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RESUMO

ROJAS-VARGAS, Esneider, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, junho de 2022.
Influéncia do cobre na anatomia foliar e no crescimento de Joannesia princeps Vell.
(Euphorbiaceae) associado a um inéculo micorrizico. Orientadora: Luzimar Campos da
Silva.

A contaminagdo causada pelo rompimento da barragem de Funddo da Samarco Mineracdo em
Mariana (MG), tornou-se um problema de interesse global, onde precisa-se buscar estratégias
para reduzir a entrada de metais potencialmente téxicos como o cobre (Cu*) na biota do solo e
na cadeia alimentar. A fitorremediacdo do rejeito, através do uso de plantas nativas inoculadas
com fungos micorrizicos arbusculares (FMA), tem sido considerada uma estratégia interessante
para melhorar os planos de revegetacdo e restauracao de ecossistemas afetados pela extracao
mineral, devido a degradacao de solos impactados pelos rejeitos da barragem em Mariana. Este
trabalho teve como objetivo comparar as alteracdes morfoanatdomicas das folhas, assim como
varidveis de crescimento, conteido de nutrientes, teor de clorofilas, trocas gasosas e a
correlagio da acumulacio de Cu?' na parte aérea frente aos pardmetros medidos, para
compreender os mecanismos de tolerincia associados a Joannesia princeps Vell.
(Euphorbiaceae), na auséncia e presenca de indculo de FMA, exposta a diferentes
concentracoes de CuSOs, (0, 2, 4 e 8 mM). Na anatomia foliar das plantas sem in6culo, ocorreu
maior espessamento nas paredes celulares do parénquima palicddico e redugdo dos espagos
intercelulares do parénquima lacunoso. A histoquimica revelou rea¢des positivas para os testes
de lugol, cloreto férrico, vermelho de ruténio e calose no mesofilo, evidenciando maior
densidade nos tratamentos das plantas sem indculo expostas a maior concentragdo de CuSOa.
Da mesma forma, J. princeps, mostrou menor aquisi¢ao de Ca, reducao no crescimento da raiz
e caule, assim como na condutincia estomdtica (392 %), transpiragdo (318 %), taxa
fotossintética (399 %) e eficiéncia instantanea de carboxilacdo (606 %). Entretanto, as plantas
inoculadas nao evidenciaram alteragdes na anatomia foliar, e em contraste, foi encontrado um
aumento na aquisic@o de Ca, crescimento e trocas gasosas, melhorando as respostas das mudas
submetidas as altas concentracdes de CuSOs. Os resultados do presente estudo permitiram
concluir que J. princeps, sem inéculo, acumulou Cu?* principalmente na parte aérea, sem alterar
o conteudo de clorofilas e a eficiéncia no transporte de d4gua, enquanto que, plantas com inéculo,
acumularam Cu?* principalmente na raiz, reduzindo o fechamento estomdtico e melhorando a
taxa fotossintética, assim como a eficiéncia instantanea da carboxilacdo. Esses dados sugerem

que o in6culo micorrizico associado a J. princeps, reduziu o impacto negativo causado pelas



altas concentracdes de Cu?*, sugerindo que, J. princeps pode ser potencialmente testada em

projetos de fitorremediacao de dreas contaminadas com altos teores de cobre.

Palavras-chave: Rejeito do Funddo. Endomicorrizas. Anatomia foliar. Parametros

fotossintéticos. lons metélicos. Fitorremediacao.



ABSTRACT

ROJAS-VARGAS, Esneider, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, June, 2022. Influence of
copper on leaf anatomy and growth of Joannesia princeps Vell. (Euphorbiaceae)
associated with a mycorrhizal inoculum. Adviser: Luzimar Campos da Silva.

The contamination caused by the rupture of Samarco Minerac¢do's Fundao dam in Mariana
(MG) has become a problem of global interest, where strategies must be sought to reduce the
entry of potentially toxic metals such as copper (Cu**) into the biota of the soil and in the food
chain. Phytoremediation of the tailings, through the use of native plants inoculated with
arbuscular mycorrhizal fungi (AMF), has been considered an interesting strategy to improve
the revegetation and restoration plans of ecosystems affected by mineral extraction, due to the
degradation of soils impacted by the tailings of the dam in Mariana. This study aimed to
compare the morphoanatomical changes of the leaves, as well as growth variables, nutrient
content, chlorophyll content, gas exchange and the correlation of Cu** accumulation in the
shoot against the measured parameters, in order to understand the associated tolerance
mechanisms to Joannesia princeps Vell. (Euphorbiaceae), in the absence and presence of AMF
inoculum, exposed to different concentrations of CuSQOs, (0, 2, 4 and 8 mM). In the leaf anatomy
of plants without inoculum, there was greater thickening in the cell walls of the palisade
parenchyma and reduction of the intercellular spaces of the spongy parenchyma. The
histochemistry revealed positive reactions for the tests of lugol, ferric chloride, ruthenium red
and callose in the mesophyll, evidencing greater density in the treatments of plants without
inoculum exposed to the highest concentration of CuSOs4. Likewise, J. princeps showed lower
Ca acquisition, reduced root and stem growth, as well as reduced stomatal conductance (392
%), transpiration (318 %), photosynthetic rate (399 %) and instantaneous carboxylation
efficiency ( 606 %). However, the inoculated plants did not show changes in leaf anatomy, and
in contrast, an increase in Ca acquisition, growth and gas exchange was found, improving the
responses of seedlings submitted to high concentrations of CuSO4. The results of the present
study allowed us to conclude that J. princeps, without inoculum, accumulated Cu®* mainly in
the shoot, without altering the chlorophyll content and water transport efficiency, while plants
with inoculum accumulated Cu** mainly in the root, reducing stomatal closure and improving
the photosynthetic rate, as well as the instantaneous efficiency of carboxylation. These data
suggest that the mycorrhizal inoculum associated with J. princeps reduced the negative impact
caused by the high concentrations of Cu**, suggesting that J. princeps can be potentially tested

in phytoremediation projects in areas contaminated with high copper contents.



Keywords: Fundao tailings. Endomycorrhiza. Leaf anatomy. Photosynthetic parameters. Metal

ions. Phytoremediation.
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INTRODUCAO GERAL

A inddstria de minera¢do gera grande quantidade de poluentes que afetam as
caracteristicas fisico-quimicas do solo, efluentes e qualidade do ar em todo o mundo (Wu et
al., 2017; Xie e Van Zy, 2020). Os rejeitos de mineragdo sdo os residuos sélidos resultantes
dessa atividade, caracterizados, normalmente, por apresentar uma estrutura de substrato
pobre, baixa concentracdo de matéria organica, além de conteidos varidveis de metais e
metaloides (As, Cd, Cu, Fe, Pb, S, Sb, Zn, Cr, Mn), o que representa um risco ambiental na
auséncia de uma gestdo adequada (Conesa et al., 2007; Rashed, 2010).

No mundo, sdo gerados cerca de 10 bilhdes de toneladas de lama téxica por ano,
proveniente de minera¢do (Adiansyah et al., 2015), o que tem levado ao aumento do
aprimoramento das técnicas associadas a constru¢cdo de barragens mais resistentes. No entanto,
em novembro de 2015, foi relatada uma das maiores catdstrofes ambientais no Brasil, a ruptura
da barragem de Funddo da Samarco Minera¢do em Mariana (MG). Estimou-se que 60 milhdes
de metros cubicos de rejeitos toxicos impactaram aproximadamente 668 Km de cursos de dgua
da bacia do rio Doce até o Oceano Atlantico (Segura et al., 2016; Carmo et al., 2017), o que
tem demandado um enorme esfor¢o para a recuperagdo dessas dreas afetadas.

Plantas das impactadas pelos rejeitos de Fundao, em Paracatu de baixo, se caracterizam
por apresentar altas concentracdes de Cu?* (Coelho et al., 2020). O cobre (Cu®*) é um metal de
transi¢c@o, que atua como micronutriente essencial e tem um papel importante na assimilagio de
CO2 em organismos fotossintéticos e como constituinte de plastocianinas e na citocromo c
oxidase, para a producdo de ATP na cadeia transportadora de elétrons (Marques et al., 2018;
Zeng et al., 2019). Entretanto, o incremento de Cu?** pode ser prejudicial para as plantas,
aumentando o estresse oxidativo devido a sua toxidez, que pode estar influenciada pelas
variagdes fisico-quimicas do solo e a interacdo com 6xidos de Fe e Mn (Dias et al., 1999;
Alloway, 2012; Nirola et al., 2015; Teixeira et al., 2012; Pan et al., 2017).

A exposicdo das altas concentragdes de Cu’* e outros metais, é considerada uma
ameaca ao desenvolvimento e estabelecimento de diferentes populacdes biolégicas e a saude
humana (Radziemska et al., 2017). Dessa maneira, procurar uma abordagem sustentdvel para
reduzir o impacto de metais como o cobre, tem levado a buscar métodos como a
fitoestabilizacdo. Esta técnica, utiliza plantas tolerantes ao estresse abidtico e microrganismos
como fungos micorrizicos arbusculares (FMA), que através a absorcdo pelas raizes, se

imobilizam fons metélicos nas hifas e tecidos radiculares das plantas, evitando a passagem
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desses elementos para a parte aérea (Mendez et al., 2007; Manoj et al., 2020), reduzindo a
probabilidade da entrada para a cadeia alimentar.

A influéncia dos FMA nas plantas nativas que crescem em rejeitos tem sido
investigada. Gonzdlez-Guerrero et al., (2008) constataram, a partir de andlises de
espectroscopia de energia dispersiva por raios X € microscopia eletronica de varredura, que o
acimulo de metais nos FMA ocorre na parede celular, citoplasma e vaciolos do micélio extra-
radical, conferindo prote¢do as raizes de seus simbiontes. Resultados semelhantes foram
relatados por Nayuki et al., (2014) a partir de microscopia confocal, mostrando que o acimulo
de metais ocorreu nas paredes celulares do micélio extra-radical e raizes de plantas, verificando
a atividade dos polifosfatos no vacuolo, envolvidos na quelacdo e precipitacdo de ions metalicos
(Wu et al., 2016), evidenciando que estudos anatdmicos podem ser indicativos das respostas
das plantas inoculadas com FMA frente aos altos teores de ions metalicos.

A homeostase celular de plantas e fungos micorrizicos, bem como os locais de
acumulagcdo de metais toxicos, ndo foram totalmente elucidados, uma vez que podem ser
modificados de acordo com a variacdo na concentracdo, nas condi¢des fisico-quimicas do
substrato, espécie de planta e de fungo. Audet e Charest (2007) mencionaram que, sob baixas
concentracoes de metais, os FMA aumentam o acimulo de metais nas raizes das plantas,
enquanto que, na presenca de altas concentracdes, a acumulacido ocorre, principalmente, na
parede celular e vactolos de hifas, diminuindo a toxicidade nas plantas (Souza et al., 2012; Wu
et al., 2016).

A distribuicdo no actimulo de metais, pode favorecer parametros de crescimento,
trocas gasosas e sintese de pigmentos nas plantas inoculadas com FMA (Adeyemi et al. 2021;
Al-garni 2006; Andrade et al. 2010; Bhalla e Garg 2021; Clark e Zeto 2008; Dary et al. 2010).
Entretanto, foi relatado que os FMA também podem estimular a bioacumulacdo de metais em
caules e folhas (Gohre e Paszkowski, 2006; Khan, 2005). Evidenciando que, a interacdo entre
fons metélicos e plantas associadas a fungos endomicorrizicos, € altamente varidvel. Portanto,
¢ importante entender as estratégias das plantas inoculadas com FMA, para lidar com a
exposicdo de metais, encontrados na lama dos rejeitos de Fundao.

Diferentes espécies que ocorrem em dareas de solos degradados, t€ém apresentado
tolerdncia a metais, acumulando concentragdes varidveis nos tecidos radiculares. Joannesia
princeps Vell., é uma espécie nativa que ocorre na Mata Atlantica, relatada em &reas sob
influéncia da mineracdao (Silva, 2013; Balestrin, 2018) e que ¢é recomendada em
reflorestamento, devido a grande quantidade de serapilheira produzida, que serve como fonte

de matéria orgéanica nos solos degradados e dreas agroflorestais nos estados de Minas Gerais e
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Bahia (Gamma-Rodrigues e Barros, 2002; Jaramillo-Botero et al., 2007; Santos, 2016). J.
princeps apresenta um crescimento rapido e alta produgdo de biomassa, que pode ser chave em
processos de fitorremediagcao de solos com altos teores de metais, decorrentes da atividade de
mineracdo. Nesta espécie, tem sido encontrada uma ampla gama de respostas frente a exposicao
de poluentes como chuva 4cida, material particulado e glifosato, sendo bastante responsiva e
evidenciando sua importancia no biomonitoramento de dreas impactadas por poluentes
atmosféricos (Araujo, 2021, Andrade et al. 2020; Silva-R, 2020; Silva et al. 2005).

No entanto, ndo existem estudos focados nas respostas morfofisiolégicas frente a
exposicdo de altas concentracdes de metais, o que pode ser levado em consideracdo neste
trabalho, visto que apresenta uma alta probabilidade de ser usada em planos de revegetagao,
junto com a inoculacdo de FMA nativos das dreas impactadas de Funddo. Desse modo, avaliar
as respostas morfoanatdomicas e fotossintéticas desta espécie, submetida a altas concentragdes
de CuSO4, é uma oportunidade para aprofundar nas estratégias das plantas nativas se
desenvolvendo nas dreas impactadas pelo desastre de Mariana.

Portanto, os objetivos deste estudo foram (1) caracterizar as alteragdes
morfoanatdmicas de J. princeps frente a exposicdo de diferentes concentracoes CuSOs em
auséncia e presenca FMA, (2) determinar os efeitos causados na homeostase de minerais,
crescimento, sintese de clorofila e pardmetros fotossintéticos pela exposicao de CuSOs4 em
plantas sem e com in6culo micorrizico, (3) determinar se o indculo de FMA reduz a
translocacdo de cobre para a parte aérea e (4) correlacionar as varidveis avaliadas para
estabelecer os mecanismos de tolerancia associados ao acumulo de Cu®* em J. princeps. Essa
abordagem permitird testar as hipdteses de que a inoculacdo de FMA diminui as alteragdes na
anatomia foliar, assim como os efeitos negativos no crescimento de J. princeps, causados pelo
aumento de diferentes concentragdes de CuSOs. Testard, também, se a acumulacdo de Cu** nos
tecidos radiculares ¢ aumentada pelo indculo de FMA, evidenciando seu possivel uso em planos

de revegetacdo em dreas de solos degradados pelo rompimento da barragem em Mariana.

e O capitulo I: “Indculo micorrizico extraido de areas adjacentes ao desastre de Mariana
modificam a captacdo de cobre e os parametros de crescimento de Joannesia princeps
Vell. (Euphorbiaceae)” ¢ um artigo formatado de acordo com as normas do periddico
International Journal of Phytoremediation (ISSN: 1549-7879). A submissao do mesmo,
serd feita ap6s modificagdes sugeridas pela banca avaliadora e posterior tradug¢do ao

idioma inglés.
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O capitulo II: “Influéncia de fungos micorrizicos arbusculares nas respostas
morfoanatomicas e histoquimicas das folhas de Joannesia princeps Vell.
(Euphorbiaceae) sob toxicidade de cobre” ¢ um artigo formatado de acordo com as
normas do periddico Chemosphere (ISSN: 0045-6535). A submissdo do mesmo, serd
feita ap6s modificacdes sugeridas pela banca avaliadora e posterior tradu¢do ao idioma

inglés.
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CAPITULO1

Inéculo micorrizico extraido de areas adjacentes ao desastre de Mariana modificam a
captacao de cobre e os parametros de crescimento de Joannesia princeps Vell.
(Euphorbiaceae)

Esneider Rojas Vargas, Luzimar Campos da Silva

Departamento de Biologia Vegetal, Universidade Federal de Vicosa, Vicosa 36570-900,
MG, Brasil.

*Autor para correspondéncia: luzimar@ufv.br

Resumo

Joannesia princeps Vell. (Euphorbiaceae) ocorre em dreas proximas a solos contaminados por
metais em Mariana, que apresentam um aumento progressivo na diversidade de fungos
micorrizicos arbusculares (FMA). Objetivou-se determinar as respostas no crescimento desta
espécie, na presenca de um consércio micorrizico em casa de vegetacdo, com concentracoes de
0, 2,4 e 8 de CuSOs. As plantas que cresceram sob 8 mM de CuSO4 sem in6culo, evidenciaram
acimulo de Cu?* 5 vezes mais alta que na concentragio de 0 mM. Por outro lado, houve um
incremento significativo de Cu®* na raiz das plantas inoculadas na mesma concentracdo. No
foram observadas variagdes na massa seca ou contetido de clorofilas em resposta a entrada de
Cu?*. No entanto, plantas inoculadas apresentaram o aumento no crescimento da raiz (49%), da
fotossintese (70%) e da eficiéncia instantanea de carboxilacdo (74%) em comparagdo as plantas
sem indculo. Nas plantas sem inéculo, o aumento de Cu** na parte aérea, altos fatores de
translocacdo, sem mostrar variagdes significativas na sintese de clorofilas ou eficiéncia no uso
de agua, evidencia o potencial de J. princeps em programas de fitoextragdo. Por outro lado, o
in6culo favoreceu o actimulo de Cu?* na concentragio de 8 mM, sugerindo sua aplicagio em
processos de fitoestabilizacio de Cu’* em 4reas de solos poluidas por esse metal. Concluimos
que J. princeps tem potencial de ser implementada em processos de fitoextracdo e
fitoestabilizacdo de cobre em presenca de FMA, portanto, recomenda-se aprofundar nas

respostas metabdlicas associadas a exposi¢ao por esse metal.

Palavras-chave: Metais téxicos, fitorremediacdo, FMA, fotossintese, rejeitos de mineragao,

plantas nativas.
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Introducao

Tem sido relatado recentemente o aumento do contetido Cu* e outros metais nas 4reas
impactadas pelo rejeito de Funddo , como resultado de processos redox entre 6xidos de Fe e
Mn. Isso tem alterado o estado de oxidacdo dos metais na matriz do solo, promovendo sua
biodisponibilidade na vegetacdo de Mariana, MG (Coelho et al. 2020; Quaresma et al. 2021;
Queiroz et al. 2021). Entretanto, fungos micorrizicos arbusculares (FMA), tem sido
considerados agentes que minimizam a toxicidade por metais, visto que favorecem a
compartimentalizacdo de fons metélicos nas hifas e raizes da planta hospedeira (Jordao et al.
2021; Puthur 2020; Santana et al. 2018; Gonzalez-Chavez et al. 2002). Assim, os FMA reduzem
o fluxo de fons para a parte aérea e, em consequéncia, modificam o fator de translocacdo e
bioconcentracdo na raiz da planta hospedeira, sendo fundamentais nos processos de
fitorremediacdo (Adeyemi et al. 2021; Al-garni 2006; Bhalla and Garg 2021). Os FMA
melhoram a homeostase de S e P nas plantas, reduzindo o estresse oxidativo nas células, visto
que que esses elementos estdo relacionados com a sintese de ligantes como acidos organicos,
fitoquelatinas e metalotioneinas, que tornam os metais menos reativos no citoplasma das células
(Puthur et al., 2020; Rascio e Navari-Izzo, 2011; Souza et al., 2011).

O Cu”* é um metal de transicdo e micronutriente essencial, importante na catélise de
diferentes reacdes quimicas associadas a fotossintese (Festa & Thiele, 2011; Amin et al. 2019).
No entanto, seu excesso nas plantas pode deslocar outros fons metdlicos de proteinas estruturais
e cataliticas, gerando radicais livres e propiciando o estresse oxidativo (Halliwell e Gutteridget,
1984; Macomber e Imlay 2009). Altos teores de Cu®* alteram o metabolismo e a sintese de
clorofilas, propiciando o fechamento estomatico, a diminui¢do na captacdo de CO2 e em
consequéncia, reduz o crescimento da planta (Dalcorso et al. 2014; Kiipper e Andresen 2016).
No entanto, a influéncia de FMA em plantas submetidas a altas concentracdes de Cu’",
favorecem sua estabilizac@o no solo e acumulacdo nas raizes (Santana et al. 2018; Toler et al.
2005). Essa resposta, tem sido atribuida as modificacOes na parede da célula vegetal, propiciada
por FMA, incrementando a imobilizagdo de Cu®* nessa regido e evitando sua entrada na
membrana celular (Zhang et al. 2009). Por outro lado, Andrade et al. (2010), registraram um
aumento na sintese de prolina em Coffea arabica, como mecanismo antioxidativo, propiciado
por um indéculo misturado com Glomus carum, Gigaspora margarita e Acaulospora sp. Dessa
maneira, a alteragio no metabolismo vegetal causado pelo excesso de Cu®* pode ser reduzido
através da inoculacdo de FMA, fornecendo maior tolerincia as plantas que se desenvolvem em

areas de mineracao.
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Joannesia princeps Vell. (Euphorbiaceae), ocorre em dreas sob influéncia da
mineracdo (Silva, 2013; Balestrin, 2018), préximas aos rejeitos, provenientes do rompimento
da barragem da Samarco, em Mariana — MG, que em novembro de 2015, estimou-se que 60
milhdes de metros cibicos de lama toxica, impactaram os solos e cursos de dgua da bacia do
rio Doce (Segura et al., 2016; Carmo et al., 2017). J. princeps € amplamente utilizada em
reflorestamento (Santos, 2016), porque apresenta rapido crescimento e produgdo de biomassa,
tornando-a uma espécie com potencial para ser implementada em processos de fitorremediacao
de 4reas degradadas (Andrade et al. 2020; Dary et al. 2010; Yang et al. 2014).

Assim, € importante conhecer as respostas desta espécie ao incremento de metais
potencialmente toxicos, que ndo tem sido estudado até agora, assim como a inoculacdo de FMA
para conhecer seu efeito sob as varidveis de crescimento. A hipétese deste trabalho € que a
influéncia de FMA extraidos de dreas de mata nativa em Paracatu de Baixo, Mariana — MG,
pode reduzir os efeitos negativos no crescimento, causados pelo aumento de diferentes
concentracdes de CuSOs em casa de vegetacdo, regulando a entrada de Cu®* e aumentando sua
acumulacdo naraiz e no substrato. Os objetivos do presente trabalho foram: avaliar as alteracoes
na aquisi¢do de nutrientes, crescimento, sintese de pigmentos e trocas gasosas, causadas pela
exposicdo de diferentes concentragdes de CuSQOy; determinar se o indculo de FMA otimiza a
acumulagdo de Cu®* nas raizes; e estabelecer a correlagdo da acumulagdo de Cu?** com as

varidveis de crescimento para elucidar os mecanismos de tolerancia associados a J. princeps.

Materiais e métodos

Material vegetal e condigoes de cultivo

Este estudo foi realizado em casa de vegetacdo na Universidade Federal de Vigosa
(UFV) - MG, Brasil (20 ° 4520°"S, 42 ° 52 '40"0), com sementes coletadas em areas de solo
proximas a arvores matrizes de J. princeps do Departamento de Engenharia Florestal, da
Universidade Federal de Vigosa (MG, Brasil). O inoculante micorrizico, extraido de uma area
de mata nativa em Mariana (MG, Brasil) (20 ° 18'8,73"S —43 © 14'11,13"W) foi produzido pelo
método “On Farm” (mistura de bagaco de cana de acucar e vermiculita; 1:1:1 e 1% de composto
organico) utilizando Sorghum bicolor L. como hospedeiro (Moreira et al., 2019; Prado et al.,
2021), e concedido pelo Laboratério de Associacdes Micorrizicas, Departamento de
Microbiologia, Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agricultura — Bioagro, com esporos de

Glomus albidum, Glomus brasilianum, Glomus etunicatum e Acaulosposra scrobiculata.
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As sementes de J. princeps foram colocadas em NaClO 1% durante 5 minutos, seguido
da quebra da dorméncia por escarificacdo mecéanica. Apds 20 dias do processo germinativo em
copos plasticos, as mudas foram colocadas em tubetes de 250 mL, contendo 10% de in6culo
(36 esporos por amostra) e 90% de substrato florestal, tipo Topstrato HT® (N: 0.06%; P: 0.05;
K: 0.08%; Ca: 0.21%; Mg: 0.14%; S: 0.19%; Zn: 10.8 ppm; Fe: 13200,4 ppm; Mn: 46.9 ppm;
Cu: 8.6 ppm; B: 7.6 ppm; CO: 3,43%; Na: 0.0032%; C/N: 57,16; pH: 5.77). Apés 30 dias, foi
avaliada a colonizacdo de FMA em raizes finas de J. princeps, realizando o clareamento de
fragmentos radiculares aleatoriamente coletados (Phillips & Hayman 1970) para a
determinagdo da porcentagem de coloniza¢do micorrizica nas mudas (Giovannetti & Mosse
1980), antes de serem levadas para o substrato contaminado com cobre, que foi misturado com
3 solugdes de CuSOs4 (2, 4 e 8 mM) e mantido no escuro para sua estabilizacao.

Posteriormente, 40 mudas dos tratamentos sem e com indculo foram transplantadas
dos tubetes para vasos com substrato contaminado, mantidas durante um periodo de 35 dias e

irrigadas com 4gua trés vezes por semana até o dia da coleta.

Quantificagcdo de elementos na matéria seca e substrato

Foram determinados os teores de Cu®*, S, P e Ca no substrato e plantas de J. princeps,
divididas em parte aérea e raizes. O material foi seco em estufa a 75° C, pesado, moido e
posteriormente, digerido em solucdo nitro-perclérica (HNOs - HCIO4). O Cu?* e Ca foram
determinados por absor¢do atdmica (modelo Spectra 220 FS, Varian, Austrdlia) segundo
Malavolta et al. (1989); o S por turbidimetria e o P por teste colorimétrico (Quin & Woods,
1976). O fator de transloca¢do e bioconcentracio de Cu?* foi calculado de acordo com a

metodologia proposta por Abdul et al. (2009).

Fator de translocagdo e bioconcentragdo

O fator de translocacdo (FT) e de bioconcentragdo (FBC) foram calculados de acordo
com Mellem et al. (2012), sendo FT o valor que indica a capacidade do metal ser transferido
das raizes para a parte aérea e o FBC, o valor que indica a capacidade das plantas em remover

compostos metélicos.

Avaliagdo de crescimento
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No final do experimento, foi determinado o comprimento do caule e da raiz principal
apos 65 dias de exposi¢ao a CuSQOs, com auxilio de uma fita métrica. Posteriormente, parte
aérea e raizes das plantas sem e com indculo, foram divididas e colocadas em estufa até atingir

peso constante para determinac¢do da massa seca.

Teor de pigmentos fotossintéticos e determinacdo de trocas gasosas

Foram extraidos os pigmentos de 4 discos, de 0,5 cm de didmetro, do quarto né de
folhas expandidas sem sintomas visuais. Estes foram colocados em 8 mL de Dimetilsulféxido
(DSMO) durante 48 horas no escuro, apds, foram secos em estufa a 45°C e pesados em balanca
analitica. 300 uL do extrato resultante foram colocados em pogos de placa ELISA e levados a
um espectrofotdmetro (Serie 600, BECKMAN DU, Fullerton, California) com leitor de
microplacas, para determinar a absorbancia da clorofila a, b e carotenoides a 663, 646 e 470 nm
respetivamente. As equagdes para obter o teor de pigmentos em pug/mg de peso seco foram
calculadas de acordo com os métodos propostos por Wellburn (1994).

A determinagdo de trocas gasosas foi feita de 8h até 12h sob folhas expandidas do
quarto nd, 60 dias depois da exposi¢do das plantas as concentragdes de CuSOy4, usando um
analisador de gases infravermelho LI- 6400 (IRGA, LI-COR, Nebraska, USA), com intensidade
luminosa constante de 1000 um m? s!' e 400 pm de CO,. Foram realizadas trés medicdes por
folhas em intervalos de 1 minuto, para garantir a estabilidade das leituras. A condutincia
estomatica (Gs, umol HO m™ s™1), a transpiracdo (E, mmol m™? s™!), a taxa fotossintética (A,
pmol CO2 m? s7!), a concentracdo interna de CO, (Ci, pmol CO2 mol!) e a eficiéncia

instantanea de carboxilagdo (A/Ci) foram avaliadas no presente trabalho.

Delineamento experimental e andlise estatistica

Os tratamentos consistiram em plantas sem indculo (S-in) e inoculadas (C-in), com
quatro concentracdes de CuSOs4 (0, 2, 4 e 8 mM) e 5 repeticdes para cada concentracdo (2 x 4
X 5 = 40). Testes de normalidade e homocedasticidade foram verificados, assim como analises
de variancia ANOVA e Krwskal-wallis, juntamente com testes de comparaciao multipla (HSD
de Tuckey) e provas de t-student para comparar as respostas entre os tratamentos sem e com
in6culo. Também foi estimado o coeficiente de correlagdo de Pearson (CCP) e a Andlise de

Componentes Principais (PCA) entre os diferentes atributos. As andlises estatisticas foram
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realizadas em GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, Inc.) e no pacote estatistico R v.3.3.1

para CCP e PCA (disponivel em www.r-project.org).

Resultados

Quantificagcdo de elementos na matéria seca e substrato

Nos tratamentos sem indculo, o teor de Cu** nas mudas de J. princeps foi maior na
parte aérea que nas raizes. Na concentragio 8 mM, houve aumento de Cu®* 5 vezes maior que
o encontrado nas plantas da concentracdo 0 mM. Na parte aérea das mudas com indculo,
verificou-se redugdo significativa de Cu?* nas concentracdes de 0 e 8 mM. Nas raizes
inoculadas, o teor de Cu®* foi significativamente maior na concentragdo de 8 mM, 2.3 vezes
mais alto em comparagdo das raizes sem indculo (Fig. 1A, B).

Foi observado um actimulo progressivo de Cu?* no substrato em resposta ao aumento
de CuSO4 (Fig. 1C). Na concentracdo de 4 mM sem in6culo, houve um acimulo 3 vezes maior
arespeito de 0 mM de CuSOa. No substrato com inéculo, houve maior actimulo de Cu?* a partir
da concentracdo de 2 mM, que se manteve na concentracdo de 4 mM. Nas concentracdes de 0
e 8 mM com inéculo, ocorreu um incremento de Cu?* 1.36 e 2.95 vezes maiores que nas
concentracdes sem indculo e 6 vezes mais alto com relagdo a 0 mM (Fig. 1C). O pH néo
apresentou diferencas estatisticamente significativas nos tratamentos com auséncia (variando
de 5.32 a 5.70), ou presenga (variando de 5.11 a 5.36) do inéculo nas diferentes concentracdes
de CuSOy4 (Tabela 1).

Na parte aérea das plantas sem indculo, ndo foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas no conteido de S, enquanto que, houve uma diminui¢do desse
elemento nos tratamentos com indculo nas concentracoes de 4 ¢ 8 mM com relacdo a 0 mM
(Fig. 2B). A parte aérea das plantas expostas a 4 mM com indculo, registraram menores
conteddos de S a respeito das que ndo tinham in6culo de FMA. Nas raizes sem in6culo, o S ndo
apresentou diferenca significativa entre as concentragdes de CuSOs (Fig. 2A). Nas raizes
inoculadas, o S reduziu nas concentracdes de 2 e 4 mM em comparagdo com 0 mM. Da mesma
forma, nas raizes inoculadas das concentracdes de 0 e 2 mM, foram encontradas redugdes
significativas de S a respeito das plantas sem in6culo. O contetido de P nas plantas, ndo foi
alterado sem e com indculo, nem nas raizes e parte aérea (Fig. 2C-D).

A aquisicdo de Ca na parte aérea foi reduzida significativamente na maior

concentracdo de CuSO4 sem e com inoculagdo de FMA, em compara¢do com 0 mM (Figura
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2F). Nas plantas inoculadas da concentragdo de 8 mM, foi encontrado um incremento
significativo de Ca em comparagdo com as plantas sem indculo. Nas raizes, foi encontrada uma
reducdo na concentracdo de 2 mM, que se manteve até a concentragdo de 8mM em comparacao
as plantas da concentracdo de 0 mM (Fig. 2E). Para as raizes inoculadas, o Ca foi
significativamente maior em 8 mM com relagdo a mesma concentragdo sem indculo.

No substrato, o S foi significativamente maior em 0 mM nas plantas sem in6culo. O
conteido de P ndo registrou nenhuma diferenca estatisticamente significativa. Enquanto que
para Ca, houve incrementos significativos nas concentracdes de 2 e 4 mM do substrato com

inéculo (Tabela 1).

Fator de translocacdo e bioconcentracdo

O FT das mudas com in6culo de FMA, foi significativamente reduzido em 0 mM em
comparacdo as plantas ndo inoculadas (Tabela 2). Nas concentracdes de 4 e 8§ mM dos
tratamentos sem indculo foram registrados valores acima de 1 (1.57 e 3.21 respetivamente).
Nas concentragdes de 2, 4 e 8 mM das plantas inoculadas, ndo se encontraram diferencas
estatisticamente significativas no FT, mantendo-se abaixo de 1 (0.69, 0.85 e 0.92
respetivamente).

Os FBC de Cu** ndo registraram diferengas estatisticamente significativas nas raizes
sem e com indculo (Tabela 2). Na parte aérea, houve um aumento significativo na
bioconcentragio de Cu**, nas concentragdes de 0 e 8 mM das plantas sem inéculo, e com valores

acima de 1 para a concentra¢do de 8 mM (1.17).

Avaliagdo de crescimento

O comprimento da parte aérea de J. princeps sem inoculo, diminuiu significativamente
na concentracao de 8 mM em comparacdo ao tratamento 0 mM (Tabela 3). Porém, houve um
incremento no comprimento do caule de 36% nas mudas inoculadas de 8 mM (Tabela 3). O
comprimento das raizes sem indculo, foi significativamente reduzido em 8 mM enquanto que
o inéculo promoveu seu crescimento um 49% na mesma dose (Tabela 3). Entretanto, na
concentragdo de 0 mM, encontrou-se uma reducio significativa do comprimento da raiz nas
plantas com in6culo. A massa seca da raiz e parte aérea ndo variou com o incremento das

concentracdes de CuSOs4 (Tabela 3).
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Teor de pigmentos fotossintéticos e determinacdo trocas gasosas

Nao foram encontradas diferengas significativas no teor de pigmentos de clorofila a, b
e carotenoides tanto nas plantas sem indculo, quanto nas plantas inoculadas de J. princeps em
relacdo as diferentes concentracdes de CuSOy4 (Tabela 4).

Houve reducdo significativa da condutdncia estomdtica (Gs), transpiragdo (E) e
fotossintese (A), no tratamento de 8 mM das plantas sem in6culo (392%, 318% e 399%
respetivamente), em comparagdo as plantas da concentragdo 0 mM (Fig. 3A, B, C). Nas plantas
com indculo, ao contrario, foi encontrado um aumento significativo da condutincia estomatica
(65%), transpiracdo (46%) e taxa fotossintética (70%), na concentracdo de 8 mM em
comparacdo as plantas sem indculo. A concentracao interna de CO2 (Ci) nas mudas sem in6culo
ndo evidenciou incrementos significativos (Fig. 3D). Foi verificada reducdo na eficiéncia de
carboxilacdo (A/Ci) nas plantas sem indculo, nas concentracdes 2 € § mM de CuSO4de 306 e
606%, respetivamente (Fig. 3E). Por outro lado, foi encontrado um incremento significativo de
74% em A/Ci na concentragdo de 8 mM das plantas inoculadas. A eficiéncia do uso de dgua
nao foi afetada pelo aumento de CuSO4 em nenhum dos tratamentos (Fig. 3F).

A correlagdo do efeito das concentragdes de CuSO4 nas varidveis medidas no
experimento foi estabelecida a partir do coeficiente de Pearson e por meio da PCA (Fig. 4).
Observou-se que, nas plantas sem indculo, dois componentes principais explicaram o 89.4 %
da variabilidade total dos dados, correspondendo a 57.9% no primeiro eixo, positivamente
correlacionado com A/B (Razdo entre clorofila a e b), PR (P na raiz) e significativamente com
SA (S na parte aérea) e CuA (Cu®* na parte aérea), onde este tltimo representou uma rela¢io
inversa com CaA (Ca na parte aérea), indicando o CuA como o componente com maior
correlacdo em PC1 e PC2. Enquanto que, nas plantas com indculo, a variancia foi de 56.9%
para PC1 mostrando correlacdes positivas com A, A/Ci, Gs, A/B, E e CuR (Cu?* em raiz); e
negativas entre CuA e PA (P aéreo); CuA e Ci; CR (comprimento da raiz) e CHIA (Clorofila
a) e CuR, explicando uma variabilidade de 29.1% para PC2 (Fig. 5).

Discussao

A interag@o dos metais entre solo e planta, estd determinada pelas caracteristicas fisicas
e quimicas de cada elemento. O Cu®" é um metal fortemente ligado 2 matéria orginica e a
rizosfera, porém, em altas concentracdes, sua entrada pode aumentar através do tecido radicular

(Lem, 2013; Degryse et al., 2008; Pedersen et al., 2000). Neste estudo, o aumento de Cu** no
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substrato sem indculo, cessou na concentracdo de 4 mM, evidenciando que a exclusdo desse
metal por parte das raizes, foi alterada em 8 mM, o que sugere que a partir dessa concentracao,
a distribuicdo de Cu?* é drasticamente modificada para a parte aérea de J. princeps. O aumento
inesperado de cobre no caule e folhas, tem sido um padrdo anteriormente registrado, mostrando
que, o sistema de regulacdo da entrada e distribuicdo de cobre no corpo da planta, sdo
modificados em resposta aos altos teores de Cu®* no solo (Baker e Walker, 1990; Pedersen et
al. 2000). Esse resultado sugere que concentracdes moderadas de CuSO4 no substrato sem
inéculo (2 e 4 mM), ndo alteram o teor de Cu* na parte aérea e nas raizes de J. princeps (valores
normais entre 7 ¢ 9 mg kg!). Enquanto que, concentragdes de 8 mM de CuSOs no substrato,
podem aumentar até 4 vezes a concentracio de Cu®* na parte aérea (54,45 mg kg™),
sobrepassando os limites permitidos desse metal nas plantas (15 mg kg™).

Os sistemas de regulacdo de captagdo de metais nas plantas, podem ser modificados
pela presenca de FMA. Neste trabalho foi observado que, na concentracdo de 8 mM, o contetido
de cobre no substrato com indculo foi maior a respeito do conteudo nas raizes, sugerindo que a
inoculagdo de FMA pode ter modificado a liberacdo de exsudatos radiculares, e em
consequéncia, foi propiciada a complexacdo de fons de Cu** no substrato. A presenca de FMA
nas plantas aumenta a sintese de acidos organicos e produgdo de glomalina, os quais promovem
uma maior imobilizacdo de metais potencialmente toxicos no solo (Gonzalez-Chavez et al.
2004; Gonzalez-guerrero et al. 2009; Schutzendubel et al. 2002). Dessa maneira, pode se inferir
que o in6culo, promoveu a liberacdo de dcidos organicos no substrato, assim como a quelacao
de Cu?* nos vactolos de FMA e da raiz de J. princeps, melhorando a resposta frente ao estresse
causado pelas altas concentracdes de Cu®*, reduzindo sua translocagio para a parte aérea.

Neste estudo, se evidenciou que as plantas sem indculo, podem ser potencialmente
usadas na fitoextracdo de Cu?*, visto que o FT foi alto (>2) e o FBC baixo (<1) na maior
concentracdo de CuSO4. Enquanto que, o in6culo usado neste trabalho, reduziu a translocacao
de Cu?*, restringindo-o nas raizes de J. princeps. O anteriormente mencionado, se ajusta com o
relatado por Adeyemi et al. (2021), onde o acimulo de Cu** ocorreu principalmente nas raizes,
devido a presenca de cepas de Funneliformis mosseae, que diminuiram a entrada cobre no caule
e folhas de Glycine max L., mudando o fator de translocagdo, devido ao acumulo de Cu?*
principalmente nas hifas de F. mosseae. Por outro lado, o acimulo de metais nos FMA, pode
ocorrer na parede do micélio extra-radical (Galli et al. 1994; Joner et al. 2000) ou por meio da
quelacdo com moléculas organicas, que favorecem sua complexacdo nos vacuolos contendo
grupos de polifosfatos (polyP) (Gonzélez-Guerrero et al. 2008). Esses grupos de polyP,

promovem o acimulo de metais nas vesiculas intra-radicais dos FMA, que estdo associados as
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raizes hospedeiras (Adeyemi et al. 2021; Aggarwal et al. 2011). Dessa forma, podemos inferir
que o indéculo de FMA extraido das 4reas adjacentes ao rejeito de Mariana, auxiliaram na
quelacdo de Cu®* através das diferentes estruturas fingicas, que influenciaram no FT de J.
princeps, provavelmente através da captacdo de ions metdlicos por meio da liberacdo de 4cidos
organicos ou da quelagdo com grupos polyP.

A disponibilidade de P no solo e aumento do conteddo nos tecidos vegetais, é
potenciada por fungos micorrizicos (Elhindi et al. 2018; Stroud 2015), devido ao transporte de
P na forma de polyP, através das hifas para a raiz (Ezawa & Saito 2018). Entretanto, as plantas
inoculadas ndo apresentaram esse incremento, possivelmente, em resposta ao efeito negativo
do aumento das concentracdes de CuSO4 no substrato, que inibiram a entrada de fosfatos
através da raiz. Resultados similares, relatados por Feil et al. (2020), mostraram que o efeito
das altas concentracoes de CuSOs4, sob Cucumis sativus, afetaram diretamente os
transportadores CsPT1.4 e CsPT1.9, reduzindo a capacidade de aquisicdo de P por parte de
plantas inoculadas com FMA. Assim, acredita-se que o aumento de CuSO4 no substrato,
influenciou negativamente o transporte de P na forma de polyP, através das hifas para as raizes
de J. princeps, diminuindo sua entrada para a raiz ou parte aérea.

A entrada de Ca nas plantas, ¢ diminuida em resposta a altos teores de metais (Gomes
et al. 2012; Ja 2005; Osteras and Greger 2006), devido as caracteristicas fisicas e quimicas dos
elementos, que promovem a competéncia pela entrada através das raizes (Eller e Brix, 2016).
A queda de Ca nas plantas sem e inclusive, com inéculo de 8 mM, evidencia o impacto do Cu?*
na entrada de Ca para a raiz e parte aérea, o que permite inferir que, a partir de 8§ mM de CuSOs,
a homeostase de Ca comeca a ser afetada nas mudas de J. princeps. Apesar do Ca ser diminuido
nas plantas inoculadas da maior concentracdo, sua aquisi¢ao foi significativamente a respeito
das plantas sem in6culo, devido a que FMA também estabiliza a homeostase de nutrientes sob
condi¢Oes estressantes (Aggarwal et al. 2011; Clark and Zeto 2008), o que mostra que, embora,
o Ca foi diminuido nas plantas com indculo, estas mostraram maiores conteudos de Ca na parte
aérea que nas plantas de 8 mM sem indculo de FMA.

Tem sido relatado que tanto o crescimento das raizes, quanto o incremento na
aquisi¢do de S em plantas, € aumentado pela inoculagdo de FMA (Zhan et al. 2013, 2018). No
entanto, o comprimento das raizes e o conteudo de S em J. princeps foi significativamente
reduzido em plantas com indculo sob concentracdes baixas de CuSO4. Tem sido discutida a
especificidade na resposta das plantas hospedeiras com relagcdo a colonizagdo de FMA, visto
que dependendo das condi¢des do solo das espécies de planta e fungo, a interagdao pode passar

de ser mutualista a parasitica (Friede et al., 2016; Johnson et al., 1997). Li et al. (2011),
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encontraram relagdes mutualistas entre fungo-planta em substratos contaminados com metais,
enquanto que, sob concentracdes baixas, foi relatado um efeito negativo no crescimento das
plantas colonizadas. Portanto, € necessario aprofundar na interag¢ao entre as diferentes cepas de
fungos presentes no indculo deste estudo, para estabelecer sua interferéncia nas respostas de J.
princeps frente a0 aumento nas concentragcdes de cobre.

A dinimica na captacdo de dgua e nutrientes através das raizes, estd relacionada com
o crescimento e vitalidade das plantas, porém, sob condi¢des estressantes essas caracteristicas
podem ser afetadas. Entretanto, a inoculagdo de FMA em pode melhorar o crescimento vegetal,
propiciando condicdes 6timas em solos poluidos (Al-garni 2006; Riaz et al. 2021). Neste
trabalho, foi observado que o comprimento do caule e da raiz das mudas inoculadas, foram
aumentados na concentracao de 8 mM. Verlag et al. (2001), observaram um maior crescimento
do caule de Helianthus annuus quando inoculado com Glomus intraradices. Da mesma forma,
Senen et al. (2015), encontraram que um consércio de FMA com a presenca de G. albidum
aumentou o comprimento da raiz, melhorando a resposta de Hordeum vulgare frente a altas
concentragdes de Pb. Assim, € possivel inferir que G. albidum e outros FMA presentes no
in6culo utilizado neste estudo, podem ter favorecido os parametros de crescimento de J.
princeps exposta a altas concentracdes de CuSOs.

As plantas dos tratamentos sem e com indculo nio variaram no contetido de clorofilas
e carotenoides, ou seja, ndo houve degradacdo ou efeitos na biossintese de pigmentos pelo
aumento de Cu®* nas plantas. Da mesma forma, a relaciio de clorofila a/b também nio foi
alterada, o que indica uma estabilidade nos fotossistemas PSII e PSI (Véradi et al. 2003). Shi
& Cai (2009) relataram que concentracdes de 400 mg kg™ de cobre reduziram o contetido de
pigmentos fotossintéticos em Arachis hypogaea, enquanto que, concentracoes similares em J.
princeps (4 mM), ndo modificaram o teor de pigmentos, sugerindo que maiores concentragdes
de CuSOs4devem ser testadas para avaliar a os efeitos da translocag¢do de Cu?* sob o contetido
de clorofilas.

A queda na taxa fotossintética (A), na condutancia estomatica (Gs) e na transpiracao
(E) registradas nas plantas sem indculo estd relacionada as alteracOes anatomicas verificadas.
As alteragdes no formato das paredes celulares do parénquima pali¢ddico e a reducdo nos
espacos intercelulares do parénquima lacunoso, podem ter contribuido na diminuicdo de Gs,
reduzindo E e A (Ali et al. 2013; Shi et al. 2014; Shi and Cai 2009a), em resposta a fotoinibicao
e ao fechamento estomdtico causado pelo excesso de Cu** (Dalcorso et al. 2014).

A limitacdo estomdtica € uma das primeiras respostas fisiolégicas em relacdo ao

aumento de concentracdes toxicas de metais nas folhas (Miladinova-Georgieva et al. 2018;
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Rucinska-Sobkowiak 2016), assim como o aparecimento de protrusdes pécticas na parede do
parénquima lacunoso, que pode ser indicativo do aumento transitério de H>O» no apoplasto, em
resposta ao estresse abidtico (Wojtaszek 1997; Reig-Arminana et al. 2004; Gilinthardt-goerg
2007; Shapiguzov et al. 2012). Dessa maneira, podemos inferir que, a limitacdo estomadtica e as
protrusdes da parede no parénquima lacunoso, sdo alteragdes iniciais, associadas ao aumento
na acumulacio de Cu?* em J. princeps, e que o inéculo de FMA de Mariana, diminuiram o
efeito negativo causado por esse metal, melhorando a taxa fotossintética e as respostas das
plantas frente ao estresse abidtico causado por cobre. Assim, pode se inferir que a partir de
concentracdes de 8 mM de CuSOq, em J. princeps sem indculo, aparecem os primeiros sintomas
por toxidez de Cu?*, associados inicialmente a mudangas na anatomia foliar e posteriormente a
mudancas nas trocas gasosas. O engrossamento da parede do parénquima pali¢ddico, em
resposta a entrada de metais, pode interferir nos processos de difusio de CO2 e em
consequéncia, alterar a fotossinteses (Shi e Cai, 2008a; 2008b; 2009), o que evidencia uma
relacdo direta entre a anatomia do mesofilo de J. princeps e a redug@o nas trocas gasosas nas
plantas sem indculo. No entanto, a inoculagdo de FMA reduziu essas alteragcdes em 8 mM,
indicando que o consorcio de FMA, das areas adjacentes ao rejeito de Fundao, podem reduzir
potencialmente, os sintomas causados pelo incremento de cobre nas mudas de J. princeps.

O aumento nos teores de Cu’* na parte aérea, (2 ¢ 8 mM de CuSOs), podem ter
provocado um efeito inibitério na atividade das enzimas associadas ao Ciclo de Calvin nas
mudas de J. princeps, visto que, teores elevados de Cu** e outro metais nas plantas, podem
alterar a fixac@o de carbono pela inibi¢do da RuBisCO, reduzindo a eficiéncia da carboxilacdo
(A/C1) ( Yang et al. 2020; Andrade et al. 2019; Kiipper € Andresen 2016; Leal-Alvarado et al.
2016). No entanto, A/Ci foi aumentada em plantas micorrizadas na maior concentragao,
evidenciando que, os fungos presentes no inéculo, podem ter melhorado o balango na fixacao
de COzno estroma dos cloroplastos de J. princeps.

Apesar de ter um aumento significativo de Cu®* na parte aérea das plantas sem inéculo,
o transporte de dgua através do xilema (WUE) néo fo1 afetado. Esse resultado, tem sido relatado
anteriormente, como uma estratégia por parte das plantas para melhorar seu regime hidrico, em
resposta ao incremento de metais (Miladinova-Georgieva et al. 2018; Pereira et al. 2017; Wolff
et al. 2012). Dessa maneira, se confirma que, a apesar da redugdo de Gs e E nas mudas de J.
princeps sem in6culo, a WUE ndo foi afetada em nenhum dos tratamentos, evidenciando uma
estratégia por parte de J. princeps, para melhorar seu regime hidrico, em relacdo com o aumento

progressivo nas concentragdes de CuSOs.
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A pesar de ndo ter encontrado efeitos negativos no transporte de dgua através do
xilema, se observou que na parte aérea das plantas sem inéculo, o aumento de Cu?* teve uma
correlacdo negativa com o transporte de P, restringindo-o na raiz, e alterando sua distribui¢@o.
Pelo contririo, S registrou uma correlacdo positiva com o aumento de Cu* na parte aérea,
mostrando que a homeostase de S pode estar relacionada com a sintese de grupos tidis em J.
princeps, reduzindo o efeito negativo de cobre na fotossintese. O coeficiente de Pearson
também evidenciou uma reducio de Ca associada negativamente ao aumento de Cu** na parte
aérea das plantas sem in6culo, e da mesma forma, uma correlagdo positiva deste elemento com
E, Gs e A, sugerindo que a queda de Ca, assim como das trocas gasosas a partir de 8 mM, sdo
indicativos dos primeiros sintomas causados pelo incremento de Cu®* em J. princeps.

O aumento de Cu?**

na parte aérea das plantas sem indculo, teve uma relacdao
inversamente proporcional com o teor de clorofilas, o que pode sugerir que, um incremento
acima de 8 mM de CuSOy, pode alterar a sintese desses pigmentos e posteriormente, alterar a
eficiéncia quantica do fotossistema II. Em contrapartida, o contetido de clorofilas nas plantas
com indculo, manteve uma correlacdo positiva frente ao aumento de E, Gs, A e A/Ci, que se
ajusta a uma menor entrada de Cu®* na parte aérea, como foi relatado neste estudo. O que

permite concluir que, o inéculo de FMA usado, reduz o estresse causado nos parametros

fotossintéticos de plantas de J. princeps, expostas a altas concentragdes de CuSOs.

Conclusao

As plantas jovens de J. princeps sem indculo, expostas a 8 mM, mostraram fatores de
translocacdo superiores a 1, assim como uma correlacdo significativamente positiva entre o
incremento de Cu®* e S, sugerindo estratégias associadas ao sequestro de metais, através de tidis
na parte aérea. Da mesma forma, apesar de ter apresentado alteragdes nos parametros de trocas
gasosas, o conteudo de clorofilas e a eficiéncia do uso de d4gua ndo foram afetadas, evidenciando
que a acumulagio de Cu®* na parte aérea, ainda ndo foi o suficientemente alta para alterar a fase
fotoquimica da fotossintese em J. princeps. Pelo contrério, o efeito negativo no ciclo de Calvin
foi registrado, reduzindo a eficiéncia da carboxilacdo de CO2em 8 mM das plantas sem inéculo.

Na maior concentracao de CuSQO4 das plantas inoculadas, foi observado um incremento
significativo do teor de Cana parte aérea, assim como um aumento gradativo de S a partir de 2
mM, o que pode sugerir um aumento de grupos tidis na raiz, propiciado pelo consorcio de FMA.

Da mesma forma, a estabilizacdo das trocas gasosas, indicam que o inéculo, pode favorecer o
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crescimento das mudas de J. princeps, aumentando sua tolerancia frente ao incremento de
CuSO4 em casa de vegetacdo, sugerindo que, a inoculacdo com FMA das dreas impactadas pelo

rejeito de Fundao, podem ser potencialmente usados em planos de fitorremediagao.
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Fig. 1. Acumulacido de Cu** em raiz (A), parte aérea (B) e substrato (C), sob diferentes
concentracdes de CuSOs4 sem indculo (S-in = barras negras) e com indculo (C-in = barras cinza).
Médias + SE seguidas de letras maidsculas diferentes entre concentragdes de CuSOs, e
minusculas entre tratamentos sem e com indculo (negro e cinza), diferem estatisticamente pelo

teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Fig. 2. Conteddo de S, P e Ca em raizes (A, C, E) e parte aérea (B, D, F) de plantas de J.
princeps sob diferentes concentracdes de CuSO4 sem indculo (S-in = barras negras) e com
inoculo (C-in = barras cinza). Médias + SE seguidas de letras maiusculas diferentes entre
concentragdes de CuSO4, € minusculas entre tratamentos sem e com indculo (negro e cinza),
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 1. Valores médios (+SE) do contetido de S, P e Ca no substrato de tratamentos sem
in6culo (S-in) e com indéculo (C-in) sob diferentes concentracdes de CuSOs. * Aumentos
significativos.
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Tabela 2. Valores médios (xSE) do Fator de translocacdo (FT) e Fatores de bioconcentracao
(FBC) da raiz de da parte aérea de tratamentos sem indculo (S-in) e com indculo (C-in) sob

diferentes concentracdes de CuSOs. * Aumentos significativos.

CuSO4 (mM)

Fator de translocacio e bioconcentracio

FT FBC Raiz FBC parte aérea
Sin C-in =85E Sin C-in =SE Sin C-in £SE
0.81* 033 010 063 036 018 0.48% 018 0,08
0,67 069 018 049 02% 015 0,29 01% 004
1,57 085 074 026 028 008 044 022 029
321 092 185 031 022 011 1L17* 012 013
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Tabela 3. Valores médios (+SE) do comprimento e matéria seca da raiz e da parte aérea de
tratamentos sem indculo (S-in) e com indculo (C-in) sob diferentes concentracdes de CuSOs.
* Aumentos significativos.



Tabela 4. Valores médios (= SE ) do Fteor de clorofilas de tratamentos sem indculo (S-in) e com indculo (C-in) sob diferentes
concentracdes de CuSOs. *Aumentos significativos.

LWL UT PISLUITLLUS IULU S LT LI U

Chl a Chlhb Chl total Chl ab Carotenoides
CuS04 (mM) S-in C-in =SE S4n C-n =SE S4n C-n =SE S4n C-n =SE S-in C-in = 5E
0 808 978 203 277 345 072 1085 1323 267 292 288 034 1721 16.69 3,92
2 606 815 114 242 29 0,53 848 11,13 165 255 277 017 13,49 13.78 2,
4 755 709 151 2%0 235 033 1045 944 182 252 298 030 13.57 10,05 3.25
8 6,57 849 172 229 27 0,52 887 1119 222 295 308 025 15,65 16.54 3.82

67
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Fig. 3. Condutancia estomdtica (A), Transpiracdo (B), Taxa fotossintética (C), Concentragdo
interna de COo», (D), Eficiéncia instantanea de carboxilacdo (E) e Eficiéncia do uso de dgua (F)
em foliolos de plantas de Joannesia princeps sob diferentes concentracdoes de CuSO4 sem
indculo (S-in = barras negras) e com inéculo (C-in = barras cinza). Médias + SE seguidas de
letras maiusculas diferentes entre concentragdes de CuSOs, € mindsculas entre tratamentos sem
e com indéculo (negro e cinza), diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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Fig. 4. Anélise de componentes principais (PCA) dos atributos do crescimento de J. princeps
sem in6culo de FMA, sob diferentes concentracdes de CuSOs. CuA: Cu2+ na parte aérea; CuR:
Cu2+ naraiz; PA: P na parte aérea; PR: P na raiz; AS: S na parte aérea; SR: S na raiz; CaA: Ca
na parte aérea; CaR: Ca na raiz. ChlA: Clorofila a; ChlB: Clorofila b; A/B: Razao de clorofila
a e b; MT: Massa seca total; CC: Comprimento do caule; LR: Comprimento da raiz; A: Taxa
fotossintética; Gs: Condutancia estomaética; E: Transpiracdo, Ci: concentracao interna de CO2;
A/Ci: Eficiéncia de carboxilacdo; WUE: Eficiéncia do uso de dgua.
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Fig. 5. Andlise de componentes principais (PCA) dos atributos do crescimento de J. princeps
com com inéculo de FMA sob diferentes concentracdes de CuSO4. CuA: Cu2+ na parte aérea;
CuR: Cu2+ na raiz; PA: P na parte aérea; PR: P na raiz; AS: S na parte aérea; SR: S na raiz;
CaA: Ca na parte aérea; CaR: Ca na raiz. ChlA: Clorofila a; ChlB: Clorofila b; A/B: Razao de
clorofila a e b; MT: Massa seca total; CC: Comprimento do caule; LR: Comprimento da raiz;
A: Taxa fotossintética; Gs: Condutancia estomdtica; E: Transpiracdo, Ci: concentragcdo interna
de CO2; A/Ci: Eficiéncia de carboxilacao; WUE: Eficiéncia do uso de dgua.
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CAPITULO II

Influéncia de fungos micorrizicos arbusculares nas respostas morfoanatémicas e
histoquimicas das folhas de Joannesia princeps Vell. (Euphorbiaceae) sob toxicidade de
cobre

Esneider Rojas Vargas, Luzimar Campos da Silva®

Departamento de Biologia Vegetal, Universidade Federal de Vicosa, Vicosa 36570-900,
MG, Brasil.

*Autor para correspondéncia: luzimar@ufv.br

Resumo

O rompimento da barragem de Funddo em Mariana (MG) no ano de 2015, foi um dos maiores
desastres ambientais do mundo. O aumento na concentra¢do de metais potencialmente toxicos
como o cobre (Cu?"), promovem danos na morfofisiologia de plantas em resposta ao estresse,
porém, alteracdes da anatomia foliar de plantas nativas, ocorrendo nos solos degradados pelos
rejeitos de Fundao, tém sido pouco estudadas. O objetivo desse trabalho foi avaliar as alteracdes
anatOmicas nas folhas de J. princeps, buscando entender se a inoculacdo de fungos micorrizicos
arbusculares (FMA) reduzem o estresse causado por Cu?*. Plantas sem e com inéculo de FMA,
foram colocadas em vasos com substrato contaminado com 0, 2, 4 e 8 mM de CuSQO4 durante
35 dias. A exposicdo a essas concentragdes evidenciou engrossamento da parede e desarranjo
celular do parénquima palicddico e lacunoso das plantas sem in6culo expostas a 8 mM, assim
como, aumento na densidade de fendis e graos de amido nos cloroplastos, deposicao de
protrusdes pécticas e calose ao redor dos cristais de oxalato de célcio na mesma concentracao.
Nas plantas inoculadas, ndo foram observadas alteracdes na anatomia foliar, no entanto, a
distribuicao na deposicdo de calose foi modificada, encontrando-se depositada nas paredes do
parénquima pali¢ddico, parénquima lacunoso e algumas células do parénquima fundamental da
nervura principal. Concluimos que a inoculagdo de FMA nas plantas de J. princeps reduziram
o estresse causado nas folhas pelo aumento das concentracdes de CuSOg4 e, provavelmente,

promoveram mecanismos de tolerancia através da deposi¢ao de calose nos tecidos foliares.

Palavras-chave: Rejeito de Funddo, anatomia foliar, metais potencialmente toxicos, FMA,

parénquima lacunoso, tolerancia.
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Introducao

A poluigdo por metais potencialmente toxicos € o principal problema de contaminacdo
decorrente da mineragdo, devido a sua persisténcia em ecossistemas terrestres e aquaticos, sua
alta biodisponibilidade e facil entrada na cadeia alimentar (Kan et al., 2021; Peralta-Videa et

al., 2009). O Brasil € um dos maiores produtores de minério de ferro do mundo, com
aproximadamente 13% das reservas mundiais nas regides de Urucum, Serra de Carajis e o
Quadrilatero ferrifero, localizado no estado de Minas Gerais (BDMG, 2002; Bekker et al.,
2010). Em 2015, o rompimento da barragem de Funddao em Mariana, MG, liberou 60 milhdes
de toneladas de rejeitos (Guerra et al. 2017; Segura et al. 2016; Xie e van Zyl 2020), resultando
no aumento do pH do solo e das concentragdes de Fe, Mn, Cr, Pb e Cu, atingindo a plataforma
continental de Espirito Santo no Oceano Atlantico (Quaresma et al. 2021; Queiroz et al. 2021).

Algumas gramineas de regides proximas a catdstrofe de Mariana toleraram altas
concentracoes de metais, apesar de terem mostrado alteragdes na deposi¢ao de metabdlitos e na
arquitetura da anatomia foliar (Silva, 2020). Por outro lado, plantas adjacentes a foz do Rio
Doce apresentaram estratégias de aclimatacdo frente A presenca de Cu®*, aumentando a
resisténcia estomdtica e a sintese de compostos antioxidantes (Lana-Costa et al. 2021). Foi
encontrado também, um aumento da concentracdo Cu* na parte aérea de Brachiaria
decumbens, Stylosanthes guianensis e Saccharum officinarum (66,25, 169,30 e 96,75 mg kg'l
respetivamente) em Paracatu de Baixo (MG) e um aumento da mobilidade desse elemento na
foz de Rio Doce (Coelho et al. 2020; Aguiar et al., 2020), mostrando que, devido aos processos
de oxido-redugdo, assim como a origem litolégica da regido, o Cu** estd se tornando um dos
elementos potencialmente toxicos que devem ser monitorados nas regides afetadas pelos
rejeitos de Fundao, visto que o aumento na translocacao para a parte aérea das plantas, apresenta
um risco na biomagnificagdo e posterior entrada para a cadeia alimentar.

O fluxo de fons através do tecido radicular, depende da estrutura quimica, assim como
da carga do metal (Rascio and Navari-I1zzo 2011; Singh et al. 2016). Em baixas concentracdes,
o Cu?* é um elemento essencial para as plantas, atuando como cofator de enzimas envolvidas
na respiracdo celular ou homeostase de Fe (Festa e Thiele 2011; Sahi et al. 2007). Porém,
concentragdes acima de 15 mg kg!' de Cu?* sdo consideradas téxicas para as plantas (Alloway
2013), acumulando-se principalmente no parénquima pali¢ddico e lacunoso das folhas quando
¢ translocado para a parte aérea (Arru et al. 2004; Sahi et al. 2007; Xu et al. 2013).

Nas areas impactadas de Mariana, tem sido relatado um aumento progressivo na

diversidade de bactérias e FMA (Prado et al. 2021) que podem favorecer os processos de
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sucessdo ecoldgica. Tem sido relatado que a presenca de FMA pode potenciar o
estabelecimento de comunidades vegetais, assim como melhorar as condi¢des fisioquimicas do
solo, reduzindo a biodisponibilidade de metais téxicos (Puthur 2020; Santana et al. 2018; Souza
etal. 2011; Yang et al. 2014). Assim, reforca-se a importancia da implementacio de processos
de revegetacdo com FMA, para acelerar os processos de recuperacdo inicial nas &reas
impactadas pelos rejeitos de Funddo (Lima et al., 2022).

Estudos que envolvem a interacado de FMA e plantas submetidas a solos contaminados
por metais tém mostrado um incremento na tolerancia de Cu?*, devido a influéncia de diferentes
cepas de fungos endomiorrizicos, que melhoraram as respostas morfofisiologicas de diferentes
espécies vegetais sob diferentes concentracdes de sais de Cu?* (Adeyemi et al. 2021; Gonzalez-
Chavez et al. 2002; Toler et al. 2005). Isto indica que a simbiose planta-FMA em solos
degradados pode ser ttil para aumentar a resisténcia da vegetacio nativa em solos poluidos por
Cu?* em dreas impactadas por minerac3o.

O estabelecimento de Joannesia princeps, Vell. (Euphorbiaceae), tem sido relatado
em dreas sob influéncia da mineragdo (Silva, 2013; Balestrin, 2018), sendo uma espécie
amplamente responsiva a poluentes aéreos como 0z0nio, chuva 4cida e material particulado nas
folhas (Araujo, 2021, Andrade et al. 2020; Silva-R, 2020; Silva et al. 2005). Entretanto, estudos
das alteracdes morfoanatomicas e posterior influéncia de FMA frente ao aumento de metais,
sdo escassos. Portanto, o objetivo desse estudo foi caracterizar as alteragdes na anatomia foliar
e histoquimica de J. princeps, submetida ao aumento de diferentes concentragdes CuSO4 em
substratos sem e com um indculo micorrizico de FMA. Pretende-se testar a hipotese de que
plantas submetidas ao aumento de CuSOs s3o favorecidas pelo indculo, diminuindo as

alteracdes anatdmicas causadas nas folhas.

Material e métodos

Condigoes de cultivo e delineamento experimental

O cultivo das plantas e as andlises das alteragdes morfoanatomicas das folhas de J.
princeps, submetidas ao aumento de CuSO4 e FMA foram avaliadas na Unidade de Crescimento
de Plantas (UCP) e no Laboratério de Anatomia Vegetal da Universidade Federal de Vigosa
MG (UFV), Brasil (20 ©4520°"S, 42 ° 52 '40"0), respectivamente.

A coleta de sementes maduras foi realizada no periodo de outubro a novembro de 2020

em dreas de solo proximas as arvores matrizes de J. princeps do Departamento de Engenharia



56

Florestal da Universidade Federal de Vigosa (MG, Brasil). As sementes foram higienizadas,
quebradas para superar a dorméncia e colocadas em substrato florestal (Topstrato HT®)
autoclavado para viabilizar sua germinagdo em um periodo de 20 dias. Posteriormente, as
mudas foram plantadas em tubetes de 250 mL, durante 30 dias com 25 mL de in6culo de FMA
extraido do solo de uma regidao de mata nativa adjacente a Mariana (MG, Brasil) (20° 18’ 8,73”
S —43°14° 11,13” W). O inoculante foi produzido pelo método de “On Farm” (Moreira et al.,
2019; Prado et al., 2021), fazendo uma mistura de bagaco de cana de acticar e vermiculita
(1:1:1) e 1% de composto organico (cama de frango), utilizando Sorghum bicolor L. como
hospedeiro. O inéculo foi concedido pelo Laboratdrio de Associagdes Micorrizicas (Instituto
de Biotecnologia Aplicada a Agricultura — Bioagro), contendo esporos de Glomus albidum,
Glomus brasilianum, Glomus etunicatum e Acaulosposra scrobiculata.

Antes de colocar as plantas em substrato com cobre (colocado previamente por 30 dias
em solucgdes 2, 4 e 8§ mM de CuSOs), foi avaliada a colonizagdo de FMA em 24 mudas de J.
princeps, tomando raizes finas previamente diafanizadas em solu¢do de KOH 10%, em Banho
de Maria a 75°C por sete minutos. Posteriormente, foram lavadas e colocadas em solugdo de
KOH/H202 10% (1:1) durante 10 minutos. As raizes foram lavadas com &4gua destilada e
colocadas em HCI 4%, coradas com azul de tripano por 2 minutos e observadas ao microscépio
para estabelecer a porcentagem de colonizacdo (Giovannetti e Mosse 1980; Phillips e Hayman,
1970).

Finalmente, 40 plantas sem e com indculo foram transferidas a vasos de 2,5 L contendo
1.8 kg de substrato florestal (N: 0.06%; P: 0.05; K: 0.08%; Ca: 0.21%; Mg: 0.14%; S: 0.19%;
Zn: 10.8 ppm; Fe: 13200,4 ppm; Mn: 46.9 ppm; Cu: 8.6 ppm; B: 7.6 ppm; CO: 3,43%; Na:
0.0032%; C/N: 57,16; pH: 5.77) contaminado com CuSOs4, durante um periodo de 35 dias. O
delineamento experimental consistiu em dois tratamentos de plantas sem in6culo (S-in) e
inoculadas (C-in), com quatro niveis de concentracao: O (substrato ndo contaminado), 2, 4 ¢ 8

mM (substrato contaminado com CuSO4) e 5 mudas para cada concentracao (2 x 4 x 5 = 40).

Caracterizacdo visual e estrutural em microscopio de luz

Diariamente, foram observadas possiveis alteragdes visuais nas folhas das plantas
expostas a CuSOy até o dia da coleta. Em seguida, fragmentos do centro e das margens foliares
dos foliolos do quarto n6, foram coletados e fixados em glutaraldeido (2,5 %), lavados com
tampao fosfato 0.1 M (Karnovsky, 1965), desidratados em série etilica e incluidos em

metacrilato de hidroxi-metil (Historesin Leica) entre as 8:00 e 12:00 do meio dia. Secdes
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transversais de 5 um foram obtidas em micrétomo rotativo de avango automatico (Modelo
RM2155, Leica Microsystems Inc., Deerfield, EUA). Parte dos fragmentos foram corados com
Azul de Toluidina (pH 4,0) (O’Brien & McCully, 1981) e montados em resina sintética
(Permount, Fisher Scientific, Pittsburgh), para caracterizacdo anatomica e observacdo de

possiveis alteracdes em resposta ao incremento de CuSOs.

Andlise histoquimica

Para a andlise histoquimica, parte das ldminas com os cortes foram submetidos aos
testes: para deteccdo de pectinas com Vermelho de Ruténio, compostos fenélicos com Cloreto
Férrico e amido com Lugol (Johansen, 1940). Para deteccdo de calose, foi usado o método
proposto por Smith e McCully (1978) com Azul de Anilina. Fragmentos estocados em etanol
70% (v/v) foram cortados transversalmente com micrétomo de mesa (modelo LPC, Rolemberg
& Bhering, Belo Horizonte, Brazil), para deteccao de lignina com floroglucina dcida (Johansen,
1940). As laminas usadas nos testes histoquimicos foram montadas em dgua imediatamente
apos serem coradas. Os cortes foram fotografados com fotomicroscopio (modelo AX70 TREF,
Olympus Optical, Téquio, Japao), equipado com um sistema acoplado a uma camera AxioCam

(Carl Zeiss, Jena, Alemanha).

Resultados

Porcentagem de colonizagcdo de FMA

A colonizacido de FMA nos fragmentos analisados em J. princeps apresentaram fungos
do tipo Dark-septate associados as raizes, assim como diferentes estruturas de fungos
micorrizicos arbusculares, principalmente vesiculas (13%) e hifas (33%). A porcentagem média
de colonizagdo micorrizica total foi de 46% (Tabela 1). Nao foram encontrados arbusculos

associados as células do cortex nos fragmentos de raizes analisados.

Caracterizagdo visual e estrutural em microscopio de luz

Os foliolos de J. princeps em corte transversal, apresentam epiderme uniestratificada,
com os estdmatos voltados para a face abaxial (hipoestomdtica), mesofilo dorsiventral,

parénquima lacunoso com grandes espacos intercelulares (Figs. 1A, 2A). A nervura principal é
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proeminente, com feixe vascular colateral, rodeada por colénquima angular na face abaxial e
uma camada maior subjacente a epiderme na face adaxial (Fig. 1A, E). Também sdo
encontrados idioblastos contendo compostos fendlicos e drusas, distribuidos irregularmente na
nervura principal (Fig 1E).

Plantas do tratamento 0 mM de CuSO4 sem in6culo (Fig. 2A) apresentaram um arranjo
uniforme nas células do parénquima palicddico, nicleos localizados nas regides mais préximas
as paredes das células (Fig. 2B) e paredes do parénquima palicddico e epiderme abaxial sem
alteracdes (Fig. 2C, D). No entanto, nas plantas expostas a 8 mM, foram visualizados
desarranjos e variagdes no formato das células do parénquima pali¢ddico, assim como paredes
aparentemente engrossadas e levemente sinuosas, nucleos mais densos e deslocados da regido
proxima a parede, ficando mais no centro das células (Fig. 2E, F). Também se observou um
aumento gradual nas projecdes da parede do parénquima lacunoso em 4 e 8 mM (Fig. 1C, 2G
respetivamente), junto com o aparecimento de células hipertrofiadas na epiderme abaxial (Fig.
1E) e uma redugdo visual dos espacgos intercelulares, na concentragdo de 8 mM (Fig. 2E). Por
outro lado, no tratamento de 8 mM com indculo, tanto o parénquima palicddico, quanto o
parénquima lacunoso, tiveram arranjo semelhante a concentracdo de 0 mM de CuSO4 sem

in6culo (Fig. 21, J).

Andlise histoquimica

Nas diferentes concentracdoes de CuSOs, o teste com Vermelho de Ruténio mostrou
reacao com as paredes celulares do parénquima lacunoso de J. princeps sem e com indculo (Fig
3). Verificou-se reacdo positiva nas protrusdoes da parede, observadas nas folhas das plantas
expostas a concentragdo de 8 mM sem indculo, assim como paredes visualmente mais
espessadas (Fig. 3C-G). Nas plantas inoculadas expostas a 8§ mM de CuSO4 ndo foram relatadas
protrusdes da parede no parénquima lacunoso ou espessamentos da parede na mesma regiao
(Fig. 3H).

O teste com cloreto férrico evidenciou compostos fendlicos em todas as concentragoes
de CuSOys, principalmente nas células da epiderme e extravasados no lume dos elementos do
xilema da nervura de maior porte, no tratamento de 8 mM sem in6culo (Fig. 4C, detalhe), a
diferenca das plantas inoculadas, cuja densidade foi menor (Fig. 4G, H).

No teste histoquimico com lugol, foi observado um aumento na frequéncia e tamanho

dos graos de amido nos cloroplastos das plantas sem in6culo, expostas a maior concentragdo de

cobre (Fig. 5B), a respeito do tratamento de 0 mM (Fig. 5A). Enquanto que, para as plantas com
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in6culo da concentracdo de 8 mM de CuSOs, foi possivel observar um menor tamanho dos
graos de amido no parénquima pali¢ddico em comparacdo com os tratamentos sem FMA (Fig.
5C, D).

Foi observada deposicdo de calose ao redor dos cristais de oxalato de cdlcio,
associados a nervura mediana e a margem das folhas de J. princeps sem indculo, expostas a 8
mM de CuSOq (Fig. 6 C-E). Verificou-se reacdo positiva de calose nas folhas inoculadas na
maior concentracdo, ao redor das drusas do parénquima pali¢ddico e algumas regides da parede
do parénquima lacunoso (Fig. 6 F-H). Na concentracdo de 0 mM de CuSOq (Fig. 6A, B) e nas

concentracoes de 2 e 4 mM de CuSO4 ndo foi visualizada a deposi¢do de calose.

Discussao

A variagdo na homeostase de nutrientes causada pelo aumento nas concentracdes de
metais influencia as respostas morfoanatomicas das plantas. A anatomia foliar, tem um caricter
progndstico a qual evidencia os primeiros sintomas em plantas submetidas a estresse abidtico,
antes de serem observados sintomas na morfologia foliar (Sant”Anna-santos et al. 2012; Silva
et al. 2020). Neste trabalho, as variacOes na anatomia foliar de J. princeps em auséncia do
indculo, mostraram paredes sinuosas € um desarranjo progressivo nas cé€lulas do parénquima
pali¢adico a partir de 4 mM de CuSOs.

As alteracdes na parede celular, podem estar associadas a reducdo significativa de Ca
na parte aérea das plantas, visto que o Ca estd envolvido na estabilizacdo e coesdo da parede
celular (Demarty et al. 1984; Thor 2019) e sua entrada através da raiz pode ser diminuida por
altas concentracOes de metais (Gomes et al. 2012; Ja 2005; Osteras and Greger 2006). Assim,
pode-se inferir que a alteracdo no formato celular registrado neste estudo, estd relacionada com
a desestabilizacdo da estrutura das paredes celulares de folhas de J. princeps. Porém, nos
tratamentos com indculo, ndo foram registradas modificacdes no formato celular, devido a
menores teores de Cu>* na parte aérea e a0 aumento na captacio de Ca, que pode ser favorecida
pela presenca de FMA (Aggarwal et al. 2011; Clark and Zeto 2008).

A visualizacdo de nudcleos mais densos e deslocados da parede da célula nas mudas
expostas a 8 mM sem inoculo pode significar o comego de senescéncia celular em resposta ao
estresse, causado pelas altas concentragdes de CuSO4em J. princeps. Dessa forma, € possivel

afirmar que a partir da concentragdo de 8 mM CuSO4 comeca a se registrar alteracoes no
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parénquima clorofiliano e lacunoso das folhas de J. princeps, modificando a distribui¢do interna
e formato do conteudo citoplasmaético.

A reducido visual dos espacos intercelulares no parénquima lacunoso ocorreu devido
ao incremento de Cu?* na parte aérea de J. princeps. Esse resultado se ajusta ao relatado por
Maruthi et al. (2011) e Pita-Barbosa et al. (2019) em Arabidopsis thaliana e Pteris vittata
expostas ao As e Cr respetivamente, onde evidenciaram , além da reducdo nos espacgos
intercelulares do parénquima lacunoso, um efeito na fotossintese das plantas. Dessa forma,
sugere-se que a redugdo nos espacos intercelulares do parénquima lacunoso de J. princeps pode
ter modificado o intercambio de CO,, aumentando o estresse a partir de concentracdes de 8 mM
de CuSOs.

O aparecimento de protrusdes de natureza péctica nas paredes do parénquima
lacunoso, verificadas a partir do teste com vermelho de ruténio, sdo indicadoras do estresse
derivado de processos intercelulares lentos que, em consequéncia, alteram a estrutura da parede
celular (Fernandes and Moura 2021; Giinthardt-goerg et al. 1997). As modificacdes na parede
celular por estresse abidtico sao resultados de um possivel aumento de H>O2 no apoplasto, que
pode alterar o metabolismo secundario (Wojtaszek 1997; Wojtaszek 1997; Reig-Arminana et
al. 2004; Giinthardt-goerg 2007; Shapiguzov et al. 2012;), incrementando irregularmente a
deposicdo de pectina na parede (Hermle et al. 2007; Moura et al. 2018). Assim, € possivel
afirmar que a maior concentracdo de CuSOjs usada neste estudo, induziu o aumento no
aparecimento de protrusdes na parede do parénquima lacunoso, que pode ser considerada como
um dos primeiros sintomas associados ao estresse pela entrada de Cu?* em J. princeps. Da
mesma forma, pode-se inferir que concentragdes a partir de 8 mM, poderiam comegar a
modificar os processos fotossintéticos. Nas plantas inoculadas nao foram observadas alteragoes
anatdmicas na anatomia foliar, indicando que além de diminuir a entrada de fons Cu®* na parte
aérea, a presenc¢a de fungos endomicorrizicos diminuiu o aparecimento de protrusdes pécticas
na parede celular das folhas.

Nas plantas sem indculo foi possivel visualizar uma maior deposi¢cdo de compostos
fendlicos na margem das folhas, assim como na nervura de maior porte nas concentracoes de 8
mM. O aumento de fendis nos vacuiolos, em resposta ao aumento na concentracdo de metais,
estd relacionada com a detoxificagdo e tolerancia a altos teores desses elementos (Gérecka et
al. 2007; Janas et al. 2010), incrementando a formagao de complexos com derivados fendlicos
glicosideos nas regides hidrofilicas da célula, como mecanismo de resisténcia a elementos
potencialmente toxicos (Biatonska et al. 2007; Tong et al. 2004). Esses complexos promovem

a eliminacdo de radicais livres e evitam o dano oxidativo do aparato fotossintético (Michalak
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2006; Sakihama et al. 2002; Sytar et al. 2013). Da mesma forma, Hristozkova et al. (2016) e
Kisa et al. (2016) relataram que a inoculacio de fungos micorrizicos aumentou
significativamente a concentracdo de fenois em folhas em Calendula officinalis e Zea mays
respectivamente, sob o efeito de Cd e Pb.

Dessa maneira, € possivel sugerir que apesar do incremento gradativo nas
concentracdes de CuSQs, J. princeps pode apresentar mecanismos de tolerancia associados a
sintese de fendis para reduzir o estresse causado por Cu?* no tecido foliar, evidenciada no
aumento da densidade de compostos fendlicos nos vactolos na nervura principal das folhas de
J. princeps, Portanto, recomenda-se caracterizar o tipo de compostos fendlicos sintetizados por
J. princeps em condi¢des de estresse por Cu®* de mudas sem e com inéculo de FMA para
verificar se os mecanismos de detoxificacdo a respeito da sintese desses compostos, varia de
acordo com a presenca de fungos endomicorrizicos.

O aumento da densidade dos graos de amido nos cloroplastos das folhas de J. princeps
pode indicar que o incremento de CuSO4 diminuiu o carregamento do floema e a capacidade
de transporte de assimilados (Alaoui-Sossé et al. 2004), assim como a possivel redugdo na
atividade da amilase, interferindo com o rompimento de amido (Devi et al. 2007; Kuriakose
and Prasad 2008). Concentragdes potencialmente toxicas de metais, podem alterar a atividade
da amilase, reduzindo o rompimento de amido e em consequéncia, aumentando a acumulacdo
de polissacarideos no mesofilo. Portanto, infere-se que a partir de 8 mM de CuSO4em plantas
de J. princeps sem inéculo, pode ser alterada a atividade metabdlica em resposta ao estresse por
altas concentragdes de cobre no solo. Entretanto, sugere-se determinar a atividade da amilase e
outras enzimas associadas ao metabolismo primario de J. princeps, para determinar se o
aumento de CuSO4 modifica a atividade enzimatica da planta.

A deposigdo de calose em plantas, € decorrente ao incremento do estresse causado por
altas concentracdoes de metais, que promovem a inativacio de H-ATPases da membrana,
aumentando sua permeabilidade e posterior entrada de cédlcio no citoplasma, induzindo a
ativacdo de enzimas que sintetizam calose (Bhuja et al. 2004; O’Lexy et al. 2018; Rengel and
Zhang 2003). O aumento na intensidade de calose nas células, tem sido postulada também como
uma barreira tanto a entrada de patégenos (Pérez-De-Luque et al. 2017; Sanmartin et al. 2021)
quanto de metais (Krzestowska 2011; Samardakiewicz et al. 1996), incluindo plantas
inoculadas com FMA (Guarino et al. 2014). Nesse sentido, a reagdo positiva para calose,
verificada em algumas regides da parede do parénquima pali¢ddico e lacunoso das plantas com
inéculo, sugere uma possivel protecdo contra a entrada de Cu®* no citoplasma celular, como

sugerem Arru et al. (2004); Sahi et al. (2007) e Xu et al. (2013).
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A deposicao de calose nas drusas, pode ter relacio com um avancado estado de
desenvolvimento desses cristais em folhas maduras (Brander 1987; Currier and Webster 1985;
Katayama et al. 2007). Entretanto, a rea¢do positiva com azul de anilina, na parede dos cristais
de oxalato de cdlcio de J. princeps, s6 foi encontrada na maior concentragdo de CuSO4 das
plantas sem e com indculo, o que permite inferir que, possivelmente, existe uma relacao entre
a deposi¢ao de calose nas drusas e o aumento na concentra¢do de CuSOs. Porém, € necessario
identificar se os cristais de oxalato de calcio nesta espécie imobilizam fons de Cu**. Da mesma
forma, investigar se a sintese de calose nas drusas tem algum papel na protecdo dos tecidos

foliares sob altas concentracdes de metais.

Conclusao

As alteragdes no formato e posi¢cdo do niicleo, modificagdes no formato das células do
parénquima pali¢adico, diminui¢do dos espacos intercelulares e deposi¢do tanto de protrusdes
pécticas, quanto de calose na parede do parénquima lacunoso, sdo resultados do efeito negativo
causado pelo aumento nas concentragdes de CuSO4nas plantas sem indculo. Da mesma forma,
encontrou-se maior intensidade de fendis nos vaciolos, sugerindo um papel antioxidativo frente
aos altos teores de Cu?* nas folhas.

As mudas inoculadas ndo mostraram alteracdes decorrentes da toxidez de Cu?*.
Entretanto, foi observada uma maior distribuicdo na deposi¢do de calose, especificamente nas
paredes do parénquima lacunoso e ao redor dos cristais de oxalato de cdlcio indicando que a
sintese desse composto pode ter um papel como barreira frente a entrada de cobre das plantas
de J. princeps.

Sugere-se realizar experimentos focados em entender o papel das drusas em relagdo a
tolerancia por metais, assim como estudos de MET, para compreender o efeito da acumulagdo
de Cu?* no citoplasma e no nticleo das células do parénquima pali¢ddico e lacunoso de J.

princeps.
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Figuras e Tabelas

Tabela 1. Porcentagem de colonizacdo de fungos micorrizicos arbusculares em fragmentos de
raizes de J. princeps dos tratamentos sem indculo (S-in) e com indculo (C-in), antes de serem
expostas as diferentes concentragdes de CuSOs.

porcentagem de colonizacdo micorrizica

Tratamentos S-in % C-in %
Hifas 0 33
Vesiculas 0 13
Arbusculos 0 0

Total 0 46
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Fig. 1. Anatomia foliar de J. princeps, sob diferentes concentracdes de CuSO4 sem in6culo (A-
D) e com in6culo (E-H) em secOes transversais. Sem alteracdes associadas pelo amento de
CuSOs (A, B, E-H) e com alteragdes na parede do parénquima lacunoso (C) e aparente
hipertrofia na face abaxial da nervura de maior porte (D). Ue: Epiderme adaxial; Le: Epiderme
abaxial; Ac: Colénquima angular; Acd: Colénquima angular adaxial; Acb: Colénquima angular
abaxial; Est: estbmato; Pw: Protrusdes da parede; L: Laticifero; Ve: Elementos de vaso; Fg:
Fibras gelatinosas; Hp: Hipertrofia; Ie: Espacos intercelulares; Seta: Cambio; Ponta de seta
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negra: Compostos fendlicos; Ponta de seta vermelha: Floema; Estrela vermelha: Células de
parénquima; Seta vermelha: Idioblastos cristaliferos. Barras: A =280 um; B =80 um; C, H =
75 um ; D, E =50 um; F, G = 65 um.
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0 mM CuSOs4 S-in

8 mM CuSOs4 S-in

8 mM CuSO4 C-in

Fig. 2. Anatomia foliar de J. princeps, sob diferentes concentracdes de CuSO4 sem inéculo: 0
mM de CuSO4 (A-D); 8 mM (E-H), com engrossamento na parede (E), niicleos densos e
deslocados da parede celular (F), protrusdes da parede no parénquima lacunoso (G) e epiderme
aparentemente alterada (H) e com indculo: 8 mM (I-J), sem danos visuais. Ue: Epiderme
adaxial; Le: Epiderme abaxial; Ep: Epiderme; Pp: Parénquima palicddico; Sp: Parénquima
lacunoso; Chl: Cloroplasto; n: Nucleo; dn: Nucleo denso; Pw: Protrusdes da parede; Wt:
engrossamento da parede. Barras: A, E, [ =50 ym; B, F, J =20 um; C, D, G, H= 15 pm.
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0 mM CuSOs S-in

8 mM CuSOs4 S-in

8 mM CuSQO:4 C-in

Fig. 3. Teste histoquimico com Vermelho de Ruténio em foliolos de J. princeps, sob diferentes
concentracdes de CuSOs4sem indculo: 0 mM de CuSOs4 (A, B); 8 mM (C-G), com protrusdes
de natureza péctica na parede do parénquima lacunoso. Com in6culo: 8 mM (H), sem deposicao
de pectinas. Setas: Protrusdes pécticas na parede. Barras: A-C = 70 um; D =40 um; E-G = 20
pm; H =80 um.
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0 mM CuSOs4

8 mM CuSOs

Fig. 4. Teste histoquimico com Cloreto Férrico em foliolos de J. princeps, sob diferentes
concentracdes de CuSO4 sem indculo: 0 mM de CuSO4 (A, B); 8 mM (C), com deposicao de
compostos fendlicos na epiderme da nervura principal; (D), compostos fendlicos aparente mais
densos. Com inéculo: 0 mM de CuSOs4 (E, F); 8 mM (G, H). Barras: A-H = 80 um; Detalhe C
=30 pm.
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Fig. 5. Teste histoquimico com Lugol em foliolos de J. princeps, sob diferentes concentracdes
de CuSOs4 sem indéculo: 0 mM de CuSO4(A); 8 mM (B), com maior densidade e visualmente
maior tamanho de grdos de amido nos cloroplastos; com in6culo: 0 mM de CuSO4 (C); 8 mM
(D), sem diferencas aparentes a respeito da concentragdo de 0 mM de CuSOs4 Barras: A, B,Ce
D =25 pm.
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8 mM CuSOs S-in 0 mM CuSQOs4 S-in

8 mM CuSOs4 C-in

Fig. 6. Teste histoquimico com azul de Anilina em foliolos de J. princeps, sob diferentes
concentracoes de CuSO4 sem indculo: 0 mM de CuSO4 (A-B); 8 mM (C-E), com deposicao de
calose no envelope da parede os cristais de oxalato de célcio (C), células do parénquima e placas
crivadas (D) e ao redor da bainha da parede dos cristais de oxalato de cdlcio na margem das
folhas (E). Com ind6culo: 8 mM (F-H), com intensa deposicdo de calose na parede do
parénquima pali¢dadico e lacunoso (F, H) e cristais de oxalato de célcio (G). Barras: A =70 um,;
B =50 uym; C =40 um; D =35 pm.
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Conclusoes Gerais

As respostas na anatomia foliar de J. princeps permitiram confirmar que concentragoes
a partir de 8 mM de CuSOs, alteraram a configuracio do mesofilo, com relagdo ao
engrossamento das paredes, reducdo aparente dos espagos intercelulares e deslocamento do
nucleo da periferia das células do parénquima palicddico. Também, o incremento no teor de
cobre, aumentou a deposi¢do de protrusdes da parede, calose e a densidade de fendis e graos de
amido, unicamente nas plantas sem indculo, expostas a 8 mM. A inoculagdo de FMA nas
plantas de J. princeps, além de diminuir as alteracdes anatdmicas no tecido foliar, propiciaram
a sintese de calose em outras regides, sugerindo mecanismos celulares ainda desconhecidos que
precisam ser dilucidados, para entender a importancia da deposicdo desse composto no
mesofilo.

Se encontrou alteracdo da condutincia estomaética, transpiracdo, taxa fotossintética e
da eficiéncia instantdnea da carboxilacdo. O que permite concluir que a partir de 8 mM de
CuSOs, os parametros de trocas gasosas foram reduzidos, visto que o engrossamento das
paredes das células do mesofilo, podem ter modificado a entrada de CO; e alterado a eficiéncia
da carboxilacdo. No entanto, o indculo extraido das dreas adjacentes a Mariana, reduziram, o
estresse causado nas folhas, e incrementaram o acimulo de Cu”* na raiz e substrato em 8 mM.
Assim, o in6culo de FMA pode ser potencialmente implementado nas dreas impactadas pelos
rejeitos de Fundao, para favorecer a redu¢do na translocag@o de cobre. Entretanto, é necessario
aprofundar na atividade enzimatica de J. princeps frente ao aumento de CuSQy, para avaliar
sua tolerancia com altas concentracdes de cobre. Por outro lado, isolar os FMA presentes do
indculo pode ser uma estratégia interessante para conhecer a influéncia de cada um, frene ao
incremento de metais potencialmente t6xicos.

Sendo este o primeiro trabalho avaliando os efeitos de metais potencialmente toxicos
sob J. princeps, se sugere realizar mais experimentos nesta espécie, focados em entender o
papel das drusas e a deposicdo de calose na imobilizacdo de metais, assim como a atividade
enzimdtica e produ¢do de EROs nas folhas, para entender os mecanismos de tolerancia
associados. Também, € importante entender sua relacdo na sintese de fitoquelatinas, devido a
correlagio significativamente positiva encontrada entre o aumento de Cu®* na parte aérea e S
das plantas sem indculo, para estabelecer a relacdo de J. princeps com altos teores de cobre e

outros metais.



