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RESUMO

Estudos sobre a relagdo entre Handroanthus serratifolius e os fungos micorrizicos
arbusculares (FMA) séo poucos na literatura, assim como a influéncia da densidade de
esporos de FMA no desenvolvimento das plantas, porém fundamentais para determinar o
grau de beneficios dessa relacdo. Portanto, objetivou-se submeter mudas de H.
serratifolius a diferentes densidades de esporos de FMA, para isto utilizou-se parametros
de crescimento e bioquimicos. Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente
casualizado com esquema de trés densidades de esporos e o controle. Onde as densidades
foram classificadas como baixa, média e alta com 1.54, 3.08 e 12.35 esporos g~ 1!
respectivamente. Foram realizadas analises do crescimento vegetal, colonizacdo
micorrizica, concentracdo de compostos nitrogenados e carboidratos. A densidade média
de esporos proporcionou maiores incrementos de biomassa, altura, area foliar e volume
de raiz. Observou-se maior eficiéncia do metabolismo do nitrogénio, visto que o0s
compostos aménio e nitrato foram mais rapidamente incorporados aos compostos
proteinas e clorofila. J4 a dindmica dos carboidratos observou-se a importancia de analisar
outros grupos de carboidratos além dos acucares sollveis totais. Esses resultados
corroboram para a replicabilidade de futuros estudos com foco na simbiose da planta e
dos FMA sugerindo a existéncia de uma densidade apropriada para melhor averiguar essa
relacao.

Palavras-chave: FMA. Ipé-amarelo. Densidade. Esporos.



ABSTRACT

Studies on the relationship between Handroanthus serratifolius and arbuscular
mycorrhizal fungi (AMF) are few in the literature, as well as the influence of AMF spore
density on plant development, but fundamental to determine the degree of benefits of this
relationship. Therefore, we examined growth and biochemical parameters of H.
serratifolius seedlings observed at different AMF spore densities. A randomized
experimental design with three spore densities and control was used. The densities were
classified as low, medium and high with 1.54, 3.08 and 12.35 spores g -* respectively.
Analyzes of plant growth, mycorrhizal colonization, concentration of nitrogen
compounds and carbohydrates were carried out. The average spore density provided
greater increments of biomass, height, leaf area and root volume. A greater efficiency of
the patient's metabolism was observed, since the ammonium and nitrate compounds were
more quickly incorporated into the proteins and chlorophyll compounds. As for the
dynamics of carbohydrates, the importance of analyzing other groups of carbohydrates in
addition to total soluble sugars was observed. These results corroborate the replicability
of future studies focused on the symbiosis of the plant and the AMF, suggesting the
existence of a density to better verify this relationship.

Keywords: FMA. Yellow ipé. Density. Spores.
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1. Introducgao

Handroanthus serratifolius (Vahl) S.O. Grose pertence a familia Bignoniaceae, é popularmente
conhecido como ipé-amarelo. Trata-se de uma espécie florestal nativa do Brasil que pode medir
até 30 metros de altura, sendo amplamente distribuida na América do Sul, no Brasil se encontra
em dreas que abrangem desde a Amazonia até as regides meridionais do pais [1]. O ipé-amarelo
possui grande valor comercial podendo ser utilizado no paisagismo e na construgao civil, além
de possuir potencial apicola e medicinal [2-4]. Entretanto a ocorréncia natural dessa espécie é
cada vez menor em decorréncia do desmatamento madeireiro e do avanco da fronteira
agropecudria 5]. A espécie tem grande importancia no reflorestamento, uma vez que se adapta a
solos secos e de baixa fertilidade [6], porém necessitam de manejo adequado para o crescimento
das mudas e o efetivo estabelecimento da espécie [7].

Dessa forma, o ipé-amarelo ganha cada vez mais destaque no senario do reflorestamento,
porém existe uma série de fatores que influencia nesse processo, como atributos fisicos, quimicos
e/ou biologicos do solo [89]. Dentre esses atributos bioldgicos, os Fungos Micorrizicos
Arbusculares (FMA) estdo entre os mais importantes, visto que desempenham grande influéncia
no crescimento e na adaptagao das plantas ao estresse abiodtico [10,11] mediante mudangas no
crescimento, como incremento no volume de raiz e parte aérea [12] e ou mudancas bioquimicas,
a partir de altera¢des no metabolismo de carboidratos e nitrogénio [13,14].

A bioprospeccdo de FMA em drea ndo exploradas é fundamental para conhecer melhor a
interagao simbidtica entre os FMA e espécies florestais. Sendo a savana de Alter-do-Chao é uma
area indicada para esse estudo por apresentar clima quente e seco com estagdes bem definidas,
com presenca de gramineas, pequenos arbustos, herbaceas e plantas lenhosas [15]. O solo é
predominantemente arenoso, lixiviado, com alto teor de aluminio e com baixa fertilidade [16].
Neste ambiente, o FMA € de vital importancia, uma vez que € responsavel pela manutencao do
crescimento vegetal mesmo sob baixa disponibilidade de agua [17,18].

Entretanto a simbiose micorrizica apresenta um custo elevado para a planta, em
consequeéncia do direcionamento de até 20% dos fotoassimilados para os fungos [19], em algumas
situagdes, como a alta disponibilidade de nutrientes ou a alta densidade de FMA, os efeitos
benéficos dessa simbiose podem ser diminuidos ou até se torna parasita [20,21]. Mas,
rotineiramente o que se observa em trabalhos cientificos sao os efeitos benéficos dos FMA, como
o trabalho realizado por Aguirre-Medina [22] com mudas de Tabebuia donnell-smithii Rose que
relatou maior crescimento das plantas inoculadas com FMA.

Estudos sobre a influéncia da densidade de FMA no desenvolvimento das plantas sao
pouquissimos, porém fundamentais para determinar o grau de beneficios dessa relagao. Cheek
et al. [23] observaram que a diferenga da densidade de esporos influenciou o crescimento de Zea
mays. Portanto, o objetivo deste estudo foi realizar andlise de crescimento e bioquimica das mudas
de Handroanthus serratifolius submetidas a diferentes densidades de esporos de fungos
micorrizicos arbusculares. Uma vez que estas analises sao capazes de responder sobre a dinamica
de fonte-dreno entre a planta e o FMA. Desde a producao, translocacdo e degradacdo dos
carboidratos e compostos nitrogenados e como essa dinamica reflete no crescimento das mudas.

2. Resultados
2.1 Crescimento vegetal

As plantas submetidas ao tratamento MDE apresentaram maiores médias de biomassa da
parte aérea e da raiz, 280,6% e 258% superior ao controle, respectivamente (Figura 1). Entre os
tratamentos BDE e ADE nao houve diferenca estatisticamente (p<0,05) sendo observado valores
entre 0,442 g a 0,459 g para a parte aérea, duas vezes superior ao controle, e valores entre 0,149 g
a 0,183 g para a raiz também duas vezes superior ao controle. Plantas inoculadas com MDE

1 O artigo apresentado foi redigido conforme as diretrizes de submissdo da revista plants. As normas indicadas para a
redacdo de artigos pela revista estdo disponiveis no link: https://www.mdpi.com/journal/plants/instructions
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também apresentaram a maior média de biomassa total entre os tratamentos com 0,976 g sendo
275,4% superior ao controle, os tratamentos BDE e ADE ndo apresentam diferenca estatistica
significativa (p<0,05) com valores que variaram entre 0,609 g a 0,625 g, sendo 137,3% superior ao
controle (Figura 1).

Parte aérea

Figura 1: Morfologia da parte aérea e da raiz de mudas de H. serratifolius submetidas a diferentes densidades
de esporos micorrizicos. -FMA: auséncia de micorriza; BDE: baixa densidade de esporos de FMA; MDE:
média densidade de esporos de FMA; ADE: alta densidade de esporos de FMA.
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Figura 2: Biomassa seca da raiz, parte aérea e total de mudas de Handroanthus serratifolius. -FMA: auséncia
de micorriza; BDE: baixa densidade de esporos de FMA; MDE: média densidade de esporo de FMA; ADE:
alta densidade de esporos de FMA. Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre
si pelo teste Skott-knot, a 5% de probabilidade. As barras representam o erro-padrao da média (n=12).

O tratamento MDE conferiu o maior incremento de altura das plantas com 23,75 cm, seguida
pelos tratamentos BDE e ADE que nao apresentaram diferenca estatistica entre si, com médias
entre 16,63 cm e 16,75 cm, ao passo que todos os tratamentos foram superiores ao controle que
apresentou média de 13,22 cm (Figura 3A).

Em relagdo ao numero de folhas, o MDE também foi superior ao controle em 48,55% (Figura
3B), entretanto, ndo apresentou diferencga estatistica significativa (p<0,05) com médias entre 10,7
a 13,8 folhas, respectivamente. Para area foliar, no entanto, o tratamento de MDE alcangou o valor
de 393,8 dm?, superior ao controle que apresentou 80,1 dm2 de drea foliar (Figura 3C). Em

1 O artigo apresentado foi redigido conforme as diretrizes de submissdo da revista plants. As normas indicadas para a
redacdo de artigos pela revista estdo disponiveis no link: https://www.mdpi.com/journal/plants/instructions
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contrapartida, o controle nao diferenciou, estatisticamente, dos tratamentos de BDE e ADE que
proporcionaram valores entrel61, 3 e 212,6 dm2.

A presenca dos FMA resultou em aumento no didmetro do caule de 3,6 mm; 3,4 mm e 3,5
mm para o tratamento ADE, BDE e MDE, respectivamente, todos superior ao controle que
apresentou 2,5 mm de diametro (Figura 3D).
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Figura 3: Altura da parte aérea (A), nimero de folhas (B), area foliar total (C) e didmetro do coleto da raiz
(D) em plantas de Handroanthus serratifolius submetidas a diferentes densidades de esporos micorrizicos. —
FMA: auséncia de micorriza; BDE: baixa densidade de esporos de FMA; MDE: média densidade de esporo
de FMA; ADE: alta densidade de esporos de FMA. As médias das variaveis com a mesma letra ndo sao
estatisticamente diferentes pelo teste Skott-knot <5%. As barras de erro representam o erro-padrao da média
(n=12).

A MDE proporcionou o volume de raiz de 2,13 cm? sendo 60% superior ao controle, por
outro lado, nao foi observado diferenga estatistica (p<0,05) entre os tratamentos BDE e ADE, esses
tratamentos apresentaram médias entre 1,25 cm? e 1,39 cm?, as quais sao superiores a média do
controle que foi de 0,87 cm? (Figura 4).

1 O artigo apresentado foi redigido conforme as diretrizes de submissdo da revista plants. As normas indicadas para a
redacéo de artigos pela revista estdo disponiveis no link: https://www.mdpi.com/journal/plants/instructions
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Figura 4: Volume de raiz observado em plantas de Handroanthus serratifolius submetidas a diferentes
densidades de esporos micorrizicos. -FMA: auséncia de micorriza; BDE: baixa densidade de esporos de
FMA; MDE: média densidade de esporo de FMA; ADE: alta densidade de esporos de FMA. As médias das
varidveis com a mesma letra ndo sao estatisticamente diferentes pelo teste Skott-knot <5%. As barras de erro
representam o erro-padrao da média (n = 12).

2.2 Colonizagio micorrizica

Entre os tratamentos com FMA nao foi observada diferenca significativa (p < 0,05) para
porcentagem de colonizagao total (%C) com médias variando entre 72% e 80% e ntimero de
vesiculas com médias entre 633 e 705 (Figura 5). No entanto, nimero de esporos (NS) se manteve
maior no tratamento ADE, 87% superior aos demais tratamentos com FMA. Por outro lado, o
tratamento BDE apresentou o maior ntmero de arbtsculos cerca de 100% superior aos outros
tratamentos com FMA (Tabela 1). No tratamento controle nao foi observado presenca de
estruturas dos fungos micorrizicos arbusculares.

Esporos

Figura 5: Demonstragao da colonizagdo micorrizica observada pelo método de interceptagao por linhas
de grade onde observamos a presencga de hifas (A) esporos (B) vesiculas (C) e arbusculos (D).

1 O artigo apresentado foi redigido conforme as diretrizes de submissdo da revista plants. As normas indicadas para a
redacéo de artigos pela revista estdo disponiveis no link: https://www.mdpi.com/journal/plants/instructions
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Tabela 1: Percentual de colonizagdo micorrizica e estruturas dos fungos micorrizicos
arbusculares.

Inoculagao %C NS Arbusculos Vesicula
-FMA - ] - -
BDE 72.69 a 159.66 b 67 a 633 a
MDE 74.97 a 122.66b 33.66b 705 a
ADE 80.36 a 262.66 a 28b 638.66 a

Estruturas dos FMA em plantas de Handroanthus serratifolius submetidas a diferentes densidades de esporos
micorrizicos; -FMA: auséncia de micorriza; BDE: baixa densidade de esporos de FMA; MDE: média
densidade de esporo de FMA; ADE: alta densidade de esporos de FMA; %C: porcentagem de colonizagao;
NS: niimero de esporos. — Auséncia de estruturas micorrizicas.

As médias das variaveis com a mesma letra nao sao estatisticamente diferentes pelo teste Skott-knot < 5%.

2.3 Compostos nitrogenados

A densidade de esporos ndo influenciou significativamente os compostos nitrogenados
avaliados, mas sim a presenca ou auséncia dos FMA. Os teores de proteinas nas plantas FMA
permaneceram entre 0,0147 g g'l MS? e 0,0163 g g'l MS?, cerca de 27% superior ao controle, que
apresentou teor de 0,0125 g g'1 Ms? (Figura 6A). Por outro lado, no controle foi encontrado os
maiores teores de aminoacidos totais e prolina, cerca de 175% e 68% respectivamente, superior as
plantas FMA. Nas plantas FMA os valores de aminoacidos totais ficaram entre 0,010 g g'1 Mmst
e00l4 g g'l mst (Figura 6B), ja os teores de prolina entre 0,007 g g'l MS? e 0,009 g g'l Mmst
(Figura 6C). Nao foi observado diferenga significativa (p<0,05) entre os tratamentos e o controle
para o teor de amonio na parte aérea que ficou entre 0,006877 g g'1 Ms? (Figura 6D) e 0,012531 g
g'l Ms?, enquanto que o teor de nitrato foi menor no tratamento ADE, cerca de 56% em relagao
ao controle (Figura 6E). Para o teor relativo de clorofila, as plantas com FMA apresentaram indice
de clorofila entre 13 e 15, cerca de 50% superior ao controle (Figura 6F).
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1 O artigo apresentado foi redigido conforme as diretrizes de submissdo da revista plants. As normas indicadas para a
redacdo de artigos pela revista estdo disponiveis no link: https://www.mdpi.com/journal/plants/instructions
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Figura 6: Concentracdo de proteinas (A); concentracao de aminodcidos soltveis totais (B); concentragao de
prolina na parte aérea (C); concentracao de amonio na parte aérea (D); concentragao de nitrato na parte aérea
(E) e concentragao de clorofila nas folhas (F) em plantas de Handroanthus serratifolius submetidas a diferentes
densidades de esporos micorrizicos. -FMA: auséncia de micorriza; BDE: baixa densidade de esporos de
FMA; MDE: média densidade de esporo de FMA; ADE: alta densidade de esporos de FMA. As médias das
variaveis com a mesma letra ndo sao estatisticamente diferentes pelo teste Skott-knot <5%. As barras de erro
representam o erro-padrao da média (n=7).

2.4 Carboidratos

Os teores de agticar nao redutor (ANR) nas folhas foram maiores no controle e no tratamento
BDE ficando entre 0.040 e 0.043374 g g1 MS-1, o teor mais baixo foi observado no ADE com 0.023
g g-1 MS-1. Na raiz, a respostar obtida foi semelhante ao observado nas folhas, o controle e BDE
apresentaram teores 30% superiores aos tratamentos com as maiores densidades de esporos
(Figura 7A). Por outro lado, ndo foi encontrado diferenca significativa (p<0,05) para os teores de
agucar soltveis totais (AST), independente do tratamento e do érgao (Figura 7B). Os resultados
para os teores de amido foram diferentes entre folhas e raiz, sendo que nas folhas, foram
encontrados os maiores valores nos tratamentos MDE e ADE 52% superior ao controle e BDE.
Por outro lado, nas raizes, foi encontrado os maiores valores controle e no tratamento BDE 85%
superior aos tratamentos MDE e ADE. Ou seja, nas folhas, os maiores teores foram nos
tratamentos com as maiores densidades de esporos, enquanto que, na raiz, esses tratamentos
apresentaram os menores teores de amido (Figura 7C).

1 O artigo apresentado foi redigido conforme as diretrizes de submissdo da revista plants. As normas indicadas para a
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Figura 7: Concentragao de agticar nao redutor na parte aérea e raiz (A); concentragao de agticar soltvel total
(AST) na parte aérea e raiz (B); concentragdo de amido na parte aérea e raiz (C) em plantas de Handroanthus
serratifolius submetidas a diferentes densidades de esporos micorrizicos; -FMA: auséncia de micorriza; BDE:
baixa densidade de esporos de FMA; MDE: média densidade de esporo de FMA; ADE: alta densidade de
esporos de FMA. As médias das variaveis com a mesma letra nao sao estatisticamente diferentes pelo teste
Skott-knot < 5%. As barras de erro representam o erro-padrao da média (n =7).

Os tratamentos com as maiores densidades de esporos (MDE e ADE) proporcionaram um
incremento de quase 400% nos teores agticar redutor na parte aérea em relagao ao controle,
enquanto o incremento do tratamento BDE foi de 70% (Figura 8A). Nas raizes, apenas no
tratamento ADE foi observado incremento de 35% no teor de acguicar redutor em relagdo ao
controle (Figura 8B). Resultado esses, opostos aos observados ANR.
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Figura 8: Concentracgao de ag¢ucar redutor na parte aérea (A); concentragao de agticar redutor na raiz (B) em
plantas de Handroanthus serratifolius submetidas a diferentes densidades de esporos micorrizicos; -FMA:
auséncia de micorriza; BDE: baixa densidade de esporos de FMA; MDE: média densidade de esporo de
FMA; ADE: alta densidade de esporos de FMA. As médias das variaveis com a mesma letra nao sao
estatisticamente diferentes pelo teste Skott-knot <5%. As barras de erro representam o erro-padrao da média

n=7).
3. Discussao

Os relatos dos beneficios da inoculagdo com FMA as plantas sao vastas na literatura, porém
sao limitadissimos quando se trata do género Handroanthus. O presente estudo demonstrou nao
apenas a importancia da simbiose micorrizica para o crescimento e desenvolvimento das mudas
de ipé-amarelo, mas também a influéncia da densidade de esporos de FMA, sendo que a MDE
proporcionou os maiores valores de massa seca da parte aérea, raiz, total, assim como altura, area
foliar e volume de raiz. Ao passo que para a analise bioquimica verificou-se que a presenca de
FMA foi favoravel ao incremento nos teores de proteinas, teor relativo de clorofila e agucar
redutor. A presenca dos FMA muda a dinamica de algumas enzimas relacionadas ao
metabolismo de nitrogénio e carboidratos [24,25].

3.1 Crescimento vegetal

A inoculagao micorrizica favorece o incremento de biomassa total, da parte aérea e da raiz
quando comparadas com plantas nao inoculadas, resultados semelhantes foram observados por
Wang et al [26] em Gleditsia sinensis e Chandrasekaran [27] para varias espécies de Fabaceae,
Poaceae e Solanaceae. Schiifiler [12] observou em mudas de Handroanthus chrysanthus inoculadas
com FMA uma biomassa trés vezes superior as plantas nao inoculadas, resultados semelhantes
as mudas de ipé-amarelo desse estudo.

Além disso, apesar do pouco estudo, a densidade de esporos é um fator importante e pode
ser uma variavel dependente da espécie vegetal. Ortas [28] analisou diferentes espécies de
plantas, entre elas frutiferas e leguminosas, e observou que o maior crescimento em plantas
micorrizadas foi quando se utilizou a densidade de esporos similar a MDE, o que corrobora com
nossos resultados. O maior incremento em biomassa reflete como as plantas submetida a MDE
se desenvolveram melhor e por consequéncias tem mais chances de se estabelecer no ambiente.

Wang et al. [26] em Gleditsia sinensis e SchiifSler [12] em Handroanthus chrysantus, Cedrela
montana e Heliocarpus americanus observaram que essas espécies arboreas apresentaram maior
incremento em altura, diametro de coleto, area foliar e biomassa na presenca de FMA o que se
assemelha aos dados observados no presente trabalho em plantas submetidas a MDE. Por ser
uma espécie secunddria inicial, [29], caracteristicas como altura e area foliar sdo de suma
importancia para H. serratifolius, uma vez que plantas mais altas e com maior area foliar terdo
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mais acesso a luz e consequentemente realizardo mais fotossintese, conseguindo assim se
estabelecer no ambiente [30].

Entretanto os benéficos da inoculagao micorrizica podem ser pouco expressivos quando se
fornece baixas densidades de esporos de FMA, assim como Mollvalli [31] trabalhando com fracao
volumétrica, observou que o bulbo de Allium cepa inoculadas com a baixa densidade de FMA
apresentaram um incremento menos significativo de biomassa, resultado semelhante os dados
obtidos no tratamento BDE. A utilizacdo de alta densidade de esporos de FMA no crescimento
inicial das plantas também pode possibilitar um crescimento menos significativo [20,32], em
funcgao da forte alocagao de carboidrato para o dreno, no caso os FMA.

Além disso, os beneficios da inoculagdo com FMA também foram observados em outras
espécies florestais, Carneiro et al. [33] observaram em Stenolobium stans (ipé-mirim) incremento
em altura e Huang et al. [34] encontraram em Quercus aliena var. acutiserrata maior namero de
folha e didmetro do coleto utilizando quantidade de esporos semelhantes ao utilizado no
tratamento MDE no presente estudo.

Em Camellia sinensis Shao et al. [35] afirmam que quando as mudas sao inoculadas com FMA
apresentam maior volume de raiz do que mudas nado inoculadas. Sendo que a quantidade de
esporos utilizadas no estudo, 1200 esporos, foi proxima a utilizada em MDE, sugerindo que essa
densidade é capaz de promover maior incremento de raiz. O maior volume de raiz proporciona
a planta maior acesso aos nutrientes disponiveis no solo [18] e a agua, o que consequentemente
possibilita maior crescimento as plantas, justificando assim o maior crescimento das plantas em
MDE.

3.2 Colonizagio micorrizica

Em estudo com algodao, milho e feijao-frade, Sousa et al. [36] observaram valores de %C
entre 50% e 60% sob diferentes sistemas de fertilizacdo organica, valores abaixo do observado
nesse estudo, os quais variaram entre 72% a 80%. Ja, Wang et al [37] constataram diminui¢ao da
%C do milho com o aumento da adi¢do de fésforono solo e desenvolvimento da planta, enquanto
que os arbtisculos sofreram influéncia significativa apenas para a adi¢ao de fésforo. El-Sherbeny
et al. [38] também observaram em cebola que a adubagao com fosforo mudou a dinamica de
colonizagao da raiz. No entanto, em nosso estudo, foi modificado apenas a densidade de esporos
utilizada na inocula¢do, mantendo o mesmo solo e tratos culturais, dessa forma nao se observou
mudangas significativas na %C. Além disso, embora se espera uma forte relagao entre %C e NS
os dados do presente estudo e os encontrados na literatura revelam que nao ha essa relacao
[39,32].

As vesiculas sao estruturas globosas contendo granulos de estruturas de reservas, como
glicogénio e lipidios [40]. As vesiculas sdo presentes em maior intensidade quando a planta esta
sob estresse abiotico, situagdo ndo imposta nesse trabalho, dessa forma ndo se observou
diferengas significativas para o numero de vesiculas.

Os arbusculos sao estruturas de intercambio nutricional entre o fungo e a planta, o nimero
de arbusculos foi maior no tratamento com a menor densidade de esporos, ou seja, nesse
tratamento as raizes e os FMA estavam mais intimamente conectados sugerindo uma troca
eficiente de compostos [10], mesmo com uma SD inferior aos outros tratamentos.

A formacgdo das estruturas arbusculo e vesicula estdo relacionadas com a eficiéncia da
simbiose entre os FMA e as plantas, que ¢ determinada pelas caracteristicas genéticas ou
anatomicas da planta e pelas caracteristicas do solo e ambiente [40]. Dessa forma, apesar de fazer
inferéncias baseando nas estruturas, deve se levar em consideracao outros fatores.
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O NS encontrada no tratamento ADE foi significativamente superior aos outros tratamentos
com FMA, aproximadamente 87%. Essa maior produgao de esporos tem um custo energético para
as plantas, pois, para producao de esporos os FMA demandam de energia, principalmente na
forma de hexose, as quais sao fornecidas pelas plantas. As hexoses sao translocadas da parte area,
principalmente na forma de agticares nao-redutores, como o dissacarideo sacarose. Além disso, a
glicose pode ser armazenada na forma de amido. Em virtude disso, pode se observar no
tratamento ADE que as plantas possuem os menores valores de aciicar nao redutor tanto na parte
aérea como raiz, menor teor de amido na raiz, por outro lado os maiores valores de agticar
redutor, como os monossacarideos glicose e frutose. Assim, o maior niimero de esporos muda a
dindmica de alocagao dos carboidratos, a sacarose e o amido translocados para raiz sao
convertidos a hexose que serve de energia e esqueleto de carbono para alta demanda energética
do FMA. Em virtude disso, o tratamento ADE apresentou menor crescimento em comparagao ao
tratamento MDE.

3.3 Compostos nitrogenados

Espécies vegetais exibem acimulo de osmolitos para melhor tolerancia e desempenho de
crescimento sob estresse [41]. Entretanto, no presente estudo, foi observado decréscimo no teor
de aminoacidos totais e prolina, corroborando com os dados observados por Zou et al. [42] e
Zhang et al. [43] em Poncirus trifoliata e Trifoliate Orange, respectivamente. Ja, Al-Arjani et al. [44]
e Ouledali et al. [45] encontraram em Ephedra foliata Boiss e Olea europaea, respectivamente
incremento no teor de prolina. A prolina é um osmolito de baixo peso molecular que responde a
estresses relacionados a osmose em varias espécies vegetais [46]. Dessa forma, o acimulo de
prolina em plantas micorrizadas esta diretamente envolvido com a adaptagdo da planta ao
ambiente [42]. As plantas micorrizadas apresentaram maior volume de raiz em comparagao com
o controle sem FMA (Figura 4), o que leva a uma maior absor¢ao de agua pelas raizes e, portanto,

maior turgescéncia nas folhas, ndo sendo necessario acimulo de prolina para manter o potencial
hidrico.

Em plantas de Poincianella pyramidalis inoculadas com FMA, Frosi et al. [47] demonstraram
diminuicdo nos teores de aminoacidos livre e o aumento nos teores de clorofila, enquanto que Al-
Arjani et al. [44] observaram em plantas inoculadas de Ephedra foliata Boiss incremento no teor de
proteina total. Ademais, Sheng et al. [48] encontraram em plantas de milho com FMA diminuicao
no teor de prolina e aminoacidos total livre, além do incremento do teor de proteina total,
resultados que corroboram com o encontrado no presente estudo.

O metabolismo do nitrogénio envolve composto inorganicos como nitrato e amoénio e
compostos organicos como aminodcidos entre eles a prolina, além das proteinas e clorofilas. As
hifas do FMA micélio extrarradicular (ERM) adquirem efetivamente nitrato (NO3-), aminoacidos
totais e preferencialmente amonio (NH4+) do meio externo [49,50]. Os FMA captam os compostos
nitrogenados, incorporam-no em Arg e, em seguida, transportam-no para micélio intrarradicular
(IRM) na forma de N organico [51]. Na IRM a arginina ¢ degradada e libera principalmente NH4+
que é incorporado a outros aminodacidos ou transferido para as raizes da planta hospedeira [51].
Al-Arjani et al. [44], observaram em plantas de Ephedra foliata Boiss inoculadas com FMA
incremento no teor de NO3- e NH4+. Adicionalmente, Seck-Mbengue et al. [52] constataram
incremento no teor de nitrogénio total, sendo que o amonio contribuiu duas vezes mais do que o
nitrato para elevar os teores de nitrogénio total.

No presente estudo, nao foi observado incremento nos teores de NO3- e NH4+ nos tecidos
do vegetal, propomos dois motivos. O primeiro esta relacionado com o efeito diluicao, pois como
as plantas com FMA cresceram no minimo 2X mais do que as plantas do controle, os compostos
nitrogenados foram diluidos na massa do vegetal [53], pois os dados foram apresentados em teor
(g g-! MS-1), nao em acumulo (g planta-'), efeito foi demostrado por Oliveira et al. [54]. O segundo
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motivo estd relacionado a maior eficiéncia do metabolismo do nitrogénio, os compostos amonio
e nitrato foram mais rapidamente incorporados aos compostos nitrogenados, como as proteinas
e clorofila, as quais apresentam teor superior em cerca de 27% e 50%, respectivamente, em relagao
ao controle. A maior velocidade na incorpora¢do do nitrogénio esta relacionada com um
metabolismo mais eficiente, em funcao da maior atividade da redutase do nitrato e de enzimas
dos ciclos GS5-GOGAT e Ureia [24,49].

A principal funcao da clorofila é absorver energia luminosa, e seu conteido pode afetar
diretamente a intensidade da capacidade fotossintética [55], assim, folhas com maiores
concentragdes de clorofilas e proteinas por unidade de éarea foliar tém maior capacidade
fotossintética [56]. Esse incremento nas concentragdes ocorreu devido a maior eficiéncia das
enzimas do metabolismo de nitrogénio [24,49]. Dessa forma, o aumento da taxa fotossintética,
significa uma maior absor¢ao de carbono que possibilita maior crescimento das plantas, conforme
observamos na Figura 3, em que as plantas com FMA cresceram 2 X mais.

3.4 Carboidratos

A presenca dos FMA nao influenciou significativamente (p < 0,05) os teores de AST, tanto na
parte aérea quanto na raiz. Aganchich et al. [57] observaram em arvores de oliveira semelhantes
teores de agucares soltveis totais quando comparou plantas com FMA e sem FMA. Silva et al,,
(2018) e Pedone-Bonfim et al., [58] também nao observaram em Myracrodruon urundeuva e
Anadenanthera colubrina, respectivamente diferenca significativa nos teores de AST, esses
resultados corroboram com o presente estudo. Os teores de agticares soltiveis totais ndo foram
fortemente influenciados, pois houveram mudangas de aumento e diminuigao nos outros grupos
de agticares, assim os tratamentos que tiveram os maiores teores de ANR tiveram os menores
valores de AR, dessa forma o quantitativo final dos AST nao variou significativamente.
Justificando ainda mais a importancia da andlise dos grupos de carboidratos, ndo apenas dos
AST.

Wu et al. [59], observaram em Poncirus trifoliata (L.) Raf. o incremento nos teores dos agticares
redutores tanto na raiz quanto nas folhas, os mesmos autores observaram incremento do agticar
nao redutor também nas folhas, porém, o teor de agticar nao redutor na raiz das plantas nao
inoculadas apresentou o maior teor, resultados semelhantes ao presente trabalho. Zhang et al.
[43] observaram em raizes de Trifoliate Orange concentragdes consideravelmente mais altas de
agucares redutores e menores concentragdes de agticar nao redutor corroborando com 0s nossos
resultados. No entanto, a maioria dos estudos com FMA nao traz a densidade de esporos
utilizada, o que pode prejudicar a replicabilidade do estudo e prejudicar a interpretagdo dos
dados.

Acreditamos que o teor de agticar ndao redutor foi menor nas plantas com as maiores
densidades de esporos em fungao da demanda por fotoassimilados, em virtude de um dreno mais
ativo por essas plantas apresentarem uma maior %C. As plantas translocam agucares nao
redutores, principalmente sacarose, da parte aérea para a raiz, onde sdao convertidas em hexoses
que sao direcionas aos FMA. Isso explica, o motivo de ser observado nas raizes o maior teor de
agucares redutores e menor teor de agticar nao redutor, outra caracteristica que comprova nosso
entendimento € o baixo teor de amido nas raizes dessas plantas, pois o amido também foi
convertido em agticar nao redutor. Fatos esses possiveis podendo esta relacionado coma maior
atividade da invertase nas raizes de plantas inoculadas com FMA [59]. Além disso, os maiores
teores de agucar redutor nas folhas podem estar intimamente relacionados com o aumento na
taxa de fotossintese liquida proporcionada pelo FMA [60], os quais favorecem o aumento no teor
da clorofila (Figura 6F), absorcao de dgua (Figura 4), eficiéncia da utiliza¢do da energia luminosa
e a atividade da rubisco [60].
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Os teores de amido nos tratamentos MDE e ADE foi maior nas folhas e menores nas raizes,
resultado semelhante foi observado por Gerlach et al. [13] que identificaram o maior acimulo de
amido nas folhas de plantas inoculadas com micorriza do que plantas nao inoculadas. Assim
como Gutjahr et al. [62] sugerem que o acumulo de amido € reduzido em raizes micorrizadas
como consequéncia da absor¢ao de carboidratos pelo fungo AM. O amido é um polimero de
glicose, dessa forma, a formagao do amido estd intimamente relacionado aos teores dos agticares
redutores. Observou-se nas folhas dos tratamentos MDE e ADE maior teor de acticares redutores
refletindo no maior teor de amido, por outro lado, nas raizes, dos mesmos tratamentos, observou-
se menor teor de amido mesmo com os maiores teores de agucares redutores. Isso ocorreu em
virtude da degradacao do amido para fornecer glicose aos FMA, muitas enzimas hidrolases estao
envolvidas na mobilizacao do amido, entre elas a-amilase que teve sua atividade aumentada por
FMA [63,64].

4. Material e Métodos

O experimento foi realizado em casa de vegetacao no Laboratdrio de Fisiologia Vegetal e
Crescimento de Plantas da Universidade Federal do Oeste do Para (UFOPA), por 90 dias, entre
0s meses de dezembro a fevereiro de 2021/2022.

4.1 Obtencgio do indculo

O solo rizosférico contendo os FMA que foi utilizado no preparar do inoculo foi coletado em
dez pontos de um fragmento de savana de Alter-do-Chao localizado nas coordenadas 2°28'1” Se
54°49'41” W, no municipio de Santarém, Para, Brasil. O clima da area é representado pelo tipo
Am segundo a classificagao de Koppen [65] de mongao tropical, a estagdo chuvosa ocorre entre
0s meses de janeiro a maio e o periodo de estiagem pronunciada ocorrendo entre junho e
dezembro [66].

Para a produgao do in6culo, misturou substrato comercial, esterilizado em autoclave a 121°C
em dois ciclos de 15 minutos cada, e o solo rizosférico coletado na savana. Utilizou-se sementes
de milho (Zea mays L.) sob iluminacao artificial com fotoperiodo de 12 horas e irrigagao diaria,
com capacidade de campo para 65% e temperatura de 27°C. Transcorridos 20 dias apds a
germinacao a irrigagao foi interrompida para a estimular a esporulagdo do fungo [67]. Quando a
parte aérea apresentava sinais de senescéncia ela foi podada, assim o indéculo foi composto por
fragmentos de raizes, esporos e solo.

4.2 Obtencio das mudas de ipé e preparo do solo

Para obtencdao das mudas, sementes de ipé-amarelo foram coletadas no campus da
universidade. Foram semeadas em vasos com capacidade para 3,7 L, utilizou-se substrato
comercial que passou pelo processo de esterilizagdo em autoclave por 30 minutos, a uma
temperatura de 121° C [32].

Apos a germinagao, as plantulas foram mantidas nesses vasos por 30 dias, até atingirem 9 cm
de altura e transplantadas para vasos definitivos. O vaso definitivo apresenta capacidade de 700
ml. O substrato utilizado para o cultivo das mudas contendo uma mistura de substrato comercial
e areia na proporcao de 1:1, previamente esterilizado em autoclave por 1 hora. As analises fisico
quimicas do substrato utilizado no experimento estao representadas na Tabela 2.

Tabela 2: Caracterizagao fisico-quimica do solo utilizado como substrato para a
realiza¢do do experimento.

pH Al Ca Mg P K Zn M.O C.0O. Areia  Argila
cmol/dm? mg/dm? dag/dm? %
6,3 00,1 5,18 2,39 51,5 632 15 2,85 1,66 48,7 40,7
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pH: potencial de hidrogénio; Al: aluminio; Ca: célcio; Mg: magnésio; P: fésforo; K: potassio; MO:
matéria organica; CO: carbono organico.

4.3 Designe experimental

Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado, com o esquema de trés
densidades esporos e o controle (sem FMA). O controle continha apenas o substrato comercial. J&
nos tratamentos com FMA foram adicionadas as quantidades de 25g, 50g e 200g de indculo, que
representou as densidades, Baixa Densidade de Esporos (BDE) com 1,54 esporos g-! Média
Densidade de Esporos (MDE) com 3,08 esporos g=! e Alta Densidade de Esporos (ADE) com 12,35
esporos g-! (Figura 9). A densidade de esporos foi calculada com base na média de esporos
presentes em cinco repeticdes de 25 g do in6culo. Cada tratamento contou com oito repeticoes. O
peso final de cada vaso foi de 540g e foi mantido na capacidade de campo a 65% com irrigagao
diaria durante 90 dias.

-FMA BDE MDE ADE

Figura 9: Representacao esquematica dos tratamentos aplicados com diferentes densidades de esporos
FMA. -FMA: auséncia de micorriza; BDE: baixa densidade de esporos de FMA; MDE: média densidade de
esporo de FMA; ADE: alta densidade de esporos de FMA.

Apos 90 dias de aplicagdo dos tratamentos, o experimento foi encerrado e realizadas as analises descritas
abaixo.

4.4 Analise do crescimento

Os paramentros biométricos avaliados foram: altura da parte aérea (AP), mensurada com
uma régua graduada em cm, a partir da base da planta até o meristema apical, o didmetro do
coleto (DC) obtido com o paquimetro digital a partir da medi¢ao na regiao do coleto da planta, o
volume da raiz (VR) (cm?) pelo método da proveta e numero de folhas. Para a mensuragao de
massa, as plantas foram seccionadas na regiao do coleto, sendo separada a parte aérea e a raiz e
submetidas a secagem em estufa de secagem a 50°C, até massa constante, sendo que a massa seca
da parte aérea (MSPA) e a massa seca da raiz (MSR) foram quantificados em balanga analitica.

4.5 Colonizagio micorrizica

Os parametros utilizados para avaliar o indculo foram: a porcentagem de colonizagao, o qual
foi realizado a partir da coloragao de um grama de raiz, conforme o protocolo Phillips & Hayman
[68] seguindo algumas etapas: 1° etapa: utilizando a solucao de Hidroxido de Potassio a 10% para
imersao das raizes em banho maria na temperatura de 80°C e por 45 minutos e lavadas com agua
destilada; 2° etapa: imersdo em Acido Acético (vinagre) por um minuto e posterior retirada do
Acido Acético; 3° etapa: imersdo em Azul de Tripan a 0,05% durante 5 minutos em 80°C. Apds
essas etapas foi avaliada a porcentagem de colonizac¢ao de raiz pelo método de interceptagao de
linhas de grade pelo protocolo de Giovannetti & Mosse [69] ao qual consiste em observar um
grama da raiz em placa de Petri escalonada com linhas verticais e horizontais para observagao
em microscdpio estereoscopio. Para a avaliacao das estruturas arbusculo, vesiculas e esporos dos

1 O artigo apresentado foi redigido conforme as diretrizes de submissdo da revista plants. As normas indicadas para a
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FMA foram montadas laminas com 5 cm de raiz por amostra e observada em microscépio optico
[70].

4.6 Extracdo de macro e micromoléculas

Ap0s o processo de secagem o material seguiu para as andlises bioquimicas, que se dera pela
extragdo de macro e micromoléculas. A extracao foi realizada utilizando 200 mg de massa seca e
10 ml do tampao fosfato a pH 7 para a maceracao. Posteriormente foi realizada a centrifugacao
em 6.000 RPM por 20 minutos [71]

4.6 Compostos nitrogenados

Proteinas totais foram quantificadas pelo método de Bradford [72] assim como o ensaio da
Ninhidrina, de Yemm & Coccking [73] foi utilizado para a quantificagao de aminoacidos totais.
A extracao e quantificacao de prolina foi realizada através do método de Bates [74]. O nitrato e o
amonio foram extraidos e quantificados utilizando o método de Cataldo et al. [75] e Weatherburn
[76], respectivamente, com adequagdes. O teor relativo de clorofila foi quantificado com a
utilizagdo do medidor portatil de clorofila modelo CCM-200 plus da Opti-sciences.

4.7 Carboidratos

Para analise dos carboidratos utilizou massa seca da parte aérea e da raiz. Utilizou-se o
método da Antrona, Yemm & Willis [77] para a quantificacao dos agticares soltiveis totais (AST),
amido e agucares nao redutores (ARS). A quantificacao de agticares redutores (RS) foi realizada
utilizando o método do Acido Dinitrosalicilico (DNS), Miller [78].

4.8 Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas por meio do programa SISVAR, as variaveis foram
submetidas a verificagdo de normalidade pelo teste Shapiro-Wilk (p > 0.05) e as médias
comparadas pelo teste Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia [79].

5. Conclusao

A densidade de esporos de FMA, sim, tem grande influéncia no crescimento das mudas de
Handroanthus serratifolius, sendo o tratamento MED, com 3,08 esporos o mais indicado para a
espécie. Entretanto, para os parametros bioquimicos, ndao houve influéncia da densidade de
esporos, a presenca ou auséncia dos FMA foi mais significativa. Das estruturas dos FMA, a
colonizagao e o numero de esporos foram maiores no tratamento ADE, alterando a dinamica de
alocacao dos carboidratos. Nos compostos nitrogenados, observou-se a maior eficiéncia na
incorporagao de compostos precursores, como os aminodcidos, dentre eles a prolina, para a
formacao de proteina e clorofila em plantas micorrizadas. Nas analises de carboidratos, observou-
se que as maiores densidades de esporos proporcionaram maior teor de agticar redutor e menor
teor de agticar ndo redutor. Esses resultados sugerem a existéncia de uma densidade apropriada
para melhor averiguar a relagao fungo-planta permitindo assim a replicabilidade de futuros
estudos.
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