ASPECTOS ECOFISIOLOGICOS E MORFOLOGICOS DA
INTERACAO ENTRE ESPECIES DE FUNGOS MICORRIZICOS
ARBUSCULARES E PLANTAS TRANSGENICAS DE ARROZ (Oryza
sativa L.) SUPER-EXPRESSANDO A H*-PPase VACUOLAR
(AVP10X)

LUANA MOTA PEREIRA

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO NORTE FLUMINENSE
DARCY RIBEIRO

CAMPOS DOS GOYTACAZES —RJ
FEVEREIRO - 2020



ASPECTOS ECOFISIOLOGICOS E MORFOLOGICOS DA
INTERACAO ENTRE ESPECIES DE FUNGOS MICORRIZICOS
ARBUSCULARES E PLANTAS TRANSGENICAS DE ARROZ (Oryza
sativa L.) SUPER-EXPRESSANDO A H*-PPase VACUOLAR
(AVP10X)

LUANA MOTA PEREIRA

“Dissertacdo apresentada ao Centro de
Ciéncias e Tecnologias Agropecuérias da
Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro, como parte das exigéncias
para obtencdo do titulo de Mestre em
Producao Vegetal”.

Orientador: Prof. Dr. Alessandro Coutinho Ramos

CAMPOS DOS GOYTACAZES —RJ
FEVEREIRO - 2020



FICHA CATALOGRAFICA
UENF - Bibliotecas
Elaborada com os dados fornecidos pela autora.

P436

Pereira, Luana Mota.

Aspectos ecofisioldgicos e morfoldgicos da interacio entre espécies de fungos
micorrizicos arbusculares e plantas transgénicas de arroz (Oryza sativa L.) super-expressando
a H+-PPase vacuolar (AVP10X) / Luana Mota Pereira. - Campos dos Goytacazes, RJ, 2020.

581 il
Bibliografia: 39 - 45.

Dissertacao (Mestrado em Producao Vegetal) - Universidade Estadual do Morte
Fluminense Darcy Ribeiro, Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias, 2020.
Orientador: Alessandro Coutinho Ramos.

1. Fungo micorrizico arbuscular. 2. H+-pirofosfatase . 3. Agricultura sustentavel. 4.

Plantas WT. 5. Plantas AVP1OX. |. Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro.
Il. Titulo.

CDD - 630




ASPECTOS ECOFISIOLOGICOS E MORFOLOGICOS DA
INTERACAO ENTRE ESPECIES DE FUNGOS MICORRIZICOS
ARBUSCULARES E PLANTAS TRANSGENICAS DE ARROZ
(Oryza sativa L) SUPER-EXPRESSANDO A H'-PPase
VACUOLAR (AVP10X)

LUANA MOTA PEREIRA

‘Dissertacho apresentada ao Centro de

Ciéncias o Tecnologias Agropecudrias da
Universidade  Estadual do  Norte

Fluminense Darcy Ribeiro, como parte
das exigéncias para obtenglo do titulo de
Mestre em Produglo Vegetal®

Aprovada em 17 de fevereiro de 2020

Comissdo Examinadora:
Dr * Amanda Azevedo %&w (D.Sc., Produgao Vw% uw
Prof. Dr. F Jacob E (D.Sc., Ecologia de Ecossistemas) - IFES

7 Prof. Dr. “‘“Lém éoutinho Ramos (D .Sc., Produgo Vegetal) - UVV

Orientador



Dedico este trabalho aos meus pais,
gue investiram na minha formagéo, por
apoiarem e respeitarem as minhas
escolhas.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por estar sempre me guiando e me protegendo.

A minha mée Angela Maria Mota Pereira e meu pai Olivaldo Alves Pereira
(em memoria), por sempre investirem nos meus estudos, acreditarem,
incentivarem e confiarem em mim, essa vitéria € nossa.

A toda minha familia por todo incentivo, em especial as minhas tias
Rozely, Rosane, Beatriz, Jandira e Fatima.

Ao meu namorado Robson Nogueira pelo companheirismo, amor,
incentivo e por toda ajuda.

Ao meu orientador professor Alessandro Coutinho Ramos, pela
orientacdo e pelo acolhimento no seu grupo de pesquisa, pela confianca
depositada em mim para conduzir este trabalho e por toda ajuda nos momentos
que mais precisei.

Ao meu coorientador, professor Jodo Carlos de Aquino Almeida, pela
orientacdo e excelente acolhimento no seu grupo de pesquisa desde a minha
graduacéo, sou muito grata, pois com o senhor descobri o deslumbrante mundo
da microscopia, pelo qual me apaixonei. Pela confianga, incentivo, amizade e
disponibilidade de me ajudar, sempre quando foi preciso, e por todos os
ensinamentos e conhecimentos que adquirir com voceé.

Ao Savio Bastos de Souza, por todos os conhecimentos e ensinamentos

passados que contribuiram muito para minha formacéo, e para a realizacao deste



trabalho, por sempre estar presente e ajudar em todos 0s momentos que precisei,
pelos conselhos e amizade.

A Amanda Bertolazi pelo contato que tive, quando vocé ainda estava na
UENF, foi uma pessoa excelente e maravilhosa nos momentos que eu precisei,
sanou minhas duavidas, me ajudou a compreender o artigo da disciplina relacao
solo e planta.

As técnicas do LBCT — Setor de preparo de amostras para microscopia,
Beatriz Ribeiro e Giovana Alves pela disponibilidade de ajudarem, sempre quando
foi preciso, pelos os conhecimentos e pela alegria contagiante que vocés
transmitem, e a todos os demais funcionarios pelo auxilio.

Aos técnicos do LFBM, Luiz, Valéria, Zila e Noil pelo trabalho e
dedicacao.

A Kissila Soares e Bianca do Carmo pelo companheirismo, ajuda e por
todos os conhecimentos que compartilhamos juntas.

A Laura Maciel, pelos muitos conhecimentos adquiridos na época da
graduacédo e agora, mesmo de longe, sempre disposta a ajudar e me incentivar.

As amigas que a UENF me deu desde a graduagio Kissila Soares e
Jussara Silva por todo apoio, conselhos, tristezas e alegrias que compartilhamos
juntas e por nunca me deixarem desistir.

As novas amizades Bianca do Carmo, Giovanna Campos, Daiane Baia,
Gabriella Rodrigues, Richardson Sales, Isabelle Faria, Jarbas Cisino e Bruna
Ponciano, amei conhecer vocés nessa fase da pods-graduacdo, obrigada pela
amizade, pelo compartilhamento de conhecimentos e incentivos.

A todos os professores que tive ao longo dessa trajetéria e que
contribuiram para a minha formacéo.

A UENF e a Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior - CAPES, pela estrutura e concessao de bolsas.

A banca examinadora Amanda Azevedo Bertolazi, Frederico Jacob
Eutrépio e Cesar Abel Krohling, que prontamente aceitaram o convite de
participarem da defesa deste trabalho.

Por fim, a todos que contribuiram de forma direta ou indireta para a

realizacdo deste trabalho e para minha formagao, meu muito obrigada!



SUMARIO
1 11 Vii
A B ST R A T e et IX
1. INTRODUGAO ...ttt ettt ettt s e s 1
2. REVISAO DE LITERATURA ...ttt 4
2.0 ATTOZ ettt ettt sttt b e bt b e s h et e at e et e e be e e be e s he e st e et e e beebeeanees 4
2.2 IMHCOITIZAS ..ottt sttt ettt ettt st st st et et et e st e st e be st e ste st e te st e st eneeseesesbestesensenneneenensens 6
2.3, Plantas AVPLOX ......ooioiririeieieeieeieieeie ettt sttt sttt ettt st b et s e e ene e 10
2.4. As interagfes das plantas geneticamente modificadas com os microrganismos do
£S]0] [0 OO OO OSSP SO SOV PRPRIPRRPPRPRRSRPRRO 12
G T @ 1= N L 1 LV 1 T 13
T I O o TT=3 1Yo T 1= - | 13
3.2. ObjJetiVOS ESPECITICOS ...oviieeieeieiieieieeees ettt a s seenaeneas 13
4, MATERIAL E METODOS ..ottt ettt 15
4.1. Obtencdo das sementes, condi¢cbes de crescimento e inoculacdo das plantas de
OFYZA SALIVA ..eovevieeiecieeeees ettt sttt e st e e st e st e st e sseesbesseese e seeseensesseessessesseensesseensenes 15
4.2. Obtencdo do fungo micorrizico arbuscular e parédmetros de crescimento das
8121 ] 7= SRR 16
4.3. Determinacao da taxa de colonizaGao MICOIMIZICA........cceeververieerereseresese e 16
4.4, TIOCAS JASOSAS......ueeeireeereeeitreesteeesteeaseeeaseeassseessesasseeessesassesesssesassesssssessssesessessssesenssees 17
4.5. Microscopia OptiCa = (IMO) ....cveieieiiiieieeiesieeeeeeete ettt st st sa e naeneeseas 17
4.6. Analise estatistica dOS A0S ........ccoeireiriirieree e 18

5. RESULTADOS ... e 19



5.1- Respostas no Crescimento..........cccceeueeneee.

5.2 - Porcentagem de Colonizacao Micorrizica

5.3 - Assimilacdo de Carbono e Eficiéncia no Uso da AgQua...........cccceeeeeeveeveereerercrnnnnn.

6. DISCUSSAO ...
7.CONCLUSAO ...
8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........

Vi



Vi

RESUMO

PEREIRA, Luana Mota. Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro. ~ Fevereiro de  2020. ASPECTOS ECOFISIOLOGICOS E
MORFOLOGICOS DA INTERACAO ENTRE ESPECIES DE FUNGOS
MICORRIZICOS ARBUSCULARES E PLANTAS TRANSGENICAS DE ARROZ
(Oryza sativa L.) SUPER-EXPRESSANDO A H*-PPase VACUOLAR (AVP10X).
Orientador: Prof. Alessandro Coutinho Ramos. Coorientador: Prof. Jodo Carlos de
Aquino Almeida.

O uso de fungos promotores do crescimento vegetal € uma estratégia no
desenvolvimento de uma agricultura sustentavel. Plantas transgénicas que super-
expressam o gene AVP1 que codifica a H'-pirofosfatase vacuolar induzem
respostas similares aquelas desencadeadas por fungos micorrizicos arbusculares
(FMAS). Logo, a utilizagdo de plantas AVP10OX inoculadas com os FMAs pode
gerar diversos beneficios, como maior produtividade, via aumento na absorcéo de
nutrientes, e tolerancia aos estresses bibticos e abidticos. Porém, sabe-se pouco
sobre a especificidade dos FMAs e do impacto que as plantas transgénicas
podem ter na rizosfera e na funcdo destes microrganismos do solo. Neste
contexto, este trabalho tem por objetivo analisar microscopicamente 0 processo
de colonizagcédo de plantas de arroz (Oryza sativa L.) selvagem e AVP10X pelos
FMAs Rhizophagus clarus, Acaulospora colombiana, Claroideoglomus
etunicatum, e correlacionar as altera¢gfes ultraestruturais ao nivel celular com as
mudancas ecofisiologicas, através da analise de parametros de crescimento e
fotossintéticos. Aos 90 dias apoOs a inoculacdo, as plantas foram coletadas e
foram avaliados: a altura e o peso seco da parte aérea; o diametro do caule; o

comprimento, o volume e 0 peso seco da raiz; os parametros fotossintéticos e as



viii

alteracOes ultraestruturais. Nas micrografias observou-se a colonizagdo e a
formacado de arbusculos e vesiculas. Plantas selvagens (WT) inoculadas com o0s
trés FMAs apresentaram aumentos tanto nos parametros de crescimento quanto
nos fotossintéticos, em comparacédo ao respectivo controle. J4 as plantas de arroz
AVP10OX apresentaram maior aumento no parametro de crescimento, maior taxa
fotossintética e eficiéncia no uso da agua em relagdo as plantas WT, porém,
quando inoculadas com o FMA Rhizophagus clarus estas plantas apresentaram
inibicbes nesses parametros fotossintéticos. Ja nos demais FMAs nao houve
impacto sobre esses parametros. Concluiu-se que as interacdes simbidticas
podem promover o crescimento e o desempenho fotossintético das plantas WT,
mas principalmente das plantas AVP10X, que foram mais eficientes quando
comparadas as plantas WT. Entretanto, quando inoculadas com o FMA R. clarus,
as plantas AVP10X demonstraram que espécies diferentes de FMAs promovem
respostas distintas em plantas de arroz, existindo graus de especificidade para

cada fungo, sendo necessarios, portanto, estudos complementares.



ABSTRACT

PEREIRA, Luana Mota. State University of the North Fluminense Darcy Ribeiro.
February 2020. ECOPHYSIOLOGICAL AND MORPHOLOGICAL ASPECTS OF
THE INTERACTION BETWEEN SPECIES OF ARBUSCULAR MYCORRHIZAL
FUNGI AND TRANSGENIC RICE PLANTS (Oryza sativa L.) SUPER
EXPRESSING H+-PPase VACUOLAR (AVP1OX). Advisor: Prof. Alessandro
Coutinho Ramos. Co-advisor: Prof. Jodo Carlos de Aquino Almeida.

The use of fungi that promote plant growth is an important strategy for the
development of sustainable agriculture. Transgenic plants with overexpression of
the AVP1 gene, which encodes the vacuolar H*-pyrophosphatase, induce similar
responses to those promoted by arbuscular mycorrhizal fungi (AMF). Therefore,
the use of AVP1OX plants inoculated with AMF can generate several benefits,
such as increased productivity through increased nutrient uptake and tolerance to
biotic and abiotic stresses. However, little is known about the specificity of AMF,
the impact that transgenic plants may have on the rhizosphere and the function of
these soil microorganisms. Thus, the objective of this work was to analyze
microscopically the colonization process of wild-type (WT) rice (Oryza sativa L.)
and transgenic (AVP1OX) rice by the AMF Rhizophagus clarus, Acaulospora
colombiana, Claroideoglomus etunicatum and to correlate ultra-structural changes
at the cellular level with the ecophysiological changes, through the analysis of
growth and photosynthetic parameters. At 90 days after inoculation, the plants
were collected and the following were evaluated: height and dry weight of the
aerial part; the diameter of the stem; the length, volume and dry weight of the root;
photosynthetic parameters and ultrastructural changes. Mycorrhizal colonization
with arbuscules and vesicles formation were observed in the micrographs. WT rice
plants inoculated with the three AMF, showed increased growth and
photosynthetic parameters compared to control. The AVP10OX rice plants showed
greater increase in the growth parameter had higher photosynthetic rate and water
use efficiency in relation to WT plants, but when inoculated with the Rhizophagus
clarus, these plants showed lower photosynthetic parameters. In the other FMAS,
however, there was no impact on these parameters. We concluded that the
symbiotic interactions can promote the growth and photosynthetic performance of

WT plants and mainly of AVP1OX plants, which were more efficient when



compared with WT plants, except when inoculated with FMA R. clarus,
demonstrating that different species of FMAs promote different responses in rice

plants, with degrees of specificity for each fungus, requiring further studies.



1. INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) é um dos alimentos fundamentais para
aproximadamente metade da populacdo mundial, sendo responsavel por
oferecer mais de 20% do consumo de calorias na dieta diaria da populagdo em
diversos paises. Por este motivo, a demanda por este alimento torna-se cada vez
maior, principalmente devido ao aumento populacional ocorrido nas Uultimas
décadas (Kubo e Purevdorj, 2004; Vallino et al., 2014).

Estima-se que o planeta abrigara aproximadamente 9 bilhdes de pessoas
em 2050, o que acarretara um aumento de 60% na demanda por alimentos,
principalmente de cereais como 0 arroz que representam grande parte da base
alimentar em muitos paises (ONU, 2016). Consequentemente, para aumentar a
producdo destes cereais, a agricultura convencional tem utilizado
excessivamente fertilizantes nitrogenados, fosfatados e potassicos, além de
defensivos agricolas, resultando em danos ambientais e sociais (Duvick, 2005;
Montafio et al., 2014). Nessa circunstancia, a busca por novas estratégias
sustentaveis, que possibilitem a reducdo dos danos ambientais causados pela
atividade agricola, torna-se imprescindivel para preservacao dos ecossistemas e
da biodiversidade (Montafio et al., 2014).

Existem diversas alternativas ja descritas na literatura para esta
problematica, dentre as quais pode-se destacar a utilizacdo de fungos promotores
do crescimento vegetal como a associagdo micorrizica, que promove 0 aumento
da produtividade através de uma melhoria na capacidade da planta de absorver

nutrientes do solo e tolerar estresses bibticos e abidticos (Zuccaro et al., 2014,



Wang et al., 2015; Bernaola et al., 2018). Outra estratégia propicia seria 0 uso de
plantas transgénicas como, por exemplo, aquelas que super-expressam 0 gene
AVP1, que codifica a H'-pirofosfatase vacuolar, conhecida por promover o
aumento na capacidade de absorcdo de nutrientes e a capacidade das plantas
em tolerarem possiveis estresses (Gaxiola et., 2001; Zhao et al., 2006; Pasapula
et al., 2011).

As micorrizas arbusculares sdo associacdes simbidticas mutualistas
formadas entre fungos do Filo Glomeromycota e raizes da maioria das plantas
terrestres, compreendendo culturas agricolas (Bernaola et al., 2018). Nesta
associacao, a planta hospedeira fornece ao fungo carbono organico derivado do
processo fotossintético e, em troca, este oferece nutrientes minerais,
principalmente o fosfato inorganico para a planta (Kobae e Hata., 2010; Bravo et
al., 2017).

O fungo micorrizico arbuscular (FMA) também proporciona tolerancia a
estresses, além do controle contra patdgenos, contribuindo para o
desenvolvimento da planta hospedeira e aumentando a sua produtividade (Genre
et al., 2005; Smith e Read, 2008; Zuccaro et al., 2014; Jeong et al., 2015;
Bernaola et al., 2018). De maneira geral, os FMAs ndo apresentam
especificidade, pois colonizam raizes de diferentes espécies. Entretanto, alguns
estudos demonstraram que a simbiose micorrizica arbuscular pode apresentar um
certo grau de especificidade, porém, ainda ndo se sabe o motivo pelo qual isso
acontece (Smith e Read, 1997; Vandenkoornhuyse et al., 2002; Chitarra et al.,
2016).

A manipulacido genética da bomba de protons pirofosfatase (H*-PPase) é
uma alternativa promissora para o aumento da produtividade de varias culturas de
importancia econdmica (Gaxiola et al., 2001; Park et al., 2005; Gaxiola et al.,
2007). Gaxiola et al. (2001) mostraram que plantas transgénicas de Arabidopsis
que super-expressavam o gene AVP1, que codifica a H'-pirofosfatase vacuolar
(H*-PPase), apresentavam tolerancia & seca e a salinidade. Também foi
demonstrado que estas plantas apresentavam um sistema radicular mais
volumoso, o que propiciava um aumento na capacidade de absorcdo de agua e
nutrientes, explicando em parte, porque essas plantas apresentam maior
crescimento e produtividade, tanto em arroz, quanto em tomate e algodéo (Park et
al., 2005; Zhao et al., 2006; Pasapula et al., 2011).



Assim, a utilizagdo de plantas AVP1OX inoculadas com os FMAs pode
gerar diversos beneficios, como maior produtividade via aumento na absor¢cédo de
nutrientes e toleréncia aos estresses bioticos e abidticos. Entretanto, existem
estudos que alertam para o uso de plantas geneticamente modificadas, em
relacdo ao impacto que elas podem provocar nos processos da microbiota do
solo, principalmente na regido da rizosfera (Dunfield e Germida, 2004; Guan et al.,
2016). Porém, existem pouquissimas evidéncias em relacdo ao uso de plantas
AVP10OX e o possivel impacto que elas podem promover na assembleia de
microrganismos do solo, principalmente em relagcdo a associacdo com FMAs e
seu processo de colonizagéo.

Diante disso, a hipotese desse estudo € que espécies diferentes de FMAs
promovem respostas distintas em plantas de arroz, existindo graus de
especificidade para cada fungo, assim como quando inoculadas em plantas
transgénicas AVP10OX, em que a transgenia promove respostas diferenciais tanto
no processo de colonizacdo, quanto na eficiéncia da promocéo do crescimento e
na fotossintese das plantas pelos FMAs. Nesta dissertacdo, estudamos o
processo de colonizacdo de plantas de arroz (Oryza sativa L.) WT e AVP10X
pelos FMAs Rhizophagus clarus, Acaulospora colombiana, Claroideoglomus
etunicatum, e 0s seus respectivos efeitos sobre as respostas morfolégicas e
ecofisiologicas das plantas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Arroz

O arroz (Oryza sativa) € uma planta herbacea, incluida na classe das
Monocotiledéneas, ordem Poales, familia Poaceae (Nagata et al., 2016). Este
cereal é essencial para os individuos, por oferecer necessidades caloricas diérias
significativas e, consequentemente, tem uma funcéo crucial na sociedade e na
economia mundial (Sweeney e McCouch, 2007; Vallino et al., 2014). A China é o
maior produtor de arroz mundial e o pioneiro no cultivo de arroz hibrido (FAO,
2017). No Brasil, o maior produtor é o estado do Rio Grande do Sul (Conab,
2018).

Predominante na Regido Sul, o ecossistema de varzeas destaca-se pela
influéncia do cultivo irrigado extensivo, desempenhado por grandes e médios
produtores, sendo conduzida em forma de rotagdo alternada com pastagem. Por
outro lado, no ecossistema de terras altas, chamados sistema de sequeiro, o
cultivo do arroz ocorre em solos drenados, onde pode ter uma irrigacao
suplementar por aspersdo, ou simplesmente ser dependente das condi¢des
climéticas como a ocorréncia de chuva (Grist, 1986; Embrapa, 2018).

A relacdo do sistema radicular com o solo € de extrema importancia, pois
€ através das raizes que ocorre a absor¢do de agua e de nutrientes do solo,
proporcionando a sobrevivéncia e perpetuacdo das plantas. Entender a
arquitetura do sistema radicular é de grande interesse, principalmente em

ambientes com escassez de nutrientes (Ahmadi et al., 2014).



O sistema radicular do arroz (Figura 1) é formado no decorrer da
embriogénese, através da diferenciacdo de meristemas apicais da raiz, originando
a radicula, que € a primeira raiz a se desenvolver no decorrer da germinacao e,
em seguida, surgem do nédulo do coledptilo, cinco raizes embrionarias da coroa.
As raizes posteriores da coroa pés-embrionaria diferenciam-se dos perfilhos e dos
nés do caule principal. Dois tipos de raizes secundéarias sdo geradas através da
ramificacdo das raizes da radicula e da coroa, séo elas: raizes laterais grandes,
apresentando gravitropismo positivo, com crescimento indeterminado e com
raizes laterais grandes ou pequenas até a quinta ordem de ramificacdo, e; raizes
laterais finas, que sao curtas, ndo reagem a gravidade, com crescimento
determinado, nunca produzem ordens superiores de ramificacdo e sdo mais

abundantes (Coudert et al., 2010).

TRENDS o Partt Sownce

Figura 1. Arquitetura e anatomia da raiz do arroz. (a) sistema radicular de mudas (cultivar
nipponbare) 1 semana apds a germinagdo. (b) sistema radicular 40 dias apés a
germinacdo. (c) detalhe de uma raiz de coroa. (d) sec¢éo transversal de uma radicula, a
aproximadamente 2 cm da ponta da raiz. As ligninas sdo coradas em vermelho e a
celulose é manchada em azul. (e) ampliagéo do feixe radicular. (f) detalhe do floema. (g)
uma representacdo esquematica da organizacdo transversal da radicula. abreviaturas:
cc: célula companheira; co: cértex; cr: raiz da coroa; ecr: raiz da coroa embrionaria; ep:
epiderme; en: endoderme; ex: exoderme; lIr: raiz lateral grande; pe: periciclo; mxl:
metaxilema primario; mxii: metaxilema secundario; pp: protofloema; ra: radicula; scl:
esclerénquima; sir: raiz lateral pequena (Coudert et al., 2010).


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2015.00636/full#B15
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2015.00636/full#B15

Além da planta e dos atributos fisicos e quimicos do solo, as relacbes
bioldgicas séo fatores fundamentais para aumentar a produtividade e a qualidade
da colheita de arroz, pois, por intermédio das associagbes micorrizicas, por
exemplo, € possivel diminuir a aplicacdo de fertilizantes (Wang et al., 2015).
Gutjahr et al. (2009) observaram que as raizes laterais grandes de plantas de
arroz foram colonizadas pelo fungo micorrizico arbuscular G intraradices, e
apresentaram hifas, arbulsculos e vesiculas, que séo estruturas tipicas desse tipo
de associacdo. Por outro lado, as raizes laterais finas ndo foram colonizadas por
esse fungo, incluindo auséncia de hifopddios, mostrando-se resistentes a
simbiose. Porém, os determinantes que tornam as raizes laterais finas néo
suscetivel a colonizacdo por FMA néo foram elucidados.

Diante desse quadro, a agricultura precisa de estratégias sustentaveis
gue ndo agridam o meio ambiente e que mantenham a produtividade da cultura,
tornando-se imprescindivel entender a resposta da cultura de arroz na presenca
do FMA (Vallino et al., 2014). Além disso, com a finalidade de alimentar 9 bilhdes
de pessoas até 2050, também é de extrema relevancia compreender o sistema
radicular dessa cultura, visto que sua produtividade pode ser prejudicada nas
proximas décadas, em razao da instabilidade climética e da limitacdo de recursos
(Ahmadi et al., 2014).

2.2. Micorrizas

As micorrizas sdo associacbes mutualisticas estabelecidas entre os
fungos especificos do solo e as raizes de plantas superiores. E um tipo de
simbiose que abrange mais de 90% das espécies de plantas, compreendendo
arvores florestais, gramineas selvagens e varias culturas (Smith e Read, 2008;
Bonfante e Genre, 2010). Esta associacao surgiu ha cerca de 450 milhdes de
anos e acredita-se que foi fundamental para a evolucdo das plantas terrestres,
pois 0os fungos micorrizicos estdo presentes em praticamente todo o globo
terrestre como, por exemplo, zonas alpinas e boreais, florestas tropicais,
pastagens e plantagcbes (Smith e Read, 2008; Bonfante e Genre, 2010).

As micorrizas sdo divididas em trés grupos principais: 1) micorrizas

arbuculares (Figura 2) que apresentam estruturas conhecidas como arbusculos e



em alguns casos vesiculas localizadas intracelularmente, também apresentam o
desenvolvimento de hifas inter e intracelular, sendo este o tipo mais comum
dentre as associacdes micorrizicas; 2) as ectomicorrizas (Figura 2) que formam o
manto através do crescimento intenso de hifas em volta da raiz, e a formacao da
rede de Hartig por meio do crescimento em torno das células do coértex, ndo
havendo penetracdo de hifas nas células vegetais, este tipo de simbiose € mais
comum em extratos florestais; e por fim, 3) as micorrizas orquidoides, exclusivas
as plantas da familia Orchidaceae, com desenvolvimento intracelular de hifas
formando os pelotons que, semelhantemente ao arbusculo, tém o papel de fazer a
troca bidirecional de nutrientes e agua por fotoassimilados (Smith e Read, 2008;
Imhof, 2009).

Ectomycorrhiza

Arbuscules

Spore

Figura 2. Estruturas de colonizacdo das raizes nas interacées ectomicorrizicas (azuis) e
micorrizas arbusculares (rosa) (Bonfante e Genre, 2010).



Dentre estes tipos de simbiose, as micorrizas arbuculares sédo as mais
difundidas (Bago et al., 2000). Os fungos desta associacdo sé&o pertencentes a
um grupo de fungos biotréficos do solo, incluindo mais de 250 espécies
conhecidas pertencentes ao filo Glomeromycota, classe Glomeromycetes e
géneros Gigaspora, Scutellospora, Glomus, Acaulospora e Archaeospora (Genre
et al., 2005; Parniske, 2008; Brundrett e Ashwath, 2013).

Dentre os grupos de plantas, as micorrizas arbusculares ocorrem em uma
ampla diversidade de plantas hospedeiras, abrangendo angiospermas,
gimnospermas, pteridéfitas e alguns musgos, lycopods e psilotales (Bago et al.,
2000). Por isso, a maioria dos FMAs sé&o considerados simbiontes néo
especificos, isto €, colonizam as raizes de diversas espécies de plantas (Smith e
Read, 1997). Entretanto, alguns estudos demonstraram que os FMAs tém um
certo grau de especificidade, em que certos fungos s6 colonizam certas plantas,
porém, 0s mecanismos ndo sdo bem elucidados (Helgason et al., 2002;
Vandenkoornhuyse et al., 2002). Chitarra., et al 2016 testaram dois FMAs
Rhizophagus intraradices e Funneliformis mosseae, frente a resposta ao estresse
hidrico de tomate (Solanum lycopersicum) e observaram que os dois FMAs
possuem estratégias diferentes de colonizacao.

O processo de colonizacdo por FMA (Figura 3) tem inicio a partir de uma
troca de moléculas difusiveis (Bucher et al., 2014). As plantas produzem e
secretam, através dos exudatos radiculares, estrigolactonas na rizosfera (Akiyama
et al., 2005; Besserer et al., 2006), estimulando a ramificacdo da hifa e o
metabolismo dos FMAs (Bonfant e Genre, 2010). Em contrapartida, os FMAs
germinam seus esporos, gerando respostas nos tecidos radiculares (MacLean et
al., 2017). Os arbusculos sao formados nas células do cortex da raiz através da
diferenciacdo das hifas, que se tornam ramificadas (MacLean et al., 2017). E
através dessa estrutura que ocorre a transferéncia de nutrientes do fungo para a
planta, e a transferéncia de carboidrato da planta para o fungo (Genre et al.,
2011). Os arbusculos séo envolvidos por uma membrana periarbuscular, derivada
da reorganizacdo das ceélulas corticais da planta (MacLean et al., 2017). Essas
estruturas tém um tempo de duracdo de aproximadamente 4 a 5 dias e, no fim
desse periodo, inicia-se 0 colapso das paredes dos fungos nos ramos
arbusculares finos, enquanto o citoplasma se encolhe. Esse processo ocorre até

que todo o arbusculo seja reduzido a uma massa compacta de paredes celulares


https://besjournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1365-2745.2007.01239.x#b2
https://besjournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1365-2745.2007.01239.x#b2

da hifa, e a membrana periarbuscular se reorganiza com o objetivo de
corresponder ao respectivo conteudo mutavel (Bonfant e Genre, 2010). Por fim, o
fungo desaparece e a célula hospedeira readquire sua organizacdo anterior, com
um enorme vacuolo central, podendo ser novamente colonizada (Kobae e
Fujiwara, 2014).

T

Arbuscule

Figura 3. Processo de colonizagédo por FMA (Bonfant e Genre, 2010).

O beneficio da simbiose é que o FMA favorece o hospedeiro, promovendo
sua adaptabilidade e resisténcia em situacdes de estresses bidticos e abibticos
(Genre et al.,, 2005). As hifas do FMA exploram ambientes que antes eram
inacessiveis ao sistema radicular da planta hospedeira, tornando possivel a
absorcdo de fosforo, que € o segundo elemento mineral com um papel crucial
para o desenvolvimento da planta, depois do nitrogénio. Entretanto, o foésforo tem
uma baixa mobilidade no solo e sua aquisicdo pelas raizes é complexa,
principalmente porque as raizes s6 o assimilam na condicdo inorganica,
acarretando a formacéo de zonas de deplecao de fésforo inorganico em volta da
raiz, induzindo a caréncia desse elemento (Balzergue et al., 2013; Fusconi et al.,

2014; Nakagawa e Imaizumi-Anraku, 2015). Os solos com baixa disponibilidade
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de fosforo inorganico sdo favoraveis a micorrizagdo pelos FMAs, e nessa
circunstancia as plantas obtém grandes vantagens dessa simbiose (Javot et al.,
2007). Por outro lado, niveis elevados de fosforo inorganico sao inibitérios a
colonizacéo por FMA (Balzergue et al., 2013).

As hifas também facilitam a absorcdo de nitrogénio e de diversos outros
nutrientes, além da agua que estd na camada mais profunda do solo, sendo que
essas vantagens ocorrem em ambientes naturais e agricolas (Smith e Read,
2008; Jeong et al., 2015). A simbiose micorrizica também tem um papel crucial na
resisténcia contra patégenos e no crescimento das plantas hospedeiras,
melhorando a produtividade agricola de forma sustentavel (Zuccaro et al., 2014;
Bernaola et al., 2018).

2.3. Plantas AVP10OX

A agricultura esta constantemente suscetivel a estresses abioticos
(Pasapula et al., 2011), portanto, diversos processos biotecnoldgicos sédo
utilizados para desenvolver plantas transgénicas que apresentam vantagens
perante as plantas selvagens, de acordo com o ambiente em que séo cultivadas
(Gaxiola et al., 2001; Pasapula et al., 2011). De maneira geral, com estes avancos
foi possivel reduzir o uso de fertilizantes e pesticidas nas lavouras, além de elevar
a producdo agricola em regies extremas do planeta (Herrera-Estrella, 2000).
Sabe-se que quando a planta esta sob estresse, ocorre uma reducdo de seu
estado energético, uma vez que a producao de ATP fica debilitada (Rea, 1993).

Desta forma, atividades celulares dependentes de ATP, como a atividade
das bombas de H* (P-H*-ATPase e V-H'-ATPase), ficam em risco, pois estas sio
fundamentais para que ocorra o fluxo de solutos através das membranas
plasmaticas e vacuolares (Blumwald, 2000; Hu-Cheng et al.,, 2003). A
manutencdo da concentracdo de solutos nos vacuolos das células vegetais é
fundamental em condi¢cbes adversas, como alta salinidade e seca, ja que o estado
hidrico e a turgescéncia da célula sédo dependentes deste fator. Nestas condi¢des
uma terceira bomba de H* é mais ativa, a H*-PPase (Colombo e Cerana, 1993;
Maeshima, 1999; Park et al., 2005).

Podem ser encontradas trés classes de PPases: PPase soluvel, PPase

associada & membrana e H*-PPases. Entretanto, o transporte de prétons por
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intermédio da membrana, ocorre apenas através da bomba H'-PPase. Essa
bomba possui um dnico polipeptideo com massa molecular em torno de 80 Kda e
tem como substrato um pirofosfato inorgéanico (PPi), que pode ser gerado como
um subproduto de diversas reacdes, como a polimerizacdo do DNA e RNA,
sinteses de aminoacil-tRNA (sintese de proteinas), ADP-glucose (sintese de
amido), UDP-glucose (sintese de celulose) e acil-CoA (B-oxidacdo de &cido
graxo) nas células da planta (Maeshima, 1999).

As plantas apresentam dois tipos diferentes de H*-PPases: a do tipo | que
precisa do K" citosdlico para sua atividade e € moderadamente sensivel a inibic&o
por Ca**, e; a do tipo Il que é insensivel ao K* e muito sensivel ao Ca** (Gaxiola,
2007). A sintese de RNAs, proteinas e celulose para constituicdo de células
durante o desenvolvimento de tecido, leva a formacéo PPi, que € um subproduto
desses processos metabolicos. A abundancia de elevadas concentracdes desse
substrato (PPi) no citosol inibe as reacbes de polimerizacdo. Sendo assim, a H'-
PPase vacuolar recolhe o PPi no citosol e o utiliza como fonte de energia para o
transporte de prétons em vacuolos em expansao (Maeshima, 1999).

Baseado nos beneficios desta proteina em situagcfes de estresse, Gaxiola
et al. (2001) realizaram transformacfes em plantas de Arabidopsis que super-
expressavam o gene AVP1, responsavel pela codificacdo da H'-pirofosfatase
vacuolar (H*-PPase), obtendo como resposta aumento no acimulo de solutos nos
vacuolos das células destas plantas, verificando-se maior retencdo de agua e,
consequentemente, maior tolerédncia a estresses abidticos. Outros beneficios
desta transgenia foram observados em plantas de algod&o, em que a transgenia
do gene AVP1, além de torna-las mais tolerantes a seca e salinidade, também
promoveu aumento na producdo de fibras e melhoria na qualidade do produto
final (Pasapula et al., 2011). Ja Park et al. (2005), mostraram que plantas de
tomate AVP10OX, foram mais resistentes a seca, devido a um aumento no volume
do sistema radicular, facilitando assim, a absorcédo de agua e a sobrevivéncia em
ambientes de deficiéncia hidrica. Resultados semelhantes foram obtidos em
plantas de arroz AVP10OX (Zhao et al., 2006).

Desta forma é possivel correlacionar os beneficios desta transgenia com
0os beneficios decorrentes da inoculagdo de plantas com FMAs. Entretanto,
trabalhos neste sentido sdo escassos, sendo necessarios mais estudos para

entender os resultados desta simbiose.


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/aminoacyl-trna
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/acyl-coa
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2.4. As interacbes das plantas geneticamente modificadas com os
microrganismos do solo

Os avancos na engenharia genética e a utilizacdo pratica das plantas
geneticamente modificadas contribuem para maior qualidade e aumento da
producdo agricola, entretanto, podem colocar em risco 0os microrganismos do solo
(Guan et al., 2016). Isto pode ocorrer ja que o DNA artificialmente introduzido nos
genomas de plantas transgénicas, pode ser transferido para microrganismos
simbiontes (Azevedo e Araujo, 2003). Além disso, a inser¢do de genes estranhos
nas plantas geneticamente modificadas também pode prejudicar as quantidades
de exsudatos radiculares e a diversidade de espécies de microrganismos e,
consequentemente, o desempenho do ecossistema do solo (Guan et al., 2016).

A toxina inseticida proveniente da bactéria do solo Bacillus
thuringiensis (toxina Bt) foi introduzida nas plantas geneticamente modificadas
com o objetivo de conferir resisténcia contra pragas agricolas (Cheeke et al.,
2013). Um estudo em casa de vegetacdo demonstrou que nove linhagens
diferentes de milho Bt obtiveram uma menor colonizacao por FMA (Cheeke et al.,
2012). Por outro lado, um outro experimento, neste caso ho campo, mostrou que
essas linhagens podem nao ser prejudiciais ao FMA (Cheeke et al., 2013). Liang
et al. (2015) realizaram um estudo utilizando uma soja transgénica (ZD91) com
alto teor de metionina e constataram que a transgenia ndo afetou a comunidade
de FMA.

Nesse contexto, o progresso das tecnologias e os conhecimentos da
comunidade cientifica sdo elementos fundamentais para o entendimento dos
beneficios e dos riscos ecoldgicos e ambientais do cultivo de plantas
geneticamente modificadas (Guan et al., 2016), visto que os FMAs tém uma
funcdo crucial na sustentabilidade dos ecossistemas de terras agricolas (Liu.,
2010).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Analisar microscopicamente o processo de colonizagdo de plantas de
arroz (Oryza sativa L.) (WT) e de plantas com super-expressdo da H'-PPase
(AVP1OX), pelos FMAs Rhizophagus clarus, Acaulospora colombiana,
Claroideoglomus etunicatum, e correlacionar as alteracfes ultraestruturais ao
nivel celular com as mudancas ecofisioldgicas, através da analise de parametros

de crescimento e fotossintéticos.

3.2. Objetivos especificos

Verificar as possiveis diferencas nos parametros de crescimento (altura e
peso seco da parte aérea; diametro do caule; comprimento, peso seco e volume
da raiz) das plantas de arroz WT e AVP10OX, inoculadas ou ndo, com os fungos
Rhizophagus clarus, Acaulospora colombiana e Claroideoglomus etunicatum.

Analisar microscopicamente e fisiologicamente a quantificacdo da
colonizagdo micorrizica, e evidenciar as alteracdes nas raizes das plantas de
arroz WT e AVP1OX, inoculadas ou ndo, com os fungos Rhizophagus clarus,

Acaulospora colombiana e Claroideoglomus etunicatum.
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Avaliar a influéncia dos fungos Rhizophagus clarus, Acaulospora
colombiana e Claroideoglomus etunicatum sob as trocas gasosas de arroz WT e
AVP10OX.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Obtencdo das sementes, condi¢cbes de crescimento e inoculacdo das

plantas de Oryza sativa

As sementes de arroz (Oryza sativa) WT e AVP10OX, foram obtidas da
Universidade do Arizona, Estados Unidos. As sementes foram inicialmente
desinfestadas em alcool 70% por 3 minutos, e posteriormente em hipoclorito 2%
por 5 minutos, em seguida foram lavadas em agua destilada e transferidas para
sementeira contendo areia estéril.

Para a esterilizacdo da areia foram feitas duas autoclavagens de uma
hora, com intervalo de 24 horas entre uma e outra. Apds o plantio, as sementes
foram levadas para a camara de crescimento (16/8 h claro/escuro; 350 pmol m? s°
! a0 nivel de superficie da folha durante o periodo de luz), onde foram mantidas
por 15 dias. Apés este periodo, as plantas foram entéo transplantadas para vasos
de cultura (1 L), contendo substrato composto por uma mistura de areia e
latossolo vermelho-amarelo distrofico (3:1) esterilizado, e foram inoculadas, ou
nao, com os fungos Rhizophagus clarus (RC), Acaulospora colombiana (AC),
Claroideoglomus etunicatum (CE).

Em seguida as plantas foram cultivadas em casa de vegetagao
[interceptacdo de 30% da radiacdo ativa fotossintética, densidade méxima do
fluxo de fotons fotossintéticos (PPFD) = 1400 pmol-m ?-s ] (Campos dos
Goytacazes, Rio de Janeiro, Brasil, Latitude: 21° 45 15" S, longitude: 41° 19 28"
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W), por 90 dias. As plantas foram regadas, duas vezes por semana, com solugéo
de Clark (Yforca), pH 5,5-5,6 (Clark, 1975). Todas as andlises foram realizadas

90 dias ap0s a inoculacao.

4.2. Obtencédo do fungo micorrizico arbuscular e parametros de crescimento

das plantas

Os fungos Rhizophagus clarus, Acaulospora colombiana e
Claroideoglomus etunicatum foram obtidos da Colecéo Internacional de Culturas
de Glomeromycota — (CICG). Das plantas coletadas foram determinadas as
seguintes caracteristicas: a altura da parte aérea e 0 comprimento da raiz, com
auxilio de uma régua graduada; o diametro do caule, por meio de um paquimetro
manual modelo ZAAS Precision, mantendo sempre a mesma posi¢ao; o volume
da raiz, com o auxilio de uma proveta, em que observou-se o deslocamento da
agua; e 0 peso seco da parte aérea e da raiz, na qual o material vegetal foi seco
em estufa a 60 °C por 72 horas e, posteriormente, pesado na balanca modelo BP
210 S.

4.3. Determinacao da taxa de colonizacdo micorrizica

A colonizacgéo fungica foi realizada de acordo com o protocolo proposto
de Phillips e Hayman (1970), mas com adaptacfes. As raizes de plantas de arroz
WT e AVP1OX, inoculadas ou ndo com os fungos Rhizophagus clarus,
Acaulospora colombiana e Claroideoglomus etunicatum, foram clarificadas em
solucéo de KOH a 10% por 60 minutos, depois foram lavadas em agua destilada
e coradas com azul de tripano a 0,02% por 5 minutos, e novamente lavadas com
agua destilada.

Vinte segmentos de raiz de 1lcm de comprimento foram escolhidos
aleatoriamente de cada tratamento e observados em microscopio Optico Axioplan
ZEISS (Carls Zeiss, Jena, Germany), adaptado com camera digital AxioCam
MRc5 para captura de imagens, e software AxioVisionLE verséo 4.8 (Carls Zeiss,

Jena, Germany), para analise das imagens.
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A distribuicdo de hifas, esporos, vesiculas e arblsculos no cortex
radicular, foi tomada como um indice de colonizagcdo. A porcentagem de
colonizacéo foi determinada usando a seguinte férmula: colonizacdo da raiz (%)
[(ndmero de segmentos colonizados / nimero total de segmentos observados) x
100].

4.4. Trocas gasosas

Para as medidas de trocas gasosas foi utilizado um analisador de CO, no
infravermelho IRGA portatil, de circuito aberto, modelo CIRAS-2 (Portable
Photosynthesis Systems, Hitchin, Hertfordshire, UK - LCA). Quatro folhas dos dois
genatipos de arroz WT e AVP10OX foram clipeadas com o auxilio de uma cuveta
Parkinson, com 2,5 cm? de &rea foliar conectada ao CIRAS-2. Luz artificial
saturante, umidade e concentracdo de CO, foram ajustadas para 2000 pmol m? s
! de fétons, 80% e 375 ppm, respectivamente.

Os seguintes parametros foram avaliados: assimilacdo de carbono (A:
umol m? s™), condutancia estomatica (gs: pmol m? s™?), taxa de transpiracéo (E:
umol m? s™), concentracdo interna de carbono (Ci: mol m? s?), eficiéncia

intrinseca do uso da agua (IWUE: A/ g ;) e razao interna/ externa de CO; (Ci/C,).

4.5. Microscopia Optica - (MO)

Para a realizacdo das analises histomorfologicas, as raizes de plantas de
arroz WT e AVP1OX, inoculadas ou ndo com os fungos Rhizophagus clarus,
Acaulospora colombiana e Claroideoglomus etunicatum, foram fixadas em
solucéo de glutaraldeido 2,5%, paraformaldeido 4,0% e tamp&o cacodilato 0,1 M,
por 2 horas. Em seguida foram feitas trés lavagens de 1 hora, com tampao
cacodilato 0,1 M. Foram pés-fixadas por 1 hora, protegidas da luz, com tetroxido
de 6smio 1% e tampdao cacodilato 0,1 M. Em seguida, foram lavadas 3 vezes em
tampdo cacodilato 0,1 M, durante 1 hora cada etapa. Posteriormente, as raizes
foram desidratadas em séries crescentes de acetona: 30%, 50%, 70%, 90% e
100%, e 100% super seca 2 vezes, durante 1 hora cada etapa. Para a infiltracdo
em resina foi utilizada uma mistura de acetona/EPON®, na proporgéo de 3:1, 2:1,
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1:1, 1:2, 1:3 e EPON puro, por 8 horas cada troca. Posteriormente as amostras
foram embebidas em EPON puro, colocadas em moldes de silicone e
polimerizada por 48 horas a 60 °C. Os blocos polimerizados foram seccionados
em ultramicrétomo Reichert Ultracult S, e os cortes foram corados com solucéo
aguosa de azul de toluidina (1,0%). As amostras foram observadas em
microscépio Optico Axioplan ZEISS (Carls Zeiss, Jena, Germany), adaptado com
camera digital AxioCam MRc5 para captura de imagens, e software AxioVisionLE

versao 4.8 (Carls Zeiss, Jena, Germany), para analise das imagens.

4.6. Analise estatistica dos dados

O experimento foi realizado no delineamento experimental inteiramente
casualizado (DIC), composto de dois genoétipos (WT e AVP10OX) e quatro
tratamentos microbiolégicos (Controle ndo inoculado, RC, AC, CE) com 5
repeticbes cada. Os dados de todas as analises foram submetidos a uma analise
de variancia (ANOVA), e a diferenca entre os tratamentos foram avaliadas através
do teste de Tukey, a um nivel de 5% de probabilidade. Todas as andlises foram

realizadas usando o programa GraphPad Prism 7.0.
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5. RESULTADOS

5.1- Respostas no Crescimento

As plantas WT inoculadas com os FMAs R. clarus, A. colombiana e C.
etunicatum apresentaram aumentos significativos de 21,91%, 21,37% e 33%,
respectivamente, na altura da parte aérea em relacdo ao seu respectivo controle
(P=0,0015; P=0,0020; P=0,0001, Figura 4A). Por outro lado, as plantas com
super-expressao da V-PPase (AVP10OX), apresentaram um aumento significativo
de 17,95% nesse parametro, quando foram inoculadas com o FMA A. colombiana
comparado com seu respectivo controle (P=0,0007; Figura 4A).

Em relacdo a massa seca da parte aérea, as plantas WT inoculadas com
os FMAs R. clarus e C. etunicatum apresentaram aumentos significativos de
46,83% e 61,33%, respectivamente, em comparacéo ao seu controle (P= 0,0092,
P= 0,0007, respectivamente; Figura 4B). J& as plantas com super-expressao da
V-PPase (AVP10OX) apresentaram um aumento significativo de 33,95% nesse
parametro, quando inoculadas com o FMA A. colombiana, em relacdo ao
tratamento ndo inoculado (P= 0,0051; Figura 4B).

O diametro do colo teve um aumento significativo em plantas WT
inoculadas com os FMAs R. clarus de 44,89%, A. colombiana de 20,83% e C.
etunicatum de 33,14%, em relacdo ao seu respectivo controle (P=0,0001,
P=0,0438, P=0,0002, respectivamente; Figura 4C). As plantas com super-
expressdo da V-PPase (AVP1OX), inoculadas com os FMAs R. clarus, A.
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colombiana e C. etunicatum, ndo apresentaram diferencas significativas nesse
parametro, quando comparado com seu respectivo controle (Figura 4C).

Em relacdo ao comprimento da raiz, as plantas WT apresentaram um
aumento significativo de 27,35% quando inoculadas com o FMA R. clarus, em
comparacao ao seu respectivo tratamento nao inoculado (P=0,0094; Figura 5A).
Ja as plantas com super-expressdo da V-PPase (AVP1OX) apresentaram um
aumento significativo nesse parametro, quando inoculada com o FMA A.
colombiana (Figura 5A).

As plantas WT inoculadas com o FMA C. etunicatum apresentaram um
aumento significativo de 69,11% no volume da raiz, em relagdo seu respectivo
controle (P=0,0029; Figura 5B). As plantas com super-expressdao da V-PPase
(AVP1OX) inoculadas com os FMAs R. clarus, A. colombiana e C. etunicatum,
nao apresentaram diferencas significativas nesse parametro, quando comparado
com os tratamentos nao inoculados (Figura 5B).

Em relacdo a massa seca da raiz, tanto as plantas WT quanto para
aguelas com super-expressao da V-PPase (AVP10X), quando inoculadas com o0s
FMAs R. clarus, A. colombiana e C. etunicatum, ndo apresentaram diferencas
significativas nesses parametros, quando comparados com seus respectivos

controles néo inoculados (Figura 5C).
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Figura 4. Altura da parte aérea (A); massa seca da parte aérea (B), diametro do colo (C)
de folhas de arroz (WT) e com super-expressao da V-PPase (AVP10OX), aos 90 dias ap06s
a inoculagéo ou ndo com os FMAs R. clarus, A. colombiana, C. etunicatum. Para cada
gendtipo de arroz (WT ou AVP), as médias de P maior que 0.05, em diferentes condi¢bes
de inoculacdo (Controle, R. clarus, A. colombiana, C. etunicatum), ndo diferem entre si
pelo teste Tukey a 5% de probabilidade (n=4). Para cada condicdo de inoculacdo
(Controle, R. clarus, A. colombiana, C. etunicatum) médias seguidas de uma mesma
letra, no mesmo gendtipo, ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade

(n=4).
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Figura 5. Comprimento da raiz (A); volume da raiz (B); massa seca da raiz (C) de folhas
de arroz (WT) e com super-expressdo da V-PPase (AVP10OX), aos 90 dias apés a
inoculagdo ou ndo com os FMAs R. clarus, A. colombiana, C. etunicatum. Para cada
gendtipo de arroz (WT ou AVP), as médias de P maior que 0.05, em diferentes condi¢bes
de inoculacdo (Controle, R. clarus, A. colombiana, C. etunicatum), ndo diferem entre si
pelo teste Tukey a 5% de probabilidade (n=4). Para cada condicdo de inoculacdo
(Controle, R. clarus, A. colombiana, C. etunicatum) médias seguidas de uma mesma
letra, no mesmo gendtipo, ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade
(n=4).
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5.2 - Porcentagem de Colonizagdo Micorrizica

A porcentagem de colonizacdo das raizes de arroz WT e com super-
expressao da V-PPase (AVP10OX), aos 90 dias apds a inoculacdo com os FMAs
R. clarus, A. colombiana e C. etunicatum, ndo apresentaram diferencas
significativas entre os gendétipos (Figura 6).

As raizes de plantas WT e com super-expressao da V-PPase (AVP10OX),
sem inoculagdo dos FMAs R. clarus, A. colombiana e C. etunicatum, n&o

apresentaram valores de colonizacdo micorrizica consideraveis.
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Figura 6. Porcentagem de colonizacdo micorrizica em plantas de arroz (WT) e com
super-expresséo da V-PPase (AVP10OX), aos 90 dias apoés a inoculacdo com os FMAs R.
clarus, A. colombiana, C. etunicatum. Para cada genétipo de arroz (WT ou AVP), as
médias de P maior que 0.05 em diferentes condi¢des de inoculagédo (Controle, R. clarus,
A. colombiana, C. etunicatum), ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade (n=4). Para cada condicdo de inoculacdo (Controle, R. clarus, A.
colombiana, C. etunicatum) médias seguidas de uma mesma letra, no mesmo genétipo,
nao diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade (n=4).
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Controle (A), AVP Controle (B), WT inoculada com R. clarus (C), AVP inoculada com R.
clarus (D), WT inoculada com A. colombiana (E), AVP inoculada com A. colombiana (F),
WT inoculada com C. etunicatum (G), AVP inoculada com C. etunicatum (H). As raizes
colonizadas mostram a presenca de hifas (seta vermelha), esporos (seta preta), vesiculas
(seta branca) e arblsculos (seta amarela). As raizes foram coradas em azul de tripano a
0,02%.
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Figura 8. Micrografia representativa da colonizacdo fungica em raizes de arroz WT
Controle (A), AVP Controle (B), WT inoculada com R. clarus (C), AVP inoculada com R.
clarus (D), WT inoculada com A. colombiana (E), AVP inoculada com A. colombiana (F),
WT inoculada com C. etunicatum (G), AVP inoculada com C. etunicatum (H). As raizes
colonizadas mostram a presenca de hifas (seta vermelha), esporos (seta preta) e
arbusculos (seta amarela). As raizes foram coradas em azul de tripano a 0,02%.
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Figura 9. Micrografia representativa da colonizacdo fungica em raizes de arroz WT
Controle (A), AVP Controle (B), WT inoculada com R. clarus (C), AVP inoculada com R.
clarus (D), WT inoculada com A. colombiana (E), AVP inoculada com A. colombiana (F),
WT inoculada com C. etunicatum (G), AVP inoculada com C. etunicatum (H). As raizes
foram fixadas em solucdo de glutaraldeido 2,5%, paraformaldeido 4,0% e tampao

cacodilato 0,1 M.
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Figura 10. Micrografia representativa da colonizacdo fungica em raizes de arroz WT
Controle (A), AVP Controle (B), WT inoculada com R. clarus (C), AVP inoculada com R.
clarus (D), WT inoculada com A. colombiana (E), AVP inoculada com A. colombiana (F),
WT inoculada com C. etunicatum (G), AVP inoculada com C. etunicatum (H). As raizes
foram fixadas em solucdo de glutaraldeido 2,5%, paraformaldeido 4,0% e tampao
cacodilato 0,1 M.
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5.3 - Assimilac&o de Carbono e Eficiéncia no Uso da Agua

Na parte ecofisioldgica foram analisados os parametros de capacidade de
assimilacdo de carbono (A: pmol m? s™), condutancia estomatica (gs: pmol m™
s'), taxa de transpiracdo (E: umol m? s™), concentracéo interna de carbono (Ci:
mol m? s™), eficiéncia intrinseca do uso da 4gua ((\WUE: A/ g ) e razdo interna/
externa de CO; (Ci/C,) (Figura 11 e 12).

No que diz respeito ao parametro A, as plantas WT quando inoculadas
com o FMA R. clarus apresentaram aumento significativo de 792,46%, em relacéo
seu respectivo controle (P=0,0084). Além disso, as plantas inoculadas com os
FMAs A. colombiana e C. etunicatum também apresentaram significativos
incrementos, quando comparados com as plantas WT néo inoculadas (Figura
11A). Ja as plantas com super-expresséo da V-PPase (AVP10OX), inoculadas com
o FMA R. clarus, apresentaram uma diminui¢do significativa de 61,65%), quando
comparado ao seu respectivo controle (P=0,0232). No entanto, a inoculacdo com
A. colombiana e C. etunicatum nao apresentaram diferencas significativas em
relacdo ao seu respectivo controle, no parametro analisado (Figura 11A).

Em relacdo a Gs e E, tanto as plantas WT quanto as que apresentam
super-expressédo da V-PPase (AVP1OX), quando inoculadas com os FMAs R.
clarus, A. colombiana e C. etunicatum, ndo apresentaram diferencas significativas
nesses parametros, quando comparados aos seus respectivos controles nao
inoculados (Figura 11B e C).

Em plantas WT, o parametro de Ci encontrado no tratamento inoculado
com o FMA R. clarus, foi inferior ao respectivo tratamento ndo inoculado (P=
0,0255; Figura 12A). Por outro lado, em plantas com super-expressdo da V-
PPase (AVP10OX), esse parametro apresentou incrementos mais significativos
quando as plantas foram inoculadas com os FMAs R. clarus e A. colombiana, em
relacdo ao respectivo controle (Figura 12A).

A IWUE teve um aumento significativo em plantas WT inoculadas com os
FMAs, sendo: R. clarus de 591,61%; A. colombiana de 516,19%, e; C. etunicatum
de 432,51%, em relagdo ao controle (P=0,0041, P=0,0096 e P=0,0268,
respectivamente; Figura 12B). As plantas com super-expressdo da V-PPase
(AVP1OX) apresentaram significativo incremento quando inoculada com C

etunicatum, comparado ao seu respectivo controle ndo inoculado (Figura 12B).



29

Em plantas WT, o parametro de Cij/C, nos tratamentos inoculados com o
FMA R. clarus, foram inferiores em comparacdo ao respectivo tratamento nao
inoculado (P=0,0298; Figura 12C). Por outro lado, em plantas com super-
expressdo da V-PPase (AVP1OX), inoculadas com os FMAs R. clarus e A.
colombiana, apresentaram significativos incrementos nesse parametro, quando

comparados com seu respectivo controle (Figura 12C).
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Figura 11. Assimilacdo de carbono (A) (A); condutancia estomética (gs) (B); transpiragédo
(E) (C) de folhas de arroz (WT) e com super-expressao da V-PPase (AVP10X), aos 90
dias apds a inoculacdo ou ndo com os FMAs R. clarus, A. colombiana, C. etunicatum.
Para cada gendtipo de arroz (WT ou AVP), as médias de P maior que 0.05 em diferentes
condicBes de inoculacéo (Controle, R. clarus, A. colombiana, C. etunicatum), ndo diferem
entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade (n=4). Para cada condi¢do de inoculacéo
(Controle, R. clarus, A. colombiana, C. etunicatum) médias seguidas de uma mesma
letra, no mesmo gendétipo, nao diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade

(n=4).
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Figura 12. Concentracdo interna de carbono (Ci) (A); eficiéncia no uso d’agua (i\WUE)
(B); razéo interna/ externa de CO, (Ci/C,) (C) de folhas de arroz (WT) e com super-
expressao da V-PPase (AVP10X), aos 90 dias apés a inoculacdo com os FMAs R.
clarus, A. colombiana, C. etunicatum. Para cada genétipo de arroz (WT ou AVP), as
médias de P maior que 0.05 em diferentes condi¢des de inoculagdo (Controle, R. clarus,
A. colombiana, C. etunicatum), ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade (n=4). Para cada condicdo de inoculacdo (Controle, R. clarus, A.
colombiana, C. etunicatum) médias seguidas de uma mesma letra, no mesmo gendétipo,

néo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade (n=4).
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6. DISCUSSAO

A associacdo entre os FMas e as raizes das plantas € considerada
primordial para evolucdo das plantas terrestres (Smith e Read, 2008; Bonfante e
Genre, 2010). Os FMAs promovem beneficios como: aumento do crescimento, da
assimilacdo de nutrientes, da fotossintese, e a adaptabilidade e resisténcia em
situacdes de estresses bidticos e abidticos nas plantas hospedeiras, aprimorando
a produtividade agricola de forma sustentavel (Genre et al., 2005; Smith e Read,
2008; Zuccaro et al., 2014; Liu et al., 2014; Cavagnaro et al., 2015; Jeong et al.,
2015; Liu et al., 2016; Bernaola et al., 2018).

Nesse mesmo contexto, as plantas transgénicas super-expressando a V-
PPase foram reconhecidas como relevantes para a producdo agricola, por
propiciarem o crescimento e a producdo de plantas, como arroz, algodédo e
tomate, facilitando sua absorcdo de agua e sobrevivéncia em solos com baixo
potencial hidrico (Park et al., 2005; Zhao et al., 2006; Pasapula et al., 2011).

No entanto, a utilizacdo de FMAs com as plantas transgénicas, ainda
permanece como um grande desafio, pois alguns cientistas apontam que essas
plantas, geneticamente modificadas, podem prejudicar a assembleia de
microrganismos e consequentemente sua colonizagdo, entretanto outros
pesquisadores expdem que essas plantas nao influenciam na assembleia de
microrganismos, existindo uma controvérsia em relacdo ao assunto (Azevedo e
Araujo, 2003; Meyer et al., 2013; Cheeke et al., 2013; Liang et al., 2015; Guan et
al., 2016).
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No presente estudo, foi analisado o processo de colonizagdo de plantas
de arroz (Oryza sativa L.) WT e AVP10OX pelos FMAs Rhizophagus clarus,
Acaulospora colombiana, Claroideoglomus etunicatum e 0S sSeus respectivos
efeitos sobre as respostas morfologicas e ecofisioldgicas das plantas.

Observou-se neste estudo que as plantas WT inoculadas com os FMAs
R. clarus, A. colombiana e C. etunicatum, e as plantas AVP inoculadas com o0s
FMAs R. clarus e A. colombiana, apresentaram incrementos significativos em
termos de altura da parte aérea, em comparacéo aos tratamentos ndo inoculados.
Também foi demonstrado que tanto as plantas WT, quanto as plantas AVP,
inoculadas com esses trés FMAS, obtiveram incrementos significativos na massa
seca da parte aérea, em comparacdo aos respectivos controles. Em estudo
realizado por Bertolazi et al. (2019), utilizou-se esses mesmos genoétipos e
também foram observadas respostas significativas em relacdo a esses dois
parametros quando as plantas foram inoculadas com o fungo endofitico P. indica,
em comparacao aos tratamentos nao inoculados.

Porcel et al. (2015) verificaram que plantas de arroz inoculadas com o
FMA Glomus etunicatum, também apresentaram aumentos significativos na
massa seca da parte aérea em relacdo ao tratamento ndo inoculado, quando
foram expostas ao estresse salino. O mesmo resultado ocorreu nas plantas nao
estressadas, semelhante ao constatado nesse trabalho. Observou-se a partir
destes resultados que o acumulo de biomassa esta relacionado ao desempenho
fotossintético das plantas (Chen et al., 2017).

De acordo com Oliveira et al. (2019), plantas de Piper aduncum
inoculadas com os FMAs R. clarus e C. etunicatum apresentaram um incremento
significativo na altura e no comprimento da raiz, aos 30 e 90 dias apés a
inoculacdo, quando comparadas com as plantas controle. Estes dados
corroboram os resultados obtidos neste trabalho, uma vez que as plantas WT
inoculadas com esses mesmos FMAs apresentaram um aumento significativo na
altura da parte aérea e no comprimento da raiz, em relagdo ao tratamento ndo
inoculado.

Chen et al. (2017) realizaram um estudo utilizando trés composi¢des
fungicas micorrizas arbusculares, foram elas: VT (Claroideoglomus sp.,
Funneliformis sp., Diversispora sp., Glomus sp., e Rhizophagus sp.), BF

(intraradicios Glomus, G. microageregatum BEG e G. Claroideum BEG 210) e Fm
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(Funneliformis mosseae), todas inoculadas em mudas de pepinos. Os autores
observaram um aumento significativo na altura da planta e no diametro do caule,
aos 53 dias apos a inoculagcdo com VT em 55,79% e 33,80%; seguidos por BF em
26,02% e 14,81%; e por Fm em 22,46% e 11,81%, respectivamente, quando
comparados ao controle. No presente estudo também foi observado um aumento
na altura da parte aérea no genétipo WT inoculado com os FMAs R. clarus, A.
colombiana e C. etunicatum, e no gendtipo AVP inoculados com os FMAs R.
clarus e A. colombiana. No didmetro do colo houve um incremento significativo
nas plantas WT inoculadas com os FMAs R. clarus e C. etunicatum.

Segundo Zhang et al. (2016), as plantas Robinia pseudoacacia L.
(gafanhoto preto) inoculadas com os FMAs Rhizophagus irregularis e Glomus
versiforme apresentaram um aumento sgnificativo no comprimento e no volume
da raiz, quando comparadas ao tratamento nao inoculado. No presente trabalho,
observou-se que as plantas WT inoculadas com os trés FMAs e as plantas AVP
inocoladas com o FMA A. colombiana, obtiveram aumentos sgnificativos no
comprimento da raiz, em comparacao aos respectivos controles. O gendtipo WT
também teve aumentos sgnificaticos no volume da raiz quando inoculado com os
FMAs R. clarus e C. etunicatum, em relacédo ao respectivo controle.

A partir dos dados obtidos neste estudo observou-se que as plantas WT
inoculadas com os trés FMAs apresentaram aumentos significativos na altura da
parte aérea e no comprimento da raiz, em comparacdo com o tratamento nao
inoculado. Allah et al. (2015) mostraram que plantas de Sesbania Sesban
inoculadas com FMASs, apresentaram incrementos sgnificativos nesses mesmos
parametros, em relacdo ao tratamento nao inoculado, porém, o estudo dos
autores foi conduzido em condicfes de estresse salino.

O aumento na assimilagdo de nutrientes induzido pelos FMAs estimula
varias enzimas e metabdlitos, como as giberalina e auxinas, que sdo hormonios
presentes na regulacdo do crescimento das plantas, tanto em condi¢cées normais,
guanto em condic¢des de estresse (Yuan et al., 2010; Allah et al., 2015).

No presente trabalho observou-se que as raizes de arroz WT e AVP
inoculadas com os FMAs R. clarus, A. colombiana e C. etunicatum, nao
apresentaram diferencas significativas entre os genoétipos. Souza (2016) também
demonstrou que esses mesmos genotipos ndo apresentaram diferencas

significativas entre eles, quando foram inoculados com o FMA S. heterogama.
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Liang et al. (2015) realizaram um estudo utilizando uma soja transgénica
(ZD91) com alto teor de metionina, e constataram que a transgenia nao afetou a
comunidade de FMA. Estes resultados corroboram os dados do presente
trabalho, onde também se verificou que a transgenia nao influenciou na
colonizacgéo dos trés FMAs.

Bernaola et al. (2018) realizaram um estudo no Sul dos Estados Unidos,
incluindo Texas, Mississippi, Arkansas e duas estacdes de pesquisa na Louisiana,
durante trés anos, e observaram que as raizes de arroz foram colonizadas de
forma natural pelos FMAs presentes nesses locais de estudo, e apresentaram
hifas, arbusculos e vesiculas, que sdo estruturas tipicas dessa simbiose. Essas
estruturas micorrizicas nas raizes de arroz WT e AVP, também foram observadas
no presente trabalho, apos a inoculagdo com os trés FMAs.

Oliveira et al. (2019) demonstraram, através de analise microscopica, que
plantas de Piper aduncum inoculadas com os FMAs R. clarus e C. etunicatum
apresentaram hifas, arbusculos e vesiculas, o que corrobora os resultados obtidos
neste trabalho, onde também foram observadas essas mesmas estruturas
micorrizicas, quando as plantas WT e AVP foram inoculadas com esses mesmos
FMAs. A presencga dessas estruturas micorrizicas nas raizes das plantas indicam
colonizacdo, e €& através dos arbusculos que ocorrem a transferéncia de
nutrientes do fungo para a planta e a transferéncia de carboidratos da planta para
o fungo (Genre et al., 2011). As vesiculas sao globulares ou elipticas e servem
como estruturas de reserva para o fungo, pois armazenam lipidios e glicogénio
(Smith e Read, 2008).

Bertolazi et al. (2019) analisaram o parametro de assimilacdo de carbono
de plantas WT e AVP inoculadas com o fungo endofitico P. indica, e mostraram
que esses dois gendtipos foram significativos em relacdo aos respectivos
tratamentos n&o inoculados. O mesmo foi observado neste trabalho, onde as
plantas WT inoculadas com os FMAs R. clarus, A. colombiana e C. etunicatum, e
as plantas AVP inoculadas com os FMAs A. colombiana e C. etunicatum,
obtiveram incrementos significativos na assimilacdo de carbono, quando
comparados com 0S seus respectivos controles. Esse parametro também foi
analisado por Souza (2016), que verificou aumentos significativos nas plantas WT

e AVP inoculadas com o FMA Scutellospora heterogama.
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Porcel et al. (2015) observaram que plantas de arroz inoculadas com o
FMA Glomus etunicatum, em condi¢cdes de estresse salino (NaCl 150 mM) e até
mesmo em condicdes normais, apresentaram aumentos significativos nos
parametros de assimilacdo de carbono, condutancia estomatica e taxa de
transpiragéo, corroborando os resultados demonstrados no presente estudo.

Nesse trabalho constatou-se que a eficiéncia intrinseca do uso da agua
foi significativamente superior nas plantas WT inoculadas com os trés FMAS, e
nas plantas AVP quando inoculadas com o FMA C. etunicatum, em relacdo as
plantas dos dois gendtipos ndo inoculadas. Em outro trabalho foi observado um
aumento nesse parametro tanto nas plantas WT como nas plantas AVP,
inoculadas com o fungo endofitico P. indica (Bertolazi et al., 2019).

Pressupbe-se que este aumento nas trocas gasosas das plantas
inoculadas com os FMAs, ocorrem devido ao aumento na assimilacdo de
nutrientes, alteracdes nos niveis hormonais das plantas hospedeiras e maior
eficiéncia na aquisicdo de agua (Ebel et al.,1997; Goicoechea et al., 1997; Sheng
et al., 2008; Ruiz-Lozano e Aroca, 2010), promovendo o aumento fotossintético

destas plantas (Birhane et al., 2012).
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7. RESUMO E CONCLUSOES

Os dados obtidos a partir do presente trabalho demonstram que as
interacbes simbidticas podem promover o crescimento e o0 desempenho
fotossintético das plantas WT e, principalmente, das plantas AVP10X, que foram
mais eficientes quando comparadas com as plantas WT. Entretanto, as plantas
AVP10OX quando inoculadas com o FMA R. clarus tiveram inibicbes nos
parametros fotossintéticos, demonstrando que espécies diferentes de FMAs
promovem respostas distintas em plantas de arroz, existindo graus de
especificidade para cada fungo. Estes resultados demonstram que sao
necessarios estudos complementares, para entender melhor os mecanismos e as
vias regulatérias subjacentes a colonizacao das plantas AVP1, e seus respectivos
efeitos nos parametros ecofisiolégicos. O mesmo ocorre em relacdo a importancia

de estudos complementares também sobre o sinergismo entre os FMAs.
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