à medida que as 

doses de Mn aumentaram, esta passou a diminuir, em todos os tratamentos, ajustando-se a 

modelos quadráticos de regressão, com exceção do tratamento com Diversispora sp., o qual 

obteve-se ajuste linear decrescente (Figura 7A). As plantas inoculadas com C. etunicatum e A. 

scrobiculata, tiveram incrementos de 1,86g e 1,06g na MMSPA até as doses estimadas de 

186,88 mg kg-1 e 150 mg kg-1 de Mn, respectivamente, com tendência de decréscimo a partir 

destes valores. Já o tratamento com Diversispora sp., mesmo apresentando ajuste linear 

decrescente, produziu MMSPA superior aos tratamentos controle e A. scrobiculata em todas 

as doses de Mn aplicadas no solo (Figura 7A). 

A MMSR apresentou comportamento semelhante a MMSPA, com exceção do 

tratamento controle, o qual ajustou-se ao modelo linear decrescente (Figura 7B). As plantas 

inoculadas com C. etunicatum e A. scrobiculata apresentaram incrementos de 0,35g e 0,29g 

na MMSR até as doses estimadas de 160 mg kg-1 e 108,7 mg kg-1 de Mn, respectivamente, 

com tendência de redução a partir destes valores, os quais ajustaram-se ao modelo quadrático, 
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equanto que o tratamento com Diversispora sp., mesmo apresentando ajuste linear 

decrescente, também produziu MMSR superior ao tratamento controle (Figura 7B).  

 

Figura 7 – MMSPA (A) e MMSR (B) de M. caesalpinieafolia em função das doses de Mn e 

tratamentos de inoculação com FMA. Os valores da figura representam a média de quatro 

repetições. 
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Fonte: o autor 

 

Tem sido demonstrado que o Mn, quando em excesso, induz uma ampla gama de 

distúrbios bioquímicos e altera a fotossíntese e o metabolismo de proteínas das plantas, que 

por sua vez podem resultar na diminuição da biomassa vegetal (INOSTROZA-

BLANCHETEAU et al., 2017; SANTOS et al., 2017; MILLALEO et al., 2010). 

Conforme evidenciado, a MMSPA e MMSR das plantas foram diminuidas 

significativamente nas maiores doses de Mn aplicadas no solo. As plantas desse tratamento 

apresentaram os maiores teores de Mn na raiz e na parte aérea resultando em um maior 

percentual foliar de toxidez, principalmente nas plantas do tratamento controle, o que explica 

a diminuição de crescimento das plantas em termos de massa de matéria seca. Nas plantas 

colonizadas por FMA, os sintomas de toxidez por Mn foram bem menos expressivos, 

principalmente nos tratamentos com C. etunicatum e Diversispora sp., o que justifica a maior 

produção de MMSPA e MMSR quando comparadas às plantas do tratamento controle.  

Vários estudos demonstram que os FMA apresentam influência significativa no 

crescimento e proteção das plantas sob estresse causado por metais pesados (GARCIA et al., 

2017; CHANG et al., 2018; LI et al., 2018). Entretanto, esses benefícios podem ser 

dependentes da espécie de FMA, da planta hospedeira e do metal contaminante (FERROL et 

al., 2016).  
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Os resultados obtidos nesse ensaio mostram ainda que a associação entre 

diferentes espécies de FMA com M. caesalpiniaefolia, em solo com excesso de Mn, 

proporcionam respostas diferenciadas do ponto de vista da produção de massa da matéria seca, 

sugestivo de que diferentes espécies de FMA podem apresentar graus de tolerância diferentes 

quanto ao Mn. Esse fato nos ajuda a explicar a variabilidade do efeito dos FMA em relação 

aos benefícios proporcionados a planta hospedeira. 

Garcia et al. (2018), estudando a fitoestabilização associada a FMA em solo 

proveniente da mineração de Mn, também observaram incremento na MMSPA e MMSR de 

plantas de M. caesalpiniaefolia. Sugerem os autores que os FMA podem incrementar a 

nutrição e proteção das plantas contra a toxidez por Mn, refletindo em maior crescimento, em 

termos de massa da matéria seca. Resultados semelhantes em que os FMA incrementaram o 

crescimento de plantas em solos contaminados por outros metais pesados foram encontrados 

também por Amna et al. (2015) e Zhang et al. (2018). 

 

5.1.2 pH do solo após cultivo 

 

O pH do solo apresentou tendência de decréscimo à medida que se aumentou as 

doses de Mn aplicadas. Em geral, todos os tratamentos inoculados com FMA, principalmente 

com Diversispora sp., apresentaram menores valores de pH quando comparados à ausência de 

inoculação (Figura 8). 

 

Figura 8 – Comportamento do pH do solo após cultivo com M. caesalpinieafolia em função 

das doses de Mn e tratamentos de inoculação com FMA. Os valores representam a media de 

quatro repetições. 
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Fonte: o autor 

 

A acidificação do solo em função do aumento das doses de Mn pode ser explicada 
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pela aplicação em excesso desse elemento e, consequentemente, por suas relações de troca 

entre os íons H+ que ocupam a superfície dos colóides do solo. Por possuir carga bivalente, o 

Mn2+ pode se ligar mais fortemente a superfície negativa dessas partículas, resultando em 

liberação de íons H+ e, por conseguinte, diminuição do pH do solo. 

Ainda nesse contexto, é importante ressaltar que as plantas micorrizadas possuem 

uma maior atividade metabólica, especialmente no que diz respeito a sua maior capacidade de 

absorção de nutrientes. Dessa forma, no substrato em que a planta micorrizada é cultivada, 

mais íons podem ser removidos e, quando esses íons são cátions, outros cátions como H+ são 

exsudados pela raiz para que seja mantido o equilíbrio elétrico na planta, o que explica a 

diminuição do pH do solo em função dos tratamentos em que houve inoculação com FMA 

(MARSCHNER, 1995; NOGUEIRA, 2001). 

 

5.1.3 Densidade de esporos de FMA no solo (DESP) e colonização micorrízica (CM) 

 

Na tabela 4, observa-se que tanto a DESP de FMA no solo quanto a CM foram 

influenciadas significativamente pelos fatores doses de Mn (A) e inoculação com FMA (B), 

assim como pela interação entre essas duas fontes de variação (AxB). 

 

Tabela 4 – Resumo da análise de variância para os parâmetros de densidade de esporos de 

FMA no solo (DESP FMA) e colonização micorrízica (CM) de M. caesalpinieafolia sob 

inoculação com FMA e doses de Mn. 

F. V. G.L. 
Quadrados Médios 

DESP FMA CM 

Doses de Mn (A) 3 738860,79** 1673,89** 

FMA (B) 2 932171,83** 1662,74** 

Interação (AxB) 6 39732,93* 131,79* 

Erro 36 15966,04 45,86 

Total 47 - - 
C.V.% - 12,81 23,75 

** e * - Significativos a 1% (p≤0,01) e a 5% (p≤0,05) de significância, respectivamente, pelo teste F. 

Fonte: o autor 

 

A DESP de FMA no solo variou em função dos tratamentos de inoculação com 

FMA e das doses de Mn aplicadas no solo (Figura 9A). O tratamento com Diversispora sp. 

ajustou-se ao modelo quadrático e apresentou a maior densidade de esporos de FMA no solo, 

com incremento máximo (1395,50 esp. / 100 g de solo) até a dose estimada de 151,5 mg kg-1 

de Mn, com tendência de decréscimo a partir deste valor (Figura 9A). O tratamento com A. 

scrobiculata também foi representado por modelo quadrático e teve incremento máximo (997 
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esp. / 100 g de solo) até a dose estimada de 148,5 mg kg-1 de Mn, a partir da qual apresentou 

decréscimo, enquanto que para o tratamento com C. etunicatum obteve-se o modelo de 

resposta linear decrescente, em função do aumento das doses de Mn aplicadas no solo (Figura 

9A). 

O aumento na esporulação de alguns tratamentos, como o Diversispora sp. e A. 

scrobiculata, foi estimulado, até certo limite, pela adição de Mn. No caso da espécie C. 

etunicatum, apesar de não haver esporulação estimulada pelo aumento de Mn, a mesma 

apresentou o número de esporos superior a espécie A. scrobiculata, na máxima dose de Mn 

aplicada no solo.  

Esses resultados estão de acordo com Garcia et al. (2018), os quais relataram 

comportamento variável entre espécies de FMA no que concerne a densidade de esporos em 

um solo proveniente de uma área de mineração de Mn. De acordo com os autores, algumas 

espécies de FMA apresentaram maior incremento no número de esporos, como C. etunicatum, 

o que pode estar relacionado com a maior tolerância dessa espécie a níveis elevados deste 

metal. 

Efeito semelhante na densidade de esporos de FMA no solo foi encontrado por 

Khade e Adholeya (2009) ao estudarem a associação micorrízica arbuscular em várias plantas 

cultivadas em solos com e sem contaminação por metais pesados. Esses autores sugerem que 

o maior número de esporos encontrados no solo contaminado pode ser atribuído ao maior 

potencial de adaptação e tolerância dos FMA a essas condições.  

É importante ressaltar ainda que espécies nativas de FMA que foram expostas a 

contaminação por metais pesados por longo prazo, poderão sofrer uma pressão de seleção, 

tornando esses micro-organismos mais resistentes (MIRANSARI, 2011). Essa condição pode 

levar a um aumento na esporulação do FMA nativo (Diversispora sp.) nas maiores doses de 

Mn, assim como observado no presente estudo. 

Conforme Helgason e Filter (2009) o incremento no número de esporos de 

algumas espécies de FMA pode também estar associado a algum mecanismo de adaptação 

desses micro-organismos a condições de estresse. No entanto, nem sempre a contaminação do 

solo por metais pesados tem remetido a esse tipo de resposta. Biró et al. (2010) reportaram 

que o número de esporos de FMA foi significativamente reduzido em solo contaminado com 

chumbo e cádmio. Resultados semelhantes foram observados por Leal et al. (2016) em área 

não reabilitada e contaminada com vários metais pesados, inclusive com Mn. Esses autores 

observaram variação de 5 a 2718 esporos em 50 mL de suspensão de solo, para o maior e o 

menor teor, respectivamente, de contaminação pelos metais. 
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Em nosso estudo, na máxima dose de Mn aplicada no solo (400 mg kg-1) foi 

observado uma variação de 323 a 965 esporos de FMA em 100 g de solo. Esses valores são 

considerados de médio a alto quando comparados a outros trabalhos envolvendo solos 

contaminados por metais pesados (YANG et al. 2015; LEAL et al. 2016; RIVERA-

BECERRIL et al. 2013). 

Essas informações reforçam mais uma vez que os efeitos dos metais pesados 

sobre os FMA no solo podem depender de uma série de fatores, como a espécie de FMA, a 

planta hospedeira e o tipo e quantidade do metal contaminante (PANDE; TARAFDAR, 2004; 

FERROL et al., 2016; GARCIA et al., 2018). 

 

Figura 9 – DESP de FMA no solo (A) e CM (B) de M. caesalpinieafolia em função das doses 

de Mn e tratamentos de inoculação com FMA. Os valores da figura representam a média de 

quatro repetições. 
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Fonte: o autor 

 

A CM apresentou decréscimo em todos os tratamentos com FMA em função das 

doses crescentes de Mn aplicadas no solo, conforme o modelo de ajuste quadrático (C. 

etunicatum e Diversispora sp.) e linear decrescente (A. scrobiculata) (Figura 9B). Os maiores 

percentuais de CM foram observados no tratamento em que não foi adicionado Mn. Esses 

percentuais foram de 61,7%, 40,6% e 27,37% para os tratamentos com C. etunicatum, 

Diversispora sp. e A. scrobiculata, respectivamente (Figura 9B). 

Níveis de CM baixos são frequentemente observados em solos com alta 

concentração metálica (AMIR et al., 2014). Em nosso estudo, a disponibilidade de Mn parece 

ter sido fator determinante para redução na CM das plantas de M. caesalpiniaefolia em todos 

os tratamentos de inoculação com FMA, visto que o aumento das doses de Mn causou 
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diminuição significativa desta variável. Apesar disso, observou-se que a simbiose com os 

FMA foi eficiente e não limitou o desenvolvimento das plantas.  

Resultados semelhantes ao do presente estudo têm sido observados também em 

solos contaminados por outros metais pesados. Li et al. (2018) relataram que o aumento nos 

níveis de arsênio no solo reduziu significativamente a CM em plantas de Medicago sativa de 

38,18% para 9,81%. Ainda assim, foi demonstrado que mesmo sob baixa CM as plantas 

inoculadas com FMA não tiveram seu desenvolvimento limitado e apresentaram 

concentrações mais altas de fósforo e mais baixa de arsênio na parte aérea, quando 

comparadas às do tratamento controle (sem colonização). Efeito similar foi observado 

também por Amna et al. (2015), os quais relataram que o aumento da concentração de cromo 

diminuiu signigicativamente a CM de Linum usitatissimum de 67% para 48%. 

Além disso, em nosso estudo, foi observado que o percentual foliar de toxidez por 

Mn não aumentou com a redução da CM verificando-se, pelo contrário, redução significativa 

desta variável nas plantas inoculadas com FMA, quando comparadas às do controle, no 

tratamento em que foi adicionado as maiores doses de Mn. Isso indica que nem sempre os 

benefícios proporcionados pelos FMA estão relacionados com o percentual de CM, assim 

como observado também por Rabie (2005) e Kanwal et al. (2016). 

É importante ressaltar ainda que a CM apresentou comportamento inverso a 

densidade de esporos de FMA no solo, que foi estimulada até certo limite pela adição de Mn. 

Esse fato pode estar relacionado com a concepção de que nem sempre a densidade de esporos 

reflete no potencial de CM e que isso pode ser influenciado também pelo tipo de hospedeiro e 

sua tolerância ao estresse ambiental (KLAUBERG-FILHO et al., 2002). 

Nas condições mais extremas de Mn, o baixo percentual de CM foi uma estratégia 

vantajosa para M. caesalpiniaefolia, tendo em vista a melhoria no seu desenvolvimento e 

atenuação da toxidez de Mn. Entretanto, os fatores que controlam a CM em solos 

contaminados por metais pesados, como o Mn, atuam de maneira muito complexa, o que 

carece ainda de estudos mais aprofundados. 

 

5.1.4 Fósforo na parte aérea (P) e manganês na parte aérea (Mn PA) e raiz (Mn R) 

 

De acordo com a análise de variância (Tabela 5), observa-se que o teor de P foi 

influenciado significativamente apenas pelos fatores doses de Mn (A) e inoculação com FMA 

(B). Ao analisar a interação entre essas duas fontes de variação (AxB) verificou-se que apenas 

as variáveis Mn na parte aérea e Mn na raiz apresentaram efeito significativo. 
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Tabela 5 – Resumo da análise de variância para os parâmetros de fósforo na parte aérea (P) e 

manganês na parte aérea (Mn PA) e raiz (Mn R) de M. caesalpinieafolia sob inoculação com 

FMA e doses de Mn. 

F. V. G.L. 
Quadrados Médios 

P Mn PA Mn R 

Doses de Mn (A) 3 1,57** 16019448,32** 26283517,19** 

FMA (B) 3 1,90** 2126319,14** 1905408,97** 

Interação (AxB) 9 0,33ns 1443035,58** 861449,98** 

Erro 48 0,16 91335,5 67759,88 

Total 63 - - - 

C.V.% - 19,57 25,57 24,83 
** e * - Significativos a 1% (p≤0,01) e a 5% (p≤0,05) de significância, respectivamente, pelo teste F. 

Fonte: o autor 

 

O teor de P na parte aérea das plantas aumentou em função das doses crescentes 

de Mn aplicadas no solo, ajustando-se ao modelo de resposta quadrático, apresentando 

incremento máximo de 2,38 g kg-1 até a dose estimada de 261,54 mg kg-1 de Mn, com 

tendência de decréscimo a partir deste valor (Figura 10A).  

Observando-se o efeito da inoculação com FMA, verificou-se que o teor de P na 

parte aérea foi significativamente superior quando as plantas foram inoculadas com C. 

etunicatum e Diversispora sp., representando incremento de 42,6% e 36%, respectivamente, 

quando comparadas às do tratamento controle, enquanto que A. scrobiculata apresentou 

resultados semelhantes a ausência de inoculação (Figura 10B). 

 

Figura 10 - Teor de P na parte aérea de M. caesalpinieafolia em função das doses de Mn (A) e 

tratamentos de inoculação com FMA (B). Os valores da figura representam a média de quatro 

repetições. Médias seguidas por letras iguais não diferem pelo teste de Scott-Knott (p≤0,05). 
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Conforme Fernando e Lynch (2015), o excesso de manganês pode competir e 

diminuir a absorção de alguns cátions metálicos, como o Fe e Al, podendo alterar suas 

concentrações na solução do solo. O Fe e Al são elementos capazes de estabelecer uma 

ligação de adsorção mais forte com o P. O aumento nos níveis de Mn na solução do solo pode 

ter provocado uma diminuição nos teores destes elementos por competição, o que pode ter 

refletido em um aumento na disponibilidade de P na solução do solo e consequentemente na 

parte aérea das plantas. Resultados semelhantes foram observados por Huang et al. (2017) em 

plantas de Phragmites australis sob estresse de cádmio. 

O P é um elemento crucial para o crescimento, desenvolvimento e reprodução das 

plantas (WU et al., 2016). No presente estudo foi observado que os tratamentos C. etunicatum 

e Diversispora sp. apresentaram maior teor de P na parte aérea quando comparado às plantas 

inoculadas com A. scrobiculata e controle, o que coincidiu com maior crescimento das plantas, 

em termos de massa de matéria seca da parte aérea, e maior redução no percentual foliar de 

toxidez por Mn. É importante ressaltar que diferentes espécies de FMA podem ter efeitos 

diferentes na aquisição de P (HU et al., 2014) e isso pode explicar em parte o resultado 

observado com A. scrobiculata. Em plantas inoculadas com FMA, a melhoria no estado 

nutricional, principalmente em relação ao P, tem sido atribuída ao maior volume de solo 

explorado pelo micélio fúngico (LIU et al., 2015). 

Elhindi et al. (2018), trabalhando com a espécie vegetal Tagetes erecta L. em solo 

contaminado com metais pesados, demonstraram que a inoculação com FMA proporcionou 

maior teor de P na parte aérea, crescimento e tolerância quando comparado às plantas do 

tratamento controle. Esses resultados corroboram também com os encontrados por Ma et al. 

(2019) em plantas de Triticum aestivum L. em solo com concentrações elevadas de zinco. 

Vale ressaltar que o estabelecimento de muitas espécies vegetais em áreas de 

mineração tem sido dificultado muitas vezes pela baixa fertilidade e altas concentrações de 

metais tóxicos no solo (WANG, 2017). Dessa forma, a inoculação de plantas com FMA 

capazes de tolerar o excesso de metais no solo, como por exemplo o Mn, pode se constituir 

numa potencial ferramenta biotecnológica para ser utilizada nessas condições, visto que, além 

dos inúmeros outros benefícios, esses micro-organismos podem também contribuir no 

incremento de P, aumentando a competividade da planta e auxiliando no processo de 

revegetação em áreas degradadas pela mineração. 

Os teores de Mn na parte aérea das plantas aumentaram em função das doses 

crescentes de Mn aplicadas no solo em todos os tratamentos, demonstrado pelo modelo 

quadrático (controle e Diversispora sp.) e linear crescente (C. etunicatum e A. scrobiculata) 
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(Figura 11A). Entretanto, na parte aérea, todas as plantas inoculadas com FMA apresentaram 

diminuição no teor de Mn quando comparadas às do tratamento controle, com maior 

intensidade nos tratamentos com Diversispora sp. e C. etunicatum. Nesse caso, na máxima 

dose de Mn aplicada no solo as plantas do tratamento controle apresentaram teores superiores 

4000 mg kg-1 de Mn, ao passo que, nas plantas inoculadas com FMA, como por exemplo no 

tratamento com Diversispora sp., esse teor foi diminuído em mais de 2800 mg kg-1 de Mn 

(Figura 11A). 

Nas raízes, o teor de Mn apresentou comportamento inverso ao da parte aérea, 

com maior teor desse elemento nas plantas inoculadas com FMA. Na máxima dose de Mn 

aplicada no solo, as plantas do tratamento controle apresentaram teores inferiores a 2100 mg 

kg-1 de Mn, ao passo que nas plantas inoculadas com FMA, como por exemplo no tratamento 

com Diversispora sp., esse teor aumentou em mais de 2200 mg kg-1. Nesse caso, os 

tratamentos com Diversispora sp., seguido de A. scrobiculata e C. etunicatum, induziram 

incrementos significativos nos teores de Mn na raiz das plantas de 115,86%, 38,67% e 

25,38%, respectivamente, comparadas às do tratamento controle (Figura 11B). 

 

Figura 11 – Teor de Mn na parte aérea (A) e raiz (B) de M. caesalpinieafolia em função das 

doses de Mn e tratamentos de inoculação com FMA. Os valores da figura representam a 

média de quatro repetições. 
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Fonte: o autor 

 

Nota-se nesse trabalho que todas as plantas inoculadas com FMA apresentaram 

menor teor de Mn na parte aérea quando comparadas às do tratamento controle. Entretanto, 

vale ressaltar que, independente da inoculação com FMA, todos os valores de Mn observados 

na parte aérea foram considerados elevados e acima do limite tóxico para maioria das espécies 
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vegetais, que é de 400 mg kg-1 de Mn na massa da matéria seca da parte aérea (KABATA-

PENDIAS; PENDIAS, 2001). Contudo, vale salientar que os teores de Mn absorvidos na 

parte aérea das plantas micorrizadas não refletiram em grandes prejuízos ao desenvolvimento 

de M. caesalpiniaefolia, quando comparado às do tratamento controle, o que demonstra o 

potencial dessa espécie, juntamente associada aos FMA, em tolerar o Mn. 

De modo inverso ao que ocorreu na parte aérea, os teores de Mn nas raízes foram 

mais elevados nas plantas micorrizadas, quando comparado às do tratamento controle. Esse 

comportamento indica uma menor translocação do Mn da raiz para a parte aérea e pode 

explicar os menores teores desse elemento na parte aérea das plantas micorrizadas. 

Garcia et al. (2018) também observaram resultados semelhantes com M. 

caesalpiniaefolia associada a C. etunicatum e um Mix de FMA e correlacionaram os mesmos 

ao maior teor de Mn na raiz em plantas colonizadas por FMA. Esses resultados corroboram 

também com os encontrados por Spagnoletti et al. (2017) em Glycine max L. associada a 

FMA em solo contaminado por arsênio. Por outro lado, Xia et al. (2007) observaram maior 

translocação e acúmulo de arsênio em plantas de Zea mays L. inoculada com Glomus mosseae. 

Os conflitos de alguns resultados podem ser atribuídos a espécie de planta, fungo e a 

concentração e tipo de metal tóxico no solo (CUI et al., 2019). 

Apesar das evidências de proteção dos FMA às plantas, os mecanismos induzidos 

por esses micro-organismos não são ainda bem esclarecidos. No presente estudo, através da 

técnica de MEV e EDS, foi possível detectar percentuais de Mn na superfície dos esporos de 

FMA. Esse fato pode ter resultado também na diminuição da translocação de Mn para a parte 

aérea, uma vez que os maiores valores de Mn encontrados na superfície dos esporos 

coincidiram com a redução de Mn na parte aérea de M. caesalpiniaefolia. 

Vale ainda ressaltar que esses resultados foram mais expressivos no tratamento 

com Diversispora sp., isolado da área de mineração de Mn, o que sugere uma maior 

tolerância e potencial desse fungo para ser utilizado na revegetação de áreas com excesso 

desse elemento. 
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5.1.5 Manganês na superfície dos esporos de FMA através da microscopia eletrônica de 

varredura (MEV) e espectroscopia de energia dispersiva (EDS) 

 

A análise elementar utilizando MEV e EDS permitiu detectar percentuais de Mn, 

com base em peso desse elemento (Wt%), na superfície dos esporos de FMA extraídos do 

solo em que foi adicionado 400 mg kg-1 de Mn e cultivado com M. caesalpiniafolia (Figura 

12). 

Os percentuais de Mn na superfície dos esporos variaram com a espécie de FMA, 

correspondendo a 2,9%, 2,0% e 1,3%, respectivamente, para os tratamentos com Diversispora 

sp., C. etunicatum e A. scrobiculata. Na ausência da adição de Mn no solo (0 mg kg-1), os 

percentuais desse elemento na superfície dos esporos foram indetectáveis e por isso não foram 

plotados no gráfico (Figura 12). 

 

Figura 12 – Mn na superfície dos esporos de FMA (Wt %) obtido pela técnica de EDS. Os 

valores são referentes aos esporos de FMA extraídos do solo com 400 mg kg-1 de Mn 

cultivado com M. caesalpiniaefolia. 
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Fonte: o autor 

 

A não detecção de Mn no solo sem adição do elemento pode estar relacionado 

com a baixa quantidade de Mn disponível no solo nesse tratamento. Os diferentes percentuais 

encontrados quando da aplicação de doses maiores sugerem que diferentes espécies de FMA 

podem induzir diferentes graus de tolerância quanto ao Mn.  

Diversos resultados têm demonstrado efeito positivo dos FMA na proteção das 

plantas em solo com excesso de metais pesados (YANG et al., 2015; HASHEM et al., 2016; 

LI et al., 2018; GARCIA et al., 2018). Várias são as hipóteses de mecanismos pelos quais os 

FMA podem atuar na proteção das plantas em solos com metais pesados (CABRAL et al., 
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2015). Entretanto, apesar de existir inúmeras pesquisas, tais mecanismos ainda não são bem 

esclarecidos. 

Acreditamos que o acúmulo de Mn na superfície dos esporos de FMA pode se 

constituir num dos mecanismos para conferir tolerância a M. caesalpinieafolia, visto que esse 

fato refletiu diretamente no melhor desenvolvimento das plantas, maior incremento de P, 

redução do Mn na parte aérea das plantas e do percentual foliar de toxidez.  

É importante ressaltar ainda que os resultados para o acúmulo de metais pesados 

na superfície dos esporos de FMA é um assunto ainda pouco estudado e os resultados que 

foram publicados até o momento utilizam, na maioria das vezes, outros tipos de técnicas para 

tentar quantificar os metais pesados nas estruturas de propagação dos FMA (WEIERSBYE et 

al., 1999; OLSSON et al., 2011).  

Dessa forma, a interpretação dos valores observados no presente estudo se torna 

difícil, principalmente em função da não existência de outros resultados comparativos na 

literatura utilizando essa mesma técnica para os esporos de FMA. Assim, até o presente 

momento, não há informações mais detalhadas quanto ao acúmulo de Mn na superfície dos 

esporos de FMA utilizando MEV associada a EDS, o que torna nosso estudo pioneiro nessa 

área de prospecção. 

Além da detecção de Mn na superfície dos esporos de FMA, a análise de MEV 

permitiu a obtenção de imagens com um maior nível de detalhes (Figura 13). Na imagem, 

pontos mais claros são tidos como de maior densidade eletrônica, onde são encontrados 

elementos mais densos como os metais. 
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Figura 13 – Micrografia eletrônica de varredura (MEV) e resutados da espectroscopia por 

dispersão de energia (EDS) em esporos de FMA (A- C. etunicatum; B - A. scrobiculata; C – 

Diversispora sp.) extraídos de solo com 400 mg kg-1 de Mn e cultivado com M. 

caesalpiniaefolia. 

 
Fonte: o autor 
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5.1.6 Percentual foliar de toxidez (PFT) 

 

O PFT foi influenciado significativamente pelas doses de Mn (A) e inoculação 

com FMA (B), assim como pela interação entre as duas fontes de variação (AxB) (Tabela 6). 

 

Tabela 6 – Resumo da análise de variância para o percentual foliar de toxidez (PFT) de M. 

caesalpinieafolia. sob inoculação com FMA e doses de Mn. 

F. V. G.L. 
Quadrados Médios 

PFT 

Doses de Mn (A) 3 5973,25** 

FMA (B) 3 859,19** 

Interação (AxB) 9 205,65** 

Erro 48 16,31 

Total 63 - 

C.V.%   18,33 
** e * - Significativos a 1% (p≤0,01) e a 5% (p≤0,05) de significância, respectivamente, pelo teste F. 

Fonte: o autor 

 

Todos os tratamentos de inoculação com FMA apresentaram um comportamento 

linear crescente para o PFT em função do aumento das doses de Mn aplicadas no solo (Figura 

14). A inoculação com FMA reduziu de maneira significativa o PFT. Na máxima dose de Mn 

aplicada ao solo, apesar da maior intensidade de toxidez, os tratamentos com Diversispora sp., 

seguido de C. etunicatum e A. scrobiculata, proporcionaram uma redução no PFT de 58,02 %, 

42,02 % e 26,99 %, respectivamente, quando comparado ao tratamento controle (Figura 14). 

 

Figura 14 – PFT de M. caesalpiniaefolia em função das doses de Mn e tratamentos de 

inoculação com FMA. Os valores da figura representam a média de quatro repetições. 
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Fonte: o autor 

 

Não foram observados sintomas de toxidez foliar por Mn na ausência da aplicação 
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desse elemento (0 mg kg-1) (Figura 15A). A severidade da toxidez foliar por Mn se 

intensificou com aumento das doses adicionadas, principalmente, nas plantas não inoculadas 

com FMA, como podem ser observadas na figura 15B, 15C e 15D. 

 

Figura 15 – Aspecto dos sintomas de toxidez foliar por manganês em plantas de M. 

caesalpinieafolia aos 60 dias após o transplantio (A – 0 mg kg-1 de Mn, B – 100 mg kg-1 de 

Mn, C – 300 mg kg-1 de Mn e D – 400 mg kg-1 de Mn). 

 
Fonte: o autor 
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É notório também que os sintomas de toxidez foliar por Mn foram mais 

agressivos no tratamento com A. scrobiculata, em relação aos outros FMA avaliados mas, 

ainda assim, esses sintomas foram menos intensos do que nas plantas não inoculadas (Figura 

15B, 15C, 15D). Tal fato pode estar associado com a menor eficiência de proteção de A. 

scrobiculata a planta hospedeira sob essas condições. 

Esses resultados demonstram que a simbiose micorrízica arbuscular atenuou a 

toxidez por Mn em plantas de M. caesalpiniaefolia e que os mecanismos para essa resposta 

podem estar associados a melhor nutrição da planta em relação ao P, maior teor de Mn no 

sistema radicular e a capacidade dos esporos de FMA em promover o acúmulo de Mn em sua 

superfície. 
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5.2 Experimento com Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit. 

 

5.2.1 Massa da matéria seca da parte aérea (MMSPA) e raiz (MMSR) 

 

De acordo com a análise de variância (Tabela 7), observa-se que a MMSPA e 

MMSR foram influenciadas significativamente pelas doses de Mn (A) e pela inoculação com 

FMA (B). Ao analisar a interação entre doses de Mn x inoculação com FMA (AxB) verificou-

se que somente a MMSPA apresentou efeito significativo. 

 

Tabela 7 – Resumo da análise de variância para os parâmetros de massa da matéria seca da 

parte aérea (MMSPA) e raiz (MMSR) de L. leucocephala sob inoculação com FMA e doses 

de Mn. 

F. V. G.L. 
Quadrados Médios 

MMSPA MMSR 

Doses de Mn (A) 3 4,24** 1,98** 

FMA (B) 3 0,80** 0,09** 

Interação (AxB) 9 0,11** 0,007ns 

Erro 48 0,13 0,01 

Total 63 - - 

C.V.% -  20,77 21,84 
** e * - Significativos a 1% (p≤0,01) e a 5% (p≤0,05) de significância, respectivamente, pelo teste F. 

 

A MMSPA das plantas oscilou entre um aumento e uma posterior diminuição com 

o aumento das doses de Mn aplicadas no solo em todos os tratamentos, os quais se ajustaram 

ao modelo quadrático (Figura 16). As plantas inoculadas com Diversispora sp., C. etunicatum 

e A. scrobiculata proporcionaram incrementos de 1,53g, 1,49g e 0,96g na MMSPA das plantas 

até as doses estimadas de 138,88 mg kg-1, 160 mg kg-1 e 115,38 mg kg-1 de Mn, 

respectivamente, com tendência de decréscimo a partir destes valores, enquanto que o 

tratamento controle apresentou incremento máximo de 0,62g na MMSPA das plantas até a 

dose estimada de 152,17 mg kg-1 de Mn, a partir da qual apresentou decréscimo. 
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Figura 16 – MMSPA de L. leucocephala em função das doses de Mn e tratamentos de 

inoculação com FMA. Os valores da figura representam a média de quatro repetições. 
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Fonte: o autor 

 

O estresse causado pelos metais pesados, de maneira geral, inibe o metabolismo e 

a fotossíntese das plantas, provocando redução no seu crescimento (WANG et al., 2015; 

ZHOU et al., 2017). Ainda assim, as plantas colonizadas por FMA apresentaram maior 

incremento na MMSPA quando comparadas às plantas do tratamento controle. Observa-se que 

essa melhoria no crescimento das plantas associadas a colonização micorrízica está 

relacionada a dois benefícios micorrízicos gerais como a maior na absorção de P e o maior 

acúmulo de Mn nas raízes, o qual pode atuar como uma barreira, evitando a translocação 

excessiva deste para a parte aérea da planta e atenuando consequentemente a toxidez por Mn 

(MNASRI et al., 2017). 

A atuação dos FMA na promoção da MMSPA também foi observada por Garcia et 

al. (2017) em solo com elevado teor de Mn e por Schneider et al. (2013) em solo 

contaminado com arsênio. É importante ressaltar ainda que altas concentrações de metais 

podem atuar na seleção de determinadas populações de FMA e, por conseguinte, favorecer a 

dominância de espécies mais adaptadas, possibilitando efeitos diferentes nas plantas de 

acordo com a espécie de FMA (PEREIRA et al., 2018), como observado no presente estudo. 

A MMSR aumentou em função das doses crescentes de Mn aplicadas no solo, 

ajustando-se ao modelo quadrático, apresentando incremento máximo de 0,86 g até a dose 

estimada de 65 mg kg-1 de Mn, com tendência de decréscimo a partir deste valor (Figura 17A). 

Analisando-se o efeito da inoculação com FMA, constatou-se que a MMSR foi 

significativamente superior quando as plantas foram inoculadas com o FMA Diversispora sp. 

e C. etunicatum, representando incrementos de 30,9% e 23,6%, respectivamente, quando 

comparadas às do tratamento controle, enquanto que A. scrobiculata apresentou resultados 
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semelhantes a ausência de inoculação (controle) (Figura 17B). 

 

Figura 17 – MMSR de L. leucocephala em função das doses de Mn (A) e tratamentos de 

inoculação com FMA (B). Os valores da figura representam a média de quatro repetições. 

Médias seguidas por letra iguais não diferem pelo teste de Scott-Knott (p≤0,05). 
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Fonte: o autor 

 

Embora o Mn seja um micronutriente essencial as plantas, o excesso desse 

elemento no solo pode ser responsável por uma série de problemas, como a toxidez foliar que, 

por sua vez, pode ocasionar a degradação da clorofila, redução na taxa fotossintética e de 

metabólitos secundários (MACFIE; TAYLOR, 1992; HAUCK et al., 2003; MILLALEO et al., 

2010), podendo comprometer o desenvolvimento do sistema radicular e, consequentemente, 

sua biomassa. Resultados similares ao presente estudo também foram observados por Chen et 

al. (2016) ao estudarem o crescimento de raízes de soja sob diferentes níveis de Mn, os quais 

relataram redução significativa da raiz em função do aumento nos níveis desse elemento no 

solo. 

Os FMA são capazes de atuarem na proteção das plantas contra excesso de metais 

pesados por diversos mecanismos (CABRAL et al., 2015), podendo assim, contribuírem para 

atenuação dos sintomas de toxidez e influenciarem de maneira positiva a biomassa radicular. 

Resposta semelhante no aumento da MMSR em plantas colonizadas por FMA também foram 

observadas por Hashem et al. (2016) em plantas de Solanum lycopersicum L. cultivadas em 

solo contaminado por cádmio e por Sadia et al. (2016) em plantas de Triticum aestivum L. em 

solo contaminado com até 300 mg kg de zinco.  

Esses resultados corroboram também com os encontrados por Hristozkova et al. 

(2016) que, ao pesquisarem o efeito de diferentes espécies de FMA em plantas de Solanum 
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lycopersicum L. em solo com cádmio, relataram uma maior biomassa radicular quando as 

plantas foram inoculadas com o FMA Claroideoglomus claroideum. 

 

5.2.2 pH do solo após cultivo 

 

O pH do solo apresentou tendência de decréscimo à medida que se aumentou as 

doses de Mn aplicadas no solo. De forma geral, todos os tratamentos inoculados com FMA, 

principalmente com Diversispora sp., apresentaram menores valores de pH quando 

comparado a ausência de inoculação (Figura 18). 

 

Figura 18 – Comportamento do pH do solo após cultivo com L. leucocephala em função das 

doses de Mn e tratamentos de inoculação com FMA. Os valores da figura representam a 

média de quatro repetições. 
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 Fonte: o autor 

 

Comportamento semelhante foi observado também para o pH do solo cultivado 

com M. caesalpiniaefolia, no ensaio I desta tese. Tal fato pode ser explicado pelo excesso de 

Mn aplicado no solo, assim como já relatado anteriormente. 

Vale ressaltar também que as plantas micorrizadas são caracterizadas por uma 

maior atividade metabólica, principalmente em relação a maior capacidade de absorção de 

nutrientes (MARSCHNER, 1995; NOGUEIRA, 2001), como já explicado anteriormente no 

ensaio I. Assim, para manter o equilíbrio eletroquímico na planta, outros cátions como H+ são 

liberados pela raiz e isso pode explicar a maior redução no pH da solução do solo na presença 

dos FMA (SOUZA et al., 2010). 
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5.2.3 Densidade de esporos de FMA no solo (DESP) e colonização micorrízica (CM) 

 

Na tabela 8, observa-se que tanto a DESP de FMA no solo quanto a CM foram 

influenciadas significativamente pelos fatores doses de Mn (A) e inoculação com FMA (B). 

Ao analisar o efeito da interação entre doses de Mn e inoculação com FMA (AxB) verificou-

se que somente a CM apresentou efeito significativo. 

 

Tabela 8 – Resumo da análise de variância para os parâmetros de densidade de esporos de 

FMA no solo (DESP FMA) e colonização micorrízica (CM) de L. leucocephala sob 

inoculação com FMA e doses de Mn. 

F. V. G.L. 
Quadrados Médios 

DESP FMA CM 

Doses de Mn (A) 3 399807,46** 511,98** 

FMA (B) 2 816243,75** 526,92** 

Interação (AxB) 6 52275,69ns 41,99** 

Erro 36 40401,21 9,99 

Total 47 - - 

C.V.% - 18,99 11,65 
** e * - Significativos a 1% (p≤0,01) e a 5% (p≤0,05) de significância, respectivamente, pelo teste F. 

Fonte: o autor 

 

A DESP de FMA no solo aumentou em função das doses crescentes de Mn 

aplicadas, ajustando-se ao modelo quadrático, apresentando incremento máximo (1181,14 esp. 

/ 100 g de solo) até a dose estimada de 111,9 mg kg-1 de Mn, com tendência de decréscimo a 

partir deste valor (Figura 19A). 

Quanto ao efeito da inoculação com FMA, constatou-se que os maiores valores de 

DESP de FMA no solo foram observados no tratamento com C. etunicatum (1197,18 esp./100 

g de solo), seguido do tratamento com Diversispora sp. (1180 esp./100 g de solo), os quais 

diferiram significativamente do tratamento A. scrobiculata (797,81 esp./100 g de solo) (Figura 

19B). 
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Figura 19 – DESP de FMA na rizosfera de L. leucocephala em função das doses de Mn (A) e 

tratamentos de inoculação com FMA (B). Os valores da figura representam a média de quatro 

repetições. Médias seguidas por letras iguais não diferem pelo teste de Scott-Knott (p≤0,05). 
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Fonte: o autor 

 

Nas doses iniciais ou mais baixas de Mn no solo, de maneira geral, as plantas 

apresentaram melhor desenvolvimento e redução nos sintomas de toxidez por Mn. Essa 

condição pode ter levado a um aumento de esporulação dos FMA, assim como também 

relatado por Schneider et al. (2017) em plantas de Leucaena leucocephala associadas com 

algumas espécies de FMA em solo com baixos níveis de arsênio. Por outro lado, como já 

mencionado anteriormente, o excesso de Mn no solo pode promover a degradação da clorofila 

e redução da taxa fotossintética das plantas (ROJAS-LILO et al., 2014; SANTOS et al., 2017), 

influenciando uma menor biossíntese de carboidratos (LYNCH et al., 2012), o que pode ter 

comprometido a DESP de FMA no solo nos níveis mais elevados de Mn, como observado no 

presente estudo. Apesar disso, mesmo com a diminuição do número de esporos de FMA em 

função da adição de doses Mn mais elevadas, estes não desapareceram por completo e 

apresentaram um número considerado de médio a alto, quando comparado a outros estudos 

envolvendo metais pesados (RIVERA-BECERRIL et al., 2013; SCHNEIDER et al., 2016), 

sugestivo de um maior grau de adaptação desses micro-organismos a essas condições de 

estresse. 

Os percentuais de CM variaram em função dos tratamentos de inoculação e das 

doses de Mn aplicadas ao solo (Figura 20). O tratamento com C. etunicatum apresentou os 

maiores percentuais de CM, ajustando-se ao modelo quadrático, com incremento máximo 

(39,5%) até a dose estimada de 182,5 mg kg-1 de Mn, com tendência de decréscimo a partir 

desse valor. Comportamento semelhante também foi observado para o tratamento com A. 
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scrobiculata, o qual apresentou percentual máximo de CM de 27,8% até a dose estimada de 

126,5 mg kg-1 de Mn, a partir da qual apresentou decréscimo, enquanto que o tratamento com 

Diversispora sp. ajustou-se ao modelo de resposta linear decrescente, em função do aumento 

das doses de Mn aplicadas ao solo (Figura 20).  

 

Figura 20 – CM de L. leucocephala em função das doses de Mn e tratamentos de inoculação 

com FMA. Os valores da figura representam a média de quatro repetições. 

Doses de Mn (mg kg
-1

)

0 100 200 300 400

C
M

 (
%

)

10

15

20

25

30

35

40

45 C. etunicatum     y = -0,000272
**

x
2
+0,099

**
x+30,45

**
     R

2
=0,97

**

A. scrobiculata   y = -0,000220
**

x
2
+ 0,055

**
x+24,33

** 
   R

2
=0,99

**

Diversispora sp.  y = -0,042036
**

x+32,70
**

                   R
2
=0,93

**

 
Fonte: o autor 

 

Para alguns tratamentos de inoculação (C. etunicatum e A. scrobiculata), o 

aumento nos níveis de Mn, até um certo ponto, estimulou a taxa de CM, sendo esta diminuída 

com níveis de Mn mais elevados. Conforme Gaur e Adholeya (2004), diferentes espécies de 

plantas e FMA podem mostrar resultados diferentes em sua susceptibilidade e tolerância aos 

metais pesados, podendo possivelmente refletir na taxa de colonização.  

No entanto, é importante destacar que nem sempre o elevado percentual de CM 

está correlacionado com um maior benefício às plantas (GAUR et al., 2004; BALOTA; 

STENZEL, 2011). Em nosso estudo, mesmo sob baixo percentual de CM nas doses mais 

elevadas de Mn, os FMA apresentaram resultados positivos em todas as variáveis analisadas 

para L. leucocephala, inclusive na diminuição do Mn na parte aérea, o que refletiu em um 

menor percentual foliar de toxidez por Mn. 

Mnasri et al. (2017) também observaram resultados semelhantes ao trabalharem 

com níveis de cádmio e níquel, os quais registraram percentual de CM de 6% e 7%, 

respectivamente, nos níveis mais elevados desses elementos. Esses resultados corroboram 

também com os obtidos por Gunathilakae et al. (2018) em solo contaminado por cádmio. De 

acordo com Nogueira e Cardoso (2003), a infectividade e a eficácia da simbiose para 

diferentes endófitos podem variar de acordo com as interações planta-fungo-ambiente. 
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5.2.4 Fósforo na parte aérea (P) e manganês na parte aérea (Mn PA) e raiz (Mn R) 

 

De acordo com a análise de variância (Tabela 9), observa-se que o teor de P na 

parte aérea foi influenciado significativamente pelo fator doses de Mn (A) e inoculação com 

FMA (B). Ao analisar a interação entre doses de Mn x inoculação com FMA (AxB) verificou-

se que apenas as variáveis Mn parte aérea e Mn na raiz apresentaram efeito significativo.  

 

Tabela 9 – Resumo da análise de variância para os parâmetros de fósforo na parte aérea (P) e 

manganês na parte aérea (Mn PA) e raiz (Mn R) de L. leucocephala sob inoculação com FMA 

e doses de Mn. 

F. V. G.L. 
Quadrados Médios 

P Mn PA Mn R 

Doses de Mn (A) 3 0,38** 16499725,16** 14501588,45** 

FMA (B) 3 0,49** 550271,55** 877726,21** 

Interação (AxB) 9 0,06ns 181831,67** 561173,07** 

Erro 48 0,08 5668,85 14830 

Total 63  - - - 

C.V.%   20,78 8,62 14,51 
** e * - Significativos a 1% (p≤0,01) e a 5% (p≤0,05) de significância, respectivamente, pelo teste F. 

Fonte: o autor 

 

O P na parte aérea apresentou aumento em função das doses de Mn aplicadas ao 

solo, ajustando-se a um modelo linear crescente (Figura 21A).  

Observando-se o efeito da inoculação com FMA, verificou-se que o teor de P na 

parte aérea foi significativamente superior quando as plantas foram inoculadas com C. 

etunicatum e Diversispora sp., representando incrementos de 34,4% e 21,8%, respectivamente, 

quando comparadas às do tratamento controle, enquanto que A. scrobiculata apresentou 

resultados semelhantes a ausência de inoculação (Figura 21B). 
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Figura 21 – Teor de P na parte aérea de L. leucocephala em função das doses de Mn (A) e 

tratamentos de inoculação com FMA (B). Os valores da figura representam a média de quatro 

repetições. Médias seguidas por letra iguais não diferem pelo teste de Scott-Knott (p≤0,05). 
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Fonte: o autor 

 

Resposta semelhante a essa foi observada no ensaio I desta tese, realizado com M. 

caesalpiniaefolia. O P possui uma alta ligação de adsorção com alguns cátions metálicos, 

como Fe e Al (FERNANDO; LYNCH, 2015). Provavelmente o excesso de Mn na solução 

possa ter reduzido alguns desses cátions metálicos por competição, o que pode ter refletido no 

aumento de P na solução do solo e consequentemente na parte aérea da planta, juntamente 

com o Mn.  

A melhoria no incremento de P em plantas colonizadas por FMA se deve 

principalmente a capacidade do micélio externo fúngico em explorar maiores volumes do solo 

(FERROL et al., 2016). Tal estratégia tem sido fundamental na adaptação e estabelecimento 

das plantas em locais sob condições adversas, como por exemplo em solos contaminados e 

degradados pela atividade de mineração, uma vez que esses locais são caracterizados por 

solos de baixa fertilidade. 

Zhou et al. (2017), ao estudarem a tolerância de Tagetes patula associada a FMA 

em solo com diferentes níveis de cobre, demonstraram que a inoculação com Glomus 

coronatum contribuiu até 2,1 vezes mais no incremento de P na parte aérea quando 

comparado às plantas não inoculadas. Resultados semelhantes foram também observados por 

Yang et al. (2016). 

Além disso, é importante salientar que o incremento de P na parte aérea das 

plantas colonizadas por FMA pode estar relacionado com atenuação da toxidez por Mn. 
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Conforme alguns autores (FOY, 1984; NOGUEIRA et al., 2007), a maior absorção de P por 

plantas micorrizadas pode reduzir a relação Mn/P na planta, podendo consequentemente levar 

a formação de compostos de baixa solubilidade com íon fosfato, diminuindo sua atividade e 

consequentemente a toxidez na planta. 

Os teores de Mn na parte aérea e raiz das plantas aumentaram em função das 

doses crescentes de Mn aplicadas no solo em todos os tratamentos, evidenciado pelo modelo 

quadrático (Figura 22A e 22B). Entretanto, na parte aérea, todas as plantas inoculadas com 

FMA apresentaram diminuição no teor de Mn, quando comparadas às do tratamento controle, 

principalmente nos tratamentos com Diversispora sp. e C. etunicatum. Nesse caso, na máxima 

dose de Mn aplicada no solo, as plantas do tratamento controle apresentaram teores superiores 

a 2500 mg kg-1 de Mn, ao passo que, nas plantas inoculadas com FMA, como por exemplo no 

tratamento com Diversispora sp., esse teor foi diminuído em mais de 900 mg kg-1 Mn. 

Nas raízes, o teor de Mn apresentou comportamento inverso ao da parte aérea, 

com maior teor desse elemento nas plantas inoculadas com FMA. Na máxima dose de Mn 

aplicada no solo, as plantas do tratamento controle apresentaram teores inferiores a 1100 mg 

kg-1 de Mn, enquanto que nas plantas inoculadas com FMA, como por exemplo no tratamento 

com Diversispora sp., esse teor aumentou em mais de 1600 mg kg-1 de Mn. Nesse caso, os 

tratamentos com Diversispora sp., seguido de C. etunicatum e A. scrobiculata induziram 

incrementos significativos no teor de Mn na raiz das plantas de 154,07%, 148,21% e 124,92%, 

respectivamente, comparadas às do tratamento controle (Figura 22B). 

 

Figura 22 – Teor de Mn na parte aérea (A) e raiz (B) de L. leucocephala em função das doses 

de Mn e tratamentos de inoculação com FMA. Os valores da figura representam a média de 

quatro repetições. 
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É importante ressaltar que a partir da adição de 200 mg kg-1 de Mn aplicado no 

solo, todos os tratamentos apresentaram teor de Mn na parte aérea acima dos valores 

considerados tóxicos para a maioria das espécies vegetais em geral (400 mg kg-1 de Mn na 

MMSPA) (KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 2001). Mesmo assim, as plantas inoculadas com 

FMA foram capazes de apresentar maior tolerância em relação a agressividade da toxidez por 

este elemento, quando comparadas às do tratamento controle. 

A maior tolerância das plantas colonizadas por FMA pode estar relacionada com o 

maior teor de Mn presente em suas raízes, quando comparado às plantas não colonizadas por 

FMA. Comportamento semelhante foi observado também por Garcia et al. (2017), os quais 

relataram importância crucial dos FMA na proteção das plantas contra a toxidez por Mn. 

Apesar desse assunto ainda não ser bem esclarecido, vários mecanismos de desintoxicação de 

metais pesados envolvendo plantas colonizadas por FMA têm sido relatados na literatura 

(CHRISTIE et al., 2004; GONZALEZ-CHAVEZ et al., 2002; VODNIK et al., 2008).  

Em nosso caso, acreditamos que a diminuição do Mn na parte aérea das plantas 

colonizadas por FMA esteja também relacionado à retenção e imobilização deste elemento na 

superfície dos esporos e em outras estruturas fúngicas dos FMA que são formadas no interior 

da raiz, como as vesículas. Para comprovar essa hipótese foi utilizada a microscopia 

eletrônica de varredura (MEV) associada a espectroscopia dispersiva de energia (EDS), 

tornando possível a detecção da ocorrência de percentuais de Mn na superfície dos esporos de 

FMA, o que refletiu em maior tolerância das plantas colonizadas, confirmando nossa hipótese.  

Essa técnica foi utilizada também para analisar um fragmento de raiz colonizado 

por Diversispora sp. e que recebeu a dose de 400 mg kg-1 de Mn (Figura 23). Não foi 

detectado nenhum percentual deste elemento nas estruturas dos FMA formadas no interior da 

raiz, principalmente nas vesículas.  
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Figura 23 – Micrografia eletrônica de varredura de raiz de L. leucocephala corada e 

colonizada por Diversispora sp. em tratamento com 400 mg kg-1 de Mn. V = vesícula. 

 
Fonte: o autor 

 

Nesse caso, acreditamos que os tratamentos que foram empregados na técnica de 

coloração da raiz para verificação da colonização micorrízica possam ter interferido na 

detecção do Mn nas vesículas. Assim, torna-se necessário a realização de estudos mais 

aprofundados para confirmação de tal fato, visto que atualmente existem poucas informações 

nessa área de prospecção. 

 

5.2.5 Manganês na superfície dos esporos de FMA através da microscopia eletrônica de 

varredura (MEV) e espectroscopia de energia dispersiva (EDS) 

 

A análise elementar utilizando MEV e EDS permitiu detectar percentuais de Mn, 

com base em peso desse elemento presente na amostra (Wt%), na superfície dos esporos de 

FMA extraídos do solo em que foi adicionado 400 mg kg-1 de Mn e cultivado com Leucaena 

leucocephala (Figura 24). 

Os percentuais de Mn na superfície dos esporos variaram de acordo com a espécie 

de FMA, correspondendo a 3,8%, 2,81% e 0,6%, respectivamente, para os tratamentos com 

Diversispora sp., C. etunicatum e A. scrobiculata. Na ausência da adição de Mn no solo (0 mg 
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kg-1), os percentuais desse elemento na superfície dos esporos foram indetectáveis e por isso 

não foram plotados no gráfico (Figura 24). 

 

Figura 24 – Mn na superfície dos esporos de FMA (Wt %) obtido pela técnica de EDS. Os 

valores são referentes aos esporos de FMA extraídos do solo com 400 mg kg-1 de Mn 

cultivado com L. leucocephala. 
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Fonte: o autor 

 

De forma semelhante ao ensaio I, os percentuais de Mn na superfície dos esporos 

também variaram de acordo com a espécie de FMA, reforçando novamente a idéia de que 

diferentes espécies de FMA podem induzir diferentes graus de tolerância a capacidade de 

acúmulo quanto ao Mn. 

Notou-se ainda que os maiores percentuais de Mn foram observados na superfície 

do esporo de Diversispora sp.. Esse fato pode estar relacionado a maior adaptação e tolerância 

desse FMA ao Mn, tendo em vista que foi isolado de uma área de mineração de Mn com 

elevada concentração desse elemento. Conforme Sánchez-Castro et al. (2017), espécies de 

FMA nativos isolados de locais contaminados por metais pesados a longo prazo podem 

assumir importante papel na revegetação dessas áreas. 

Os percentuais de Mn na superfície dos esporos de FMA, obtidos com auxíio de 

MEV e EDS, ainda são difícies de serem interpretados, principalmente por se tratar de um 

fato pouco estudado e pela escassez de outros resultados comparativos. Entretanto, 

observamos que os valores para essa variável foram relativamente maiores nos esporos 

extraídos do solo cultivado com L. leucocephala, com exceção dos esporos da espécie A. 

scrobiculata, quando comparados aos observados no ensaio I, com M. caesalpiniaefolia, 

sugestivo de uma mudança no comportamento do acúmulo de Mn nestes micro-organismos, a 
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depender da espécie vegetal. 

Estudos têm demonstrado que nem sempre a colonização por diferentes FMA 

resulta nas mesmas respostas em uma única planta (SMITH et al., 2011; SALAZAR et al., 

2018). Tal fato pode ser indicativo também de que diferentes espécies de FMA podem refletir 

em um comportamento diferente quanto ao acúmulo de Mn nos esporos, como observado no 

presente estudo. Além disso, deve ser ressaltado que a espessura da parede dos esporos de 

FMA pode estar relacionada com algum fator estratégico do próprio fungo para evitar a 

entrada de metais pesados em outros compartimentos que poderiam ocasionar maiores danos, 

como ocorre em outros organismos (GIANINAZZI-PEARSON et al., 1994; GONZÁLEZ-

GUERRERO et al., 2008). Dessa forma, a menor eficiência de A. scrobiculata, observada em 

quase todos os resultados, pode estar associado a uma menor espessura de sua parede, quando 

comparados aos demais nesse estudo. Contudo, seria necessário uma análise específica e mais 

detalhada para mensurar a parede dos esporos e confirmar tal hipótese. 

De forma geral, os resultados dessa pesquisa indicam que o acúmulo de Mn na 

superfície dos esporos de FMA pode se constituir num dos mecanismos para conferir maior 

tolerância também a L. leucocephala, uma vez que, esse fato coincidiu diretamente com o 

melhor desenvolvimento das plantas, incremento nutricional, redução do Mn na parte aérea e 

no percentual foliar de toxidez.  

Além da detecção de Mn na superfície dos esporos de FMA, a MEV, permitiu a 

obtenção de imagens com maior nível de detalhes (Figura 25). Nessas imagens, pontos mais 

claros são tidos como de maior densidade eletrônica, onde são encontrados 

elementos mais densos como os metais. 
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Figura 25 – Micrografia eletrônica de varredura (MEV) e resutados da espectroscopia por 

dispersão de energia (EDS) em esporos de FMA (A- C. etunicatum; B - A. scrobiculata; C – 

Diversispora sp.) extraídos de solo com 400 mg kg-1 de Mn e cultivado com L. leucocephala. 
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Fonte: o autor 
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5.2.6 Percentual foliar de toxidez (PFT) 

 

O PFT foi influenciado significativamente pelas doses de Mn (A) e inoculação 

com FMA (B), assim como pela interação entre as duas fontes de variação (AxB) (Tabela 10). 

 

Tabela 10 - Resumo da análise de variância para o percentual foliar de toxidez (PFT) de L. 

leucocephala sob inoculação com FMA e doses de Mn. 

F. V. G.L. 
Quadrados Médios 

PFT 

Doses de Mn (A) 3 11128,68** 

FMA (B) 3 2678,53** 

Interação (AxB) 9 431,16** 

Erro 48 77,75 

Total 63 - 

C.V.%   32,04 
** e * - Significativos a 1% (p≤0,01) e a 5% (p≤0,05) de significância, respectivamente, pelo teste F. 
Fonte: o autor 

 

Todos os tratamentos de inoculação com FMA apresentaram um comportamento 

linear crescente para o PFT em função das doses de Mn aplicadas no solo (Figura 26). A 

inoculação com FMA reduziu de maneira significativa o percentual foliar de toxidez. Na 

máxima dose de Mn aplicada ao solo, apesar da maior intensidade de toxidez, os tratamentos 

com Diversispora sp., seguido de C. etunicatum e A. scrobiculata, proporcionaram uma 

redução no PFT de 65,15 %, 34,74 %, 26,47 %, respectivamente, quando comparado ao 

tratamento controle (Figura 26). 

 

Figura 26 – PFT de L. leucocephala em função das doses de Mn e tratamentos de inoculação 

com FMA. Os valores da figura representam a média de quatro repetições. 
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Ao final da condução experimental, na ausência da adição de Mn no solo (0 mg 

kg-1), as plantas não apresentaram nenhum sintoma foliar de toxidez referente a esse elemento 

(Figura 27A).  

 

Figura 27 – Aspecto dos sintomas de toxidez foliar por Mn em plantas de L. leucocephala aos 

60 dias após transplantio (A – 0 mg kg-1 de Mn, B – 100 mg kg-1 de Mn, C – 300 mg kg-1 de 

Mn e D – 400 mg kg-1 de Mn). 

 
Fonte: o autor 
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Com a aplicação de doses crescentes de Mn no solo, a toxidez foliar se 

intensificou, principalmente na ausência de inoculação com FMA (Figura 27B, 27C e 27D). É 

importante ressaltar também que esses sintomas foram mais agressivos no tratamento com A. 

scrobiculata, quando comparado aos demais FMA, ainda assim, menos intenso do que nas 

plantas não inoculadas. 

Os principais sintomas foliares de toxidez por Mn observados foram 

caracterizados pela formação de manchas marrons, clorose e necrose. Estes mesmos sintomas 

também foram relatados por Yang et al. (2013) e Chen et al. (2018). Além disso, na máxima 

dose de Mn aplicada no solo (400 mg kg-1), foi notável nas plantas sem colonização por FMA 

a presença de alguns folíolos engruvinhados. 

Apesar da CM ter apresentado diminuição em função das doses mais elevadas de 

Mn, notou-se que a simbiose com os FMA foi eficaz e atenuou os sintomas de toxidez foliar 

por Mn nas plantas de Leucaena leucocephala. Essa resposta está associada a melhoria na 

nutrição das plantas, ao maior teor de Mn nas raízes e a capacidade dos esporos de FMA em 

conseguir acumular Mn em sua superfície, refletindo assim, em menor translocação desse 

elemento para a parte aérea da planta, potencializando sua tolerância sob estas condições. 
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5.3 Experimento com Acacia mangium Willd. 

 

5.3.1 Massa da matéria seca da parte aérea (MMSPA) e raiz (MMSR) 

 

A análise de variância evidenciou diferença significativa entre as doses de Mn (A) e 

inoculação com FMA (B) para MMSPA e MMSR (Tabela 11). Ao analisar o efeito da 

interação entre essas duas fontes de variação (AxB) verificou-se que todas as variáveis 

apresentaram efeito significativo (Tabela 11). 

 

Tabela 11 – Resumo da análise de variância para os parâmetros de massa da matéria seca da 

parte aérea (MMSPA) e raiz (MMSR) de A. mangium sob inoculação com FMA e doses de 

Mn. 

F. V. G.L. 
Quadrados Médios 

MMSPA MMSR 

Doses de Mn (A) 3 1,44** 0,52** 

FMA (B) 3 5,72** 0,76** 

Interação (AxB) 9 0,61* 0,03* 

Erro 48 0,29 0,01 

Total 63 - - 

C.V.% - 18,96 14,89 
** e * - Significativos a 1% (p≤0,01) e a 5% (p≤0,05) de significância, respectivamente, pelo teste F. 

Fonte: o autor 

 

A MMSPA inicialmente apresentou tendência de aumento e, à medida que as 

doses de Mn aumentaram, esta passou a diminuir em todos os tratamentos, ajustando-se a 

modelos quadráticos de regressão, com exceção do tratamento com C. etunicatum e 

Diversispora sp., os quais apresentaram ajuste linear crescente e ausência de ajuste 

matemático, respectivamente (Figura 28A). As plantas inoculadas com A. scrobiculata e 

controle, tiveram incrementos de 3,14g e 2,65g na MMSPA até as doses estimadas de 173,91 

mg kg-1 e 152,17 mg kg-1 de Mn, respectivamente, enquanto que as plantas inoculadas com C. 

etunicatum tiveram máximo incremento de 3,27g na MMSPA, na dose de 400 mg kg-1 de Mn. 

Já o tratamento com Diversispora sp., mesmo sem ajuste matemático, apresentou valores de 

MMSPA superiores aos demais tratamentos avaliados, em todas as doses de Mn aplicadas no 

solo (Figura 28A).  

A MMSR das plantas de todos os tratamentos ajustou-se ao modelo quadrático, 

em função das doses crescentes de Mn aplicadas no solo (Figura 28B). As plantas inoculadas 

com C. etunicatum, Diversispora sp. e A. scrobiculata, respectivamente, apresentaram 

incrementos de 1,21g, 1,01g e 0,73 g na MMSR até as doses estimadas de 181,81 mg kg-1, 

100 mg kg-1 e 142,85 mg kg-1 de Mn, respectivamente, com tendência de diminuição a partir 

destes valores. Todos os tratamentos em que houve inoculação com FMA apresentaram 
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valores de MMSR superiores ao tratamento controle (Figura 28B). 

 

Figura 28 – MMSPA (A) e MMSR (B) de A. mangium em função das doses de Mn e 

tratamentos de inoculação com FMA. Os valores da figura representam a média de quatro 

repetições. 
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Fonte: o autor 

 

As plantas de acácia micorrizadas apresentaram maior incremento em MMSPA e 

MMSR em todas as doses de Mn avaliadas quando comparadas às do tratamento controle. 

Esse fato pode ser explicado pela maior atenuação da toxidez por Mn e consequentemente 

maior preservação da biomassa das plantas de A. mangium colonizadas por FMA. Conforme 

Liu et al. (2014), a biomassa tem sido utilizada como um parâmetro de grande importância 

para identificar a tolerância a toxidez por metais em plantas cultivadas. 

Resultados semelhantes também foram observados por Elhindi et al. (2018) para a 

MMSPA e MMSR de plantas de Tagetes erecta L. colonizadas por FMA e cultivadas em solo 

contaminado com zinco, cobre, chumbo e cádmio, reforçando o papel do fungo no 

desenvolvimento e tolerância de plantas. Comportamento semelhante também foi evidenciado 

por Li et al. (2018) em plantas de Medicago sativa cultivadas em solo contaminado com 

arsênio e por Amir et al. (2019) com plantas de Metrosideros laurifolia, em solo contaminado 

por níquel, cromo e manganês.  

Observou-se também que as plantas de acácia apresentaram maior massa de 

matéria seca quando comparadas às espécies de M. caesalpiniaefolia e L. leucocephala, nos 

ensaios I e II desta tese. Possivelmente esse comportamento pode estar relacionado a 

folhagem mais densa e ao maior tempo que essa espécie permaneceu em casa de vegetação. 
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5.3.2 pH do solo após cultivo 

 

O pH do solo apresentou tendência de diminuição à medida que se aumentou as 

doses de Mn aplicadas no solo. De forma geral, todos os tratamentos inoculados com FMA, 

principalmente com Diversispora sp., apresentaram menores valores de pH, quando 

comparado a ausência de inoculação (Figura 29). 

 

Figura 29 – Comportamento do pH do solo após cultivo com A. mangium em função das 

doses de Mn e tratamentos de inoculação com FMA. Os valores representam a media de 

quatro repetições. 
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Fonte: o autor 

  

 

O pH do solo após cultivo apresentou um padrão de resposta semelhante aos 

observados nos ensaios I (M. caesalpiniaefolia) e II (L. leucocephala) desta tese, 

respectivamente. Nota-se que em todos os tratamentos houve uma tendência de diminuição do 

pH em função do aumento das doses de Mn aplicadas no solo, o que pode ser explicado pelo 

excesso desse elemento. 

Ainda nesse contexto, observou-se também que micorrizas arbusculares 

apresentam um comportamento mais expressivo na diminuição do pH, quando comparado ao 

tratamento controle. Tal fato deve-se a maior atividade metabólica das plantas micorrizadas, 

principalmente em relação a maior capacidade de absorção de nutrientes (MARSCHNER, 

1995; NOGUEIRA, 2001), o que pode resultar também na diminuição do pH da solução do 

solo na presença dos FMA, como já foi mencionado e explicado anteriormente. 

Podemos observar ainda, de maneira geral, que o pH do solo após cultivo de A. 

mangium apresentou valores mais elevados, principalmente nas maiores doses de Mn, quando 
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comparados aos observados com M. caesalpiniaefolia e L. leucocephala, respectivamente. 

Essas diferenças podem estar relacionadas às características fisiológicas das espécies vegetais 

utilizadas, assim como também pela associação estabelecida com os FMA em cada caso. 

Resultados semelhantes foram igualmente observados por Nascimento et al. (2003).  

 

5.3.3 Densidade de esporos de FMA no solo (DESP) e colonização micorrízica (CM) 

 

De acordo com a análise de variância (Tabela 12), observa-se que tanto a DESP de 

FMA quanto a CM foram influenciadas significativamente pelas doses de Mn (A) e 

inoculação com FMA (B), assim como pela interação entre essas duas fontes de variação 

(AxB). 

 

Tabela 12 – Resumo da análise de variância para os parâmetros de densidade de esporos de 

FMA no solo (DESP FMA) e colonização micorrízica (CM) de A. mangium sob inoculação 

com FMA e doses de Mn. 

F. V. G.L. 
  Quadrados Médios 

  DESP FMA CM 

Doses de Mn (A) 3 
 

581267,35** 204,88** 

FMA (B) 3 
 

172351,39** 677,07** 

Interação (AxB) 6 
 

185180,64** 109,98** 

Erro 36 
 

6171,28 34,06 

Total 47   - - 

C.V.% -   8,06 16,05 
** e * - Significativos a 1% (p≤0,01) e a 5% (p≤0,05) de significância, respectivamente, pelo teste F. 

Fonte: o autor 

 

A DESP de FMA no solo ajustou-se ao modelo quadrático para todos os 

tratamentos de inoculação com FMA, em função das doses crescentes de Mn aplicadas no 

solo (Figura 30A). O tratamento com Diversispora sp. apresentou maior DESP de FMA no 

solo, com incremento máximo de 1336,48 esp./ 100 g de solo até a dose estimada de 39,07 

mg kg-1 de Mn, a partir da qual apresentou decréscimo (Figura 30A). Os tratamentos com C. 

etunicatum e A. scrobiculata, respectivamente, apresentaram incrementos máximos de 

1129,94 e 1123,98 esp./100 g de solo até as doses estimadas de 230,61 mg kg-1 e 166,97 mg 

kg-1 de Mn, com tendência de decréscimo a partir destes valores (Figura 30A). 

O aumento na DESP de FMA no solo foi estimulado, até certo limite, pela adição 

da menor dose de Mn no solo. Doses mais elevadas desse elemento provocaram diminuição 

significativa na DESP de FMA, principalmente do tratamento com Diversispora sp., 

evidenciando efeito tóxico para esporulação desses micro-organismos. Contudo, isso não se 
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refletiu em maiores prejuízos para as plantas de acácia, visto que nesse tratamento todas elas 

apresentaram bom desenvolvimento. Em geral, o número de esporos de FMA no solo foi 

considerado de médio a alto quando comparado a outros resultados observados em solos 

contaminados por metais pesados (ZAREI et al., 2008; CORNEJO et al., 2013; LERMEN et 

al., 2015). 

Entretanto, notou-se que no nível mais alto de contaminação do solo por Mn, a 

média geral do número de esporos extraídos do solo cultivado com A. mangium foi 

relativamente menor, principalmente no tratamento com Diversispora sp., quando 

comparados aos dos solos cultivados com M. caesalpiniaefolia e L. leucocephala, observados 

nos ensaios I e II desta tese, respectivamente. Efeito semelhante na densidade de esporos de 

FMA foram observados por Del Val et al. (1999) ao estudarem a diversidade de populações de 

FMA em diferentes espécies vegetais cultivadas em solos contaminados por metais pesados. 

Esses autores sugerem que a planta hospedeira pode exercer seletividade por determinadas 

espécies de FMA, influenciando em sua multiplicação. Tal resultado indica que pode existir 

mecanismos bioquímicos específicos de reconhecimento entre a planta hospedeira e os FMA 

que podem conferir certo grau de especificidade a simbiose (SCHEUBLIN et al., 2004; 

GOMIDE et al., 2009). 

Além disso, vale ressaltar que a espécie A. mangium possui um crescimento mais 

lento quando comparado às espécies M. caesalpiniaefolia e L. leucocephala, fato esse que 

também pode ter contribuído para os resultados do presente estudo. 

 

Figura 30 – DESP de FMA no solo (A) e CM (B) de A. mangium em função das doses de Mn 

e tratamentos de inoculação com FMA. Os valores da figura representam a média de quatro 

repetições. 
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A CM variou em função dos tratamentos de inoculação com FMA e das doses de 

Mn aplicadas no solo (Figura 30B). O tratamento com C. etunicatum apresentou os maiores 

percentuais de CM, ajustando-se ao modelo quadrático, com incremento máximo de 52,20% 

até a dose estimada de 188,75 mg kg-1 de Mn, a partir da qual apresentou decréscimo (Figura 

30B). O tratamento com Diversispora sp. ajustou-se ao modelo linear decrescente e 

apresentou diminuição da CM em função do aumento das doses de Mn aplicadas ao solo 

(Figura 30B), enquanto que o tratamento com A. scrobiculata não permitiu ajuste matemático 

para esta variável (Figura 30B). 

O aumento nas doses de Mn aplicadas no solo reduziu significativamente o 

percentual de CM das plantas de A. mangium. Apesar disso, notou-se que a simbiose 

micorrízica foi eficaz e não limitou o desenvolvimento das plantas, principalmente nos 

tratamentos com C. etunicatum e Diversispora sp.. Vale ressaltar ainda que no tratamento com 

Diversispora sp. houve maior incremento de P na parte aérea das plantas de A. mangium, 

mesmo sob redução no percentual de CM. Isso reforça mais uma vez que nem sempre os 

benefícios micorrízicos estão associados ao percentual de CM (KANWAL et al., 2016) e que 

o controle da CM por FMA, nesses ambientes, pode ser considerado uma estratégia 

(SCHNEIDER et al., 2017). 

Efeito similar foi observado também por Merlos et al. (2016) em plantas de milho 

cultivadas em solo contaminado com cobre. De acordo com esses autores o percentual de CM 

foi reduzido, aproximadamente, de 43% para 22%, no nível mais elevado de cobre. Chang et 

al. (2018), pesquisando o efeito da simbiose micorrízica arbuscular sobre o crescimento de 

milho em solo contaminado com cádmio, também relataram redução significativa no 

percentual de CM com aumento dos níveis desse elemento aplicado no solo, registrando uma 

taxa de colonização de 22% no nível mais elevado.  

 

5.3.4 Fósforo na parte aérea (P) e manganês na parte aérea (Mn PA) e raiz (Mn R) 

 

Conforme a análise de variância (Tabela 13), observa-se que o P na parte aérea 

apresentou efeito significativo apenas para o fator isolado inoculação com FMA (B). Ao 

analisar a interação entre doses de Mn x inoculação com FMA (AxB) verificou-se que apenas 

as variáveis Mn na parte aérea e Mn na raiz apresentaram efeito significativo. 
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Tabela 13 – Resumo da análise de variância para os parâmetros de fósforo na parte aérea (P) e 

manganês na parte aérea (Mn PA) e raiz (Mn R) de A. mangium sob inoculação com FMA e 

doses de Mn. 

F. V. G.L. 
Quadrados Médios 

P Mn PA Mn R 

Doses de Mn (A) 3 0,15ns 16298487,11** 61033010,64** 

FMA(B) 3 1,12** 1286988,75** 8372815,08** 

Interação (AxB) 9 0,11ns 373454,68** 1666044,99** 

Erro 48 0,09 40046,71 294781,6 

Total 63 - - - 

C.V.% - 24,92 22,05 21,09 
** e * - Significativos a 1% (p≤0,01) e a 5% (p≤0,05) de significância, respectivamente, pelo teste F. 
Fonte: o autor 

 

O teor de P na parte aérea foi significativamente superior quando as plantas foram 

inoculadas com C. etunicatum (1,66 g kg-1), comparadas às do tratamento com Diversispora 

sp. (1,15 g kg-1), A. scrobiculata (1,12 g kg-1) e controle (1,11 g kg-1) (Figura 31). 

 

Figura 31 – Teor de P na parte aérea de A. mangium em função dos tratamentos de inoculação 

com FMA. Os valores da figura representam a média de quatro repetições. Médias seguidas 

por letra iguais não diferem pelo teste de Scott-Knott (p≤0,05). 
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O efeito do FMA C. etunicatum no incremento de P na parte aérea das plantas foi 

bem mais expressivo quando comparado aos demais tratamentos de inoculação, inclusive o 

controle. De forma geral, a melhoria no incremento nutricional das plantas micorrizadas tem 

sido associado ao maior volume de solo explorado pelas hifas fúngicas (MOREIRA; 

SIQUEIRA, 2006). 

Notou-se ainda que não houve diferença entre os tratamentos com Diversispora sp. 
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e A. scrobiculata no teor de P na parte aérea, quando comparado às plantas do tratamento 

controle. Este fato pode estar relacionado a um efeito de diluição do P nas folhas, tendo em 

vista o maior crescimento das plantas de A. mangium associadas aos FMA (Figura 32). 

Resultados semelhantes foram observados também por Rodrigues et al. (2018) em plantas de 

Tectona grandis. Nossos resultados corroboram também com os observados por Wang et al. 

(2016) e Amir et al. (2019). 

 

Figura 32 – Crescimento das plantas de A. mangium sob inoculação com FMA no tratamento 

com adição de 400 mg kg-1 de Mn no solo. 

 
Fonte: o autor 

 

Os teores de Mn na parte aérea das plantas aumentaram em função das doses 

crescentes de Mn aplicadas no solo em todos os tratamentos, conforme modelo quadrático 

(controle e C. etunicatum) e linear crescente (A. scrobiculata e Diversispora sp.) (Figura 33A). 

No entanto, todas as plantas inoculadas com FMA foram capazes de reduzir o teor de Mn na 

parte aérea, quando comparadas às do tratamento controle. Sendo assim, na máxima dose de 

Mn aplicada no solo, as plantas do tratamento controle apresentaram teores superiores a 3000 

mg kg-1 de Mn, ao passo que, nas plantas inoculadas com FMA, como por exemplo no 

tratamento com C. etunicatum, esse teor foi diminuído em mais de 1300 mg kg-1 em relação 

ao controle (Figura 33A). 

Os teores de Mn nas raízes também apresentaram tendência de aumento em 

função das doses crescentes de Mn aplicadas no solo em todos os tratamentos, os quais 

ajustaram-se ao modelo quadrático (Diversispora sp.) e linear (C. etunicatum, A. scrobiculata 

e controle) (Figura 33B). Entretanto, nas raízes, o teor de Mn apresentou comportamento 

inverso ao da parte aérea, com maior teor desse elemento nas plantas inoculadas com FMA. 

Na máxima dose de Mn aplicada no solo, as plantas do tratamento controle apresentaram 
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teores inferiores a 3750 mg kg-1 de Mn, ao passo que, nas inoculadas com FMA, como por 

exemplo no tratamento com Diversispora sp., esse teor aumentou em mais de 2280 mg kg-1 

de Mn, em relação ao controle. Nessa situação, os tratamentos com Diversispora sp., seguido 

de C. etunicatum e A. scrobiculata, apresentaram incrementos significativos no teor de Mn 

nas raízes das plantas de 62,02%, 47,05% e 28,08%, respectivamente, comparadas às do 

tratamento controle (Figura 33B). 

 

Figura 33 – Teor de Mn na parte aérea (A) e raiz (B) de A. mangium em função das doses de 

Mn e tratamentos de inoculação com FMA. Os valores da figura representam a média de 

quatro repetições. 
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Fonte: o autor 

 

Elevados teores de Mn no solo podem ser altamente tóxicos para as plantas. 

Apesar disso, algumas espécies podem se desenvolver em solos com excesso desse elemento 

(GARCIA et al., 2018; PAN et al., 2018). Um dos mecanismos de tolerância das plantas ao 

Mn pode estar relacionado ao estabelecimento da associação simbiótica com os FMA. 

Entretanto, esses possíveis mecanismos ainda não foram totalmente esclarecidos. 

Em nossos resultados observamos que a inoculação com FMA aumentou a 

tolerância das plantas de A. mangium ao Mn, aumentando significativamente os teores desse 

elemento nas raízes e diminuindo na parte aérea, quando comparado às não inoculadas, 

principalmente nas condições mais extremas de Mn aplicadas no solo (400 mg kg-1). Ainda 

assim, os teores de Mn observados na parte aérea foram considerados elevados e acima do 

limite tóxico para maioria das espécies vegetais (KABATAPENDIAS; PENDIAS, 2001). No 

entanto, isso não resultou em grandes limitações ao desenvolvimento das plantas de A. 

mangium, quando comparado às não inoculadas. 
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É importante ressaltar ainda que os teores de Mn nas raízes foram bem mais 

elevados nas plantas de A. mangium micorrizadas, quando comparado a M. caesalpiniaefolia 

e L. leucocephala, respectivamente, nos ensaios I e II desta tese, chegando a atingir em alguns 

tratamentos valores aproximados a 6000 mg kg-1 de Mn. Isso pode explicar em parte a maior 

capacidade adaptativa dessa espécie vegetal frente às condições mais extremas de Mn e sua 

possibilidade de uso em programas de revegetação de áreas contaminadas por esse elemento. 

Além disso, através de análises de MEV e EDS, foi demonstrado em nosso estudo que os 

esporos dos FMA acumulam Mn na sua superfície, podendo funcionar como uma barreira 

biológica para diminuir a translocação desse elemento para a parte aérea das plantas e 

aumentar sua tolerância. 

 

5.3.5 Manganês na superfície dos esporos de FMA através da microscopia eletrônica de 

varredura (MEV) e espectroscopia de energia dispersiva (EDS) 

 

A análise elementar utilizando MEV e EDS permitiu detectar percentuais de Mn, 

com base em peso desse elemento (Wt%), na superfície dos esporos de FMA extraídos do 

solo em que foi adicionado 400 mg kg-1 de Mn e cultivado com Acacia mangium Willd. 

(Figura 34). 

 

Figura 34 – Mn na superfície dos esporos de FMA (Wt %) obtidos pela técnica de EDS. Os 

valores são referentes aos esporos de FMA extraídos do solo com 400 mg kg-1 de Mn 

cultivado com A. mangium. 
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Os percentuais de Mn na superfície dos esporos variaram de acordo com a espécie 
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de FMA, correspondendo a 4,5, 2,3 e 0,7%, respectivamente, para os tratamentos com 

Diversispora sp., C. etunicatum e A. scrobiculata. Na ausência da adição de Mn no solo (0 mg 

kg-1), os percentuais desse elemento na superfície dos esporos foram indetectáveis e por isso 

não foram plotados no gráfico (Figura 34). 

Novamente, nossos resultados evidenciam a afinidade dos esporos de FMA em 

acumular Mn em sua superfície. Assim como observado nos ensaios I e II, respectivamente, 

desta tese, verifica-se que há uma variabilidade no acúmulo de Mn na superfície dos esporos 

entre as espécies de FMA. Notou-se também que o FMA Diversispora sp. apresentou os 

maiores percentuais de Mn acumulado, o que pode estar relacionado a sua maior capacidade 

adaptativa a esse elemento, visto que foi isolado de uma área de mineração com elevada 

concentração de Mn.  

Outros possíveis fatores têm sido relatados para explicar essas variações na 

afinidade aos metais pesados entre diferentes espécies de FMA. Smith e Read (1997) sugerem 

que diferenças na composição química da parede celular fúngica entre diferentes espécies de 

FMA podem levar a esse tipo de variação. Conforme esses autores, tem sido especulado 

também que outros componentes da parede celular, como os grupos carboxílicos, amino e 

hidroxílicos podem representar sítios de ligação com íons metálicos, influenciando o grau de 

afinidade aos metais pesados. 

Em geral, como já mencionado anteriormente, os valores dos percentuais de Mn 

na superfície dos esporos de FMA observados no presente estudo são difíceis de serem 

interpretados, principalmente pela inexistência de outros resultados comparativos com o Mn 

utilizando essa mesma técnica. Contudo, vale ressaltar que os maiores percentuais de Mn 

observados na superfície dos esporos de FMA refletiram diretamente na atenuação dos 

sintomas de toxidez por Mn, maximizando o desenvolvimento das plantas de A. mangium 

quando cultivada em condições de excesso desse elemento. 

Além da detecção de Mn na superfície dos esporos de FMA, a MEV permitiu a 

obtenção de imagens com maior nível de detalhes (Figura 35). Na imagem, pontos mais claros 

são tidos como de maior densidade eletrônica, onde são encontrados elementos mais densos 

como os metais. 
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Figura 35 – Micrografia eletrônica de varredura (MEV) e resutados da espectroscopia de por 

dispersão de energia (EDS) em esporos de FMA (A- C. etunicatum; B - A. scrobiculata; C – 

Diversispora sp.) extraídos de solo com 400 mg kg-1 de Mn e cultivado com A. mangium. 

A

Wt (%) 2.3

  

Wt (%) 0.7

B

 

Wt (%) 4.5

C

 
Fonte: o autor 
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5.3.6 Percentual foliar de toxidez (PFT) 

 

De acordo com a análise de variância (Tabela 14), observa-se que todos os fatores 

isolados (A) e (B), bem como suas interações apresentaram efeito significativo para o PFT. 

 

Tabela 14 – Resumo da análise de variância para o percentual foliar de toxidez (PFT) de A. 

mangium sob inoculação com FMA e doses de Mn. 

F. V. G.L. 
Quadrados Médios 

PFT 

Doses de Mn (A) 3 1391,37** 

FMA (B) 3 725,07** 

Interação (AxB) 9 119,11** 

Erro 48 16,5 

Total 63   
C.V.% - 37,36 

** e * - Significativos a 1% (p≤0,01) e a 5% (p≤0,05) de significância, respectivamente, pelo teste F. 
Fonte: o autor 

 

O PFT das plantas aumentou em função das doses de Mn aplicadas no solo em 

todos os tratamentos, os quais ajustaram-se ao modelo de resposta linear crescente (Figura 36). 

No entanto, a inoculação com FMA foi capaz de reduzir significativamente o PFT, mesmo na 

máxima dose de Mn aplicada no solo. Na máxima dose de Mn, os tratamentos com 

Diversispora sp., seguido de C. etunicatum e A. scrobiculata, proporcionaram redução no 

PFT de 77,52%, 61,40% e 25,09%, respectivamente, quando comparado ao tratamento 

controle (Figura 36). 

 

Figura 36 – PFT de A. mangium em função das doses de Mn e tratamentos de inoculação com 

FMA. Os valores da figura representam a média de quatro repetições. 
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Aos 90 dias após o transplantio, período final da condução experimental, não 

foram observados nenhum sintoma de toxidez foliar por Mn na ausência da aplicação desse 

elemento no solo (0 mg kg-1) (Figura 37A). 

 

Figura 37 – Aspecto dos sintomas de toxidez foliar por Mn em plantas de A. mangium aos 90 

dias após o transplantio (A – 0 mg kg-1 de Mn, B – 100 mg kg-1 de Mn, C – 300 mg kg-1 de 

Mn e D – 400 mg kg-1 de Mn). 

 
Fonte: o autor 
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A intensificação dos sintomas de toxidez foliar por Mn ocorreu com as doses 

crescentes desse elemento aplicadas no solo, principalmente, nas plantas não inoculadas com 

FMA (Figura 37B, 37C e 37D). Nas plantas colonizadas por FMA, a menor agressividade da 

toxidez foliar por Mn pode estar associada a eficácia da simbiose micorrízica e seu efeito na 

proteção do hospedeiro sob condições de excesso de Mn no solo. Comportamento semelhante 

foi observado também em plantas de M. caesalpiniaefolia e L. leucocephala, nos 

experimentos I e II, respectivamente, desta tese.   

Nas plantas de A. mangium os principais sintomas de toxidez por Mn observados 

foram caracterizados por clorose internerval em algumas folhas e manchas marrons na parte 

final do limbo foliar (Figura 37B). Além disso, sob aplicação de doses crescente de Mn no 

solo, foi notável que as plantas de A. mangium apresentaram alguns distúrbios em sua 

fisiologia, caracterizado por má alternância foliar e, em alguns casos, por superbrotação 

(Figura 38A, 38B e 38C). 

 

Figura 38 – Aspecto das plantas de A. mangium cultivadas na presença (200 mg kg-1) e 

ausência (0 mg kg-1) de Mn (A, B e C – plantas do tratamento controle apresentando 

distúrbios em sua fisiologia na presença de Mn e D - planta inoculada com FMA na ausência 

de Mn e sem a presença de distúrbios em sua fisiologia). 

 
Fonte: o autor 

 

Em geral, é importante ressaltar que as plantas de A. mangium apresentaram 

menor PFT quando comparado aos resultados observados para as plantas de M. 

caesalpiniaefolia e L. leucocephala, nos experimentos I e II, respectivamente, desta tese. É 

provável que nas plantas de A. mangium possa ter ocorrido maior diluição do Mn no tecido 
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vegetal em decorrência da maior produção de massa, principalmente nas plantas micorrizadas 

(Figura 39). Resultados semelhantes foram observados também por Andrade et al. (2003) em 

solo contaminado com chumbo e cultivado com plantas de soja. 

 

Figura 39 – Efeito no crescimento das plantas de A. mangium sob inoculação com FMA no 

tratamento com adição de 400 mg kg-1 de Mn no solo. 

 
Fonte: o autor 
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6 CONCLUSÕES 

 

Os resultados obtidos com o cultivo de três diferentes espécies leguminosas, 

inoculadas com FMA em solo sob doses crescentes de Mn nos permite as seguintes 

conclusões: 

As concentrações excessivas de Mn no solo causam fitotoxidez e inibem o 

desenvolvimento das espécies leguminosas. 

A inoculação com FMA atenua a toxidez induzida por Mn e maximiza o 

desenvolvimento das espécies leguminosas. 

Os benefícios proporcionados pelos FMA dependem da planta hospedeira e da 

concentração de Mn no solo. 

Os esporos dos FMA acumulam Mn em sua superfície, funcionado como uma 

barreira biológica para diminuir a fitotoxidez e aumentar a tolerância das espécies 

leguminosas ao Mn. 

A eficiência desse mecanismo é dependente da espécie de FMA e da planta 

hospedeira. 

Ao se considerar a tolerância das espécies leguminosas com base em sua biomassa 

e no percentual foliar de toxidez por Mn, as espécies A. mangium e M. caesalpiniaefolia, 

associadas ao FMA Diversispora sp. e C. etunicatum, respectivamente, apresentam maior 

tolerância a concentrações elevadas de Mn no solo, tornando-as, nesse estudo, as mais 

indicadas para futuras práticas de revegetação de áreas de mineração com excesso de Mn. 
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