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RESUMO

OLIMPIO, Gessane Abreu, M.Sc., Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro. Abril de 2019. Analise do crescimento, nutricdo e fisioldgica de
plantas de milho (Zea mays L.) inoculadas com Claroideoglomus etunicatum.
Orientador: Prof. Alessandro Coutinho Ramos.

Ha uma crescente busca por alternativas que propiciem uma agricultura
sustentavel. O uso de micro-organismos simbiontes vem sendo estudado como
uma possivel alternativa que possa suprir as necessidades da cultura fornecendo
menor impacto ao meio ambiente. Com isso, objetivou-se com este trabalho
analisar o efeito da Claroideoglomus etunicatum sobre o crescimento, nutricdo e
fisiologia de plantas de milho. O experimento foi conduzido em casa de vegetacao
na UENF, Campos dos Goytacazes-RJ. A inoculagcdo das plantas com FMA,
Claroeidoglomus etunicatum foram realizadas no plantio, aplicando-se 10 g do
inoculo a trés cm abaixo da superficie do substrato. As plantas ndo inoculadas
receberam a quantidade equivalente ao inoculante, porém com o substrato. Com
15 dias apo6s o plantio as plantas de milho foram transferidas para vasos (2,5 L),
mantendo o substrato proximo a capacidade campo. No final do experimento
foram avaliados os parametros de crescimento das plantas, colonizacdo e
dependéncia micorrizica, trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a e o teor de
nutrientes nas plantas. A realizar a comparacdo € possivel identificar que as
plantas micorrizadas apresentaram maior e significativo (P < 0,0001) crescimento
guando comparadas as plantas do tratamento controle (ndo inoculadas). Em

termos dos parametros da taxa fotossintética liquida (A) (p = 0,0261), condutancia
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estomatica ao vapor de agua (gs) (p = 0,0465) e taxa transpiratéria (E) (p =
0,0201) houve diferenca significativa em todos o0s parametros quando
comparadas ao tratamento controle. A inoculagdo com Claroideoglomus
etunicatum proporcionou as plantas de milho incrementos nos parametros de
crescimento em relag&o ao controle, tornando-se mais tolerantes as adversidades

do meio ambiente em que se encontravam.
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ABSTRACT

OLIMPIO, Gessane Abreu, M.Sc., Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro. April, 2019. Growth, nutrition and physiological analysis of maiz
plants (Zea mays L.) inoculated with Claroideoglomus etunicatum. Advisor:
Professor Alessandro Coutinho Ramos.

There is a growing search for alternatives that foster sustainable agriculture. The
use of symbiotic microorganisms has been studied as an alternative alternative so
that the needs of the crop are smaller than the environmental impact. The
objective of this study was to analyze the effect of arbuscular mycorrhization of
Claroeidoglomus etunicatum on the growth, nutrition and physiology of corn
plants. The experiment was conducted in a greenhouse at the UENF, Campos dos
Goytacazes, Rio de Janeiro State, Brazil. Plant innovation with FMA,
Claroeidoglomus etunicatum went ahead in planting, applying 10 g of the inoculum
to 3 cm below the surface of the substrate. The uninoculated plants received an
amount equivalent to the inoculant, but with the substrate. With 15 days after
planting as wheat plants for pots (2.5 L), keeping the substrate close to the field
capacity. At the end of the experiment, the determinants of plant growth,
colonization and mycorrhizal dependence, gas exchange, chlorophyll fluorescence
and nutrient content were evaluated. An attempt to compare it is possible to
identify how mycorrhizal plants are larger and significant (P < 0.0001) when
compared to control (non-inoculated) control plants. The terms of the liquid
photosynthetic parameters (A) (p = 0.0261), stomatal conductance to water vapor
(gs) (p = 0.0465) and transpiratory rate (E) (p = 0.0201) were different from those
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in all criteria when compared to the control treatment. An inoculation with
Claroideoglomus etunicatum as corn plants increased the growth parameters in

relation to the control, becoming more tolerant as adversities of the environment in

which they were found.
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1. INTRODUCAO

Segundo a ONU estima-se uma populacédo de 9 bilhées em 2050 e um
dos grandes desafios é desenvolver tecnologias que possam ser opc¢les
sustentaveis para producdo de alimentos (Searchinger et al., 2014). Isso porque
de fato, atividades aplicadas na agricultura tais como mecanizagdo, manejo da
cultura e demais praticas das culturais acabam modificando os componentes
fisicos, quimicos e bioldégicos do solo (Carrenho et al.,, 2010), e com uso
recorrente dessas praticas acaba-se tendo uma degradacdo de componentes
naturais do solo.

As plantas dependem de seus sistemas radiculares para obter agua e os
nutrientes que € primordial a sua sobrevivéncia e para sua produtividade e
qualidade nutricional na agricultura (Bertolazi et al., 2018). Mas para isto a
fertilidade ideal indispenséavel para um sistema de agricultura sustentavel. Assim,
presenca de micro-organismos na regido rizosférica que tornem 0S recursos
dindmicos disponiveis para as plantas e conservam a fertiidade do solo é
fundamental e para isso, praticas agronémicas que sustentam a presenca e a
atividade do FMAs permitiria 0 aumento da producéo de plantas em agricultura
sustentavel (Priyadharsini e Muthukuma, 2014).

Sendo assim, na intencdo de estabelecer uma agricultura sustentavel que
diminua danos causados ao meio ambiente, 0s micro-organismos que favorecem
0 crescimento vem se tornando uma opc¢ao (Berg, 2009; Martinez-Medina et al.,

2014). Os fungos conhecidos como micorrizicos arbusculares (FMAS) tem uma



origem estimada ha mais de 400 milhdes de anos (INVAM, 2012). Os FMA
contribuem especialmente para o crescimento e o estado nutricional da planta,
através do aumento da area de absorcao pelo extenso micélio que se forma pelo
solo e contribui na absorcao de nutrientes de baixa disponibilidade, especialmente
o fosforo (Yao et al., 2008). Além de promover o beneficio de tolerancia a
determinadas doencas (Smith e Read, 2008) e a demais estresses bibticos e
abidticos (Moreira e Siqueira, 2006). As micorrizas sado simbioses complexas
formadas por varios componentes (fungo, planta e solo) que tem fortes inter-
relagcdes que vai determinar a taxa de colonizagdo, e os resultados e fungdes da
simbiose para plantas e ecossistemas (Bertolazi et al., 2018).

Nesse contexto a hipétese dessa pesquisa foi que a simbiose micorrizica
promove eficiente melhoria nas plantas de milho referentes a formacdo e ao
desenvolvimento, modificando respostas morfologicas e fisiologicas referente a
simbiose estabelecida quando em comparacdo a planta ndo inoculadas com
Claroideoglomus entunicatum. Assim, o objetivo deste trabalho foi demonstrar a
relacdo fungo-planta visando novas estratégias para o aumento da produtividade

de culturas de interesse econdmico.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Cultura do milho

O Brasil € o terceiro maior produtor mundial de milho, a producéo
brasileira no ano-safra de 2017/18 foi de aproximadamente 82 milhdes de
toneladas de gréos, o pais destaca-se como segundo maior exportador mundial
de milho, onde obteve uma participacdo média de 8,09% na oferta mundial desse
produto (entre os anos-safra 2007/08 a 16/17) superado apenas pelos Estados
Unidos (~35%) e pela China (~21%) (CONAB, 2018). Essa cultura também é
muito cultivada como meio de fonte de renda por produtores rurais de pequenas
areas que possui menos tecnologia o que faz com que ela exerca o papel de
elevada importancia devido ao aspecto social (EMBRAPA, 2002).

Pertencente a familia Poaceae, o milho é uma espécie anual com amplo
cultivo destinado a producdo de graos utilizados para varios fins, tais como
alimentacdo humana, alimentacdo animal e produtos industriais (Magalhaes,
2009). E uma espécie de origem tropical com ciclo vegetativo variando entre 110
e 180 dias de acordo com a caracteristica do genétipo, a temperatura ideal do
solo para ocorréncia de germinacao e emergéncia deve ser entre 25°C e 30°, as
temperaturas inferiores a 10°C e superiores a 42°C ja prejudicam a germinagao.
Com relagéao ao rendimento do milho pode se ter uma redugéo a partir de 35°C,
alteracdo na composicéo proteica dos graos, devido a diminuicdo da redutase do

nitrato interferindo assim no processo de formacdo do nitrogénio. Mas, uma



elevacéo na intensidade luminosa pode provocar um aumento no rendimento por
uma planta C4 o que confere alta produtividade biol6gica, o consumo de agua
qguando o clima esta quente e seco raramente excede 3 mm/dia se a planta tiver
até 30 cm de altura (Fancelli e Dourado Neto, 2000). As raizes sdo um importante
componente funcional e estrutural da planta, a maior parte das raizes est4 até 30
cm no solo, mas o comprimento do sistema radicular pode chegar até 3 metros
(Magalhaes et al., 1996).

Por ser uma cultura em que os problemas normalmente sdo causados por
estresse ambiental, o equilibrio nutricional das plantas e a demanda adequada de
nutrientes no solo potencializam a expresséo da capacidade produtiva, e ainda
diminuem as perdas no sistema de cultivo (Silva, 2018). A quantidade necessaria
de nutrientes para a planta é determinada pela quantidade de nutriente absorvido
0 que varia de acordo com a producédo que depende da variedade da espécie,
manejo da cultura e quanto desses nutrientes estdo disponiveis, etc (Bull e
Cantarella, 1993). Essa € uma cultura que exigente nutricionalmente em relacao
as demandas de nitrogénio, potassio, calcio, magnésio e fosforo (Coelho, 2010).
Os nutrientes apresentam quantidades de translocagao entre os tecidos do milho,
tendo uma escala de exportagcédo, o fosforo (77 a 86%), nitrogenio (70 a 77%),
enxofre (60%), mangnesio (47 a 69%), o potassio (26 a 43%) e calcio (3 a 7%)
(Cruz et al., 2008).

As exigéncias de nitrogénio variam de acordo com estagio de
desenvolvimento da planta sendo minimo no estagio inicial e com grande
aumento principalmente no florescimento, assim o percentual nos tecidos de
plantas jovens € maior que em outras fases, além de ser constituintes de
moléculas de proteinas, enzimas, coenzimas, acidos nucleicos e tem a importante
funcdo de integrante da molécula de clorofila (Bull e Cantarella,1993). A absor¢éo
do potassio € diferente em comparacao ao nitrogenio e fosforo, com absorcao em
maior nivel ocorrendo nos primeiros 30 a 40 dias de desenvolvimento, N e P o
maior periodo de absorcéo € entre o o periodo vegetativo e reprodutivo (Cruz et
al., 2008). Mesmo nao participando de nenhum composto dentro da planta, este
nutrinte € importante em processos bioquimicos da fotossintese e respiracao,
sendo um importante ativador de algumas enzimas relacionadas a assimilagao de
CO; e nitrogenio, sua deficiencia reflete na sobrevivencia da plantula por causar

problemas na emergencia (Bull e Cantarella, 1993) Apesar das exigéncias de



fésforo em quantidades inferiores de N e K, as doses recomendadas sao altas,
isso porque ha uma baixa eficiéncia (20 a 30%) no aproveitamento desse
nutriente pela cultura (Cruz et al.,, 2008). Uma das principais funcfes desse
nutriente € ser um integrante da molecula de ATP e atuar na captacdo e
tranferencia de energia captada pela luz da fotossintese, assim todos processos
metabolicos de forma direta ou indireta tem participacéo do fosforo e a deficiencia
desse nutrinte em fase inicial ird afetar a produtividade final.

Célcio € outro elemento muito importante por ter funcdo de formacao
parede celular, manutencéo da integridade da membrana plasmatica e absor¢éo
de ions apresentando como necessidade do bom crescimento da planta; E por fim
0 magnésio que tem como papel principal ser constituinte da molécula de clorofila
e com isso participa ativamente da fotossintese (Bull e Cantarella, 1993).
Referente a quantidade de micronutrintes demandada pelas culturas de milho
esta é muito pequena. Porem a deficiencia de alguns pode desordenar processos
metabolicos e ter efeito na reducdo de produtividade (Cruz et al., 2008). Com
base no que foi dito nos paragrafos anteriormente percebemos que € essencial
compreender o resultado dos estresses para obter produtividade compensadora
com produtos de alta qualidade e com menor impacto ao ambiente. Com as
crescentes mudancgas no aspecto social e politico vem se buscando cada vez
mais por sistemas agricolas mais sustentaveis que mantenham a producao e 0s

niveis de biodiversidade ecoldgica (Petit et al., 2011).

2.2. Associacao micorrizica

O termo micorriza foi proposto pelo botanico aleméo Albert Bernard Frank
no ano de 1885, do Grego “mikés” que é fungo, “rhiza” para raizes (Moreira e
Siqueira, 2006).

As micorrizas sdo uma associacdo de simbiose entre as raizes das
plantas e fungos especificos do solo, a planta é beneficiada pela absorcéo
eficiente de nutrientes minerais através do fungo e o fungo adquire
fontoassimilado a partir da planta hospedeira (Smith e Read, 2008).

Sado reconhecidos trés grupos principais de micorrizas (Smith e Read,
2008): As micorrizas arbusculares sdo as mais comuns, ocorrendo em cerca de

80% das plantas vasculares. A hifa do fungo penetra nas células corticais (inter e



intracelularmente) na raiz da planta, onde é formado estruturas como arbusculos
e vesiculas; A segunda mais comum S80 ectomicorrizas penetram
intercelularmente o coOrtex da raiz e formam a rede Hartig e também ocorre a
formacdo de manto fungico envolvendo a raiz; Por fim as orquidoides séao fungos
septados que colonizam intracelularmente as raizes havendo a formacao de
enrolados de hifas tipicas no interior da célula (Moreira e Siqueira, 2006).

A micorriza arbuscular, de ocorréncia mais comum, pertencem ao Filo
Glomeromycota, que se associam simbioticamente a espécies de Briofitas,
Pteridéfitas, Gimnospermas e Angiospermas (Cavalcante et al., 2009). Ao
reconhecer o FMA a planta entra em um estado de alerta ativando, vias de
sinalizacao e respostas em nivel de célula para organismo, onde as respostas de
pré-penetracdo abrem o caminho para a acomodacéao intracelular do simbionte
fungico (Genre e Bonfante, 2010). As hifas das FMAs formam apressoérios que
penetram nas células da epiderme na zona de diferenciacdo e alongamento, as
hifas se espalham tornando-se posteriormente intracelulares diferenciando-se em
arbasculos apo6s penetram no coértex de células radiculares, finalmente, em
vesiculas e esporos, existe também a formacdo de micélio fungico que pode
alcancar enorme comprimento (Souza et al., 2005, Smith e Read, 2008). Os
arbusculos sao estruturas que acontece no interior do cortex celular, com origem
nas hifas com o papel de troca de nutrientes (Scannerini e Bofante Fasolo, 1983).
Ja as vesiculas armazenam lipideos e 0s esporos possuem O mecanismo
metabdlico e a informagdo genética para o principio ao crescimento das hifas.
(Smith e Glaninazzi-Pearson, 1988). O uso dessa associacdo do fungo com a
planta pode acarretar em alguns beneficios.

Um beneficio € a producdo de glomalina, uma proteina que tem como
papel essencial a bioestabilizacdo de solos (Folli-Pereira et al., 2012). Com isso o
uso de mudas micorrizadas pode se tornar uma alternativa para o
estabelecimento de plantas melhorando as condi¢des edéficas do local (Milleret et
al., 2009). A micorrizagdo também pode resultar em aumento da biomassa por
causa da influencia na microbiota rizosférica (Andrade e Silveira, 2004). Além
disso, as micorrizas arbusculares empregadas como potenciais controles
biolégicos de doengas de plantas (Folli-Pereira et al., 2012). Além de auxiliar a

planta na tolerancia ao estresse hidrico e patdgenos (Vos et al., 2012; Oyewole et


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0038071711004512#!

al., 2017) A aquisi¢cdo de nutrientes do solo € um dos fatores ocorrentes devido a
associa¢fes com fungos micorrizicos arbusculares (Luginbuehl et al., 2017).

Uma série de fatores podem interferir na associacdo micorrizica de forma
direta ou indireta como umidade, disponibilidade de nutrientes, pH, temperatura,
salinidade, aeracdo, luz, interacdo com outros microrganismos e agrotoxicos
(Sieverding, 1990). A simbiose entre o fungo e planta pode fornecer também
diferentes respostas em relacdo a interacdo desses organismos, isto porque
durante condi¢cdes estressantes e juntamente com estabelecimento da micorriza
arbuscular ainda ocorre alteragbes bioquimicas, fisiolégicas e moleculares em

ambos os simbiontes (Pereira et al., 2012).

2.3. Nutricdo de plantas micorrizadas

As raizes micorrizadas adquirem um aumento da area de exploracao
devido ao crescimento de hifas e do micélio ao decorrer do solo permitindo uma
absorcao de nutrientes além das zonas de esgotamento ao redor da raiz, também
€ possivel explorar microssitios enriquecidos em nutrientes antes ndo descobertos
por raizes ndo micorrizadas (Moreira e Siqueira, 2006).

Quando as raizes ndo encontram uma grande disponibilidade de nutrientes
no solo, hd uma troca, os fungos micorrizicos absorvem e transportam fosfato e
demais nutrientes para raiz e a planta o fornece o carbono fixado pela
fotossintese (Marschnner e Dell, 1994). Cerca de 10 a 20% do carbono da
produtividade primaria liquida das plantas sdo destinados aos fungos micorrizicos
arbusculares (Genre e Bonfante, 2010).

Entre varios inoculantes microbianos variando de bactérias a fungos, os
bioinoculantes micorrizicos arbuscular surgiram como fertilizantes naturais com
capacidade de promotores de crescimento de plantas, especialmente por
elevarem a mobilizagdo de nutrientes do solo particularmente o fosforo (Rodrigues
e Rodrigues, 2019).

O fosforo é fundamental para crescimento e desenvolvimento do vegetal,
mas por ser pouco disponivel afeta o desempenho de sucesso e de boa
produtividade (Ferrol et al., 2018). O fosforo desempenha um papel importante em
todos os processos metabolicos das plantas, tais como fotossintese, respiragéo,

transferéncia de energia, armazenamento, divisdo celular, crescimento e



absorcao de nutrientes (Bertolazi et al., 2018). A colonizagdo micorrizica tende a
ser menor em solos com elevado teor de nutrientes em especial o fosforo,
diminuindo a dependéncia micorrizica (Hippler et al., 2011), o mesmo acontece
quando se diminui a disponibilidade de fosforo o que afeta o crescimento da
planta (Koide e Li, 1990). O aumento na taxa de absorcdo de fosforo fornecida
pelo fungo pode ser referida por: aumento do volume de hifas extraradiais no solo;
Capacidade da hifas em explorarem néo alcancados pelas raizes; Formacéao de
polifosfatos, permitindo assim um fluxo continuo de P para o hospedeiro;
Producdo de enzimas como as fosfatases, que catalisam a liberagcdo fosfato
organicos, permitindo sua absorcédo nas unidades arbusculares (Bertolazi et al.,
2018).

O nitrogénio € outro nutriente que pode vir a restringir a produtividade
priméria em ecossistemas terrestres (Veresoglou et al., 2012). A obtencdo do N é
afetada direta ou indiretamente pelas micorrizas arbusculares, pois o micélio
fungico pode assimilar na forma de nitrato o N do solo, isso via redutase nos
arbusculos (Kaldorf et al., 1998).



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Inoculo do fungo micorrizico arbuscular e material vegetal

O inéculo micorrizico Claroideoglomus entunicatum foi obtido da colecéo
do Laboratério de Fisiologia e Bioquimica de Microrganismos do Departamento do
Centro de Ciéncias e Biotecnologia da Universidade Estadual do Norte
Fluminense. A densidade (aproximadamente obtida foi 307,6 esporos/cm®) dos
esporos foi verificada, realizando-se a extracdo de 20 mL do in6culo, conforme
metodologia de Gerdemann e Nicolson (1963). As sementes de Zea mays L.
foram adquiridas junto ao Programa de Melhoramento Genético Vegetal da

Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro.

3.2. Condi¢cdes de crescimento das plantas e inoculacdo do fungo micorrizico

arbuscular

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo por 60 dias apos
inoculagdo, no campus da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro (UENF), localizada em Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro (RJ) com
Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC), constando de dois tratamentos,

nao inoculado e inoculado com Claroideoglomus etunicatum.
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As sementes foram esterilizadas na superficie com hipoclorito de sédio
2% por 5 minutos, transferidas para alcool 70% por 3 minutos, lavadas 5 vezes
em agua destilada e embebida por 60 min também em agua destilada.

Em seguida as sementes foram semeadas em bandeja de polipropileno
contendo areia quartzo 12/20 previamente autoclavada a 121°C por 60 min. Apos
5 dias foram transplantadas para copos de isopor (500 mL), contendo substrato
previamente autoclavados composto de areiaiterra na propor¢cdo 2:1. A
inoculacdo FMA foi realizada durante o transplantio para os copos isopor (500
mL), aplicando-se 10 g do in6culo C. entunicatum a 3 cm abaixo da superficie do
substrato. As plantas ndo inoculadas receberam quantidade equivalente ao
inoculante, porém com substrato autoclavado, depois de 15 dias as plantas
juntamente com o seu substrato foram transferidas para vasos de 2,5 L devido ao
seu crescimento. Todas as plantas foram submetidas a irrigacdo uniforme de

agua destilada, mantendo o substrato préximo a capacidade campo.

3.3. Parametros de crescimento, colonizacao e eficiéncia micorrizica

Aos 60 dias apos inoculagdo, foram avaliados a altura das plantas (cm),
com auxilio de trena, da base caule ao apice foliar; o diametro do caule (mm),
utiizando paquimetro digital (Digital Caliper, USA), a 10 cm solo. Na
desmontagem experimental, as plantas foram divididas parte aérea (PA) e raiz
(R), A PA e R das plantas foram colocadas em sacos de papel individualmente,
identificados e secos por 72h em estufa microprocessada de circulacdo forcada
de ar a 75°C até biomassa constante e por meio de pesagem em balanca
analitica foi determinada massa seca. A porcentagem coloniza¢do micorrizica da
raiz dos tratamentos foram analisadas com 100 fragmentos de raizes em duas
plantas de cada tratamento, sendo determinado pelo nimero de intersecdes
reticuladas em placas de Petri conforme (Giovannetti e Mosse 1980) sendo
corados com azul tripano segundo (Philips & Hayman 1970). A dependéncia
micorrizica foi calculada com base na massa de material seco total [MStotal =
MSPA(massa seca da parte aérea) + MSR(massa seca da raiz)] segundo a
formula:

Dependéncia Micorrizica (%) = [(MStotal planta micorrizada - MStotal

planta-controle)/(MStotal planta-controle)] 100
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3.4. Parametros de trocas gasosas, indice de cor verde clorofila e fluorescéncia

A troca gasosa foi medida apos 60, utilizando-se de um analisador de gas
a infravermelho (IRGA, Infrared Gas Analizer), modelo Li-6400 (Li-Cor,
Biosciences Inc., Nebraska, EUA). A radiacao fotossinteticamente ativa com uma
intensidade de 500 mmol m? s™, durante as avaliagcdes, a temperatura foliar de
25°C e niveis ambientais de CO, (400 umol mol™).

As medicdes foram realizadas entre 07:00 as 09:00 horas na segunda ou
terceira folha, contadas a partir do apice, para medi¢des de trocas gasosas [Taxa
fotossintética liquida, ou de assimilacéo liquida de carbono (A, pmol CO?> m?s™);
condutancia estomatica ao vapor de agua (gs, mol H,O m?s™); taxa transpiratéria
(E, mmol H,O m?s™). O indice de cor verde foi avaliado por meio do medidor
portatil de clorofila modelo SPAD-502, as medidas foram feitas em 3 dias,
utilizado a média de 3 leituras por folha. O rendimento quantico méximo do PSII
(Fv/IFm) e o indice fotossintético (PI) foram obtidos com auxilio do fluorimetro
Pocket PEA, nas mesmas folhas em que foram realizadas as medidas de trocas
gasosas, as quais foram adaptadas ao escuro por 20 minutos com auxilio de
pincas adequadas. Apdés a adaptacdo com encaixe do aparelho na pinca e
abertura da mesma um Uunico pulso forte de luz (3000 umol m™ s™) foi aplicado

pelo aparelho e entdo se obteve os valores dos dados.
3.5. Andlise teor e conteudo de nutrientes da parte aérea e raiz das plantas

O teor de P, K, Ca, Mg, S, Fe, Zn, Mn, Cu e B foram quantificados usando
ICP-OES (plasma indutivamente acoplado espectrometria de emissdo), apos
digestdo com HNO3; e H,O, em um sistema de digestao aberto. As condi¢des de
ICP: fluxo de plasma 8.0 L min™, Gas auxiliar 0,70 L min™ e gas transportador
0,55 L min™ (Peters, 2005). O N foi submetido & digest&o sulftrica, medido pelo

método de Nessler (Jackson 1965).
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3.6. Analise dos dados

O experimento foi conduzido em um delineamento inteirmanete
casualizado constando de dois tratamentos: controle (n&o inoculado pelo fungo C.
etunicatum) e o micorrizado (inoculado pelo fungo C. etunicatum), sendo cada um
composto por 10 repeticdes. A verificagdo de diferengas significativas entre os
tratamentos foi realizada pelo teste T de média em p < 0,05. Todas as analises

foram conduzidas utilizando-se o programa GraphPad Prism 7.0.
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4. RESULTADOS

4.1. Respostas no crescimento de plantas de milho inoculadas e ndo inoculadas

com microorganismos simbiontes

Os resultados abaixo demonstram as respostas de plantas milho e
relacdo aos parametros crescimento (diametro e altura) na presenca do fungo
Claroideoglomus etunicatum (Figura 1). Ao realizar a comparacdo € possivel
identificar que as plantas micorrizadas apresentaram maior e significativo (P <
0,0001) crescimento quando comparadas as plantas do tratamento controle (ndo
inoculadas).

A massa seca da parte aérea (MSPA) e da raiz (MSR) também
apresentaram diferencas significativas (P < 0,0001) entre as plantas micorrizadas
e do tratamento controle. (Figura 2). Onde se obteve o aumento na producao de
MSPA nos tratamentos micorrizados em cerca de aproximadamente 583%
gquando comparados ao controle. Enquanto em relacdo a MSR verificou-se que
houve um acréscimo em aproximadamente 267% para tratamento micorrizado.

Na Figura 3 pode-se observar que os tratamentos que as plantas com
associacdo micorrizica mostraram-se maiores. As plantas controle apresentaram

sinais de deficiéncia nutricional, como amarelecimento e também sintomas de
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deficiéncia de P com as folhas arroxeadas, menor altura e diametro e menor peso
da massa seca da parte aérea.
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Figura 1. Diametro (mm) (A) e altura média (Cm) (B) das plantas de milho (Zea

mays L.) no tratamento ndo inoculado e tratamento inoculado (micorrizado) com
Claroideoglomus etunicatum.
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Figura 2. Peso da Massa Seca (g) da Parte Aérea (A) e Peso da Massa Seca da
Raiz (B) das plantas de milho (Zea mays L.) no tratamento ndo inoculado e

tratamento inoculado (micorrizado) com Claroideoglomus etunicatum.
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Figura 3. Visao geral do experimento de plantas de milho inoculadas (micorrizado)

e ndo inoculadas (controle) com Claroideoglomus etunicatum.

4.2. Taxa de colonizacdo micorrizica

De acordo com as analises de colonizacdo micorrizica das raizes as
plantas de milho (Zea mays L.) micorrizadas com Claroideoglomus etunicatum
aos 60 dias apoés inoculagdo apresentou a média de colonizagdo micorrizica de
58,3%, os tratamentos controle ndo apresentaram coloniza¢do. N&o foi observada
colonizagdo micorrizica nas raizes plantas ndo inoculadas. Com base nos
calculos da dependéncia micorrizica das plantas a partir da massa de material
seco total (mostrado no tépico de Parametros de crescimento, colonizacdo e
eficiéncia micorrizica), foi possivel verificar a eficacia de aproximadamente
344,57%.

4.3. Parametros de trocas gasosas e eficiéncia fotossintética

As plantas de milhos apresentaram valores médios significativamente
maiores em todos os parametros da area ecofisiolégica que foi analisado como: O
indice de cor verde, rendimento quantico maximo, indice fotossintético, taxa
fotossintética liquida, condutancia estomatica ao vapor de agua e taxa

transpiratoria (Figuras 5 e 6).
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Em relacdo SPAD, Fv/Fm e Pl as plantas responderam a micorrizacao
apresentando significativos acréscimos nesses parametros quando comparados
ao controle (p<0,0001; Figura 5).

Em termos dos parametros da taxa fotossintética liquida (A) (p = 0,0261),
condutancia estomatica ao vapor de agua (gs) (p = 0,0465) e taxa transpiratoria
(E) (p = 0,0201) houve diferenca significativa em todos os parametros quando
comparadas ao tratamento controle.

Ou seja, em todos os parametros estudados, plantas de milho
micorrizadas apresentaram valores significativamente maiores quando

comparados ao controle (ndo inoculado) (Figuras 5 e 6).
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Figura 5. O indice de cor verde (SPAD) (A), o rendimento quantico maximo
(Fv/IFm) (B) e o indice fotossintético (PI) (C) de folhas de plantas de milho (Zea
mays L.) no tratamento n&o inoculado e tratamento inoculado (micorrizado) com

Claroideoglomus etunicatum.
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Figura 6. Taxa fotossintética liquida A (umol CO2 m? s™) (A), Condutancia
estomatica ao vapor de agua gs (mol H20 m? s™) (B) e Taxa transpiratéria E
(mmol H20 m? s™) (C) de folhas de plantas de milho (Zea mays L.) no tratamento

nao inoculado e tratamento inoculado (micorrizado) com Claroideoglomus
etunicatum.
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4.4. Acumulo de nutrientes na raiz e parte aérea

Foram analisados o acumulo de Nitrogénio (N), Fésforo (P), Potassio (K),
Célcio (Ca), Magnésio (Mg), Ferro (Fe), (Cu), Zinco (Zn) e Manganés (Mn). Os
resultados demonstram que plantas de milho, quando inoculados com
Claroideoglomus etunicatum (micorrizado) na parte aérea apresentaram
aumentos significativos em todos o0s cinco macronutrientes analisados (N =
+346,3%, P = +1084,3%, K = +324,6%, Ca = +311,3% e Mg = +340,3%) e
micronutriente (Fe = +364,6%, Cu = +612,2%, Zn = +515,7% e Mn = +137,2%).
Onde o macronutriente que apresentou um elevado contelddo em comparagéo
aos demais foi o0 P e nos micronutrientes o Cu e Zn (Figuras 7 e 8).

O tratamento micorrizado da raiz, também apresentaram incrementos
significativos em todos os conteudos macronutrientes (N = +212,9%, P =
+596,2%, K = +129,3%, Ca = +251,3%, Mg = +291,1%) e micronutriente (Fe =
+246,5%, Cu = +1993,9%, Zn = +269,5% e Mn +41,3%) quando comparados ao
tratamento controle e os contetdos de P e Cu foram os nutrientes que obtiveram

0s maiores valores (Figuras 9 e 10).
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Figura 7. Conteddo de macronutrientes na parte aérea de plantas milho (Zea

mays L.) no tratamento n&o inoculado e tratamento inoculado (micorrizado) com
Claroideoglomus etunicatum.
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Figura 8. Contetdo de micronutrientes na parte aérea de plantas milho (Zea mays

L.) no tratamento n&o inoculado e tratamento inoculado (micorrizado) com

Claroideoglomus etunicatum.
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Figura 9. Conteudo de macronutrientes na raiz de plantas de (Zea mays L.) no

tratamento ndo inoculado e tratamento inoculado (micorrizado) com
Claroideoglomus etunicatum.
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Figura 10. Conteudo de micronutrientes na raiz de plantas de milho (Zea mays L.)
no tratamento n&o inoculado e tratamento inoculado (micorrizado) com

Claroideoglomus etunicatum.
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5. DISCUSSAO

Ha uma crescente busca de estudo para futuras alternativas que
aumentem a producdo de alimentos de maneira a nao afetar as condi¢cées do
ambiente. A juncao entre raizes e FMA pode ser explorada para vantagens como
no crescimento e na produtividade em condigbes ambientalmente normais ou
estressantes, € 0 que vem sendo buscado por empreendimentos sustentaveis
(Mathur, 2008). Inclusive alguns fungos micorrizicos arbusculares (FMA) ja séo
promovidos como biofertilizantes (Dias et al., 2018).

A possibilidade de uso da inoculagdo de micorrizas arbusculares em
grandes culturas vem sendo cada vez mais estudada, entdo com base na
hipétese deste trabalho analisamos alguns parametros com a finalidade de
verificar os efeitos da interacdo fungo-planta.

Os FMAs mostraram melhorar o crescimento de plantas no solo que
recebeu o inoculado fungico, aumentando também o didmetro da base do caule e
a massa seca da parte aérea e raiz das plantas de milho micorrizadas com
Claroideoglomus etunicatum (Figuras 1 e 2). A maioria dos trabalhos relatam
diferentes micorrizas melhoram os parametros de crescimentos das plantas
inoculadas sempre mais sempre em pesquisas com algum efeito estressante.
Porém, Medeiros et al. (1994) realizaram um experimento com 4 isolados
fungicos, dentre eles o Glomus etunicatum, e observaram que este isolado foi um
dos mais efetivos no aumento da promocéao do crescimento e da matéria seca das

plantas de Sorghum bicolor (L.). Ortas (2015) também mostrou que
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Claroideoglomus etunicatum contribui para favorecimento no crescimento do
milho, consequentemente maior peso seco. A colonizacdo em plantas de milho se
torna eficaz devido a versatilidade do género deste fungo em colonizar diferentes
espécies, favorecendo sua capacidade de uso na agricultura (Santos, 2018).

Observamos um efeito positivo da simbiose micorrizica nas plantas de
milho micorrizadas com uma taxa de colonizacdo de 58,3%, Ortas (2015),
utilizando o mesmo fungo em plantas de milhos em trés solos estéreis diferentes
inoculados com Claroeideoglomus etunicatum, encontrou porcentagens de
colonizacéo, mas de 59% a 70%, onde foi possivel observar favorecimento nos
parametros de crescimento das plantas. Neste caso, os resultados poderé&o variar
de acordo com a interacdo entre genomas fungicos da planta e da micorriza
arbuscular, e também d acordo com as condi¢cdes ambientais (por exemplo, pH do
solo e quimica do P) (Smith e Smith, 2011).

Os FMAs podem mostrar-se benéficos as plantas na melhoria de diversos
fatores além do crescimento, aliviando os efeitos negativos da autotoxicidade de
plantas, melhoria nutricional, aumento na aquisicdo de nutrientes (Zhao et al.,
2015; Dzafi¢ et al., 2013; Liu et al., 2000).

Com relagéo aos dados de parametros de trocas gasosas, as plantas de
milho micorrizadas apresentaram aumento na taxa fotossintética liquida (A),
condutancia estomatica ao vapor de agua (gs) e taxa transpiratéria (E). Sheng et
al. (2008) investigando o efeito da inoculagdo micorrizica em plantas de milho
submetidas a estresse hidrico mostrou que a inoculacdo com micorriza de
Glomus mosseae fizeram as plantas apresentar maiores valores de A, gs e E em
relacdo ao tratamento controle, principalmente o tratamento sem estresse,
semelhante ao observado neste trabalho. Mathur et al. (2018) também relataram
o efeito da inoculacdo micorrizica em plantas de Zea mays mostrando um
aumento na taxa fotossintética liquida, condutancia estomética e na transpiracgao.
Dessa forma, o fato da ocorréncia de maiores trocas gasosas nos leva a presumir
que tal efeito possa estar relacionado a fatos como o aumento das condi¢des
hidrica da planta, aumentou as concentracdes de clorofila e aquisicdo de
nutrientes (Sheng, 2008; Zhu et al., 2009; Abdel-Fattah et al., 2014). Além disso, o
valor de gs foi maior em plantas micorrizadas levando-se a presumir que como 0s
estbmatos controlam a entrada e saida de CO, e vapor de agua das folhas e séo

responsaveis pelas taxas de assimilacado de carbono e perda de agua pela planta
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entdo, a associagdo simbidtica com FMA frequentemente modificam esse
comportamento estomatico, desse modo, desempenhando uma influéncia
controladora na fotossintese, hidratacdo e acumulacdo de biomassa. (Auge,
2015).

Houve reducdo significativa no indice de cor verde de clorofila do
tratamento micorrizado em relagdo ao controle (Figura 5). No entanto, o
tratamento controle, apresentou sintomas deficiéncia de P, comparadas ao
tratamento micorrizado o que pode ter diminuindo o indice de cor verde (SPAD) e
o indice fotossintético, mas essa reducdo nao refletiu negativamente na
capacidade fotossintética medida pela absorcdo liquida (A), comportando-se
estatisticamente quase equivalente.

Ao nivel nutricional o tratamento micorrizado apresentou aumento no
conteldo de nutrientes em comparacdo com tratamento controle, uns dos
nutrientes que mais se destacaram com maiores teores foram o fésforo (P), cobre
(Cu) e zinco (Zn) tanto na parte aérea como na raiz (Figuras 6 e 7). Abdel Latef e
Chaoxing (2011) investigaram o efeito da nutricdo mineral em plantas de tomate
inoculadas com FMA onde € possivel verificar que a concentracao fosforo € maior
quando ocorreu a micorrizagdo. O que talvez possa estar relacionado ao fato de
que, alguns genes transportadores induzidos por fosfato podem ser regulados
negativamente ou positivamente por micorrizas arbusculares em raizes de milho.
(Tian et al. 2013.) Porém deve-se levar em consideragdo que existe consideravel
diversidade funcional entre as simbioses em relagédo ao suprimento de P para a
planta e de C para o fungo, isto porque as plantas no campo serédo colonizadas
por muitos taxons de FMA, e a soma total dessa interacdo que contribuira para o
sucesso em termos de crescimento e reproducdo (Smith e Smith, 2011).

Liu et al., (2000) avaliaram os efeitos dos niveis de P e micronutrientes no
desenvolvimento do fungo micorrizico arbuscular e absor¢cdo de micronutrientes
pelo milho, os tratamentos eram inoculado ou ndo com Glomus intraradices e com
diferentes aplicacOes de teores de P e micronutrientes no solo, os efeitos foram
variados de acordo com cada micronutriente, onde o teor encontrado de Zn na
parte aérea foi maior nas plantas micorrizadas do que nas plantas ndo micorrizas
em solos com baixo P e com menor quantidade ou sem micronutrientes. Ja o teor
de Cu na parte aérea foi aumentado pela colonizagdo micorrizica quando nenhum

micronutriente foi acrescentado.
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A deficiencia de alguns micronutrientes pode desordenar processos
metabdlicos e prejudicar a producgédo. Isto porque O zinco é um ativador de varias
enzimas, e pode ser um constituinte de algumas delas, como a triptofano
sintetase, RNA polimerase e anidrase carbonica a falta de zinco também reduz a
sintese do AIA e assim as células ficam menores, reduzindo a sintese protéica e o
metabolismo do nitrogénio. Em relacdo ao cobre que é um nutriente que
transporta facilmente os elétrons se torna entdo importante em processos
fisiologicos das reacdes redox (Bertolazi et al., 2018)

Neste estudo, as plantas foram cultivadas em solo estéril visando
verificar somente o efeito da inoculagéo sobre o crescimento vegetal, mas Dias et
al. (2018), acreditam que a comunidade microbiana do solo influencia o impacto
do FMA e devem ser levadas em consideracéo ao aplicar inoculantes de FMA na
agricultura, isso porque ao realizar a comparacdo de inoculagdo de diferentes
FMA em solo estéril e ndo estéril verificou que o efeito nas plantas cultivadas
foram pouco ou nenhum sobre o crescimento de milho e a aquisi¢cdo de nutrientes
quando em solo estéril. O que nos mostra que os efeitos da associacéo
micorrizica podem tornar-se ainda mais benéficos junto a comunidade microbiana
ja existente.

Com conhecimento que se tem sobre os FMA desenvolvem-se varias
divulgacdes sobre as suas caracteristicas ecolégicas, mas sdo grandes 0s
desafios sobre como elas agem sobre as plantas e seu uso em larga escala,
sendo essencial sempre a discussdo em estudos que venham a abordar

modernizacdo na agricultura (Costa et al., 2002).
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6. RESUMO E CONCLUSOES

As respostas de plantas milho em relacdo aos parametros crescimento,
sendo possivel identificar que as plantas micorrizadas apresentaram maior e
significativo (P < 0,0001) crescimento quando comparadas as plantas do
tratamento controle (ndo inoculadas). A producdo de MSPA foi maior nos
tratamentos micorrizados em cerca de aproximadamente 583% quando
comparados ao controle. Enquanto em relacdo a MSR verificou-se que houve um
acréscimo em aproximadamente 267% para tratamento micorrizado.

A média de colonizagdo micorrizica foi de 58,3%, e 0s tratamentos
controle ndo apresentaram colonizacdo. Com base nos célculos da dependéncia
micorrizica das plantas, foi possivel verificar a efichcia de aproximadamente
344,57%. Nos dados avaliados na area ecofisiolégica as plantas de milhos
apresentaram valores médios significativamente maiores em todos 0s parametros
analisados. Em termos dos parametros da taxa fotossintética liquida (A) (p =
0,0261), condutancia estoméatica ao vapor de agua (gs) (p = 0,0465) e taxa
transpiratoria (E) (p = 0,0201) houve diferenca significativa em todos os
parametros quando comparadas ao tratamento controle. Onde o macronutriente
da parte aérea que apresentou um elevado contetdo em comparagao aos demais
foi o P e nos micronutrientes o Cu e Zn. Ja na raiz quando comparados ao
tratamento controle e os contetdos de P e Cu foram 0s nutrientes que obtiveram

0S maiores valores.
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A inoculagcdo com Claroideoglomus etunicatum por proporcionar as
plantas de milho incrementos nos parametros de crescimento em relacdo ao
controle, tornando-se mais tolerantes as adversidades do meio ambiente em que
se encontravam. Contribuindo também para eficiéncia na colonizacdo. Plantas
sem a associagdo apresentaram alteracdes nos parametros de crescimento e
sintomas de deficiéncia. Assim, como houve resultados positivos em relagédo aos
parametros fotossintéticos.

Dessa forma, este estudo podera contribuir para avaliacdo da
sobrevivéncia de plantas de milho quanto ao uso desta micorriza arbuscular
podendo se tornar uma alternativa ecoldgica para o aumento da produtividade
agricola, sendo que necessario estudos futuros para tornar essa pratica um

possivel potencializador na reducéo de fertilizantes.
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