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RESUMO

DINIZ, Patricia Fabian de Aratjo. Influéncia do fungo micorrizico arbuscular
(Glomus clarum) sobre caracteristicas biofisicas, nutricionais, metabdlicas e
anatdmicas em plantas jovens de seringueira. 2007. 112p. Dissertagdo
(Mestrado em Fisiologia Vegetal) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG. *

A utilizac¢do de fungos micorrizicos arbusculares (FMAs), associados as
plantas hospedeiras, tem sido considerada uma alternativa para a redug@o no
uso de fertilizantes e pesticidas na agricultura, devido aos seus efeitos benéficos
no crescimento das plantas, principalmente aquelas de interesse agrondmico. A
inoculagdo artificial de FMAs tem sido uma técnica pouco aproveitada e pode
ser uma alternativa a ser utilizada na formagdo de porta-enxertos precoces e
bem nutridos. O estudo objetivou avaliar o efeito da inoculagao do FMA Glomus
clarum no crescimento, caracteristicas biofisicas, bioquimicas e anatdmicas em
plantas jovens de seringueira. O experimento foi instalado em casa de vegetagdo
e os tratamentos consistiram de plantas inoculadas com o FMA Glomus clarum e
adubadas com 50 ppm de fosforo (mic+50P), plantas ndo inoculadas e adubadas
com 50 ppm de fosforo (s/mic+50P) e plantas ndo inoculadas e adubadas com
500 ppm de fosforo (s/mic+500P). Ao longo dos 195 dias foram avaliadas a
altura ¢ o didmetro das plantas. Ao final do experimento efetuaram-se as
avaliacOes biofisicas, a taxa de colonizagdo radicular pelo fungo, area foliar da
planta, massa seca da parte aérea, raiz e total, teores foliares de nutrientes, teores
de clorofilas a, b e total, concentragdo de proteinas soluveis totais, aminoacidos
totais, agucares redutores e soluveis totais, atividade radicular da redutase do
nitrato, além de avaliacOes anatdmicas de folhas e raizes. A taxa de colonizagdo
radicular foi baixa (18%). Constatou-se que as plantas micorrizadas
apresentaram altura e didmetro dos caules, matéria seca da parte aérea, matéria
seca total, densidade estomatica, area foliar, teores de clorofilas a e totais, razdo
clorofila a/b semelhantes as plantas s/mic+500P. Maior acimulo de matéria seca
de raiz, maior taxa de transpiracdo, menor resisténcia estomatica e menor
temperatura foliar foram observadas para as plantas micorrizadas. Os teores de P
e S apresentaram diferenca estatistica significativa nas plantas s/mic+500P, em
comparacdo com os demais nutrientes. As plantas micorrizadas mostraram
maiores concentragdes de agucares soliveis nas folhas e maior teor de sacarose
estimada. Houve ainda uma maior concentragdo de aguicares soliveis nas raizes
laterais micorrizadas, observando-se uma queda na concentragdo de acucares
redutores nessas raizes em relag@o as raizes s/mic+500P. As folhas das plantas

* Comité de Orientaco: Luiz Edson Mota de Oliveira — UFLA



micorrizadas mostraram ainda maiores teores de proteinas soliveis totais em
relacdo ao tratamento s/mic+50P. As raizes laterais micorrizadas também
mostram maiores concentragdes de proteinas soliveis totais e aminoacidos em
relagio ao tratamento s/mic+50P. As analises anatdmicas das raizes
evidenciaram a ocorréncia de alteracdes no tecido vascular, com aumento no
numero de pélos de xilema nas raizes micorrizadas. Além disso, a micorrizagdo
aumentou a atividade radicular da enzima redutase do nitrato.

il



ABSTRACT

DINIZ, Patricia Fabian de Aratjo. Influence of the mycorrhizal fungus
(Glomus clarum) on biophysical, nutritional, metabolic and anatomic
characteristics on young rubber plants. 2007. 112p. Dissertation (Master in
Plant Physiology) — Federal University of Lavras, Lavras, MG."

Use of arbusculares mycorrhiza fungi (FMAs) associated to host plants
has been considered an alternative to the reduction in the use of both fertilizers
and pesticides in agriculture, due to their beneficial effects on the growth of
plants, mainly those of agronomic interest. The artificial inoculation of FMAs
has been a little utilized technique and can be an alternative to be utilized in the
formation of early and well-nourished rootstocks. The study aimed to evaluate
the effect of the inoculation of FMA Glomus clarum on the growth, biophysical,
biochemical and anatomical characteristics of rubber tree. The experiment was
installed in a greenhouse and the treatments consisted of plants inoculated with
FMA Glomus clarum and fertilized with 50 ppm of phosphorus (mic+50P),
plants not inoculated and fertilized with 50 ppm of phosphorus (s/mic+50P) and
non-inoculated plants and fertilized with 500 ppm of phosphorus (s/mic+500P).
Throughout the 195 days, both the height and diameter of the plants were
evaluated. At the end of the experiment, the biophysical evaluations, the rate of
root colonization by the fungus, leaf area of the plant, shoot, root and total dry
matter, leaf nutrient contents, contents of chlorophylls a, b and total,
concentration of total soluble proteins, total aminoacids, reducing sugars and
total soluble sugars, nitrate reductase root activity, in addition to anatomic
evaluations of leaves and roots were performed. The rate of root colonization
was low (18%). It was found that the mycorrhizal plants presented height and
diameter of stems, shoot dry matter, total dry matter, stomatal area, leaf area
contents of a and total chlorophylls, ratio a/b chlorophyll similar to those of
s/mic+500P plants. Increased accumulation of root dry matter, higher rate of
transpiration, lower stomatal resistance and lower leaf temperature were
observed from the mycorrhizal plants. The contents of P and S presented
statistical significant difference in the s/mic+500P plants, as compared with the
other nutrients. The mycorrhizal plants showed highest concentrations of soluble
sugars in leaves and greatest content of estimated sucrose. There was still a
higher concentration of soluble sugars in the mycorrhized side roots, observing a
fall at the concentration of reducing sugars in these roots relative to the
s/mic+500P roots. The leaves of the mycoorrhizal plants showed, further, higher

* Guidance Committee: Luiz Edson Mota de Oliveira — UFLA
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contents of total soluble proteins in relation to the s/mic+50P treatment. The
micorrhizal side roots also showed higher concentrations of total soluble
proteins and aminoacids in relation to the s/mic+50P treatment. The anatomic
studies of roots pointed out the occurrence of alterations in the vascular tissue,
with increased number of xylem poles in the mycorrhizal roots. In addition,
mycorrhization increased the root activity of nitrate reductase enzyme.
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1 INTRODUCAO

Hevea brasiliensis [(Willd. ex. Adr. de Juss.) Miiell-Arg.] ¢ uma espécie
arbdrea, pertencente a familia Euphorbiaceae, que possui a maior capacidade
produtiva de latex e variabilidade genética para resisténcia a doengas, dentre
todas as outras 11 espécies pertencentes ao gé€nero Hevea. Seu principal produto,
o latex, ¢ a base para producdo da borracha natural, matéria prima fundamental
para o agronegdcio brasileiro.

A adubagdo correta das plantas de seringueira é essencial para uma
nutricdo equilibrada que se reflete em crescimento e produtividade e tem
diferentes objetivos de acordo com as fases do seringal. Na formagao dos porta-
enxertos, visa-se ao suprimento de nutrientes para se atingir o maximo de
uniformidade, precocidade em muitos casos, qualidade do sistema radicular e
aptiddo para enxertia (Bataglia & Santos, 1998).

Entretanto, as praticas agricolas atuais estdo mudando de um enfoque
convencional para uma abordagem mais sustentavel. Os sistemas agricolas
sustentaveis sdo caracterizados pela reduzida inser¢do de insumos sintéticos tais
como pesticidas e fertilizantes e um aumento consideravel de informagdes
relacionadas com praticas conservacionistas.

Dentro dessa logica, a utilizagdo de FMAs (fungos micorrizicos
arbusculares) associados as plantas hospedeiras tem sido considerada ha trés
décadas, como uma alternativa para a redug@o no uso de insumos (fertilizantes e
pesticidas) na agricultura, devido aos seus efeitos benéficos no crescimento de
plantas de interesse agrondmico, florestal, horticola e pastoril (Miranda &
Miranda, 1997).

Ultimamente, tém-se multiplicado as evidéncias do efeito benéfico das

associagdes micorrizicas com diversas plantas superiores de importancia



econdmica, sendo bem conhecidos € documentados esses beneficios na melhora
nutricional das plantas, especialmente em relag@o ao fosforo.

Devido ao fato da disponibilidade de N (nitrogénio) e P (fésforo) ser um
dos principais fatores limitantes para o crescimento ¢ a produtividade das
plantas, os FMAs apresentam grande potencial como insumo bioldgico para a
agricultura. No Brasil, hd uma predominancia de solos pobres ¢ a exigéncia de P
pelas culturas ¢ alta, o que torna o pais um enorme potencial para utilizagdo
dessa tecnologia.

A principal fonte de P para os seres vivos sdo as rochas fosfaticas que
constituem um recurso natural ndo renovavel e que precisa ter seu uso
racionalizado, pois se estima que as reservas de P se esgotario nos proximos 80,
100 anos.

A micorrizagdo representa, portanto, uma importante estratégia
econdmica para a maximizagdo do uso de fertilizantes fosfatados aplicados aos
solos deficientes e com elevada capacidade de fixacao de fosfatos, como aqueles
predominantes nos tropicos (Chu et al., 2004), além de propiciar a redugdo no
uso de insumos quimicos na agricultura.

Para as plantas perenes, como € o caso da seringueira, a micorrizagao
artificial pode ser uma alternativa a ser utilizada na formagao de porta-enxertos
mais bem nutridos, vigorosos e uniformes, com um indice elevado de
sobrevivéncia ¢ um melhor desempenho das plantas no campo.

Escassos sdo os trabalhos que objetivam avaliar os efeitos de fungos
micorrizicos arbusculares na formacao de porta-enxertos de seringueira, sendo
que estes se restringem a avaliagdo da melhora nutricional, crescimento e trocas
gasosas, nao havendo, portanto, nenhum trabalho relacionando & micorrizagao
em seringueira com as alteragdes em nivel bioquimico e enzimatico, assim como

alteracdes anatomicas.



Dessa forma, o presente trabalho teve por objetivo avaliar os efeitos que
a inoculagdo de fungos micorrizicos arbusculares possa ter sobre as plantas de
seringueira, em nivel de crescimento e alteracdes biofisicas, bioquimicas e
anatomicas das mesmas. Isso, associado aos poucos trabalhos encontrados na
literatura, envolvendo esses fungos e a seringueira, podera subsidiar trabalhos
futuros, objetivando a utilizagdo da simbiose na formagdo de porta-enxertos

mais eficientes.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Conceitos gerais sobre as micorrizas

Fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) s3o fungos da ordem
Glomales que formam associagdes simbidticas mutualisticas com raizes de
quase todas as espécies vegetais terrestres. Trata-se de uma simbiose quase
universal, ocorrendo em aproximadamente 80% das espécies vegetais (Bonfante
& Peroto (1995), Gadkar et al., (2001), numa imensa amplitude de habitats
naturais (Barea et al., (1984), Miller et al. (1986). Somente poucas espécies de
plantas como os membros das familias Brassicaceae, Caryophyllaceae,
Chenopodiaceae, ou Urticaceae ndo estdo envolvidas nessas interagdes, de
acordo com Smith & Read (1997) e Vierheilig et al. (1996).

Entre os hospedeiros, encontra-se ampla variedade de espécies de
interesse agronOémico, entre elas: o algoddo, o gergelim, a mamona, o sisal ¢ o
amendoim (Hoffmann & Lucena, 2006). Esses fungos sdo seres biotroficos
obrigatorios, ou seja, sua propagacdo s6 ¢ possivel quando estdo associados as
raizes de uma planta viva (Barea et al., 1984). Uma vez estabelecida a simbiose,
ocorre a troca de nutrientes entre o fungo e a planta hospedeira, visto que as
hifas fungicas funcionam como extensdo das raizes das plantas, pois devido a
sua grande capacidade de ramificac¢do, exploram o solo, realizando absor¢ao de
agua e nutrientes minerais, os quais sao transferidos para as plantas por meio de
estruturas intracelulares efémeras, denominadas arbusculos. A planta hospedeira,
em contrapartida, fornece o substrato energético para o fungo na forma de
hexoses (Miller et al., 1986).

Os fungos formadores das micorrizas arbusculares (MAs) sdo habitantes
comuns do solo e colonizam as células do cortex das raizes inter e

intracelularmente, sendo que a colonizagdo ocorre na epiderme e parénquima



cortical. O cilindro central e regides meristematicas ndo sdo colonizados
(Bonfante-Fasolo, 1984).

Os arbusculos, estruturas tipicas desses fungos, originam-se da
penetracdo de células corticais pela hifa, causando invaginagdo da plasmalema.
Sdo esses os principais locais de troca de metabolitos e, assim, do ponto de vista
fisiolodgico, a principal estrutura da simbiose, tendo sua vida duracdo de 4 a 5
dias, periodo apos o qual sofrem degeneracdo, e a célula volta a ter atividade
normal (Bonfante-Fasolo, 1984). Esse ¢ um processo dindmico, ou seja,
enquanto alguns arbusculos entram em senescéncia, outros estdo em formacao.

De acordo com Lima (1989), as MAs desempenham papel importante
na evolugdo e na sobrevivéncia das plantas, contribuindo significativamente para
a produgdo vegetal, principalmente devido a seu efeito na absorc¢ao de fosforo e
de outros nutrientes. Nao ha especificidade hospedeira, nem ocorrem alteragdes
morfologicas macroscopicas nas raizes colonizadas, tal como acontece com as
bactérias noduliferas, sendo a presenca da associagdo detectada através de
observagdes microscopicas de raizes clarificadas e coloridas com corantes
especiais.

A técnica de inoculacdo de fungos micorrizicos, em especial os
arbusculares, apresenta algumas limitagdes, as quais tém sido objeto de estudos
em muitos paises, inclusive no Brasil. Uma delas ¢ a dificuldade de cultivo do
fungo em condigdes axénicas, in Vitro, ou seja, eles ndo sdo cultivaveis em meio
artificial (Silveira, 1992) e producdo de in6culo, limitando o seu estudo separado
da planta hospedeira (Moreira & Siqueira, 2006). Outra, ¢ a compatibilizacao
entre o uso de FMAs e o uso de insumos, especialmente adubos, os quais ainda
sdo usados em larga escala na produgdo de mudas, causando redugdao da
germinacdo dos esporos e afetando a populagdo de FMAs no solo (Silveira,

1992).



2.2 Processo de formagao das micorrizas vesiculo-arbusculares

De acordo com Tamasloukht et al. (2003), o desenvolvimento do fungo
se inicia com a germinagdo de esporos quiescentes, dando origem a uma hifa. Na
auséncia de uma planta hospedeira, o fungo micorrizico mostra um limitado
crescimento da hifa, ao passo que na presenga de exsudatos de raizes de plantas
hospedeiras, o crescimento e¢ a ramificagdo dicotdmica da hifa aumenta
consideravelmente.

De acordo com Smith & Read (1997), a hifa cresce em diregdo a raiz da
planta hospedeira, com formagdo de uma estrutura de adesdo e penetragdo, o
apressorio funcional, que determina a penetracao das raizes (Eckardt, 2005). A
penetracdo do cortex ocorre através de pressdo e da acdo balanceada de enzimas
hidroliticas produzidas pelo fungo e reguladas pela planta (Demchenko et al,
2004).

Ainda segundo aqueles autores, a infec¢do prossegue com a colonizagao
apoplastica, dando-se pelo crescimento das hifas tanto inter quanto
intracelularmente, sendo a ultima resultante da invaginacdo da membrana
plasmatica vegetal e sintese de uma interface fungo-planta bem caracteristica
denominada matriz. Na parte mais interna do cortex, hifas intracelulares se
diferenciam nos arbtsculos, as estruturas especializadas no fluxo bidirecional de
nutrientes, através da continua ramificagdo dicotdmica de suas extremidades.

Jacquelinet-Jeanmougin et al. (1987) relatam que a estrutura fingica
pode ser completamente degradada pela célula vegetal e esta recupera sua
morfologia original, tornando-se capaz de permitir uma segunda penetragdo
fingica e formacdo arbuscular. Nem todas as células corticais sdo infectadas,
sendo que a diferenciagdo de hifas terminais em arbusculos ocorre somente em
algumas das células colonizadas (Siqueira et al.,, 2002). De acordo com

Bonfante-Fasolo (1984), as hifas intra-radiculares se diferenciam em estruturas



globosas e alongadas, ricas em lipidios, chamadas vesiculas, que aparentemente
possuem fungdo de reserva.

O ciclo de vida do fungo se completa pela formacdo de esporos extra-
radiculares, os quais podem iniciar um novo processo de colonizagdo. O micélio
externo cresce no solo adjacente a raiz, simultaneamente a colonizacdo interna
(Hayman, 1974). A quantidade de micélio extra-radicular pode chegar a 50
metros de hifa por grama de solo.

Contudo, deve ser deixado claro que ndo ha, necessariamente, um
paralelo entre colonizagdo e efetividade da micorriza formada (Barea et al.,
1984). Um FMA pode colonizar extensivamente uma raiz hospedeira sem que
isso seja traduzido, necessariamente, em beneficios consideraveis para o

hospedeiro.

2.3 Fatores que afetam a formagdo micorrizica
2.3.1 Nutricionais

Segundo Moreira & Siqueira (2006), as MAs sdo inibidas em condigdes
de alta fertilidade e favorecidas pela baixa fertilidade do solo, onde a
colonizagdo e a esporulagdo sdo geralmente maximas. A adi¢cdo de P suficiente
para otimizar o crescimento da planta, geralmente reduz a colonizagdo. Mesmo
em espécies com dependéncia micorrizica, a colonizagdo intra ¢ extra-radicular
pode ser bastante reduzida, dependendo do nivel e da disponibilidade de
nutrientes no solo (Lopes et al., 1983).

O efeito do P na colonizacdo ja € bastante conhecido e sabe-se que as
concentracdes de P proximas do o6timo para o crescimento da planta tem um
efeito fungistatico sobre os propagulos do fungo na rizosfera, sendo a
colonizagdo reduzida. Apenas os exsudatos radiculares de plantas deficientes de

P estimulam o crescimento assimbiotico do fungo.



Os efeitos negativos da alta concentracdo de P sdo muito consistentes,
mas 0 mecanismo exato da inibi¢do ndo foi completamente elucidado. Segundo
Moreira & Siqueira (2006), existem algumas hipoteses para explicar os efeitos
negativos da alta concentracdo de fosforo na colonizagdo de raizes hospedeiras
por FMAs, dentre elas destaca-se a presenga de lectinas nas raizes das plantas.

As lectinas sdo proteinas vegetais defensivas que se ligam a carboidratos
ou a glicoproteinas, inibindo sua digestdo por herbivoros. Essas lectinas
poderiam se ligar aos carboidratos nas paredes do fungo, inibindo seu
crescimento. Postula-se que, em condi¢des de baixo P, as plantas teriam elevada
atividade de fosfatases nas raizes, as quais formam dimeros com as lectinas,
inativando-as e permitindo o crescimento do fungo no cortex. Em alto fosforo,
as plantas teriam baixa atividade de fosfatases e as lectinas estariam livres para
bloquear a entrada do fungo.

Os mesmos autores também tém observado, in vitro, que altas
concentragdes de aglicares inibem os propagulos do fungo. Com o aumento das
concentracdes de P no solo, a fotossintese aumenta ¢ a exportagdo de trioses
fosfato dos cloroplastos para o citoplasma da folha, onde ocorre sintese de
sacarose, também aumenta. A sacarose ¢ translocada pelo floema até as raizes.
Sacarose e seus derivados, em baixas concentragdes, beneficiam o crescimento
do fungo, mas em altas concentragdes tornam-se inibitorias. Isso foi
demonstrado in vitro. Admitindo-se efeitos semelhantes in vivo, esse mecanismo
regularia a taxa de colonizag@o das plantas.

As altas concentracdoes de P tém um efeito negativo sobre as MAs
porque a maior concentragdo de P na raiz vai levar & menor alocacao de C para
o fungo (Olsson et al., 2002). Portanto, existe conexdo entre o suprimento
externo de P e a alocagdo de C para o fungo. Quando a planta esta bem suprida
de fosforo, ela ndo depende do fungo, e a presenga dele torna-se um

investimento energético supérfluo e sem retorno, uma vez que a associacao



constitui-se em um dreno forte na raiz. Ha evidéncias de que a planta regula a
colonizagdo de acordo com sua necessidade, através de um balango delicado
entre o nivel de P no solo, atividade do fungo e resposta da planta.

Além disso, ressalta-se que o fungo micorrizico possui um transportador
de P (GiPT), cuja transcri¢do ¢ induzida apenas num nivel mais baixo de Pi no
ambiente (Olsson et al., 2006). Esse transportador ¢ expresso na hifa externa de
G. intraradices e ndo esta associado com movimento de P na interface
micorrizica (Harrison et al., 1995; Maldonado-Mendonza et al., 2001, citados
por Olsson et al., 2006); assim, esse transportador pode ser responsavel pela
absorcao de P, diretamente do ambiente externo a raiz, pelas hifas externas.

O fungo se estabelece e se desenvolve dentro da raiz hospedeira, e para
isso ele necessita dos fotoassimilados produzidos pelo vegetal. Shachar-Hill et
al. (1995), citado por Bago et al. (2003), postularam que o FMA obtém a maior
parte, sendo todo o seu carbono dentro da raiz da planta hospedeira. Ali, eles
adquirem hexoses, as quais sdo convertidas em trehalose, glicogénio e quitina,
carboidratos tipicos dos FMAs, e em triacilglicerideo (TAG), que ¢ a principal
forma de carbono estocado no FMA, sendo este principalmente ou
exclusivamente sintetizado no micélio intra-radicular (MIR), de acordo com
Pfeffer et al. (1999).

Bago et al. (2003) concluem, em seus experimentos, que o fluxo de
carbono de dentro das raizes micorrizadas para o micélio extra-radicular (MER)
¢ na forma de carboidratos e lipidios, ¢ que o glicogénio ¢ possivelmente a
forma predominante de carboidrato que se move dentro do fungo (Fig. 1). A
hexose incorporada pelo MIR ¢ convertida em precursores do TAG pela
glicolise; o glicogénio ¢ produzido pela gliconeogénese ¢ a rota das pentoses
fosfato (RPF) opera tanto no MIR quanto no MER (Bago et al., 2000).

De acordo com Lammers et al. (2001), o carbono se move dentro do

fungo por meio de duas rotas; a rota A, que envolve o triacilglicerideo, e a rota
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B, que envolve o glicogénio (Fig.1). O ciclo do glioxilato e a gliconeogénese sdo
ativos no MER e esta via parece ser importante na utilizacdo do TAG exportado
pelo MIR para sintese de carboidratos no MER; as enzimas glicoliticas ndo

possuem atividades no MER
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FIGURA 1: Fluxo do carbono dentro de uma raiz micorrizada, adaptado de
acordo com modelos propostos por Lammers et al. (2001) e Bago et al. (2003).
RPF: rota da pentoses fosfato, TCA: ciclo dos acidos tricarboxilicos, TAG:
triacilglicerideo. Lavras, MG, 2007.

Além de glicogénio, a gliconeogénese produz os demais carboidratos
tipicos desses fungos, trehalose e quitina. De acordo com Lammers et al. (2001),
o ciclo do glioxilato no MER pode funcionar também como uma via
anaplerotica, porque o malato produzido na mitocondria a partir do succinato

pode repor intermediarios do ciclo dos acidos tricarboxilicos (TCA), assim como
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ser precursor gliconeogénico. Ainda de acordo com Bago et al. (2000), grande
quantidade de aminoacidos sdo produzidos tanto no MIR quanto no MER.

Se o fluxo de carbono diminuir, a abundéncia do fungo também diminui.
Desse modo, é vantagem para o fungo prover P de maneira que permita a planta
alocar C para uma parte particular do micélio, especialmente porque diferentes
FMAs colonizam diferentes partes da raiz sob condigdes de campo. Assim,
respostas dos FMAs podem também ser analisadas sob a perspectiva de
interacdes entre espécies de fungos ou plantas. A planta aloca carbono para
partes ricas em fosforo, o que significa que ela aloca carbono para partes ricas
em um fungo eficiente, uma vez que diferentes fungos micorrizicos podem
competir pelo suprimento de carbono da planta hospedeira, ou seja, colonizar o
mesmo hospedeiro. Portanto, quando ha aumentos na concentragdo de P, o efeito
de crescimento do FMA cai e pode ser abolido ou levar a depressdo do
crescimento (mudar de mutualismo para parasitismo) se, por exemplo, o custo
de C na simbiose ndo for compensado por outros beneficios.

A maioria dos estudos verificando dependéncia micorrizica esta
relacionada com a absor¢ao de P. Plantas que apresentam uma maior dificuldade
de absor¢do de P e aquelas que possuem maior demanda por P, para seus
processos metabolicos, sdo as mais dependentes da simbiose. Mas isso ndo
ocorre somente para o P (esse € mais evidente). Nitrogénio e outros nutrientes
também inibem a micorrizagdo, quando em excesso no solo. Alguns
micronutrientes (Zn, Cu, Mn e Fe) atuam diretamente sobre os propagulos, os
quais apresentam alta sensibilidade a esses elementos, interferindo na
micorrizagdo (Moreira & Siqueira, 2006), sendo que algumas vezes as

concentracdes desses elementos sao consideradas fungitoxicas (Hepper, 1979).
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2.3.2 N&o-nutricionais

Tem sido postulado que a colonizacdo intra-radicular por FMAs depende
diretamente da capacidade do fungo em evitar a ativacdo ou mesmo em suprimir
o sistema de defesa da planta. Portanto, segundo Barea et al. (1984), deve haver
uma combinagdo ideal entre o FMA e a planta, ou seja, os simbiontes devem ser
compativeis. Existem plantas que dependem totalmente da simbiose, como ¢ o
caso da mandioca; outras, como as cruciferas, produzem substincias que sdo
fungitéxicas, como os glicosinolatos, e inibem a colonizagao.

Segundo Pereira (1995), o pH do solo pode afetar a associacdo fungo-
raiz hospedeira, seja por seus efeitos diretos sobre a permeabilidade das
membranas do fungo e da planta, ou por efeitos indiretos na disponibilidade de
nutrientes. Fungos micorrizicos arbusculares podem ser encontrados em solos
com pH variando de 2,7 a 9,2 (Bowen, 1980), ocorrendo, entretanto, diferencas
entre as espécies ¢ isolados de fungos quanto a capacidade de germinar e
colonizar o hospedeiro em fung¢édo do pH do solo.

A salinidade do solo também influi na simbiose, sendo que sodio e cloro
reduzem a germinag@o dos esporos (Silveira, 1992). Também o excesso de
umidade do solo exerce um efeito negativo sobre a germinag¢do dos esporos,
colonizagdo das raizes e esporulagdo dos fungos. Reid & Bowen (1979)
enfatizam que a colonizagdo ¢ geralmente mais rapida quando a umidade do solo
¢ menor que a capacidade maxima de retengdo de agua.

A aeragdo ¢é outro fator importante para o estabelecimento da simbiose,
uma vez que esses fungos possuem processo de germinagdo de esporos
estritamente aerébico, até o estabelecimento e efeito da associagdo (Silveira,
1992). Segundo Saif (1981), o comprimento de raizes colonizadas aumentou
duas vezes e a quantidade de vesiculas cinco vezes, quando o nivel de O, do

solo passou de 2 para 21 %.
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Presenca de nematdides micofagos e colémbolas (pequenos artropodes),
os quais se alimentam do micélio, e certos fungos que parasitam propagulos de
FMAs podem reduzir o micélio e o nimero de esporos, de acordo com Silveira
(1992).

A presenga de metais pesados no solo pode nao ser capaz de inibir a
germinacdo dos esporos € a colonizagdo das raizes, uma vez que esses fungos
sdo capazes de promover a imobilizacdo desses metais na rizosfera, diminuindo
ou até mesmo anulando seu efeito fungitoxico (Barea et al., 1984).

De acordo com Silveira (1992), muitos pesticidas inibem o
estabelecimento da micorriza. Dentre os fumigantes, os mais toxicos para os
FMAs sdo cloropicrina, formaldeido, milone, brometo de metila, vapam e
vorlex. Muitos nematicidas podem favorecer a associagdo micorrizica. Os
fungicidas sistémicos, como o brometo de metila, inibem a micorrizagdo, agindo
tanto nas estruturas externas do fungo, mas também na sua eliminagdo dentro
dos tecidos colonizados. Fungicidas nao sistémicos podem ser menos

prejudiciais. Ha relatos que alguns inseticidas podem inibir a micorrizagao.

2.4 Efeitos nutricionais das micorrizas sobre a planta hospedeira
2.4.1 No crescimento

A micorriza arbuscular, na maioria dos casos, estimula o crescimento
vegetal, como conseqiiéncia de seu efeito sobre a nutricdo mineral da planta,
principalmente no aumento da absorcdo de fosforo. A simbiose ndo s6 aumenta
a biomassa vegetal, como também influencia a propor¢do na qual esta se
distribui entre a parte aérea e a raiz. O estimulo da capta¢do de nutrientes e
posterior translocagdo destes a parte aérea causa, relativamente, menor
transferéncia de fotossintatos a raiz ¢ maior retencdo deles na parte aérea, sendo
utilizado na producdo de matéria verde. Como conseqii€ncia, a relagdo peso da

matéria seca da parte aérea/peso da matéria seca da raiz é, em geral, mais
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elevada em plantas micorrizadas, quando comparada as plantas ndo micorrizadas
(Silveira, 1992; Smith, 1980).

Entretanto, em algumas condigdes, observam-se efeitos negativos da
micorriza sobre o crescimento das plantas, mas na maioria das vezes, esses
efeitos ocorrem de forma transitéria, normalmente nos estigios iniciais da
colonizagdo micorrizica, quando o fungo funciona simplesmente como parasita,
competindo por fotossintatos com a propria planta hospedeira (Schwob et al.,
1998), ou quando as condi¢des de fotossintese sdo sub-Otimas com relagdo a
luminosidade, temperatura, ou quando a oferta de fésforo no substrato € tal que a
planta ndo necessita do fungo para sua nutrigdo, situagdo em que o fungo
também estaria funcionando como um auténtico parasita (Barea et al, 1984).

H4 relatos da existéncia de interagdes entre FMAs e bactérias
diazotroficas, propiciando maior crescimento das plantas micorrizadas. Na
cultura do tomateiro (EI-Raheem et al., 1989) e da batata-doce (Paula, 1992),
essa interacdo estimulou a infec¢do bacteriana, promovendo o crescimento e
aumentando os teores de nutrientes nas plantas. Esses efeitos podem ocorrer pelo
incremento na absorcdo de P pelas plantas micorrizadas, o que daria melhores
condi¢des energéticas para o estabelecimento da associagdo das diazotroficas
(Barea & Azcon-Aguilar, 1983). Paula et al. (1991) argumentam que os
mecanismos de infeccdo e colonizacdo da planta hospedeira pelas bactérias
diazotréficas poderiam ser mediados pela infeccdo micorrizica, uma vez que no
processo de penetracdo das hifas infectivas ocorre maior exsudagdo de

nutrientes, o que poderia acelerar o crescimento das bactérias diazotroficas.

2.4.2 Na absorcdo de nutrientes
O fosforo ¢ um elemento importante a todas as formas de vida por fazer
parte de biomoléculas como os acidos nucléicos, ATP, muitos aglcares

fosfatados intermedidrios da respiracdo e da fotossintese, bem como integrante
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dos fosfolipideos das membranas vegetais, além de ser um dos mais importantes
nutrientes envolvidos na resposta de crescimento das plantas micorrizadas
(Silveira, 1992). Por essa razdo, a grande maioria dos estudos envolvendo
micorrizas ddo énfase a esse nutriente.

As plantas e os organismos vivos do solo absorvem P na forma de
ortofosfato solavel (PO4?), o qual se encontra normalmente em concentragdes
muito baixas na solugao do solo (2 a 5 uM). Segundo Fernandes et al. (2003), a
deficiéncia de fosforo nos solos brasileiros ¢ uma das maiores limitacdes aos
bons rendimentos das culturas, principalmente quando se trata de solos acidos e
com elevada capacidade de fixacdo de P por compostos de aluminio e de ferro.

O ciclo do fosforo € aberto e flui das rochas para o fundo dos oceanos,
tendo maior intensidade entre a biota e o solo. Devido ao intemperismo quimico
de rochas e minerais e da atividade microbiana, o fluxo global de P ja aumentou
em cerca de 400 vezes. Isso se torna motivo de preocupacdo devido aos
potenciais efeitos ambientais de P como agente eutrofizante e recurso natural
finito. A principal fonte de P para os seres vivos sdo as rochas fosfaticas que
constituem um recurso natural ndo renovavel que precisa ter seu uso
racionalizado, pois se estima que as reservas de P se esgotardo nos proximos 80,
100 anos (Moreira & Siqueira, 2006).

A absorc¢do de P € um processo ativo, acontecendo contra um gradiente
de concentragdo, tendo-se em vista que, no citoplasma, deve-se manter uma
concentragdo entre 5 ¢ 10 mM. Devido a alta exigéncia das plantas e a baixa
disponibilidade no solo, esse nutriente ¢ quase sempre muito limitante ao
crescimento delas, que geralmente apresentam um déficit nutricional de P
(Moreira & Siqueira, 2006).

O processo de transporte de fosfato da solugdo do solo a planta, mediado
pelo FMA, divide-se em 3 fases, segundo Silveira (1992). Inicialmente, ocorre a

captagdo do fosfato pelo micélio externo. A velocidade de captagdo do ion ¢
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funcdo da velocidade com que este chega a superficie da raiz, o que depende,
por sua vez, da mobilidade e concentragdo na solugdo do solo. No caso dos ions
fosfatos, sua concentracdo na solucdo edafica é de 10°M e sua difusdo é muito
lenta, além do fato de sofrerem, freqiientemente, o processo de fixagdo ou
precipitacdo com célcio, ferro ou aluminio. Uma vez alcancada a rizosfera, as
raizes absorvem o fosfato a uma velocidade superior a sua liberagdo para a
solucdo do solo, formando uma zona de deplecao de fosforo (1-2 mm) ao redor
da raiz. As hifas do fungo micorrizico sdo capazes de crescer e se ramificar para
além da zona de deplecdo, chegando a alcangar varios centimetros de distancia
da superficie da raiz.

Portanto, o FMA atua por um mecanismo fisico, proporcionando a raiz
um aumento no numero de sitios de absor¢do de fosforo, a0 mesmo tempo que
explora um maior volume de solo.

O fosfato (PO4?) é absorvido pela hifa externa através da alta atividade
de bombas H'ATPase, sendo convertidos e acumulados no vactiolo como
granulos de polifosfato, pela enzima polifosfatoquinase especifica; esse
armazenamento nos vacuolos mantém baixa a concentragdo de Pi dentro da hifa.
Os granulos de polifosfatos sao translocados através das estruturas intra-radicais
do fungo, impulsionados por correntes citoplasmaticas até os arbusculos. Nestes,
os granulos de polifosfato sofrem a acdo de fosfatases alcalinas que se
concentram nos vacuolos, sendo entdo liberados os Pi que s@o translocados
ativamente para a célula cortical da raiz. Essas enzimas sdo inibidas com o
aumento da concentracdo de fosfato (Silveira, 1992).

A maior participagdo da simbiose estd na absorcdo de ions que se
difundem lentamente no solo, como o fosforo, zinco e cobre. Sua absor¢do ¢
facilitada pelas hifas externas (Siqueira et al., 2002), razio pela qual a sua

contribui¢do para absor¢ao de nitratos ¢ limitada (Silveira, 1992), uma vez que
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estes sdo mais méveis no solo. Se a difusdo quimica no solo ¢ limitante, as hifas
podem aumentar a area de absorgdo em até 1800% (O’keefe & Sylvia, 1991).
Em geral, as plantas micorrizadas tém maior capacidade de absorcdo e
por isso acumulam maiores quantidades de varios macros e micronutrientes,
além de Br, I, Cl, Al, Si e metais pesados. Diminui¢ao nos teores de Mn ¢ Al em
planta micorrizada sugere que, talvez, a simbiose desempenhe algum papel de
prote¢ao direta da planta a toxicidade desses elementos e/ou esteja envolvida
num mecanismo de exclusdo desses elementos (Silveira, 1992). Os teores de N,
K, Ca, Mg e Na sdo geralmente menores, enquanto os de S e P sdo maiores. A
diminui¢do nos teores ¢ devida a diluicdo pelo maior crescimento e ndo a sua

menor absor¢ao (Moreira & Siqueira, 2006).

2.4.3 Na absorcao e metabolismo do nitrogénio

O nitrogénio (N) é, também, um dos fatores limitantes do crescimento
das plantas (Malavolta, 1980). As principais formas desse elemento no solo,
disponiveis as plantas, sdo a nitrica (NO3") e a amoniacal (NH,"), enquanto o
restante do nitrogénio, que esta na forma orgénica, ndo ¢ prontamente disponivel
para as plantas.

A nutrigdo nitrogenada depende, portanto, da mineralizacdo do
nitrogénio organico até a obtencdo de formas aproveitaveis pelas plantas. Assim,
as plantas adquirem o nitrogénio mineral basicamente nas formas de nitrato
(NO;) ou aménio (NH4"), e podem apresentar respostas fisiologicas muito
diferentes a esses ions, bem como capacidade diferenciada em absorvé-los e
metaboliza-los.

Ha estudos que demonstram que as micorrizas arbusculares absorvem e
transferem até 49% do nitrogénio incorporado na planta (Johansen et al, 1994,
citado por Pereira et al. (1996). Embora haja confirmagdo da importancia das

micorrizas arbusculares no processo de absor¢do e assimilagdo de nitrogénio
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(Smith & Read, 1997), ainda se sabe muito pouco sobre sua translocacdo e
transferéncia para as raizes das plantas hospedeiras (Bago et al., 2001). E raros
sd0 os estudos que investigam as enzimas-chave do metabolismo do nitrogénio
em simbiose micorrizica arbuscular (Subramanian & Charest, 1999).

Vale ressaltar que as ectomicorrizas, ou seja, micorrizas formadas por
fungos que ndo penetram as células corticais, dominam ambientes pobres em
nitrogénio, ao passo que as endomicorrizas dominam aqueles pobres em fosforo
(Vogt et al.,, 1991) e a maioria dos estudos disponiveis, envolvendo o
metabolismo do nitrogénio, foram realizados com ectomicorrizas.

Govindarajalu et al. (2005) informam que nao ha evidéncias de alteracao
na rota metabolica do N na planta, mas plantas micorrizadas apresentam maior
assimilacio de NH, no MER (alta atividade da glutamina sintetase), producio
de glutamina e translocagdo de N via xilema. Ainda de acordo com esses
autores, o MER pode absorver tanto o NH,', quanto NO3, possuindo todas as
enzimas necessarias para sua assimilacio em aminoacidos, 0s quais sdo
translocados para o MIR.

Em vista da alta mobilidade do NO;’, mas geralmente baixa mobilidade
de NH," nos solos, uma importante contribuicio das hifas externas na nutri¢io
do hospedeiro pode ser uma melhor captagio de NH;', em comparagio com
NO;” (Marschner & Dell, 1994 ), o que ¢ confirmado por Lopez-Pedrosa et al.
(2006), citados por Cruz et al (2007), que encontraram um transportador de alta
afinidade para NH," em hifas do FMA Glomus intraradices, o que reforga a
idéia de que o fungo capta tanto amonio quanto nitrato.

Se os efeitos das micorrizas arbusculares na absor¢ao de N pelas plantas
forem tdo generalizados quanto aqueles verificados para o P, o papel das MAs
na funcionalidade dos ecossistemas serd maior do que se considera, tendo em

vista a deficiéncia generalizada no nutriente na maioria dos solos cultivados.
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Analises de niveis de aminoacidos no MER revelaram que arginina
(Arg) ¢ o mais abundante aminoacido sintetizado e estocado neste micélio
externo, sendo transportado para o MIR (Govindarajulu et al., 2005; Bago et al.
2001). Segundo Jin et al. (2005), o NH," ¢ a mais provavel forma de N
transferido ativamente para as células hospedeiras, apds sua geragdo através da
quebra da Arg.

Toussaint et al (2004) e Bago et al. (2001) citam que ndo ha evidéncias
da translocacdo de NO5” e/ou NH," do MER para o MIR, sendo mais provavel
que o N seja, de fato, translocado na forma de aminoacidos. Assim, Bago et al.
(2001) propuseram um modelo especulativo que mostra que tanto o nitrato
quanto o amonio podem ser assimilados em glutamina no MER (Fig. 2).

Esse modelo ndo especifica outras enzimas, além da redutase do nitrato
(RN), cuja atividade tem sido encontrada em esporos de FMAs (Ho & Trappe,

1975), e em extratos de raizes micorrizadas (Subramanian & Charest, 1999).
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Ciclo }
da uréia .

Raiz Arg

: Pool de carbono
extra-radicular

Ji

MIR

Solo

FIGURA 2: Modelo proposto através do qual o ciclo da uréia, junto com a
translocacdo de arginina, poderia atuar para movimentar o N na simbiose. O
fluxo de N esta representado em vermelho; o de fosforo, em azul; o de carbono,

em preto. Adaptado de Bago et al. (2001). Lavras, MG, 2007.

De acordo com a Fig. 2, o nitrogénio adquirido diretamente do solo ¢

metabolizado para glutamina, pela acdo da enzima glutamina sintetase (GS) no

MER. Segundo Johansen et al. (1996), o ciclo GS/GOGAT pode ser responsavel

pela assimilacdo do amdnio no MER; mas, o envolvimento da GDH (glutamato

desidrogenase) nao tem sido excluido (Pateman & Kinghorn, 1975, citados por

Bago et al., 2001).
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Entretanto, o passo-chave na transformag@o do nitrogénio assimilado em
Arg ¢ a sintese do intermediario carbamil fosfato, cujas enzimas que catalizam
estas séries de reacdes usam preferencialmente a glutamina como fonte de
nitrogénio (Thoden et al., 1997).

Devido ao fato de todas as fontes endégenas ou exdgenas de nitrogénio
serem convertidas para NH,', a atividade da GS tem sido maior em sistemas de
raizes micorrizadas (Govindarajulu et al., 2005), ndo s6 devido a enzima
flingica, mas também a enzima da prépria raiz vegetal.

Ainda de acordo com a Figura 2, a Arg ¢ produzida pelo brago anaboélico
do ciclo da uréia, no MER, o qual apresenta alta atividade de GS e
argininosuccinato sintetase (ASS), segundo Cruz et al. (2007). A Arg produzida
¢, entdo, importada para dentro de vactiolos, onde se liga aos granulos de
polifosfatos, movendo-se ambos para o MIR.

Dentro do MIR, Arg e P sdo liberados para o citoplasma do fungo
simbionte, onde aquela sera hidrolizada pelo brago cataboélico do ciclo da uréia,
produzindo uréia e ornitina, e finalmente o amonio, o qual ¢ transferido para a
raiz hospedeira. Essa atividade de hidrolise da arginina pelo ciclo da uréia dentro
do MIR ¢ confirmada pela alta atividade das enzimas urease e arginase.

Os esqueletos de carbono resultantes podem ser reincorporados para o
pool de carbono do fungo. O aménio liberado para a raiz hospedeira é, entdo,
assimilado em glutamina através da ac¢do da GS do vegetal (Cruz et al., 2007).

A redutase do nitrato (RN) ¢ uma enzima-chave no metabolismo do
nitrogénio nos vegetais, pois cataliza o primeiro passo na conversao de NOs,
que ¢ a principal forma de N-inorganico presente nos solos cultivados, em N-
orgdnico que sera utilizado no metabolismo vegetal. O nitrato aumenta a
expressao do mRNA da RN, e leva a aumentos na sua atividade. A luz, através

da ativacdo da fotossintese e produgdo de agucares, estimula o gene promotor da
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redutase do nitrato (Vincentz et al., 1993) e a atividade da enzima (Lillo et al.,
2004), via desfosforilagdo de residuos de serina na enzima.

Em seringueira, o sitio preferencial de reducdo do NO;™ ainda parece ser,
exclusivamente, as raizes (Alves, 2001; Delu-Filho, 1994; Lemos et al., 1999).
Entretanto, Shan (2007)*, utilizando ensaio in vitro, encontrou, além de
atividade nas raizes, fraca atividade da enzima nos caules de plantas jovens de
seringueira.

Apesar de toda a sua importancia, estudos envolvendo a atividade da
enzima RN em plantas micorrizadas tém recebido pouca atengdo, quando se
compara com o volume de estudos sobre o efeito dessa associa¢do simbiotica na
nutri¢do fosfatada (Bowen & Smith, 1981).

No geral, as plantas bem nutridas de P apresentam uma maior atividade
da RN tanto em raizes quanto na parte aérea. Contudo, segundo Oliver et al.
(1983), poucos trabalhos objetivaram avaliar se essa maior atividade ¢ devida ao
efeito da melhoria na adubagdo fosfatica ou a colonizag¢do micorrizica em si.

Estudos que visem relacionar os efeitos das micorrizas arbusculares com
uma melhor utilizagdo do nitrogénio do solo sdo de extrema importancia
ecoldogica quando se pretende a implantacio de mudas em solos pobres em
nitrogénio, especialmente aqueles sujeitos a déficits hidricos, como ocorre nas
regides de escape onde a seringueira vem sendo implantada, condi¢do em que o
nitrogénio nitrico se torna menos movel no solo.

Portanto, de acordo com Moreira & Siqueira (2006), os mecanismos da
melhoria nutricional podem ser assim resumidos: aumento da superficie de
absor¢ao e exploragdo do solo; aumento da capacidade de absorcdo da raiz;
absorcdo de nutrientes disponiveis, mas ndo acessiveis as raizes nao
micorrizadas, diretamente pelas hifas ou, indiretamente, através de

favorecimento no desenvolvimento das raizes absorventes; armazenagem

* SHAN, A. Tese. Universidade Federal de Lavras. 2007. No prelo.
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temporaria de nutrientes na biomassa fungica ou nas raizes, evitando sua
imobilizagdo quimica ou biologica e lixiviagdo; favorecimento dos
microrganismos mineralizadores e solubilizadores de nutrientes e diazotroficos
na micorrizosfera; favorecimento na nodulagéo e fixacdo de N, em leguminosas;
amenizagdo dos efeitos adversos do pH, Al, Mn, metais pesados, salinidade,
estresse hidrico, pesticidas, poluentes organicos e ataque de patdgenos do
sistema radicular sobre a absor¢do de nutrientes; producdo de acidos organicos
eficazes na solubilizacdo das formas de P no solo; producdo de quelantes e

complexantes capazes de mobilizar principalmente P ligado a ferro.

2.5 Efeitos ndo nutricionais dos FMA sobre as plantas hospedeiras
2.5.1 Relacédo &gua-planta

Dentre os efeitos ndo nutricionais, o mais importante ¢ o favorecimento
da relacdo agua-planta (Moreira & Siqueira, 2006). A resisténcia difusiva (Rs)
mede o comportamento dos estdbmatos em resposta a perda de vapor de agua.
Altas resisténcias indicam o fechamento dos estomatos, o qual torna mais lenta a
perda de vapor de agua, reduz a absor¢do de CO, e, conseqiientemente, a
fotossintese (Larcher, 2000). Segundo Hsiao (1973), o fechamento dos
estOmatos ¢ a estratégia mais comumente utilizada pela planta para manter a
turgescéncia durante as horas mais quentes do dia e para diminuir a taxa de
transpiracdo. Esse mecanismo, entretanto, pode prejudicar a atividade
fotossintética devido ao impedimento a entrada de CO,, com conseqiiente
redugdo no crescimento da planta (Boyer, 1971).

Augé et al. (2004) observaram que plantas micorrizadas mantém uma
maior condutancia estomatica durante periodos de déficits hidricos e,
conseqiientemente, menor resisténcia difusiva. Essa contribuicdo dos fungos

micorrizicos arbusculares em cultivos sujeitos as deficiéncias hidricas ¢, de fato,

importante, pois estimula o crescimento do vegetal, uma vez que a simbiose se
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tenha estabelecido de forma eficiente. Entretanto, a colonizacdo de sistemas
radiculares por FMAs pode afetar o comportamento estomatico das plantas
hospedeiras (Augé, 2000), mesmo sob condi¢Ges de boa hidratagdo (Nelsen &
Safir, 1982; Augé et al., 1986).

Segundo Augé et al. (2004), o aumento da condutancia estomatica (gs)
ao vapor de agua pelo FMA tem sido relatado para um grande nimero de plantas
hospedeiras.

O aumento da captacdo de nutrientes tem, algumas vezes, resultado em
uma reducdo da resisténcia estomatica, e conseqiiente aumento da gs, ou da
transpiracdo, onde plantas melhor nutridas (H,O e minerais) podem apresentar
uma condutincia estomatica maior a de plantas com limita¢cdes nutricionais
(Graham & Syvertsen, 1984), especialmente de fosforo (Fitter, 1988; Moreira &
Siqueira, 2006).

De acordo com Augé (2001), plantas micorrizadas realizam maiores
taxas de trocas gasosas em comparagdo com plantas de mesmo tamanho e
concentracdo de fosforo foliar, porém nido micorrizadas. Isso sugere que existem
outros mecanismos, além da melhora nutricional, que influenciam na gs, mas
isso ainda ndo estd satisfatoriamente esclarecido. Além disso, uma vez que o
fungo simbionte conta com os fotoassimilados derivados da planta hospedeira,
Augé et al. (2004) especulam que a promog¢do da gs pelas MAs pode ser
relativamente alta em uma baixa irradiancia.

Outras explicagdes para o efeito das MAs sobre a gs incluem uma maior
condutividade hidraulica das raizes micorrizadas ou da planta toda (Allen et al.,
1980); alteracdo no balango hormonal (Driige & Schonbeck, 1993); aumento na
capacidade de absor¢do de agua pelas hifas extra-radiculares (Faber et al., 1991)
e uma maior eficiéncia no uso da agua. Plantas de alface micorrizadas

mostraram maiores taxas de trocas de CO,, transpiracdo, condutancia estomatica
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e eficiéncia do uso da agua para algumas espécies de fungos testadas (Ruiz-
Lozano & Azcon, 1995).

Schwob et al. (1998), trabalhando com Hevea brasiliensis inoculada com
o fungo micorrizico arbuscular G. mosseae, em condi¢cdes de boa hidratagio,
associam o maior crescimento das plantas a uma maior captagdo de agua pelas
raizes e uma alta atividade fotossintética, a qual pode ser devida a um aumento
na condutancia estomatica das plantas.

Como ndo se tém encontrado registros de estudos envolvendo aspectos
de ecofisiologia em Hevea brasiliensis micorrizada, em condi¢des de boa
hidratacdo e/ou déficit hidrico, informagdes sobre o assunto poderdo fornecer
subsidios sobre os beneficios que a associacdo pode proporcionar no
estabelecimento e desenvolvimento de mudas de seringueira para producgdo de
porta-enxertos, principalmente em locais ou épocas onde o déficit hidrico torna-

se fator limitante ao crescimento da planta.

2.5.2 Anatomia e morfologia da raiz

De acordo com Siqueira et al. (2002), ndo sdo reportadas mudancas na
morfologia do sistema radicular de raizes infectadas por fungos micorrizicos
arbusculares, como ocorre na colonizagdo por ectomicorrizas (formacdo do
manto) ou por rizobio (formag@o de nédulos).

Uma das conseqiiéncias mais freqiientes da colonizagdo do FMA é um
aumento da ramifica¢do, com raizes maiores e mais profundas, resultando em
uma propor¢do relativamente maior de raizes no sistema radicular,
especialmente em plantas habitando solos sujeitos a deficits hidricos.

Na maioria dos estudos com FMAs, as raizes ndo tém sido examinadas
quanto as alteragdes anatOmicas, exceto alguns trabalhos relacionados a
resisténcia a metais pesados. Silva (2006) observou que isolados de FMAs sdo

capazes de exercer protegdo a B. decumbens contra o excesso de metais,
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reduzindo os danos desses metais aos tecidos foliares e radiculares, aumentando
o parénquima lignificado, exoderme ¢ endoderme que sdo barreiras naturais
apoplasticas e diminuindo os vasos xilematicos. Essas alteragdes tém relagdes
diretas com os processos de translocacdo dos elementos na planta e ocorrem no
sentido de reduzir a translocagdo. E razoavel sugerir que tais alteragdes estejam
envolvidas na prote¢ao da B. decumbens ao excesso de metais pesados.

Espécies nativas, como a seringueira, estdo sendo reintroduzidas no
Brasil, sendo essa espécie susceptivel ao ataque de suas raizes pelo nematdédeo
Meloidogyne exigua, o qual causa severos danos (Santos, 1992; Santos et al.,
1992, citados por Schwob et al., 1999). As raizes de Hevea quando micorrizadas
sdo mais lignificadas do que aquelas ndo micorrizadas (Schwob et al., 1999).
Quando o FMA penetra a raiz, eles induzem a um aumento na lignificagdo da
parede celular, o que protegeria as raizes da penetracdo por outros patdogenos
(Morandi, 1996). Schwob et al. (1999) mostram a importancia de se manter a
coloniza¢do micorrizica das raizes de Hevea, devido ao possivel efeito

profilatico (mas ndo curativo) dos FMAs sobre a infec¢do de M.exigua.

2.5.3 Alteragdes bioquimicas na planta

Os fungos micorrizicos arbusculares provéem agua e nutri¢do para suas
plantas hospedeiras e, em retorno, as plantas hospedeiras transferem seus
carboidratos produzidos no processo fotossintético para o FMA, que o utilizara
como fonte de energia.

O FMA aumenta a distribuicdo de acucares soluveis totais para as raizes
de plantas inoculadas (Wu & Xia, 2006). Segundo esses autores, 46 % dos
agucares (sacarose, glicose, frutose) localizam-se nas raizes de plantas
micorrizadas contra 43% nas raizes de plantas ndo micorrizadas, ambas sob

condicdes de boa hidratacao.
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A simbiose demanda aglicares soliveis que sdo providenciados pela
planta hospedeira. Apesar de apenas 10% a 17% da matéria seca das MAs
(micorrizas arbusculares) serem biomassa fungica (Tinker, 1978; Hepper, 1977),
o simbionte funciona como um competidor por produtos elaborados pela planta,
pois ela aumenta a respiracdo das raizes em até 74% (Pang & Paul, 1980,
citados por Sena , 1998) e causa acumulo de carbono no citoplasma das células
corticais. A abundancia de lipidios nos arbusculos, vesiculas e hifas, bem como
a alta concentracdo de fosfolipidios e trigliceridios em raizes micorrizadas,
comparado aquelas ndo micorrizadas, justificam essa demanda de energia (Nagy
et al., 1980).

Para compensar essas perdas, as plantas colonizadas exibem maiores
taxas fotossintéticas, o que é primariamente devido as adaptagdes morfologicas,
que resultam em aumento de area foliar (Snnellgrove et al., 1982) e possiveis
altera¢des no nimero ¢ estrutura dos cloroplastos.

Em experimentos com Citrus utilizando-se o '*C, as raizes micorrizadas
acumularam de 66% a 68% de seus fotossintatos marcados (Koch & Johnson,
1984, citados por Sena, 1998), sendo que essa distribuigdo foi independente do
status de P nas folhas. Entretanto, o processo de transferéncia de carboidratos do
hospedeiro para o FMA ndo esta ainda totalmente esclarecido. Além disso, o
FMA converte os aglcares absorvidos do hospedeiro em compostos de
armazenamento que ndo estdo prontamente disponiveis para a planta, como o
glicogénio, manitol (no caso de ectomicorrizas) ou trehalose (Bago et al., 2000).
As estimativas variam, mas as plantas hospedeiras tém demonstrado que
direcionam 4 a 20% mais fotoassimilados para o sistema de raizes micorrizadas
(Graham, 2000).

Além disso, as raizes micorrizadas apresentam diferenca ndo s6 na
concentracdo, mas também no padrdo de proteinas em relagdo as ndo-

micorrizadas, o que pode ser conseqiiéncia de fatores como a alta atividade
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metabolica nas células de raizes contendo os arbusculos, e também devido a
presenga de micélio fingico interno e externo (Arines et al., 1993).

Auxinas e citocininas acumulam-se em maiores quantidades em plantas
micorrizadas (tanto na parte aérea quanto nas raizes), sendo que os fungos
micorrizicos podem influenciar o crescimento da planta hospedeira pela
producdo desses compostos hormonais. Allen et al. (1980), trabalhando com
plantas de B. gracilis, observaram maior concentra¢do de citocininas em folhas
(57%) e raizes (111%). Aumentos nos niveis de citocininas estdo envolvidos no
aumento de fotossintese e crescimento de Linum usitatissimum micorrizado
(Driige & Schonbeck, 1993). Barroso et al. (1986) observaram a produgdo de
compostos com atividade auxinica por fungos ectomicorrizicos, tendo sugerido a
transferéncia desses compostos do fungo para a planta hospedeira durante o

estabelecimento da associacdo micorrizica.

2.6 A seringueira e a associagdo micorrizica

A seringueira (Hevea brasiliensis) estd entre as espécies arboreas
brasileiras naturalmente infectadas pelos FMAs (Tawaraya et al., 2003), porém
ndo se encontra ainda uma informacdo precisa sobre os efeitos que essa
associacdo possa trazer para a cultura, especialmente em nivel de produgdo de
porta-enxertos.

De acordo com Bataglia & Santos (1998), a fase de produgdo de mudas
de seringueira, principalmente em grandes viveiros, requer uma adubacdo cujo
objetivo ¢ a producdo de mudas uniformes, com alto aproveitamento para a
enxertia e redugdo do tempo de permanéncia no viveiro. A adubacdo, nessa fase,
deve suprir, pelo menos, os nutrientes removidos para a producao da parte aérea
dos porta-enxertos.

Entretanto, apesar da adubagdo ser fator de grande importancia para a

heveicultura, sdo ainda escassas as pesquisas envolvendo a producdo de mudas

28



de seringueira inoculadas artificialmente com uma determinada populagdo de
espécies de FMAs pré-selecionados, os quais poderiam contribuir para o melhor
desenvolvimento das mudas em regides de déficit nutricional no solo, levando
também a uma economia no uso de fertilizantes, sem onerar o custo da
produgao.

D’Angremond & Van Hell (1939), citados por Schwob et al. (1999),
foram os primeiros a demonstrar a presenca de um endofito dentro do cortex de
raizes de seringueira. Posterioremente, a associacdo micorrizica em seringueira
foi também relatada por Wastie (1965), citado por Janos (1980).

Ikram & Mahmud (1984), citados por Lopes (1988), observaram a
presenca de esporos dos géneros Glomus, Gigaspora, Sclerocystis e
Acaulospora, ocorrendo em quantidades significativas em solos sob seringais,
além de indices de colonizag¢ao micorrizica variando de 0 a 50%.

Efeitos positivos da micorrizagao sobre mudas de seringueira inoculadas
com Glomus mosseae foram também observados por Schwob et al. (1998),
como aumentos das taxas de assimilagdo de CO,, taxas de transpiracdo e
condutancia estomatica, além de um maior crescimento vegetativo das mesmas.

Lima et al. (1986) observaram um aumento de 120 % no peso de matéria
seca da parte aérea de mudas de seringueira micorrizadas em relagdo as mudas
ndo micorrizadas, além de aumento de 30% no teor de P e aumento no diametro
dos caules em mudas inoculadas com Glomus clarum, sugerindo uma resposta
positiva da espécie a micorrizagdo, com possibilidade de obtencdo mais rapida

de plantas em condi¢des adequadas para a enxertia.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Epoca e localiza¢do do experimento

Este trabalho foi desenvolvido no periodo compreendido entre Julho de
2006 a marco de 2007, em casa de vegetacdo do setor de Fisiologia Vegetal da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), Lavras, MG, localizada a 918 m de
altitude, latitude 21°14°S e longitude 45°00°W GRW.

3.2 Obtencéo e caracterizacdo da amostra de solo

O solo utilizado para o plantio das mudas de seringueira foi oriundo de
um latossolo vermelho de textura muito argilosa, coletado de uma encosta
localizada dentro do campus universitario da Universidade Federal de Lavras -
MG. Uma amostra desse solo foi encaminhada para caracterizagdo quimica e
fisica (quadro 1) no laboratério de quimica e analises de solos do Departamento
de Solos da Universidade Federal de Lavras, MG, ¢ apresentou as seguintes

caracteristicas quimicas e fisicas.
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QUADRO 1: Caracteristicas quimicas e fisicas da amostra de solo.

PH P K Na Ca2+ Mg2+ Al3+ H+AI
H20 Mg/dm3 Cmolc/dm3

5,7 1,7 31 - 1,5 0,7 0,0 2,6
SB |(t) [(T) |V |m |ISNa|MO P- Zn |Fe |Mn |Cu |B |S

rem

Cmolc/dm3 | % Dag/Kg | Mg/L | Mg/dm3
231231]49(46,7] 0 - 2.4 39 - - - - - -
Areia Silte Argila Classe textural

Dag/Kg
12 14 74 Muito argilosa

PH em agua, KCl e CACL, — Relagdo 1:2,5
P-Na-K-Fe ZN-Mn-Cu — extrator Mehlich 1
Ca-MG-Al- Extrator: KCIl IN

H+Al- Extrator: SMP

B-Extrator 4gua quente

S- Extrator — Fosfato monocalcico em acido acético
SB= soma de bases trocaveis

CTC (t): capacidade de troca catidnica efetiva
CTC(T)- capacidade de troca cationica a pH 7,0
V= indice de saturacdo de bases

M= indice de saturagdo de aluminio

ISNa- indice de saturagdo de sodio

Mat. Org. (MO)- oxidagdo: Na,Cr,O; 4N + H,SO4 10N

P-rem= fosforo remanescente
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3.3 Obtencédo do in6culo do fungo micorrizico Glomus clarum

O fungo micorrizico arbuscular da espécie Glomus clarum foi obtido de
vaso de cultivo com Brachiaria decumbens, proveniente do Departamento de
Microbiologia de Solos da Universidade Federal de Lavras-MG. O ino6culo
consistiu de uma mistura de substrato (areia) e raizes trituradas de B. decumbens,

contendo esporos, hifas e vesiculas do fungo.

3.4 Obtencdo do material vegetal

As sementes de seringueira foram originarias da Fazenda Agua
Milagrosa, Tabapud - Sdo Paulo, coletadas em fevereiro de 2006 e mantidas
armazenadas por 5 meses em sacos de papel revestidos com sacola plastica,
contendo cerca de 1 quilo de sementes por saco, em armario arejado e a
temperatura ambiente. Esses sacos de armazenamento eram trocados a cada 20
dias de acordo com recomendacdes de Bonome (2006). As sementes foram
germinadas em bandejas plasticas, contendo areia lavada com agua de torneira e
posteriormente com agua destilada, em condi¢des de sala de germinacdo
(temperatura de 27°C, radiagdo de aproximadamente 300 pmol. S™', fotoperiodo
de 12 horas e 60 a 80% de umidade relativa do ar). A umidade das bandejas foi

mantida a 80% da capacidade de campo.

3.5 Preparo das amostras de solo, plantio, inoculacéo e adubacao

O solo, classificado como muito argiloso, foi misturado posteriormente a
areia lavada na proporcao 1 solo :1 areia. A adubacdo fosfatada consistiu de 2
doses de fosforo na forma de fosfato super triplo, o qual fornece
aproximadamente 41% de P. O solo fora dividido em duas partes, sendo que
uma delas foi adubada com 50 mg/dm’, destinados aos tratamentos micorrizado
¢ ndo micorrizado em baixo nivel de P, e a outra parte foi adubada com 500

mg/dm’, para o segundo tratamento nio micorrizado em alto nivel de P.
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Posteriormente, as duas partes de solo foram fumigadas com o
fungicida Brometo de Metila em dosagem de 393 cm’/m’ de substrato. No foi
considerada a necessidade de calagem do substrato, com base no valor de pH
apresentado pela analise do solo.

Apos fumigacdo e volatizacdo do excesso de Brometo de Metila
(aproximadamente 10 dias), o solo foi transferido para sacos de pléstico com
capacidade para 3 dm’ de substrato.

O transplantio foi feito com as plantulas no estddio, comumente
chamado “palito”, sendo utilizadas as plantulas que estavam com alturas entre 5
e 10 cm. Cada plantula foi introduzida com suas raizes no furo de plantio, de
forma tal que, no tratamento de inoculagdo, essas raizes tivessem contato direto
com o indculo.

Os tratamentos sem inoculacdo receberam 10 ml de um filtrado
preparado a partir do substrato do indculo diluido em agua de modo a se obter
uma suspensdo, peneirada em malha de 0,71 e 0,053 mm e filtrada em papel de
filtro para eliminar os propagulos de FMAs. A finalidade desse filtrado ¢
homogeneizar a populacdo microbiana do indculo em todos os tratamentos.

Apbs o transplantio, procedeu-se a adubag@o de cada saco de cultivo, em
forma de solucdo, de acordo com Malavolta (1980), a qual consistiu de: 20 ml de
uma solugdo de uréia, a qual forneceu 100 ppm de N. Essa solucdo foi preparada
separadamente dos outros nutrientes. 20 ml de uma solugdo contendo 100 ppm
de K (KCl) e 30 ppm de Mg (MgS0Q,), 10 ml de uma solugdo contendo 5 ppm de
Zn (ZnS0Oy), 1,5 ppm de Cu (CuSQOy4) e 5 ppm de Mn (MnSQO,); 10 ml de uma
solucdo contendo 0,5 ppm de B (H3BOs); 10 ml de uma solugdo contendo 0,1
ppm de Mo (Molibdato de amoénio). A concentragdo de enxofre adicionado pelas
fontes sulfatadas foi aproximadamente 41,7 ppm. Ressalta-se que os

macronutrientes foram aplicados inicialmente em concentra¢do abaixo daquela
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recomendada, a fim de se evitar uma possivel inibi¢do da colonizagdo
micorrizica devido a fertilizacéo.

Os sacos de cultivo foram irrigados diariamente, mantendo-se a umidade
do substrato a aproximadamente 70% da capacidade de campo, sendo a irriga¢do
cuidadosa, a fim de se evitar a contaminagdo entre os recipientes de cultivo.
Estes foram mantidos em casa de vegetacdo durante todo o periodo de conducao
do experimento, tomando-se todo o cuidado para ndo permitir a lixiviagdo dos
adubos através dos sacos de cultivo.

Aos 35 e 60 dias apos o plantio, foi necessaria a pulverizagdo de um
fungicida ndo sistémico (Kumulus), diluido em 4gua, a base de enxofre e
material inerte, na dosagem de 2g/L, para combate a presenca de oideos nas
folhas.

Aos 100 dias apds o plantio, foi aplicado o acaricida Vertimec em
solugdo aquosa na dosagem de 0,5 ml/litro, para combate a acaro.

Aos 60 e 120 dias ap6s o transplantio das mudas, foram aplicados em
todos os tratamentos 100 ppm de N na forma de uréia e 100 ppm de K na forma
de KCI.

Aos 180 dias foram aplicados mais 100 ppm de N na forma de uréia e
mais 30 ppm de Mg na forma de MgSO,.

O experimento foi constituido por trés tratamentos:
Plantas micorrizadas e cultivadas em 50 ppm de P (baixo nivel de P) = mic
+50P
Plantas cultivadas em 50 ppm de P (baixo nivel) = s/mic +50P
Plantas cultivadas em 500 ppm de P (alto nivel de P) = s/mic +500P

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), com uma
planta por unidade experimental e 20 plantas por tratamento. Dessas 20 plantas,
10 foram destinadas as analises de crescimento e analises biofisicas, das quais se

obtiveram 7 plantas para analise de area foliar, massa seca de parte aérea, raiz e

34



massa seca total. 7 plantas foram destinadas a avaliagdo de colonizacdo radicular
pelo fungo endomicorrizico, teores de clorofila, anatomia foliar e radicular,
incluindo a microscopia eletronica de varredura em raizes. As trés plantas foram
destinadas a avaliagdo da atividade radicular da redutase do nitrato.

Todo o experimento foi conduzido por um periodo de 195 dias a contar do

transplantio das mudas e inoculacgao.

3.6 Caracteristicas avaliadas
3.6.1 Altura e diametro dos caules

Foram efetuadas medi¢cdes mensais em 10 plantas por tratamento, de
altura das plantas (do colo ao meristema apical) e diametro do caule a uma
distancia de 7 cm da superficie do solo. Essas medi¢des foram realizadas 15 dias
apos o plantio e inoculagdo das pléantulas, se repetindo a cada 30 dias. Vale
ressaltar que as plantas utilizadas para as medi¢Oes de altura e diametro dos
caules foram as mesmas utilizadas para as andlises biofisicas ao final do

experimento.

3.6.2 Area foliar

No final do experimento, foram feitas as medidas de area foliar, a partir
de 7 plantas por cada tratamento (escolhidas entre as 10 plantas nas quais foram
efetuadas as medigdes de altura e diametro do caule e analises biofisicas),
utilizando-se um aparelho Licor Li 3100 do Departamento de Engenharia, no

Setor de Hidraulica da Universidade Federal de Lavras.

3.6.3 Massa seca da parte aérea e raizes
As plantas utilizadas nas avaliagdes de crescimento, caracteristicas
biofisicas e area foliar (7 plantas de cada tratamento) foram separadas em folhas,

caules, raizes laterais e raizes principais. Posteriormente foram, entdo, levadas a

35



estufa de ventilagdo forcada a 70°C por 72 horas e com circulagdo de ar forgada,
até a obtencdo do peso constante. Apos secagem, procedeu-se a pesagem para
obtengdo da massa seca da parte aérea, raizes ¢ massa seca total.
Esse material seco fora posteriormente triturado em moinho willey para
posterior utilizagdo nas analises bioquimicas e analise foliar de nutrientes.
Ressalta-se que para obtengdo da matéria seca da parte aérea, foram
incorporadas as folhas que cairam das plantas durante todo o periodo de

conduc¢do do experimento.

3.6.4 Analise de colonizagéo radicular pelo fungo micorrizico

Ao final do experimento, estimou-se a colonizacao das raizes pelo fungo
Glomus clarum, a partir de amostras de aproximadamente 1 g de raizes laterais
de menor didmetro de 7 plantas por tratamento (aproveitando-se, inclusive, as
raizes retidas no substrato de cultivo por serem mais finas).

As raizes foram colocadas em placas destinadas ao preparo das raizes,
sendo as mesmas mergulhadas em solugdo de KOH 10% a frio, onde
permanceceram até total clareamento das raizes (aproximadamente 36 horas. Em
seguida, o KOH foi drenado em peneira; as placas contendo as amostras foram
lavadas em agua corrente e colocadas em solugdo de HCL (1%) por 5 minutos.
O HCI foi escorrido e nas amostras foi adicionada uma solugdo de azul de
tripano em lactofenol (0,05%), onde foram deixadas imersas por 2 a 3 dias para
corar as estruturas fungicas (Phillips & Hayman 1970). Para retirar o excesso de
corante, as amostras foram lavadas em agua corrente.

A avaliagdo da colonizacdo micorrizica foi realizada pelo método de
Giovanetti & Mosse (1980), denominado “gridline intersect method”. Com
auxilio de microscopio binocular com aumento de 40X, determinou-se a
presenca ou auséncia das estruturas fungicas em interse¢oes de segmentos de

raizes, com os reticulos espagados de 72 polegada, marcadas em placa de petri.
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Apds a analise microscopica das estruturas fingicas dentro das raizes

intactas, destas foram realizadas microfotografias.

3.6.5 Caracteristicas biofisicas

Nos ultimos trinta dias do periodo experimental, foram avaliadas as
seguintes caracteristicas: transpiragdo (E), temperatura foliar (°C) e resisténcia
difusiva dos estdomatos (Rs), utilizando-se um pordmetro (Steady State
Porometer, Licor. 1600M). Essas avaliagdes foram feitas entre 10 e 11 horas da
manha, a cada 10 dias, perfazendo um total de 3 leituras para cada tratamento,
das quais se obteve a média. A escolha do horario de observagdes foi devido a
elevada demanda atmosférica, caracteristica desse horario. Essas avaliagoes
foram feitas utilizando-se 10 plantas de cada tratamento, as mesmas utilizadas
nas avaliagoes de crescimento, sendo selecionado de cada planta o foliolo
central, completamente expandido e do terceiro n6, contado do apice caulinar
para a base, com uma mesma orientacdo cardeal em relagdo a radiacdo solar

incidente.
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3.6.6 Caracteristicas anatomicas
3.6.6.1 Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV) para observacdo de
arbusculos nas raizes.

As preparagdes das amostras e as observagdes para MEV foram
realizadas no Laboratorio de Microscopia Eletronica e Analise Ultra-estrutural
(LME) do Departamento de Fitopatologia da UFLA.

Para a observacdo das raizes quanto a presenca dos arbusculos
(estruturas tipicas de fungos micorrizicos arbusculares) nas células corticais,
foram coletadas amostras de raizes laterais de 4 cm cortadas a partir do apice,
em todos os tratamentos. Estas foram fixadas em solugdo Karnovisk's
modificada a pH 7,2 e armazenadas em camara fria para observacdo em
microscopia eletronica de varredura; em seguida, as amostras foram transferidas
para glicerina (30 min) e foram efetuados os cortes transversais em nitrogénio
liquido de segmentos de aproximadamente 2 mm. Os fragmentos foram lavados
em agua destilada e posfixados em tetroxido de 6smio 1% em tampéo cacodilato
0,05 mol.L™" por 1-2 horas, para posterior desidratagio em gradiente de acetona
(25 %, 50%, 70% e 90% por 10 minutos e trés vezes por 10 minutos em 100%).
Em seguida, as amostras foram levadas para o apareclho de ponto critico
(equipamento BAL-TEC, CPD-03), fixadas no suporte metalico (stubs) com
ajuda de uma fita de carbono colocada sobre a pelicula de papel aluminio dos
stubs e submetidas ao processo de metalizagdo em ouro em aparelho BAL-TEC,
SCD-050. O material radicular preparado foi observado e eletromicrografado em

microscopio eletrénico de varredura LEO-EVO 40, XVP.
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3.6.6.2 Caracteristicas anatdomicas de folhas em relacdo ao numero médio
de estdmatos por mm?, didmetros polar e equatorial (epiderme da
face abaxial)

As analises anatomicas foram realizadas em laminas foliares coletadas
em todos os tratamentos, na ocasido da colheita do experimento. Foram
utilizadas folhas completamente expandidas, sendo escolhidas preferencialmente
folhas similares aquelas nas quais foram realizadas as avaliagdes biofisicas.

ApOs a coleta, as folhas foram fixadas em FAA 70% e armazenadas em
alcool 70% até a realizacdo dos cortes. Foram efetuados cortes paradérmicos a
mao livre, corados com safranina 0,1% em &agua glicerinada (Johansen, 1940),
para confec¢do de laminas semi-permanentes. A contagem do numero de
estdmatos foi realizada com o auxilio de camara clara, em microscopio
OLIMPUS CBB, segundo técnica de Labouriau et al. (1961) em cinco laminas,
sendo cinco campos de cada uma, totalizando 25 leituras por cada tratamento.
As laminas foram fotografadas com camera digital (Canon Power Shot A620),

utilizando microscopio de luz (Ken-a-Vision TT18).

3.6.6.3 Caracteristicas anatdmicas de raizes (altera¢@es no tecido vascular)

Ao final do experimento, foram coletadas raizes laterais, fixando-as,
logo apos a coleta, em alcool etilico 70%.

Para a confecgdo das laminas de raizes, secgdes transversais de raizes de
cinco plantas, por tratamento, foram feitas a mao livre a uma distancia de 5 cm
da ponta da raiz, perfazendo um total de 15 laminas. As secgdes foram
clarificadas em solugdo a 50% de hipoclorito de sodio, sendo, em seguida,
lavadas em agua destilada, neutralizadas em agua acética 1%, coradas com azul
de astra-safranina (Kraus & Arduin, 1997) e montadas em glicerina 50%.

As laminas foram microfotografadas com camera digital (Canon Power

Shot A620), utilizando microscopio de luz (Ken-a-Vision TT18).
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3.6.7 Preparo do material para as analises bioquimicas

Para a determinagdo das analises bioquimicas, utilizou-se material seco
em estufa e moido (folhas e raizes laterais). Esse material vegetal seco foi o
mesmo no qual foram obtidos os dados de massa seca, ficando armazenado por
aproximadamente 50 dias até a obtencdo dos extratos.

Deste material seco foram obtidos os extratos, nos quais foram
quantificados actcares redutores, acgucares soluveis totais, proteinas e
aminodcidos. Foram utilizadas 3 repeti¢des para cada parte da planta, de um

total de 3 plantas por tratamento.

3.6.7.1 Obtencédo dos extratos

Os extratos vegetais para analise bioquimica foram obtidos através da
homogeneizacao de 3 amostras de tecido vegetal seco. Para cada amostra foram
utilizados 0,3 gramas de tecido vegetal seco homogeneizado em graal e
utilizando-se como extrator o tampao fosfato de potassio 0,1M, pH 7,5, sendo
que foi considerado um volume final de 9 ml, dividos em 3 ml a cada
centrifugacdo. O material foi submetido a centrifugacdo durante 30 minutos a
3000g, sendo os precipitados ressuspendidos por 2 vezes em 3 ml do extrator,

sendo coletados e reunidos os 3 sobrenadantes.
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3.6.7.2 Proteinas

As proteinas soliveis foram determinadas segundo a metodologia de
Bradford (1976), utilizando-se aliquotas de 100 pul de extrato para todas as partes
vegetais em questdo. Os resultados foram calculados com base na curva padrdo

de BSA (soro albumina bovina) e expressos em mg.g MS™.

3.6.7.3 Aminoacidos

A determinacdo de aminoacidos foi realizada pelo método de Yemm &
Cocking (1955), utilizando-se aliquotas de 20 pl de extratos de folhas e aliquotas
de 10 pl de extratos de raizes laterais. Os resultados foram calculados com base

na curva padrao de glicina e expressos em mg/g MS.

3.6.7.4 Acucares soluveis totais

Os agucares soluveis foram quantificados segundo a metodologia
descrita por Yemm & Willis (1954), utilizando-se aliquotas de 6 pl de extratos
de folhas e de raizes laterias. Os resultados foram calculados com base na curva

padrio de glicose e expressos em mg/g MS.

3.6.7.5 Acucares redutores

Os aglcares redutores foram quantificados segundo a metodologia de
Miller (1959), utilizando-se aliquotas de 100 ul de extratos foliares e 400 ul de
extratos de raizes laterais. Os resultados foram calculados com base na curva
padrao de glicose e expressos em mg/g MS. A sacarose foi estimada subtraindo-
se a concentracdo de agucares redutores da concentracdo de agucares soluveis

totais.
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3.6.8 Teor de clorofila

Ao final do experimento, foram quantificados os teores de clorofilas
seguindo a metodologia descrita por Arnon (1949), utilizando-se 0,1 g de
material foliar fresco, considerando-se 7 folhas completamente expandidas

(estadio “D”) de cada tratamento.

3.6.9 Teores de nutrientes na folhas

Foram avaliados também os teores de nutrientes nas folhas, utilizando-se
as amostras secas obtidas no item 3.6.3, as quais foram conduzidas ao
Departamento de Quimica da Universidade federal de Lavras, setor de analise
quimica foliar, para determinacdo dos teores de nutrientes. O teor de N foi
determinado pelo método semi-micro Kjeldahl: digestdo por acido sulfurico
seguida por destilacdo e titulagdo. Para determinacao do teor de P, K, Ca, Mg, S,
Cu, Fe, Mn, Zn, Ni, Al, Na, foi realizada a digestdo nitroperclérica do material.
O teor de Ca e Mg foi determinado por espectrofotometria de absor¢do atomica:
P pelo método colorimétrico do metavanadato fosforo total; S, por turbidimetria
do sulfato de bario; K, por fotometria de chama de emissdo. Teores de Cu, Fe,
Mn, Zn foram determinados por espectrofotometria de absorg@o atomica. O teor
de B foi determinado por digestdo via seca (incineracdo) e reacdo colorimétrica

por curcumina.

3.6.10 Atividade radicular da enzima Redutase do Nitrato

Ao final do experimento, realizou-se o ensaio in vivo da enzima
Redutase do Nitrato nas raizes das plantas de seringueira. Antes de se proceder
ao ensaio da atividade da enzima, as plantas foram supridas com 8mM de nitrato
na forma de KNOs;. Apds 48 horas, as raizes foram coletadas as 8 horas da
manha, sendo devidamente fragmentadas, tomando-se 0,5 g do material o qual

foi transferido para béqueres contendo 5 ml do meio de incubagdo, constituido
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de tampdo fosfato de potassio 0,1M (pH 7,5), nitrato de potassio 100mM e 1%
de n-propanol (v/v). Os béqueres contendo as amostras foram levados para
infiltracdo a vacuo durante 1 minuto por 2 vezes. Logo apos a infiltragdo, os
béqueres foram transferidos para banho-maria a 30°, sob agita¢do constante € no
escuro, para incubagdo. Foram coletadas aliquotas de 500 ul aos 10’ e aos 40’ de
incubagdo. As aliquotas foram adicionadas ao meio de reagdo constituido por 1
ml de sulfanilamida 1% em HCI 1,5 N, 1 ml de N-2-naftil etileno, sendo o
volume completado para 4 ml com agua destilada. A quantidade de nitrito
formada neste ensaio foi determinada colorimetricamente através de leituras
espectrofotométricas do meio de reagdo realizadas a 540 nm e comparadas
contra uma curva padrdo para nitrito. A atividade da enzima foi expressa em

umol de NO, .g'MF.h™.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Colonizacdo micorrizica

A porcentagem de colonizagdo radicular foi baixa (Fig.1), em torno de
18%, no tratamento inoculado com o fungo micorrizico arbuscular Glomus
clarum, apoés 195 dias de inoculacdo das plantas, quando comparado com os
poucos trabalhos utilizando a seringueira como planta hospedeira, os quais
obtiveram valores mais altos de colonizagdo radicular, cerca de 62% (Lima,

1989) utilizando-se a dose de 40 ppm de fosforo.
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FIGURA 1: Coloniza¢do radicular (%) de plantas jovens de seringueira
submetidas aos tratamentos mict+50P, s/mic+50P e s/mic+500P. A avaliag¢do foi
feita apds 195 dias de inoculagdo com o fungo micorrizico arbuscular Glomus
clarum. As barras correspondem ao erro padrio da média de 7 repetigdes.
Lavras, 2007.

Os outros dois tratamentos nao apresentaram colonizag¢do pelo fungo,
indicando que ndo houve contaminagdo entre os tratamentos.

A espécie de fungo micorrizico utilizada neste experimento trata-se de
uma espécie considerada invasiva, eficiente em promover a colonizagdo de
raizes de plantas hospedeiras. Em seringueira, trabalhos anteriores utilizando o

fungo Glomus clarum e outros fungos do género Glomus sp., em propor¢des
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iguais, t€ém relatado taxas de colonizagdo relativamente altas, mesmo em
condi¢des de solos bem supridos com fosforo (46% de colonizagdo em substrato
suprido com 640 ppm de fosforo), o que sugere que a espécie Glomus clarum é
uma espécie de FMA capaz de se adaptar mesmo as condi¢cdes de elevada
fertilizagdo de P (Lima, 1989).

Em trabalho realizado por Lima et al. (1986), foram inoculadas algumas
espécies de FMAs em plantulas de seringueira, sendo que a espécie Glomus
clarum foi a que mostrou maior resposta no desenvolvimento das plantas e
maiores teores de fosforo nos tecidos.

Schwob et al. (1998), trabalhando com seringueira inoculada com o
fungo micorrizico Glomus mosseae, encontraram uma taxa de infeccdo que
aumentou rapidamente a partir dos 45 dias de inoculagdo, alcangando um valor
maximo de cerca de 47% aos 180 dias apds a inoculagdo, coincidindo com o
periodo em que se puderam observar os efeitos benéficos mais significativos dos
FMAs sobre as plantas de seringueira, em termos de crescimento vegetativo e
trocas gasosas.

Contudo, Siqueira & Saggin-Junior (2001), citados por Chu et al. (2004),
estudando 29 espécies de plantas perenes, constataram que algumas espécies
formam micorriza com porcentagem de colonizagdo muito baixa. Ainda assim
eles verificaram aumento significativo na concentracdo de fosforo na planta
inoculada, pois quando o teor do elemento que limita o desenvolvimento da
planta é baixo no solo, a colonizagdo micorrizica, mesmo sendo em menor
intensidade, pode trazer beneficios para o crescimento ¢ o desenvolvimento da
planta. Partindo desse pressuposto, a seringueira pode formar uma micorriza
eficiente, mesmo com uma coloniza¢do baixa, como observado nos resultados
do presente trabalho.

No trabalho conduzido por Lima (1989), as plantulas de seringueira

foram inoculadas com um material inoculante contendo aproximadamente 1000
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esporos das espécies de FMA utilizadas, ou seja Glomus clarum e Glomus sp.,
introduzidas no fundo do furo de plantio. Essa quantidade maior de esporos pode
ter ocasionado a maior taxa de colonizacdo observada por esse autor. No
presente trabalho, o inoculo continha cerca de 200 esporos do FMA Glomus
clarum.

Assim, pode-se concluir que, talvez, o processo de colonizagdo
micorrizica seja lento por parte do FMA Glomus clarum, e que uma maior
quantidade de esporos possa ser necessaria para promover uma coloniza¢ao mais
pronunciada e, possivelmente, mais rapida.

No experimento, foi utilizado o fungicida Brometo de Metila no
processo de esterilizacdo do substrato. Existe a possibilidade de que algum
residuo do fungicida utilizado no processo de fumigacdo do solo tenha ficado
retido no mesmo e tenha tido algum efeito adverso sobre o in6culo, diminuindo
sua densidade e causando uma reduzida colonizagao das raizes de seringueira.

A aeragdo do substrato ¢ um fator importante para o estabelecimento da
simbiose, porque a germinacdo dos esporos € um processo obrigatoriamente
aerdbico (Silveira, 1992), sendo inibido por tensdes reduzidas de O,. Se o nivel
de O, no solo ¢ aumentado de 2% para 21 %, o comprimento das raizes
colonizadas aumenta duas vezes e a quantidade de vesiculas fingicas aumenta
cinco vezes, como observado por Saif (1983), trabalhando com G. macrocarpus
e G. mosseae.

Durante a condugdo do experimento, houve um curto periodo de tempo
em que as plantas ficaram sujeitas a um excesso hidrico, o que pode também ter
contribuido para redugdo da taxa de germinacdo dos esporos e,
conseqiientemente, da taxa de colonizagdo, uma vez que o excesso de agua nos
vasos de cultivo podem ter criado uma condi¢ao de hipoxia.

De acordo com o resultado das analises quimica e fisica do solo (Quadro

1), o solo foi classificado como muito argiloso. Segundo Kruckelmann (1975),
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uma maior infeccdo e conseqliente multiplicagdo de esporos de FMAs fora
observada em solos mais arenosos. Entretanto o solo, utilizado por Lima (1989),
fora também analisado e classificado como muito argiloso. Vale ressaltar que o
substrato utilizado no experimento constituiu-se de uma mistura 1:1 (solo:
areia), a fim de torna-lo mais arenoso, ¢ a analise quimica e fisica fora realizada
antes de se promover a mistura do solo a mesma proporcao de areia.

Nas figuras 2 e 3 estdo apresentadas fotomicrografias de raizes laterais
de menor didmetro de Hevea brasiliensis, inoculadas com o FMA e coradas com
azul de tripano (topico 3.6.4), sem serem submetidas a nenhum tipo de corte
anatdmico, visualizadas ao microscopio binocular com aumento de 40X. O
micélio que cresce dentro da raiz se restringe ao cortex, e as ramificagcdes das
hifas ocorrem inter e intracelularmente, sendo que as hifas intercelulares
ocorrem nas camadas mais internas do cortex.

As hifas intra-radiculares também se diferenciam em vesiculas, que sdo
estruturas globosas e mais alongadas, ocupando posi¢do terminal ou intercalar
na hifa. Elas podem ser inter ou intracelulares e ocupam as camadas internas e
externas do cortex, contendo grande quantidade de lipidios, sendo consideradas
estruturas de reserva (figura 2A).

Em um segmento de raiz do tecido cortical intacto, podem ser
visualizadas, dentro das células do cortex, as estruturas arbusculares (Fig. 3A)
responsaveis pela troca de nutrientes entre os simbiontes, que sdo produzidas
pela ramificacdo dicotdmica extensiva das hifas intracelulares, ndo
comprometendo a integridade das células radiculares; a figura 3E mostra as
mesmas estruturas arbusculares, em raiz que sofreu uma leve abrasdo, a fim de
se obter uma melhor visualizagdo das células corticais contendo arbusculos e
hifas intercelulares. Isso se fez necessario devido ao fato das raizes da
seringueira serem muito grossas e de dificil visualizagdo pelo método

empregado.
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Os esporos formados pelos FMAs sdo estruturas globosas, as vezes
irregulares, com diametro que varia de 45 a 700 um, responsaveis pela sua
disseminagdo e sobrevivéncia (Siqueira et al., 2002). No caso do FMA Glomus
clarum, seus esporos possuem tamanho variando de 100 a 260 pm, sendo
produzidos em grandes quantidades dentro do cortex radicular (Fig.3C). A figura

2C mostra um esporo extra-radicular; as figuras 2B e 2D apresentam esporos e

hifas intra-radiculares e esporos e hifas extra-radiculares, respectivamente.

FIGURA 2: Fotomicrografias de estruturas fingicas em raizes laterais de
plantas jovens de seringueira inoculadas com o FMA Glomus clarum e coradas
com azul de tripano. As pontas de setas apontam uma vesicula (A), esporos
intra-radiculares (B), esporo extra-radicular (C) e esporos e hifas intra-
radiculares (D). Aumento 40x. Lavras, MG, 2007.
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FIGURA 3: Fotomicrografias de estruturas fungicas em raizes laterais de
plantas jovens de seringueira inoculadas com o FMA Glomus clarum e coradas
com azul de tripano. As pontas de seta apontam arbusculos dentro das células
corticais (A), esporo e hifas extra-radiculares (B); esporos intra-radiculares (C),
micélio externo (D), arbusculos e hifas intra-radiculares (E) e um esporo isolado
(F). Aumento 40x. Lavras, MG, 2007.
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As figuras 3B e 3F mostram uma por¢ao do micélio extra-radicular com
esporo e um esporo extra-radicular de Glomus clarum, respectivamente. Na
figura 3D pode ser visualizado o micélio extra-radicular envolvendo uma porg¢ao

de raiz lateral de seringueira.
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4.2 Altura das plantas e diametro dos caules

Um dos efeitos mais bem documentados dos FMAs sobre as plantas
hospedeiras ¢ o aumento do crescimento da mesma. Todos os tratamentos

mostram um ganho linear semelhante, tanto em altura quanto em didmetro do

caule (Fig. 4).
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FIGURA 4: A= crescimento em altura das mudas e B= diametro dos caules de
plantas jovens de seringueira submetidas aos tratamentos mic+50P, s/mic+50P,
s/mic+500P, ao longo de 195 dias de cultivo. DAI= dias apds a inoculagdo do
FMA. As barras em cada coluna indicam o erro padrio da média de 10

repeticdes. Lavras, MG, 2007.



Essas avaliagdes no crescimento foram iniciadas a partir de 15 dias de
inoculag@o. Até os 105 dias, apds a inoculacdo do FMA, todas as plantas de
todos os tratamentos ganham em altura; entretanto, apos esse periodo, as plantas
mict50P tém seu crescimento equiparado ao das plantas s/mict+500P, em
detrimento das plantas s/mic+50P, as quais mostram crescimento reduzido (Fig.
4A). Aos 195 dias apos a inoculagdo, as plantas mic+50P e as plantas
s/mic+500P j& demonstram um crescimento bem acentuado em relagdo ao
tratamento s/mic+50P.

O mesmo padrao de crescimento € observado para o didmetro dos
caules, onde todas as plantas ganham em didmetro ao longo do periodo
experimental, sendo que, a partir dos 165 dias, esse ganho para as plantas
mic+50P se equipara ao ganho observado para as plantas s/mic+500P, ambos
diferindo do outro tratamento (Fig. 4B). Vale ressaltar que o aumento no
didametro dos caules das plantas micorrizadas ¢ de grande importancia para a
heveicultura, uma vez que ¢ com base no didmetro do caule que se estabelece o
ponto de enxertia.

Rocha et al. (2006), trabalhando com mudas de cedro inoculadas com
espécies variadas de FMAs, encontraram resultados significativos no
crescimento das plantas ap6s 180 dias de emergéncia das plantulas, sendo que os
autores nao efetuaram medigdes de crescimento ao longo do tempo de cultivo,
fazendo-as somente ao final do experimento.

Também Schwob et al. (1998), em seu trabalho com Hevea brasiliensis
inoculada com Glomus mosseae, encontraram taxas de crescimento
significativas 135 dias apdés a inoculagdo, em relagdo ao tratamento ndo
micorrizado. Essas plantas tiveram um crescimento médio de 66,1 cm em altura
e 0,81 cm em diametro.

O efeito do fungo simbionte sobre o crescimento em altura e diametro

dos caules pode refletir o estddio em que a colonizagdo comeca a ser traduzida
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em beneficios para a planta hospedeira. Essa resposta demorada do fungo pode
ser causada pelo fato de que, durante os primeiros 30-45 dias, as plantulas ainda
crescem utilizando as reservas das sementes, ¢ assim s3o independentes de
nutri¢do externa ou de infeccdo micorrizica.

Segundo Schwob et al. (1998), outro fato que leva a uma demora na
resposta de crescimento da planta ¢ uma redug¢do da disponibilidade de
fotossintatos para o crescimento da planta, a qual surge nos estadios mais
iniciais da coloniza¢do, como observado para Hevea brasiliensis inoculada com
Glomus mosseae, na qual um menor crescimento se mostra visivel no estagio 2
(de 45 a 90 dias ap6s a inoculagdo) de desenvolvimento, coincidindo com o
inicio da infeccdo propriamente dita. Esse atraso temporario no crescimento da
planta € causado, provavelmente, pela penetragdo inicial do fungo nas raizes de
Hevea. Atuando como um forte dreno de carboidratos produzidos pela planta
hospedeira e utilizados para o crescimento do simbionte e para seu proprio
metabolismo, o fungo leva a esse atraso em se observar um crescimento mais
acentuado nos primeiros estadios da coloniza¢do, uma vez que esta ainda se
encontra incompleta (Smith, 1980).

Soares et al. (2003), trabalhando com mudas de ipé€ roxo inoculadas com
FMAs de espécies variadas, encontraram para as espécies G. margarita e G.
fasciculatum aumentos de 87 % no didmetro do caule, quando comparados as
mudas ndo inoculadas, enquanto que as espécies G. etunicatum e G.clarum
promoveram aumentos de 78 % e Glomus sp. de 61 % no didmetro do caule.

Além de uma significativa economia em fosforo e nitrogénio, as plantas
inoculadas levam menos tempo para atingirem o ponto adequado de enxertia e,
conseqiientemente, menos tempo no viveiro. Esses porta-enxertos sdo mais
tolerantes ao transplantio, mais resistentes a deficiéncias hidricas, mais

tolerantes a estresses abidticos resultantes de niveis toxicos de manganés e
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aluminio, este ultimo muito comum nos solos de cerrado, além da minimizacdo
da agdo de pragas e doencas de importancia economica.

Ao final do periodo de conducdo do experimento, pdde-se notar (Fig. 5)
um maior incremento no crescimento das plantas mict+50P e naquelas

s/mic+500P, em comparagdo com as plantas s/mic+50P.

s/mic+50P _ S/Mic+500P === mic+50P

FIGURA 5: Aspecto das plantas jovens de seringueira apds 195 dias de cultivo.
Da esquerda para a direita podem-se observar as plantas s/mic +50P, s/mic
+500P e mic +50P. Lavras, MG, 2007.
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4.3 Producdo de matéria seca na parte aérea, raiz e matéria seca total
O maior acimulo de matéria seca na parte aérea (Fig. 6A) e matéria seca
total (Fig.6C) das plantas mic+50P e das plantas s/mic+500P esta associado ao

maior crescimento dos caules tanto em comprimento quanto em didmetro.
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FIGURA 6: A= Actimulo de matéria seca na parte aérea, B= acimulo de
matéria seca nas raizes, e C= acimulo de matéria seca total em plantas jovens de
seringueira submetidas aos tratamentos mic+50P, s/mic+50P e s/mic+500P, apos
195 dias de cultivo. As barras em cada coluna indicam o erro padrio da média
de 7 repeti¢des. Lavras, MG, 2007.
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As plantas micorrizadas apresentaram um ganho de 38%, 33% e 49% na
matéria seca total, matéria seca da parte aérea e matéria seca da raiz,
respectivamente, em relagdo ao controle ndo micorrizado. As plantas s/mic
+500P apresentam ganhos de 38%, 50% e 16% na matéria seca total, matéria
seca da parte aérea e matéria seca da raiz, respectivamente, em relacao as plantas
s/mic +50P.

No caso das plantas micorrizadas, a maior produ¢do de matéria seca,
necessaria para o maior crescimento em altura e didmetro, estd associada aos
efeitos da micorrizagao que, a priori, promove maior captagao de nutrientes para
as raizes, inclusive agua, ainda contribui para a sintese de fitohorménios como
as auxinas e citocininas, e também para uma maior produgao de fotoassimilados
produzidos pelo estimulo desses fatores nutricionais e hormonais nos
mecanismos de fotossintese da planta hospedeira.

Plantas jovens de seringueira, inoculadas com espécies de Glomus e
adubadas com doses variadas de P, mostraram valores de matéria seca da parte
aérea de 9,20 g para a dose de 40 ppm de P; e 11,05 g para a dose de 80 ppm de
P, apds 180 dias de plantio (Lima, 1989). Pelos dados da figura 6A, observam-
se ganhos maiores de MS na parte aérea de plantas mic+50P do que aqueles
observados por Lima (1989). Também os tratamentos s/mic+50P ¢ s/mic+500P
mostram valores de MS muito superiores aqueles encontrados pelo referido
autor.

Schwob et al. (1998) observaram para plantas jovens de seringueira
inoculadas com o FMA Glomus mosseae um incremento de 18% na MS total,
27% na MS da parte aérea, 17% na MS da raiz, ap6s 270 dias de inoculacdo das
plantas. Esses valores foram inferiores aos encontrados no presente experimento
para as plantas micorrizadas, ou seja, 38%, 33% e 49%, respectivamente.

Viégas et al. (1992) encontraram um maior incremento de MS em todas

as partes das plantas jovens de seringueira ndo inoculadas com FMAs entre os
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180-240 dias apos o plantio, sendo que a parte aérea teve maior incremento que
as raizes. Os valores encontrados pelos autores aos 180 dias de idade das plantas
(1,87 g MS da raiz e 7,91 g MS da parte aérea) sdo inferiores aos aqui
encontrados (Fig. 6A e 6B), e aos 240 dias (3,82 g MS da raiz e 17,54g MS da
parte aérea) sdo superiores apenas os valores da parte aérea.

Mudas de embauba inoculadas com mistura de FMAs mostraram uma
maior producdo de raizes, refletindo no aumento da matéria seca das mesmas,
aos 120 dias de cultivo em casa de vegetagdo, diferindo significativamente das
plantas sem inoculacao (Carneiro et al., 2004).

Muitos autores sugerem que auxinas e citocininas, liberadas pelo fungo
infectante, ou pela propria planta, por indugdo deste, possam contribuir para o
crescimento da planta (Frankenberger & Arshad, 1995, citados por Fitze et al.,
2005). Raizes de milho inoculadas com FMAs mostraram um aumento precoce
no nivel de 4cido 3-indol- butirico livre (AIB), (Ludwig-Miiller et al., 1997;
Kaldorf & Ludwig-Miiller, 2000), coincidindo com um aumento muito
significativo na porcentagem de raizes laterais.

Em simbiose ectomicorrizica, varios exemplos sdo conhecidos em que o
AIA ¢ produzido pelo fungo associado, resultando em um aumento de raizes
laterais (Karabaghli-Degron et al., 1998). Kaldorf & Ludwig-Miiller (2000),
propuseram um modelo similar para raizes colonizadas por FMAs, nas quais o
aumento de raizes laterais poderia ser atribuido a um estimulo precoce do fungo
simbionte, justificando o aumento observado na matéria seca das raizes das
plantas de Hevea brasiliensis micorrizadas, em relagdo aos demais tratamentos
(Fig. 6B).

Kaldorf & Ludwig-Miiller (2000) atribuiram o maior crescimento dos
caules a um aumento nos niveis de AIB livre nas folhas. Esse AIB poderia ser
sintetizado “de novo” nas folhas e/ou ser transportado das raizes micorrizadas

para as folhas, sendo que a sintese desse fitohormonio ¢ muito mais alta em
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raizes micorrizadas em comparagdo com as folhas, o que poderia levantar a
questdo de que o maior incremento no crescimento das plantas possa ser devido
ndo somente a melhora nutricional, especialmente a nutrigdo fosfatada, mas
também a uma maior produgdo de fitohormonios. Entretanto, estudos de
horménios em micorrizas sdao ainda escassos.

O maior ganho em matéria seca das raizes das plantas de seringueira
micorrizadas em relagdo aos outros dois tratamentos justifica uma menor razao
parte aérea/raiz para o tratamento micorrizado (1,83) em relacdo ao tratamento
s/mic+500P (2,60) (Fig.7), embora ndo haja diferenga estatistica entre o

tratamento mic+50P e s/mic+50P (1,97).
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FIGURA 7: Relagdo parte aérea/raiz de plantas jovens de seringueira em
funcdo dos tratamentos mic+50P, s/mic+50P e s/mic+500P, apos 195 dias de
cultivo. Lavras, MG, 2007.

A figura 6C mostra o acimulo de matéria seca total nas plantas de
seringueira nos trés tratamentos. Observa-se que, mesmo em baixa colonizagao

micorrizica, as plantas mict+50P mostram um ganho em matéria seca total
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comparavel a produgio conseguida com 500 mg de P/dm’, ou seja, a inoculagdo
com o fungo micorrizico arbuscular foi capaz de produzir resultados
semelhantes aqueles obtidos por plantas adubadas com 500 mg de P/dm’.

Soares et al. (2003) encontraram aumentos de 560% na matéria seca total
das raizes de plantulas de ipé roxo inoculadas com Gigaspora margarita, aos
trés meses apos a inoculacao, quando comparadas com o controle nao inoculado.

O maior desenvolvimento do sistema radicular proporciona a planta
maior capacidade de absor¢ao de nutrientes e agua, sendo uma fonte de reserva
de nutrientes para a planta, além de uma melhor sustentacdo ¢ capacidade de
sobrevivéncia apds o transplantio para o campo (Andrade & Faria, 1997, citados
por Soares et al., 2003). Um sistema radicular mais abundante torna-se uma
vantagem seletiva para sobrevivéncia, favorecendo o desenvolvimento vegetal.
Portanto, a inoculagdo das mudas de seringueira com FMAs reveste-se de grande
importancia quando se objetiva a producdo de porta-enxertos mais vigorosos.

Trabalhos realizados por Delu-Filho (1994) e Shan (2007)", relatam que
houve um incremento de nitrogénio em plantas de Hevea brasiliensis mantidas
em solugdo nutritiva isenta de nitrogénio. Esse aumento do nitrogénio
evidenciado por esses autores pode ser decorrente da contribuigdo de bactérias
diazotroficas.  Delu-filho (1994) constatou a presenca dessas bactérias
diazotroficas no sistema radicular das plantas de seringueira cultivadas. Essas
bactérias associadas as raizes das plantas eram das espécies Azospirilum
braziliensis, A. lipoferum e Herbaspirilum seropedicae.

Efeitos sinergisticos entre FMAs e bactérias diazotréficas no
crescimento das plantas ja foram constatados, anteriormente, em outras culturas,
como em tomateiro (Bagyaraj & Menge, 1978), em Paspalum notatum (Barea et

al., 1983) e em batata-doce, na qual Paula (1992) observou que a inoculagao

* SHAN, A. Tese. Universidade Federal de Lavras. 2007. No prelo.
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conjunta incrementou o desenvolvimento das plantas em até 44% em relagéo a
inoculagdo do fungo isoladamente.

Neste experimento ndo foi realizada metodologia com a finalidade de
determinar a presenca de bactérias diazotroficas, associadas aos fungos
micorrizicos inoculados, e¢ analizar a contribui¢do dessas bactérias para o
desenvolvimento das plantas de seringueira. Entretanto, existe a possibilidade de
que a presenga de bactérias diazotroficas tenha contribuido para potencializar os
efeitos do fungo Glomus clarum, apesar da baixa colonizagio radicular por parte
do mesmo, uma vez que ja foi constatado por inimeros autores o efeito positivo
da interacdo fungos/bactérias para o crescimento da planta hospedeira. Portanto,
esse ¢ um aspecto que merece ser melhor investigado futuramente. Vale ressaltar
que bactérias encontram-se presentes livremente no ambiente e que a fumigacao

do substrato nao impede o estabelecimento de bactérias apos esse procedimento.
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4.4 Area foliar
Pelos resultados das medidas de area foliar (Fig.8), pode-se observar que
as plantas micorrizadas e as plantas s/mic+500P tiveram aumentos de 40,9% e

de 71,43% , respectivamente, em relacdo as plantas s/mic+50P.
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FIGURA 8: Area foliar de plantas jovens de seringueira submetidas aos
tratamentos mic+50P, s/mic+50P e s/mic+500P, apds 195 dias de cultivo. As
barras em cada coluna indicam o erro padrdo da média de 7 repeti¢cdes. Lavras,
MG, 2007.

Plantas de seringueira inoculadas com Glomus mosseae apresentaram
area foliar de 858 cm’ (Schwob et al., 1998), apos 180 dias de inoculagdo do
FMA, valor ligeiramente superior ao encontrado no presente trabalho, cuja area
foi de 815,35 cm’.

O aumento de 40,9% na area foliar das plantas micorrizadas, mesmo
tendo ocorrido uma baixa colonizagdo pelo fungo, implica aumentos na
superficie de capta¢do de luz, aumento na assimilacdo de CO, e produgdo de
fotoassimilados, necessaria para atender a demanda do sistema micorrizico e da
planta hospedeira (Peng et al., 1993; Shachar-Hill et al., 1995, citado por Bago
et al., 2003).
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Esse tipo de beneficio é resultante, possivelmente, do aumento na
absorc¢do de nutrientes e agua pelo FMA e suas implicacdes em nivel fisiologico
¢ bioquimico, como o estimulo da sintese de hormdnios, especialmente auxinas
(AIB) e citocininas, aminoacidos ¢ proteinas ¢ fotoassimilados (Sena, 1998).
Driige & Schonbeck (1993), trabalhando com plantas de Linum usitatissimum L.
micorrizadas, constataram um aumento do nivel interno de citocininas, o que foi
relacionado a melhora da fotossintese e crescimento das plantas infectadas.

As plantas s/mic+50P apresentam menor area foliar (Fig. 8). Isso resulta

numa queda na produgdo de fotoassimilados pelas mesmas.

4.5 Teor e acumulo de nutrientes nas folhas

Os teores de todos os nutrientes, com excegdo do fosforo e do enxofre,
nas plantas s/mic+500P, nao diferiram estatisticamente em relacdo aos demais
tratamentos (Tab. 1). Vale ressaltar que as analises de nutrientes foram
realizadas apenas nos tecidos foliares e ndo em toda a parte aérea, o que ndo

reflete todo o nutriente absorvido pelas plantas.
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TABELA 1: Médias de teores de macro e micronutrientes nas folhas de plantas
jovens de seringueira em fungdo dos tratamentos mic +50P, s/mic +50P e s/mic
+500P, apos 195 dias de cultivo. Médias seguidas pela mesma letra na linha ndo
diferem estatisticamente pelo teste de Scott Knott no nivel de 5% de
significancia. Lavras, MG, 2007.

Plantas Plantas Plantas

mic+50P s/mic+50P s/mic+500P
% N 2,02a 1,79 a 2,96 a
% P 0,07 b 0,05b 0,10 a
% K 1,05a 0,77 a 1,07 a
% Ca 1,14 a 0,93 a 1,44 a
% Mg 0,19 a 0,16 a 0,20 a
%S 0,17b 0,16 b 0,21 a
ppm B 41,33 a 35,26 a 47,86 a
ppm Mn 109,1 a 93,66 a 87,43 a
ppm Zn 18,06 a 16,43 a 24,13 a
ppm Cu 2,36a 2,70 a 243 a
ppm Fe 443,03 a 206,30 a 498,23 a

TABELA 2: Limites nutricionais definidos por Bolle-Jones (1954) para folhas
sadias de seringueira. Fonte: Adaptado de Lopes (1988).

Limites de
Bolle-Jones (1954) para
folhas sadias de
seringueira
% N 2,6%-3,5%
% P 0,16%-0,23%
% K 1,0-1,4%
% Ca 0,76%-0,82%
% Mg 0,17%-0,24%
% S 0,18%-0,26%
ppm B 7-181 ppm
ppm Mn | 13-68 ppm
ppm Zn 14-21 ppm
ppmCu |--
ppm Fe 80-96 ppm
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Nao houve efeito da micorriza¢do e do nivel de fosforo em todos os
tratamentos, exceto para o S e P para o tratamento s/mic+500P.

Entretanto, comparando-se os teores de nutrientes obtidos (Tab. 1) com
os limites estabelecidos por Bolle-Jones (1954), citado por Lopes, (1988), para
folhas sadias de seringueira (Tab. 2), observa-se que apenas as plantas mic+50P
e as plantas s/mic+500P mostraram os teores de K, Mg ¢ B dentro daqueles
limites. Isso pode indicar um efeito da micorrizagdo e¢ do fosforo na melhora
nutricional.

Todos os trés tratamentos mostraram teores de fosforo abaixo daqueles
limites, embora sintoma de deficiéncia de fosforo s6 tenha sido observado nas
plantas s/mic+50P. A auséncia de sintomas visuais de deficiéncia de P em folhas
de seringueira micorrizada foi também verificada. Esse mesmo comportamento,
ou seja, auséncia de sintomas visuais de deficiéncia de P em folhas de
seringueira inoculada apresentando porcentagens de P abaixo do limite
estabelecido por Bolle-Jones (1954), citado por Lopes (1988), foi observado por
Lopes (1988) para folhas de plantas jovens de seringueira inoculadas com
Gigaspora margarita.

Apenas o tratamento s/mic+500P mostrou teores de N e S dentro dos
limites mostrados na tabela 2. Moreira & Siqueira (2006) citam que os teores de
N, K, Ca, Mg e Na sdo geralmente menores em plantas micorrizadas, enquanto
os de S e P sdo maiores. E importante ressaltar que a redugdo dos teores de
nutrientes nas plantas micorrizadas, como observado para o N (Tab. 1), resulta,
na maioria dos casos, de efeitos de diluigcdo, e ndo de sua menor absorc¢do, visto
que as plantas micorrizadas acumulam mais matéria seca total (Fig. 6C) em
relagdo as plantas ndo micorrizadas.

Nao foi observado nenhum sintoma visual de deficiéncia de S nos

tratamentos mic+50P e s/mic+50P.

64



As concentragdes foliares de Mn e Fe encontraram-se acima dos limites
(13 — 68 ppm para o Mn e 80 — 96 ppm para o Fe) para folhas sadias em todos os
tratamentos. Entretanto, nenhum sintoma visual de toxidez por esses dois
micronutrientes foi observado.

Para o zinco, todos os trés tratamentos mostraram teores foliares abaixo
dos limites (35 — 67 ppm) estabelecidos para folhas sadias, embora nenhum sinal
visual de deficiéncia tenha sido observado, como clorose e manchas necroticas
brancas nas folhas mais velhas, o que indicaria um comprometimento da sintese
de clorofila. Com relagdo ao cobre, ndo foram observados sinais de deficiéncia,
exceto para o tratamento em alto nivel de P. Ao longo do experimento pode-se
observar, em algumas plantas s/mic+500P, um secamento das extremidades e
das margens de folhas jovens, ocorrendo uma desfolha precoce das mesmas, o
que evidencia uma deficiéncia de cobre nessas plantas, possivelmente
ocasionada pela alta concentragdo de P no substrato de cultivo.

Além do efeito de dilui¢do dos nutrientes ja comentado anteriormente,
no caso das plantas micorrizadas, também deve-se levar em consideracdo a baixa
taxa de colonizagdo radicular pelo fungo, o que poderia ter ocasionado uma
menor massa de hifas extra-radiculares capazes de absorver os nutrientes,
embora nao o suficiente para comprometer o crescimento das plantas.

Assim, com base nos outros parametros analisados, especialmente a
capacidade de crescimento das plantas s/mic+500P, que mostrou-se igual ao
tratamento mic+50P, observa-se que essas plantas cultivadas em um alto nivel
de fosforo no substrato, apesar do maior teor de P nos tecidos foliares,
apresentaram capacidade de aproveitamento do nutriente do substrato de cultivo
inferior as plantas micorrizadas, uma vez que estas ultimas apresentaram a
mesma capacidade de crescimento. Desse modo, as plantas mic+50P, as quais

apresentaram um menor teor de fosforo nas folhas, possivelmente devido a uma
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menor taxa de colonizagdo pelo fungo, indicam um melhor aproveitamento do

nutriente contido no substrato.

4.6 Teores de Clorofilas nas folhas

As plantas micorrizadas apresentam uma maior concentracao de
clorofila a, razdo clorofila a/clorofila b e maior conteudo de clorofila total, em
comparacao ao tratamento s/mic+50P, sendo que para clorofila a e total ndo ha
diferenca estatistica em relagdo ao tratamento s/mic+500P (Figuras 9 e 10). Para

os teores de clorofila b, ndo foi encontrada diferenga estatistica entre os

tratamentos.

OCLORA OCLORB EHICLORTOT

mic +50P s/mic +50P s/mic +500P

FIGURA 9: Teor de clorofilas a e b e clorofila total em folhas de plantas jovens
de seringueira submetidas aos tratamentos mic+50P, s/mic+50P e s/mic+500P,
apos 195 dias de cultivo. As barras em cada coluna indicam o erro padrio da
media de 7 repeti¢des. Lavras, MG, 2007.
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FIGURA 10: Razdo clorofila a/b em plantas jovens de seringueira submetidas
aos tratamentos mic+50P, s/mic+50P e s/mic+500P, apos 195 dias de cultivo. As

barras em cada coluna indicam o erro padrdo da media de 7 repeti¢des. Lavras,
MG, 2007

Apesar de apenas 10 a 17% da matéria seca das micorrizas arbusculares
serem biomassa de fungos (Tinker, 1978), o simbionte ¢ um competidor por
fotoassimilados que a planta hospedeira elabora, uma vez que a respiracdo das
raizes aumenta em cerca de 74%, levando a um acumulo de carbono no
citoplasma das células corticais. Entdo para compensar essas perdas, as plantas
micorrizadas exibem maiores taxas de fotossintese (Sena, 1998).

Tristdo et al. (2006), trabalhando com mudas de café inoculadas com
FMAs em diferentes tipos de adubacao, encontraram maiores teores de clorofila
a e clorofila total, em comparagdo com plantas ndo micorrizadas. Esses mesmos
autores também nao encontraram alteragdes significativas nos teores de clorofila
b nas folhas do cafeeiro entre os tratamentos.

Abdel-Fattah et al. (2002) também observaram, no geral, que os

conteudos dos pigmentos fotossintéticos nas folhas de plantas de Vicia faba
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micorrizadas foram significantemente mais elevados do que os encontrados nas
folhas das plantas ndo micorrizadas, em condigdes de boa hidratacéo.

Magnésio e nitrogénio sdo dois nutrientes importantes para a sintese de
clorofilas, entrando diretamente na sua composi¢do. Seus teores em plantas
micorrizadas normalmente podem ser encontrados em concentragdes inferiores
devido ao efeito de diluicdo, conforme ja discutido anteriormente. As plantas
mic+50P e as plantas s/mic+500P mostram, respectivamente, um incremento de
12,85% e 65,36% no teor de N, e 18,75% e 25% no teor de magnésio, em
relacdo ao tratamento s/mic+50P.

Ferro e manganés sdo também importantes no processo de sintese de
clorofila, embora ndo integrem a sua molécula (Malavolta, 1980; Marschner,
1997; Melarato el al., 2002). O teor de ferro encontrado nas folhas das plantas
mic+50P e nas plantas s/mic+500P ¢ de, respectivamente, cerca de 114,75% e
141,50% superior ao encontrado nas plantas s/mict+50P. O contetido de
manganés sofreu um pequeno incremento de 16,48% nas plantas micorrizadas e
uma redugdo de 6,6% nas plantas s/mic+500P, em comparacdo com as plantas
s/mic+50P, embora os 3 tratamentos mostraram valores acima dos limites
estabelecidos por Bolle-Jones (1954), citado por Lopes, (1988).

Como sugerido por Frankenberger & Arshad (1995), citados por Fitze et
al. (2005), os FMAs podem, ainda, produzir ou induzir a planta hospedeira a
produzir citocininas. As citocininas podem, junto a outros fatores, como luz e
nutricdo, regular a capacidade de sintese dos pigmentos fotossintéticos e
proteinas fotossintéticas, além de contribuir para a formagao de cloroplastos com

grana mais amplos (Taiz & Zeiger, 2004; Dourado Neto et al., 2004).
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4.7 Resisténcia estomatica, transpiracéo e temperatura média foliar
A figura 11 apresenta os valores de resisténcia estomatica e transpirago

obtidos no ultimo més de condugdo do experimento.
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FIGURA 11: A= Resisténcia estomatica (Rs) e B= Transpiragdo (E) em plantas
jovens de seringueira submetidas aos tratamentos mic+50P, s/mic+50P e
s/mic+500P. As avaliacdes foram realizadas no ultimo més de conducdo do
experimento, sendo realizadas 3 medi¢Ges a cada 10 dias e tomadas as médias.
As barras em cada coluna indicam o erro padrdo da media de 10 repetigdes.
Lavras, MG, 2007.
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Pela analise dos dados apresentados (Fig. 11A e 11B), observa-se que as
plantas micorrizadas mostram, no periodo de avaliagdo, os mais altos valores de
transpiragdo e os menores valores de resisténcia estomatica em relagdo aos
demais tratamentos.

Esse resultado corrobora com os obtidos por Schwob et al., (1998), os
quais também encontraram as maiores taxas de condutincia estomatica e,
conseqiientemente, os menores valores de resisténcia estomatica, associados a
uma maior assimilagdo de CO, a partir dos 180 dias de inoculagdo das raizes de
Hevea brasiliensis com o fungo micorrizico Glomus mosseae, alcangando as
maiores taxas de condutincia estomatica, absor¢do de CO, e transpiracdo aos
225 dias apos a inoculagdo.

Durante os primeiros estadios de crescimento, a planta de seringueira se
nutre das reservas de suas sementes, ricas em fitina e por isso ndo depende tanto
dos beneficios promovidos pelo fungo associado, como ja citado anteriormente.
Apds o esgotamento das reservas de semente, os primeiros beneficios da
associacdo podem ser observados (Oihabi et al., 1993). Depois que ocorre o
estabelecimento da simbiose, as plantas micorrizadas passam a ter um
comportamento semelhante ou até mesmo superior ao de plantas com boa
nutri¢ao fosfatada.

A reducdo na resisténcia estomatica, € conseqiiente aumento na
condutancia estomatica, leva a um aumento na concentragdo de CO, intracelular,
0 que pode aumentar a atividade fotossintética das plantas infectadas. Plantas
micorrizadas apresentam uma maior absor¢do de agua que as plantas ndo
micorrizadas, ndo sé devido a presenca do micélio externo, mas também pelo
incremento de raizes laterais, como confirmado, neste trabalho, pelo aumento de
peso seco da raiz (Fig. 6B). Assim, essas plantas podem transpirar mais, o que ¢

acompanhado pela entrada de CO,.

70



Segundo Wu & Xia (2006), a maior taxa de transpiracdo ¢ condutancia
estomatica de plantas de Citrus micorrizadas, comparadas com aquelas ndo
micorrizadas, implicou uma baixa resisténcia difisica ao vapor de agua de
dentro das folhas para a atmosfera quando ambas estavam expostas as mesmas
condi¢des de hidratagao.

As plantas s/mic+500P tém um sistema radicular mais abundante que as
plantas s/mic+50P, uma vez que o fosforo incrementa o crescimento tanto da
parte aérea quanto das raizes, e por isso captam também mais agua do solo
(Koide, 1993), conseguindo manter uma menor resisténcia estomatica ¢ maior
transpiracao que o tratamento s/mic+50P.

As maiores taxas de transpiracdo observadas nas plantas micorrizadas
capacitam-nas a resfriar mais as folhas, mantendo a integridade do aparelho
fotossintético, o que € confirmado pelos dados de temperatura foliar obtidos no

mesmo periodo (Fig. 12).
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FIGURA 12: Temperatura média foliar (°C) para plantas jovens de seringueira
submetidas aos tratamentos mic+50P, s/mic+50P e s/mic+500P. As avaliagOes
foram realizadas no ultimo més de conducao do experimento, sendo realizadas 3
medigdes a cada 10 dias e tomadas as médias As barras correspondem ao erro
padrao da média de 10 repeti¢des. Lavras, MG, 2007.
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Portanto, plantas de Hevea brasiliensis micorrizadas e bem hidratadas
foram capazes de potencializar a entrada de CO,, sem necessidade de regular
tanto as perdas de agua pela transpiragdo, o que possibilitou menores
temperaturas foliares e maiores taxas de fotossintese.

Segundo Miguel (2005), a seringueira apresenta alta sensibilidade
estomatica ao déficit hidrico, mesmo os mais suaves. O fechamento estomatico
prematuro, nessas circunstancias, provoca o bloqueio parcial ou total ndo
somente a perda de agua, como também a entrada de CO, (Resnik & Mendes,
1979; Rocha Neto et al., 1983, citados por Miguel, 2005). Isso pode levar a uma
reducdo no resfriamento da folha, sendo que, uma temperatura foliar mais
elevada pode trazer efeitos negativos sobre os processos redutivos e oxidativos
do metabolismo do carbono.

Os efeitos benéficos das micorrizas sobre os parametros biofisicos de
plantas hospedeiras (baixa resisténcia estomatica e altas taxas de transpiracao)
tém sido exaustivamente documentados, especialmente para plantas em
condi¢des de estresse por déficit hidrico (Augé et al., 1986; Augé, 2001; Augé,
2004). Entretanto, plantas jovens de seringueira demonstram o mesmo
comportamento em condigdes de boa hidratacdo (figuras 11A e 11B).

Uma vez que as regides de escape onde a seringueira vem sendo
implantada, como Minas Gerais, sdo regides de clima mais seco e, portanto,
sujeitos a maiores déficits hidricos nos solos, pode-se avaliar a importancia do
processo de micorrizagdo para a formagdo de porta-enxertos dessa espécie.

Como as plantas micorrizadas conseguem manter maiores taxas
transpiratérias € menores resisténcias estomaticas que as plantas s/mic+500P,
pode-se crer que outros mecanismos, além da melhoria da nutri¢do fosfatada,
estejam associados aos mecanismos de trocas gasosas, em plantas bem

hidratadas, tais como balangos hormonais alterados.
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Alguns autores tém encontrado niveis elevados de citocininas nos caules
de plantas micorrizadas submetidas a déficit hidrico (Goicoechea et al., 1997), e
ndo correlacionam os efeitos sobre a gs com a nutrigdo fosfatada (Ebel et al.,
1996, citados por Wu & Xia, 2006).

Os mecanismos que permitem as plantas micorrizadas, em condigdes de
boa hidratacdo, aumentarem suas taxas de transpiragdo e diminuirem a
resisténcia dos estomatos, incluem uma significante contribuicdo das hifas
externas para a captagdo de agua pelas raizes micorrizadas (Marulanda et al.,
2003), estimulo na producdo de raizes laterais precoces que perduram nas
plantas adultas, uma maior densidade estomatica, e também niveis aumentados
de citocininas nos caules e folhas.

Muitos microrganismos que fazem associa¢des mutualisticas com raizes
produzem e secretam quantidades substanciais de citocininas e/ou induzem as
células vegetais a sintetiza-las. A infeccdo de tecidos vegetais por esses
microrganismos pode induzir o tecido a se dividir e, em alguns casos, a formar
micorrizas. Esses hormoénios produzidos pelo simbionte ou pela planta
hospedeira vao estimular a divisao celular e o desenvolvimento do vegetal.

As citocininas influenciam também o movimento de nutrientes para a
folha a partir de outras partes da planta. Allen et al. (1980), trabalhando com
Bouteloua gracilis inoculada com FMA, encontrou atividade de citocininas
aumentada em cerca de 57 e 111% nas folhas e raizes, respectivamente, em
relagdo as plantas ndo inoculadas. Portanto, uma raiz micorrizada possivelmente
produz maiores teores de citocinina, a qual pode ser translocada para outras
partes da planta, regulando o crescimento ¢ mobilizando nutrientes para outras
regides do vegetal. E possivel que a 4dgua, sendo também um nutriente para a
planta, possa ser mais facilmente translocada para a parte aérea, mantendo uma

maior taxa de transpiragao.
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Portanto, pelos dados obtidos, pode-se inferir que muitos outros
mecanismos, além da melhora nutricional, estdo envolvidos nas alteragées em
nivel de trocas gasosas de plantas micorrizadas.

Um outro dado importante ¢ que merece destaque, refere-se ao fato de
que os FMAs produzem grandes quantidades da glicoproteina glomalina (Rillig,
2004), a qual esta fortemente relacionada com a estabilidade da estrutura do
solo, ou seja, os poros existentes no solo e os agregados.

Entdo, devido ao fato de que os FMAs afetam a estrutura do solo, parece
légico suspeitar que a colonizagdo micorrizica do solo poderia afetar suas
propriedades de retengdo de umidade, e assim, o comportamento das plantas
crescendo nesses solos, mais particularmente no caso de solos mais secos. Um
solo bem estruturado contém mais agua disponivel do que um solo pobremente
estruturado. As hifas penetram nos poros mais finos do solo e grudam-se as
particulas através da glomalina. Um contato mais eficiente do solo com a raiz
poderia ser traduzido em uma mais alta condutancia hidraulica do solo para a

raiz (Augé, 2004).

4.8 Densidade estomatica

De acordo com a tabela 3, as plantas mic+50P e as plantas s/mic+500P
apresentaram maior densidade estomatica, maior didmetro polar e equatorial dos
estomatos, sendo que os dois tratamentos ndo diferiram estatisticamente entre si.

As plantas s/mic+50P apresentaram a menor densidade estomatica.
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TABELA 3: Densidade e didmetros polar e equatorial dos estomatos de folhas
de plantas jovens de seringueira submetidas aos tratamentos mic+50P,
s/mict50P e s/mic+500P. Médias seguidas pela mesma letra mindscula, na
coluna, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott Knott a 5% de
probabilidade. DPEEAb: diametro polar dos estomatos da epiderme abaxial;
DEEEAD: diametro equatorial dos estobmatos da epiderme abaxial; razdo DP/DE,
onde DP: didmetro polar dos estdmatos e DE: diametro equatorial dos
estomatos. Lavras, MG, 2007.

tratamentos | N° de estomatos/mm® DPEEAb (um) DEEEAb (um) DP/DE

MIC+ 50P 301,02 a 28,44a 14,4 a 1,97 a
S/MIC+ 50P 249,00 b 20,7b 12,24 b 1,67 a
S/MIC+500P |31842a 28,26 a 14,4 a 1,96 a

Pela analise microscopica foi observado que os estOmatos de Hevea
brasiliensis se localizam quase exclusivamente na superficie abaxial das folhas,
conforme ja relatado por Miguel (2005). Ressalta-se que, neste trabalho, todos
os cortes paradérmicos para quantificagdo da densidade estomatica foram
realizados na regido mediana do foliolo central, regido de maior numero de
estdbmatos na seringueira. Nessa regido também foram realizadas todas as
medi¢des de resisténcia estomatica e transpiracao.

Aumentos na densidade estomatica podem permitir que a planta eleve a
condutancia de gases e, assim, evitar que a fotossintese seja limitada. Alguns
trabalhos tém demonstrado correlagdes positivas entre o nlimero de estomatos e
taxa fotossintética (Castro, 2002). Martins et al. (1993), citacdo de Cavalcante &
Conforto (2002), consideram que, embora a relagdo entre o nimero estomatico e
a eficiéncia do seu funcionamento ndo seja muito evidente, a manutengdo do
controle hidrico via nimero estomatico € bastante significativo.

Em Hevea brasiliensis inoculada com o FMA Glomus mosseae, a
densidade estomatica ndo sofreu alteracdo como conseqiiéncia da micorrizacao
(Schwob et al., 1998), ao contrario dos resultados obtidos no presente trabalho,

indicando que o Glomus mosseae nao teve contribuigdo significativa sobre o
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numero de estdbmatos, embora tenha aumentado a condutincia estomatica e a
concentracdo intracelular de CO,.

Cavalcante & Conforto (2002) observaram, em mudas de seringueira
(sem inoculagdo), clone RRIM 600, ap6s 18 meses de desenvolvimento apds a
enxertia, uma freqiiéncia média de 468,83 estomatos/mm?’, sendo esse valor
superior aos encontrados aqui, enquanto Miguel (2005) observou, para plantas
adultas desse referido clone, uma freqiiéncia de cerca de 373 estomatos/mm’.

Diversos fatores atuam de diferentes modos, ocasionando variagdes
entre os valores de densidade estomatica encontrados nesses trabalhos. Goémez
& Hamsah (1983), citados por Martins & Zieri (2003), observaram diferencas na
densidade estomatica entre plantas do mesmo clone, entre idades das folhas do
mesmo clone (geralmente as mais velhas mostram maior numero de estdmatos)
e entre local de amostragem da folha (maior densidade estomatica quanto maior
a exposicdo ao sol).

Em plantas jovens de seringueira do clone RRIM 701, foi constatada
correlagdo positiva entre quantidade de estdmatos e transpiracdo (Coutinho &
Conforto, 2001, citados por Miguel, 2005). Quanto maior o numero de
estérnatos/mmz, maior a condutancia estomatica e menor a resisténcia a difusio
dos gases.

Rocha (2005) informa que a relagdo entre os didmetros polar (DP) e
equatorial (DE) fornece um bom indicativo do formato dos estomatos, sendo que
quanto maior a razdo DP/DE, mais elipsoide é o formato e maior sua
funcionalidade. Entretanto, no presente trabalho, ndo houve diferenca estatistica
entre os trés tratamentos (Tab.3).

A densidade dos estomatos das plantas de seringueira micorrizadas nao
apresentou diferenga estatistica em relagdo as plantas s/mic+500P (Tab. 3).
Entretanto, as plantas micorrizadas conseguem manter uma maior taxa de

transpiracdo e menor resisténcia estomatica em relacdo aos demais tratamentos.
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Isso reflete um efeito do fungo micorrizico associado no sentido de manter um
influxo de CO, para atividade fotossintética, a0 mesmo tempo que mantém
maior fluxo transpiratério, o qual vai se refletir em temperaturas foliares

menores (fig. 12).

4.9 Concentragdo de agucares sollveis totais e agUcares redutores

Nas figuras 13A, 13B e 13C sdo apresentadas as concentragdes de
agucares soluveis totais, acucares redutores ¢ teores estimados de sacarose nas
folhas e nas raizes laterais das plantas jovens de seringueira.

Observa-se que, para as plantas mic+50P, houve um aumento na
concentracdo dos agucares soluveis totais nas folhas e, conseqiientemente da
sacarose (Fig 13C) em relagdo aos demais tratamentos. Nas raizes laterais, a
concentracdo desses agUcares se iguala estatisticamente ao tratamento
s/mic+500P, sendo ambos superiores ao tratamento s/mic+50P.

Como mostrado na figura 13B, os menores teores de ARs sdo
encontrados nas folhas das plantas s/mic+500P; e os maiores nas plantas
s/mic+50P. As plantas micorrizadas mostram uma concentragdo de ARs inferior
as plantas s/mic+50P e superior as plantas s/mic+500P. Nas raizes laterais das
plantas s/mict+500P foi observada uma concentragdo de aglicares redutores
ligeiramente superior aos demais tratamentos; os menores teores sao

encontrados nas raizes laterais das plantas s/mic+50P.
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FIGURA 13: A= teores de acgucares soluveis totais (AST), B= agucares
redutores (AR) e C= teores estimados de sacarose em laminas foliares e raizes
laterais de plantas jovens de seringueira submetidas aos tratamentos mic+50P,
s/mic+50P e s/mic+500P, apds 195 dias de cultivo. As barras correspondem ao
erro padrdo da média de trés repeticdes. Lavras, MG, 2007.
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A Figura 13C mostra os teores estimados de sacarose em cada parte das
plantas. Observa-se que as folhas das plantas micorrizadas apresentam a maior
concentracdo de sacarose em relagdo aos dois outros tratamentos. Para as raizes
laterais, os teores de sacarose nas plantas micorrizadas igualam-se ao tratamento
em s/mic+500P, sendo ambos superiores ao tratamento s/mic+50P.

Agucares soluveis totais sdo compostos basicamente por hexoses
(redutores) e outros agucares de cadeias maiores com fun¢do de armazenamento
e transporte (ndo-redutores), como a sacarose que, em plantas de seringueira, ¢
essencial para a biossintese do latex (Tupy, 1985; Castro, 1990; citados por
Oliveira, 1999).

A diferenca entre os conteudos de ASTs e ARs representa a
disponibilidade total de aglicares com fungdo de transporte, especialmente a
sacarose, de acordo com Lima et al. (2002), citado por Melo et al. (2004).
Quanto maior a diferenca entre os teores de ASTs e de ARs, maiores os teores
de sacarose. De acordo com Oliveira (1999), espera-se que folhas maduras
apresentem maiores concentragdes de sacarose em funcdo da maior taxa
metabolica, resultante de uma maior capacidade fotossintética.

Borges & Cheney (1989) mostram que plantulas de Fraxinus, inoculadas
com Glomus macrocarpum, tiveram mais baixos teores de agucares soltiveis do
que as plantulas ndo inoculadas, enquanto soja inoculada com Glomus mosseae
ndo mostrou diferengas na concentragdo de aglcares nas folhas (Brown &
Bethlenfalvay, 1988).

Na associacdo Citrus/Glomus fasciculatum, o nivel de aglcares
redutores nas raizes aumentou, enquanto as folhas apresentaram altos niveis de
agucares soluveis totais, sacarose e agucares redutores (Nemec & Guy, 1982).

Estima-se que, durante a esporulagdo, sdo produzidos cerca de 14000 a
38000 esporos por raiz, sendo que cerca de 45% a 95% do pool de carbono,

nesses esporos de FMAs, é composto por lipideos neutros (TAG), de acordo
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com Bécard et al. (1991). Por usar carboidratos para estocagem, construgdo de
biomassa e para conversdo em energia metabolica, os fungos representam um
forte dreno adicional de fotoassimilados (Dosskey et al., 1990).

A sacarose ¢é transportada pelo floema até as raizes micorrizadas, onde é
entdo convertida em compostos especificos de fungos, no caso de FMAs, a
trehalose e o glicogénio (armazenamento) e quitina (estrutural) de acordo com
Bago et al. (2003). Harrison (1996), citado por Bago et al. (2000), encontrou um
aumento significativo na expressdo de genes para um transportador de hexoses,
o qual esta possivelmente envolvido na incorporagdo de hexoses para dentro do
micélio intra-radicular.

Alguns autores t€m detectado atividades elevadas de invertases alcalinas
em raizes micorrizadas e auséncia de clicagem de sacarose dentro do MER
(Schubert et al., 2004), enquanto outros tém encontrado elevados niveis de
atividade de invertases acidas extracelulares nas raizes hospedeiras (Garcia-
Rodrigues et al., 2007), o que sugere que a sacarose ¢ convertida em hexose fora
do micélio fungico, sendo, entdo, capturada pelo micélio intra-radicular.

No micélio intra-radicular, as hexoses sdo convertidas em trealose e
glicogénio (Shacchar-Hill et al., 1995, citado por Bago et al., 2003) e TAG
(Pfeffer et al., 1999). Ainda dentro do micélio intra-radicular, a glicolise e o
ciclo dos éacidos tricarboxilicos s@o ativos, fornecendo intermedidrios para
sintese de aminoacidos e proteinas. Hexoses citoplasmaticas também podem ser
metabolizadas pela via das pentoses fosfato, uma vez que ¢ alta a atividade da
glicose 6-fostato desidrogenase no micélio intra-radicular (Saito, 1995). A
operagdo da rota das pentoses fosfato no micélio intra-radicular leva a sintese
de NADPH, ribose-5-fosfato, importante para a sintese de nucleotideos, os
quais s3o importantes para sintese de citocininas, que, como citado

anteriormente, estd associada com o maior crescimento das plantas micorrizadas.
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Varias enzimas glicoliticas e do ciclo dos acidos tricarboxilicos tém suas
atividades aumentadas no MIR. A sintese de lipideos de armazenamento é um
forte dreno de carbonos para o MIR, sendo que uma substancial fracdo de
hexoses translocadas para o0 MIR ¢ convertida a TAG. O glicerol e acidos graxos
precursores do TAG sdo derivados de hexoses metabolizadas, via glicolise, em
trioses fosfato e acetil coenzima A. O glicogénio ¢ o TAG podem ser
translocados para o MER e para os esporos em germinagao (Shachar- Hill et al.,
1995, citados por Bago et al., 2000; Bago et al., 2003).

De acordo com Bago et al. (2000), o ciclo do glioxilato ¢ muito ativo no
MER, sendo acoplado a gliconeogénese. As enzimas glicoliticas nao tém
atividade no MER (Bago et al., 2000). Essas observa¢des sdo importantes para
justificar a maior transferéncia de carboidratos (hexoses) para o fungo
simbionte, o qual corresponde a um dreno adicional dos agucares produzidos
pelo processo fotossintético da planta hospedeira.

De acordo com Graham (2000), a quantidade de carbono requerida por
um fungo simbionte varia de 4 a 20% de todo o carbono fixado pela planta
hospedeira. Comparando-se os dados obtidos nas plantas micorrizadas com os
outros dois tratamentos sem micorrizas, percebe-se que, mesmo apresentando
uma baixa taxa de colonizagdo, o fungo aumentou os teores de ASTs ¢ de
sacarose estimada nas folhas; e isso ndo ¢ somente devido apenas a uma melhora
nutricional (P), uma vez que o tratamento s/mic+500P apresentou menores
teores de ASTs, ARs e sacarose nas folhas, o que sugere o envolvimento de
outros fatores. Esse maior teor de ASTs e sacarose nas folhas micorrizadas pode
ser conseqiiéncia do aumento da demanda por carboidratos ocasionada pela
presenca do FMA.

O tratamento s/mic+50P mostra a menor concentracdo foliar de
sacarose. Esse menor conteido de sacarose nas folhas pode ocorrer devido a um

aumento de amido, embora ndo tenham sido realizadas quantificacdes de amido

81



nas folhas das plantas de seringueira. Isso acontece pelo fato de existir uma
ligacdo entre fosfato e sintese de sacarose ¢ de amido (Cseke et al., 1984).
Quando o fosfato inorgénico ¢ limitado no citosol, ocorrera uma retencdo das
trioses fosfato no estroma do cloroplasto, favorecendo a sintese do amido sobre
a da sacarose. Apods 195 dias de condugao do experimento, as plantas s/mic+50P
ja evidenciavam alguns sinais visuais de deficiéncia de fosforo.

Esse aumento nas concentragdes de sacarose nas plantas micorrizadas
foi seguido por aumento nos teores de clorofilas totais e densidade estomatica;
aumentos na taxa de transpiracdo com diminui¢do da resisténcia estomdtica; uma
melhora nutricional (desde que se leve em consideragdo o efeito de dilui¢do dos
nutrientes nas plantas micorrizadas). Tudo isso refletindo diretamente em uma
maior producdo de fotoassimilados, para sustentar o metabolismo do vegetal e
do fungo simbionte.

As raizes laterais micorrizadas apresentam, em relagdo as raizes laterais
s/mic+500P, concentragdes similares de sacarose estimada. O alto nivel de
fosforo aumentou a massa de raizes, o que justifica uma maior translocagdo de
carboidratos para essas regides, para constru¢do de aminoacidos e proteinas,
para o crescimento e metabolismo radicular.

No caso das raizes laterais micorrizadas, ha uma tendéncia a existir uma
maior concentragdo de ASTs e agucares redutores em relacdo as raizes ndo
micorrizadas, de acordo com Jakobsen (1995), uma vez que a demanda de
carbono ¢ muito grande, devendo atender as exigéncias energéticas do fungo e
da propria raiz. Entretanto, Garcia-Rodrigues et al. (2007) indicam que uma
queda nos niveis de sacarose nas raizes, coincide com a transcri¢do de genes
relacionados as enzimas de clivagem de sacarose. Também, esses mesmos
autores informam que as raizes das plantas micorrizadas podem mostrar baixas
concentracdes de acucares redutores, o que indica consumo dos produtos de

quebra da sacarose.
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Neste experimento, deve ser ressaltado que o valor estimado de sacarose
nas raizes laterais micorrizadas pode nao refletir a concentragdo de sacarose que
realmente alcanca as raizes ¢ ¢ convertida em hexoses ¢ dai em compostos de
armazenamento do fungo. Portanto, uma grande quantidade de sacarose, muito
superior ao que chega a uma raiz em 500 ppm de fosforo, chega a essa regido de
dreno, pois o teor de agucares, aqui quantificado, foram os teores de agucares
soluveis totais e redutores, ndo sendo realizadas quantificagdes de quitina,
glicogénio, trealose (acucares tipicos de fungos), nem tampouco a quantificacao

do TAG, sintetizado a partir das hexoses oriundas do vegetal.
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4.10 Concentracdo de proteinas solUveis totais e aminoacidos totais
As figuras 14A e 14B apresentam os teores de aminoacidos e proteinas,
respectivamente, nas diversas partes das plantas jovens de seringueira, nos trés

tratamentos, apos os 195 de inoculagdo com o FMA.
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FIGURA 14: A= teores de aminoacidos (aa) e B= teores de proteinas soluveis
totais (PTN) em laminas foliares e raizes laterais de plantas jovens de
seringueira submetidas aos tratamentos mic+50P, s/mic+50P, s/mic+500P, apos
195 dias de cultivo. As barras correspondem ao erro padrdo da média de trés
repetigoes. Lavras, MG, 2007.

A formacdo de aminoacidos e proteinas ¢ dependente do suprimento de
esqueletos de carbono. Esses sdo derivados de intermediarios da glicolise

(fosfoenolpiruvato e piruvato) e do ciclo dos 4acidos tricarboxilicos
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(oxaloacetato, 2-oxoglutarato). Assim, como o fungo micorrizico aumenta o
suprimento de nitrogénio, podera ocorrer uma maior quantidade de aminoacidos
e proteinas para uso pela simbiose e para exportagao.

Obviamente, o efeito de aumentar a nutri¢do nitrogenada ndo depende
somente da disponibilidade de nitrogénio, mas também de outros fatores como
suprimento de agua e capacidade fotossintética. Se esta for alta o suficiente para
atender a necessidade de esqueletos de carbono adicionais para assimilagdo de
nitrogénio (baixa resisténcia estomatica e uma maior densidade de fluxo de
fétons, por exemplo), entdo a partigdo de carbono dentro da planta, e assim a
formagdo micorrizica, ndo seriam afetadas (Hampp & Schaeffer, 1999).

Observa-se que houve diferencas significativas nos teores de proteinas
soluveis totais e aminoacidos nas folhas das plantas micorrizadas em relagdo ao
tratamento s/mict+50P. Em relagdo ao tratamento s/mic+500P, as folhas das
plantas micorrizadas apresentam maiores teores de proteinas e menores teores de
aminoacidos, indicando uma mais alta atividade de sintese protéica. Como visto
na figura 13A , as plantas micorrizadas apresentam as maiores concentragdes de
ASTs nas folhas, o que vai refletir numa maior disponibilidade de intermediarios
da glicolise para sintese de aminoacidos e, conseqiientemente, proteinas.

A maior concentracdo de aminoacidos nas folhas das plantas
micorrizadas em relagdo ao tratamento s/mic+50P ¢ justificavel, uma vez que as
plantas micorrizadas tém maior produgdo de fotoassimilados, os quais podem
suprir a demanda energética das raizes ¢ o metabolismo das folhas, levando a
uma maior concentragdo de aminoacidos e proteinas.

Um dos aminoacidos que pode ter sua concentracdo aumentada € o
triptofano, precursor das auxinas. Um aumento na concentragdo de triptofano,
embora ndo tenha sido quantificado no presente trabalho, estd de acordo com os

outros parametros avaliados, nos quais se pdde observar o maior crescimento da
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parte aérea, raizes laterais e o estimulo a diferenciac@o de tecidos condutores (no
caso, os polos de xilema, Fig. 17).

Também uma maior captacdo de nitrogénio, desde que levado em
consideragdo o efeito de diluigdo do nutriente, associado a uma maior
disponibilidade de esqueletos de carbono, contribuiria para uma maior sintese de
aminodcidos e proteinas, como observado nas plantas micorrizadas.

Nas raizes laterais, o tratamento micorrizado mostrou um aumento nas
concentragcdes de aminodcidos e proteinas soluveis totais, em relacdo ao
tratamento s/mict+50P, mas inferior ao tratamento s/mic+500P. Isso,
possivelmente, devido a baixa colonizagdo radicular. Esses resultados estdo de
acordo com Gianinazzi-Pearson et al. (1995), que observaram aumentos na
concentracdo de proteinas nos extratos de raizes micorrizadas, o mesmo sendo
observado para as raizes de Trifolium pratense L. inoculadas com o fungo
Glomus mosseae (Arines et al., 1993).

Em nivel intracelular, a interface entre a membrana arbuscular e a célula
vegetal possui alta atividade enzimatica, como demonstrado por estudos
citoquimicos (Jeanmarie et al., 1988, citagdo de Arines et al., 1993). Varios
processos metabodlicos ocorrem na interface fungo-planta e proteinas especificas
(endomicorrizinas) sdo produzidas durante as interagdes celulares em micorrizas
arbusculares ( Wyss et al., 1980, citacdo de Arines et al., 1993).

Uma maior captagdo de N pelas hifas flngicas faz aumentar a taxa de
produgdo de glutamina e arginina, este o principal aminoacido sintetizado pelo
MER, que ¢ translocado para o MIR, onde é convertido em amdnio, o qual ¢
liberado para as células hospedeiras. Esse amoénio ¢ utilizado pela planta para
sintese de aminoacidos e proteinas (Govindarajulu et al., 2005). Isso evidencia a
contribui¢do das hifas fingicas na captagdo de nitrogénio. Além disso, as raizes

micorrizadas tém alta atividade de enzimas da rota das pentoses fosfato,
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glicolise, gliconeogeénese, f-oxidagdo, ciclo do glioxilato, o que justifica uma
maior concentragdo de proteinas e aminoacidos, para sintese das mesmas.

Raizes micorrizadas apresentam ainda alta sintese e atividade de
fosfatases alcalinas vacuolares e ATPases, quando a planta cresce num substrato
deficiente em P (Saito, 1995).

Ainda de acordo com Arines et al. (1993), a diferenca ndo s6 na
concentracdo, mas também no padrdo de proteinas entre plantas micorrizadas e
ndo-micorrizadas pode ser conseqiiéncia de fatores como a alta atividade
metabolica nas células de raizes contendo os arbusculos, e também a presenca de
micélio fungico interno e externo. Ressalta-se aqui que os atuais conhecimentos
acerca de proteinas de fungos micorrizicos arbusculares ainda ¢ muito limitado e
ndo ha nenhuma confirmagdo se as proteinas encontradas sdo do fungo ou da
planta hospedeira.

Pode ser ressaltado também o fato de que muitos genes relacionados a
nodulagdo tém sua expressdo aumentada nas MAs, o que aumenta a
concentracdo de proteinas nodulinas, o que sugere o paralelismo entre a
nodulagdo e o processo de infecgdo micorrizica (Arines et al., 1993). Esses
autores encontraram alta atividade de uma isoenzima de SOD (superdxido
dismutase) somente nas raizes das plantas micorrizadas. Também uma maior
atividade de peroxidase tem sido demonstrada em tais raizes (Spanu &
Bonfante-Fasolo, 1988). As atividades de ambas enzimas estdo associadas ao
mecanismo de defesa da planta contra o estresse oxidativo produzido pela

geragao de espécies reativas de oxigénio.
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4.11 Anatomia da raiz

As figuras 15A, 15B e 15D evidenciam a presenga de arbusculos no
interior das células corticais das raizes das plantas jovens de Hevea brasiliensis
inoculadas com o FMA Glomus clarum. As plantas s/mic+50P e s/mic+500P
(figuras 16 A-D) ndo apresentaram nenhuma estrutura fingica dentro do cortex

radicular e nem hifas externas ou internas.
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FIGURA 15: Eletromicrografias de varredura de raizes de plantas jovens de
seringueira inoculadas com o fungo micorrizico arbuscular Glomum clarum. Os
arbusculos s3o apontados pelas setas nas figuras A, B e D. A seta na figura C
mostra hifas penetrando a raiz. Lavras, MG, 2007.
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FIGURA 16: Eletromicrografias de varredura de raizes de plantas jovens de
seringueira ndo inoculadas com o fungo micorrizico arbuscular Glomus clarum.
A: raiz de planta jovem cultivada em 50 ppm de P evidenciando a auséncia total
de hifas externas; B: regido cortical de raiz de planta jovem cultivada em 500
ppm de P com auséncia de arbusculos ou hifas internas; C e D: regido cortical de
raiz de planta jovem cultivada em 50 ppm de P e também denotando a total
auséncia de arbusculos e/ou hifas. Lavras, MG, 2007.

Através da microscopia de varredura foi constatada a presenca de
estruturas fungicas dentro das células corticais das raizes inoculadas. Embora
ndo se observe a presenca de hifas no espago intercelular, nota-se a presenca de
arbusculos, conforme observado por Schenck (1991). Essas estruturas se
formam quando a hifa intracelular da camada mais interna do cortex sofre
repetidas divisdes dicotomicas, formando este complexo sistema de hifas, ao

qual se da o nome de arbusculo. Os arbusculos sdo envolvidos por uma
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plasmalema intacta do hospedeiro e sdo os sitios preferenciais de intercambio de
metabolitos entre os simbiontes, possuindo alta atividade fisiologica.

Os arbusculos tém um periodo funcional que vai de quatro a cinco dias,
quando entram em senescéncia. Apos a sua degeneragdo, a célula cortical
recupera sua atividade normal (Silveira, 1992). Nao ha dados na literatura que
demonstrem a presenga, através de eletromicrografias de varredura, de
arbusculos em células corticais de seringueira, pois além destes serem altamente
efémeros, as pesquisas com seringueira micorrizadas sdo muito raras.

As secgoes transversais das raizes das plantas de seringueira mostram
alteragdes no numero de polos de xilema (Fig.17). As raizes micorrizadas
apresentam um maior numero de polos de xilema (seis) em comparagdo com 0s
outros dois tratamentos (cinco). Nao foram encontrados dados na literatura que
possam indicar uma provavel contribui¢do dos FMAs nesse sentido. Entretanto,
levando-se em consideracdo uma maior taxa de transpiracdo associada a uma
maior condutancia estomatica e menor resisténcia difusiva, pode-se inferir que
um maior numero de polos de xilema contribui para uma maior condutividade
hidraulica da raiz, levando a raiz micorrizada a translocar maior volume de agua
do que as raizes ndo micorrizadas. Esse fato justifica a maior taxa de
transpiracdo observada nas plantas micorrizadas em relagdo ao tratamento em

alto nivel de fosforo, apos 195 dias de inoculagéo.
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FIGURA 17: Secdes transversais
de raizes de Hevea brasiliensis
obtidas a partir de 5 cm da ponta
das raizes laterais. Pontas de seta
indicam podlos de xilema. A:
plantas mic+50P; B: plantas
s/mic+50P; C: plantas s/mic+500P.
Barras: 50 um. UFLA, MG, 2007

A observacdo de um maior numero de polos de xilema nas raizes
micorrizadas esta de acordo com Silveira (1992). O autor informa que, apesar de
o FMA nao causar alteragdes na morfologia da raiz, alteragdes anatomicas
podem ocorrer como o aumento no tecido vascular da planta, o que facilita a
translocagdo de agua e nutrientes.

Niveis aumentados de citocininas nas raizes micorrizadas, como citado
anteriormente, poderia explicar em parte esse aumento no numero de polos de
xilema, ou seja, uma maior proliferagdo de células iniciais de vascularizagdo da
raiz. Soma-se a isso o fato de que plantas micorrizadas podem possuir também

niveis mais elevados de auxinas e estas possuem papel reconhecido na
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diferenciagdo vascular, regulando o ntimero de elementos de vaso e também suas

dimensoes.

4.12 Atividade radicular da Redutase do Nitrato

Observa-se, na figura 18, que a atividade radicular da redutase do nitrato
(RN), nas plantas jovens de Hevea brasiliensis micorrizadas, encontra-se mais
elevada em relagdo ao tratamento em baixo nivel de P. Entretanto, a maior

atividade da enzima foi encontrada nas plantas cultivadas em alto nivel de P.
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FIGURA 18: Atividade radicular da redutase do nitrato em plantas jovens de
seringueira submetidas aos tratamentos mic+50P, s/mic+50P e s/mic+500P, apos
195 dias de cultivo. Todas as plantas foram adubadas 48 horas antes do ensaio
enzimatico com 8 mM de N-nitrato na forma de KNOs. Lavras, MG, 2007.

De acordo com Delu-Filho et al. (1997a), utilizando ensaio enzimatico
in vivo, a redu¢do do nitrato a nitrito é observada apenas no sistema radicular de
plantas jovens de seringueira, ou seja, nenhuma atividade da enzima foi
encontrada nas folhas. O mesmo autor cita que essa reducdo exclusiva de nitrato

no sistema radicular reveste-se de importancia ecologica, uma vez que a
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seringueira, sendo uma planta caducifélia, estaria com seu sistema de redugdo de
nitrato intacto na ocasido de reenfolhamento, ndo dependendo de retranslocagdo
de N-organico de outras partes da planta.

Outros estudos realizados com a RN em seringueira, utilizando a
metodologia do ensaio in vivo (Lemos et al., 1999; Alves, 2001) ndo detectaram
a atividade dessa enzima nas folhas.

Entretanto, Shan (2007)", utilizando ensaio in vitro, encontrou, além da
atividade radicular, fraca atividade da enzima também nos caules da seringueira
e, assim como os autores citados anteriormente, nenhuma atividade nas folhas,
confirmando a inexisténcia da enzima nos tecidos foliares.

De acordo com Pereira et al. (1996), a atividade da redutase do nitrato €,
em geral, maior em raizes e parte aérea de leguminosas arboreas bem supridas
com fosforo, sem levar em conta se o fator que conduz a essa maior atividade é a
adubagio fosfatada ou a infec¢ao micorrizica.

Ho & Trappe (1975) encontraram atividade da redutase do nitrato em
esporos de Glomus macrocarpus e Glomus mosseae. Cliquet & Stewart (1993),
trabalhando com milho, encontraram aumento na atividade da redutase do
nitrato em raizes colonizadas com Glomus fasciculatum.

De acordo com Delu-Filho (1994), o fornecimento de 8 mM de N-nitrato
na forma de solucdo nutritiva de Bolle-Jones, as plantas jovens de seringueira
ndo inoculadas, propiciou uma atividade da enzima em torno de 0,43 umoles de
NO,.h'.g'MF.

Pereira (1995), trabalhando com espécies arbdéreas micorrizadas,
encontrou a atividade da enzima aumentada nos tratamentos com pré-inoculacao
e cultivadas com solu¢do nutritiva contendo 4 mM de N-nitrato, sendo que nos

tratamentos com solu¢do nutritiva na auséncia de N-nitrato ou somente na

* SHAN, A. Tese. Universidade Federal de Lavras. 2007. No prelo.
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presenca de N-amoniacal ndo foi possivel detectar a atividade da enzima. A
presenca no nitrato resulta em aumento na atividade da enzima.

Os valores de atividade da RN, observados no presente trabalho, para as
plantas micorrizadas e para as plantas s/mic+500P, encontram-se superiores aos
valores encontrados por Delu-Filho (1994). A RN encontrada em tecidos nao-
clorofilados, como as raizes, pode utilizar tanto NADH como NADPH como
poder redutor (Taiz & Zeiger, 2004); um maior suprimento de fosforo pode
significar em um aumento de NADPH, o que poderia resultar, junto ao
fornecimento de N-nitrato, em uma maior atividade da enzima da planta. Junto a
isso, uma maior captagdo de P leva a um aumento da atividade fotossintética, o
que ¢ traduzido em maior producdo de carboidratos, os quais poderiam estimular
a proteina fosfatase, que desfosforila residuos de serina na proteina RN,
promovendo sua ativagdo, o que justifica a mais alta atividade da enzima no
tratamento s/mic+500P.

As plantas micorrizadas apresentaram um aumento de cerca de 83 % na
atividade da enzima em comparagdo com o tratamento ndo inoculado e
submetido a mesma concentragdao de fosforo no substrato de cultivo. Essa
atividade aumentada pode ser justificada tanto em virtude da melhora
nutricional, desde que levado em consideragdo o efeito de diluigdo dos
nutrientes, quanto dos efeitos da micorrizagdo sobre a resisténcia estomatica e
taxa de transpiragdo, contribuindo para uma maior quantidade de carboidratos
chegando nas raizes, o que ativaria a enzima.

Informagdes sobre as propriedades da RN do fungo micorrizico sdo
altamente escassas, devido ao fato de esta ser instavel e as dificuldades de se
purificar a enzima, sendo que as poucas informagdes disponiveis sdo obtidas
com estudos de ectomicorrizas.

No presente trabalho, foram utilizadas raizes laterais lavadas em agua

corrente e agua destilada, processo que ndo exclui completamente o MER,
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responsavel pela captacdo dos nutrientes, sendo que o mesmo pode ser
visualizado nas figuras 3B e 3D, as quais mostram raizes laterais apods
tratamento para vizualizagdo de estruturas fingicas.

De acordo com varios autores (Govindarajulu et al., 2005; Bago et al.,
2001), o micélio externo possui todas as enzimas necessarias ao metabolismo do
nitrogénio, inclusive a redutase do nitrato, sendo que ndo ha evidéncias de
translocacdo de nitrato para o micélio intra-radicular. Entretanto, apos preparo
das raizes para ensaio da enzima, a quantidade de micélio externo que resta
associado aquelas ndo ¢ em quantidades suficientes para justificar a elevada
atividade da enzima em relagdo ao tratamento s/mic+50P.

Portanto, o aumento na atividade da enzima nas raizes micorrizadas
pode ser devido ao estimulo a enzima da planta hospedeira ocasionado pela
micorrizagdo em si, somado a propria atividade da enzima do fungo no micélio
externo. Pode-se, ainda, sugerir que talvez haja alguma transferéncia de nitrato
do micélio externo para o interno, onde a redutase do nitrato poderia, também,
estar atuando, o que ocasionou a elevada atividade da enzima, uma vez que
Kaldorf et al.(1998), citados por Bago et al. (2001) encontraram altos niveis de
um transcrito com grande homologia com os genes da redutase do nitrato em

arbusculos do FMA Glomus intraradices.
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5 CONCLUSOES

A micorrizagdo artificial com o FMA Glomus clarum teve efeito
benéfico sobre a altura e didmetro dos caules das mudas de seringueira, mesmo
apresentando uma baixa taxa de colonizagdo radicular.

A micorrizagdo teve efeito positivo sobre as taxas de transpiracao,
resisténcia estomatica e temperatura média foliar.

Maiores teores de clorofila a e alteragdes no nimero de pélos de xilema
foram observados nas plantas micorrizadas.

As plantas micorrizadas mostraram maior concentragdo foliar de ASTs e
agucares redutores; maior concentracdo foliar e radicular de aminoacidos e
proteinas em relagdo ao tratamento ndo micorrizado e com 50 ppm de fosforo.

A atividade radicular da redutase do nitrato foi aumentada devido a
presenca da enzima do proprio fungo e do estimulo, por parte deste, a enzima da

planta.
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