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RESUMO

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) sdo micro-organismos do solo que
contribuem para o desenvolvimento e crescimento das plantas com as quais formam
simbiose, participam também da formagdo de solos e auxiliam na estabilidade de
agregados edaficos. A utilizacdo de FMA em culturas de importancia agrondmica pode
diminuir a necessidade de fertilizantes no sistema de plantio, reduzindo os custos de
producao. Isso, porque aumentam a area de absor¢ao e captacao de importantes nutrientes
como o fosforo e os transferem as plantas, recebendo em troca carboidratos. O feijao-
caupi ¢ amplamente beneficiado pela simbiose com os FMA, porém algumas cultivares
tem demonstrado diversas respostas (positivas ou nulas) em relagdo a inoculagdo
micorrizica. Para a Cultivar Miranda IPA 207, ndo h4d nenhum estudo sobre sua resposta
a inoculacdo. Com o intuito de determinar os efeitos da associacdo micorrizica no
crescimento, desenvolvimento e metabolismo primario do feijdo-caupi (Miranda IPA
207), avaliaram-se os seguintes dados: altura da planta, diametro do caule, massa seca da
parte aérea (MSPA) e concentragdo de metabolitos primdrios (carboidratos, aminoacidos,
proteinas, clorofilas e carotendides) ap6s inoculagdo com os FMA: Acaulospora longula
URM-FMA 07, Claroideoglomus etunicatum URM-FMA 03 e Gigaspora albida URM-
FMA 11. A altura, diametro do caule e MSPA das plantas inoculadas nao diferiram do
controle, exceto, as plantas inoculadas com G. albida, que tiveram menor didmetro e
MSPA. Plantas inoculadas com C. efunicatum tiveram menor concentracdo de
carboidratos e clorofilas em relacao as plantas controle. A concentragdo de aminoacidos
e proteinas foi menor em todos os tratamentos inoculados com FMA, ja o teor de
carotenoides foi menor nas plantas inoculadas com A. longula e C. etunicatum em relagdo
as plantas controle. A auséncia de resultados positivos nas plantas em virtude da
inoculagdo micorrizica pode estar associada a um possivel impacto na comunidade
micorrizica nativa apds a introdugdo dos fungos exoticos, interferindo diretamente no
crescimento da cultivar testada. Esses resultados demonstram a necessidade de se
verificar a resposta de cultivares a inocula¢do em condi¢des de estufa visando conhecer
a viabilidade da pratica da inoculagdo antes da aplicagdo em campo ja que os resultados
esperados podem ndo ser os alcancados. Conclui-se que os FMA inoculados nado
contribuiram mais do que os FMA presentes no solo natural em incrementar o

desempenho das plantas de feijdo-caupi (Miranda IPA 207).

Palavras-chave: Vigna unguiculata; Mycorrhizal; Symbiosis; Primary Metabolism



ABSTRACT

Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) are soil microorganisms that contribute to
the development and growth of plants by symbiosis, also participate in the formation and
assist in the stability of soil aggregates. The use of AMF in crops can decrease the need
for fertilizers, reducing production costs. Because they increase the area of absorption
and uptake of essential nutrients such as phosphorus and transfer them to plants, receiving
carbohydrates in return. Cowpea is mostly benefited by symbiosis with AMF, but some
cultivars have shown several responses (positive or null) to mycorrhizal inoculation. For
Cultivar Miranda IPA 207, there is no study on its response to inoculation. In order to
determine the effects of mycorrhizal association on growth, development and primary
metabolism of cowpea (Miranda IPA 207), the following data were evaluated: plant
height, stem diameter, shoot dry mass (MSPA) and concentration of primary metabolites
(carbohydrates, amino acids, proteins, chlorophylls, and carotenoids) after inoculation
with AMF: Acaulospora longula URM-FMA 07, Claroideoglomus etunicatum URM-
FMA 03, and Gigaspora albida URM-FMA 11. The height, stem diameter, and MSPA
of the inoculated plants did not differ from the control, except the plants inoculated
with G. albida, which had smaller diameter and MSPA. Plants inoculated with C.
etunicatum had lower carbohydrate and chlorophyll concentration than control. The
concentration of amino acids and proteins was lower in all AMF inoculated treatments,
while the carotenoid content was lower in 4. longula and C. etunicatum inoculated plants
compared to control plants. The absence of positive results in plants due to mycorrhizal
inoculation may be associated with a possible impact on the native mycorrhizal
community after the introduction of exotic fungi, directly interfering with the growth of
the tested cultivar. These results demonstrate the need to verify the response of cultivars
to greenhouse inoculation in order to know the feasibility of inoculation practice before
field application since the expected results may not be the ones achieved. It was concluded
that the inoculated AMF did not contribute more than the AMF present in the natural soil

in increasing the performance of cowpea plants (Miranda IPA 207).

Keywords: Vigna unguiculata; Mycorrhizal; Symbiosis; Primary Metabolism



INTRODUCAO

O (Vigna unguiculata (L.) Walp.) pertence a familia Fabaceae e ¢ uma das
mais importantes leguminosas do cendrio agricola mundial, permitindo ao Brasil destaque
como um dos maiores produtores e consumidores da cultura no continente latino-
americano (FAO, 2016). O nordeste brasileiro ¢ o maior produtor ¢ consumidor, com
estimativa de produgdo de 177.527 mil toneladas (Embrapa Arroz e Feijao, 2018). A
cultura ¢ adaptada as regides de clima quente e seco e a solos de baixa fertilidade. As
produgdes ocorrem principalmente nas areas rurais, onde o cultivo possui relevante papel

socioecondmico na agricultura familiar.

O feijao-caupi forma associagdes com micro-organismos do solo. Entre esses
estdo os fungos micorrizicos arbusculares (FMA), os quais sdo simbiontes edaficos
benéficos que formam as micorrizas arbusculares com a maioria das plantas terrestres.
Nesta associagdo, o fungo recebe carboidratos e lipideos da planta e em troca, fornece
importantes nutrientes minerais, principalmente, o foésforo. Além disso, os FMA atuam
na protecao radicular contra patogenos do solo (Sikes et al., 2010) e permitem a formagao
de uma grande rede de comunicagdo no solo entre as diferentes espécies vegetais (Sbrana
et al., 2011), possibilitando maior interacdo e troca de informagdes entre as plantas por

sinalizagdo quimica (Bais et al., 2004).

O feijao-caupi € influenciado positivamente pela inoculagdo micorrizica em solos
esterilizados (Tavares et al., 2009). Por outro lado, tem apresentado diferentes respostas
(nula, positiva e negativa) em solo ndo-esterilizado, o que alerta para o desenvolvimento
de pesquisas que visem a melhor combinagao de isolado fingico-cultivar em solos nao-

esterilizados antes da aplicagdo em campo.

As condi¢des de cultivo do semidrido sdo marcadas por altas temperaturas,
pluviosidade baixa e concentrada em um curto periodo (Moura et al., 2006). Alguns
estudos envolvendo simbiontes naturais sdo realizados para desenvolver cultivares
melhor adaptadas (Powell, 1998). Estes estudos contribuem para o desenvolvendo de
praticas agricolas que incrementem a produtividade vegetal e que tenham baixo impacto

ambiental em condi¢gdes semiaridas (Lino, 2014).

Em 2013, a cultivar do feijao-caupi, Miranda IPA-207 (Costa et al., 2013) foi

indicada para todo o Nordeste brasileiro, no entanto, nenhum estudo sobre a resposta



dessa cultivar a inoculagao micorrizica foi descrita na literatura. Com o objetivo de avaliar
o desempenho da Miranda IPA-207 em resposta a inoculagdo com FMA exdticos em solo
nao-esterilizado, testaram-se as seguintes hipoteses: (a) a inoculagdo com FMA exdtico
maximiza os teores de clorofila, carotenoides, proteinas e carboidratos e (b) que os
isolados micorrizicos diferem quanto aos efeitos na planta: altura da planta, didmetro do
caule, massa seca da parte aérea (MSPA), concentragdo de aminoacidos, carboidratos,

clorofilas e proteinas.

FUNDAMENTACAO TEORICA
Feijao caupi

O feijao-caupi ¢ originario da Africa e foi introduzido no Brasil no século XVI
(Freire-Filho, 2016). A planta ¢ cultivada em solos poucos férteis e constitui um dos
componentes basicos da dieta dos brasileiros, sendo um importante alimento para as
populagdes rurais e urbanas das regides Norte e Nordeste. O teor proteico do feijao-caupi
pode chegar a 33% e seu valor energético cerca de 341 cal/100g (Conab, 2018). Além

disso, ¢ fonte de fibras, vitamina E e aminoacidos livres (Baptista et al., 2016).

O caupi € o terceiro tipo de feijado mais cultivado no Brasil com crescimento de
18% na area plantada e 118,8% em produtividade na safra 2016/17 (Conab, 2017). As
espécies Phaseolus vulgaris (feijjdo comum) e Vigna unguiculata (L.) Walp. (feijao-
caupi), sdo as de maior valor econdomico com producdo total de 3,4 milhdes de toneladas
na safra 2016/17, sendo 530 mil toneladas correspondentes a produgdo de feijao-caupi

(Conab, 2018).

Além de sua importancia socioecondmica, por ser produzida em pequenas, médias
e grandes propriedades rurais, o feijado-caupi possui relevante papel ambiental por fazer
parte do ciclo de rotacdo de culturas. Esta técnica alterna espécies vegetais diferentes
numa mesma area agricola com a finalidade de minimizar o desgaste do solo e contribuir

para o controle de pragas e doencas (Conab 2018).

Visto que as condi¢des de cultivo no Nordeste brasileiro sdo marcadas por altas
temperaturas e baixa pluviosidade (Alves et al., 2009; Conab 2018), estudos objetivando
a melhoria de cultivares que se adaptem a estas condigdes sao importantes. Em 2013 a
cultivar Miranda IPA-207 foi indicada para todo o Nordeste brasileiro. A cultivar Miranda

IPA-207 resultante do cruzamento dos gendtipos Vita 3 e CNCx 11-9D (Costa et al.,



2013) ¢ tolerante ao estresse hidrico e altas temperaturas, caracteristicas do semiarido
nordestino, onde as microrregides do Sertdo do Araripe e Sertdo do Pajeu se destacam
como as principais areas produtoras da espécie Vigna unguiculata (L.) Walp. (Conab,

2018; Costa et al., 2013).

O feijdo-caupi se associa a micro-organismos do solo, os quais lhe propiciam
melhores condi¢des de crescimento e desenvolvimento (Cruz et al., 2017; Lima et al.,
2015). Entre os micro-organismos edaficos, destacam-se os fungos micorrizicos
arbusculares (FMA). A utilizacdo dos FMA em cultivos caracteriza-se por ser um manejo
biosustentavel e de baixo custo que pode beneficiar o crescimento, desenvolvimento

(Silva et al., 2004), e o estado nutricional das plantas (Samarao et al., 2011).

Micorrizas

O solo estd estruturado de maneira descontinua e heterogénea possibilitando a
formagdo de micro-habitats que variam entre si em fun¢do de caracteristicas fisico-
quimicas e da disponibilidade de nutrientes (Mattos, 2015). Os microorganismos sao
essenciais para a saude do solo, participam de varios processos ecoldgicos primordiais
para as plantas e contribuem para a agregacdo do solo, ciclagem de matéria organica e
controle bioldgico de pragas e doencas (Moreira & Siqueira, 2006; Berbara et al., 2006;
Rillig et al., 2018).

No solo, as interagdes envolvendo microorganismos ocorrem principalmente na
rizosfera, que € a regido do solo sob influéncia das raizes (Berbara et al., 2006). As
micorrizas (mycetes — fungo; rhiza — raiz), sdo associagdes mutualisticas entre fungos e
raizes de plantas formadas por, praticamente, todos os grupos de vegetais, desde
avasculares (briofitas e pteridofitas) e vasculares (gimnospermas e angiospermas),
ocasionando grande diversidade morfologica e fisioldgica (Maia, 2010). As micorrizas
compreendem a interagdo mais ancestral entre organismos heterotrofos e autotroficos e
uma das mais importantes e antigas relagdes mutualisticas, datando de mais de 400
milhdes de anos, quando houve a conquista do ambiente terrestre pelas plantas durante a

era Paleozoica (Moreira & Siqueira, 2006; Maia, 2010).

No processo evolutivo estes fungos colonizavam apenas a rizosfera e a superficie

das raizes e subsequentemente desenvolveram mecanismos que permitiram a penetragao



das raizes inter e intracelularmente por meio de estruturas fisiologicas especializadas
como arbusculos e vesiculas (Pirozynski, 1975). Como resultado, alguns grupos de
fungos perderam a capacidade saprofitica tornando-se biotroficos obrigatorios (Moreira

& Siqueira, 2006).

As micorrizas apresentam associagdes especificas com biomas diversos e
diferentes tipos de vegetais. Sdo classificadas em: ectomicorriza, ectendomicorriza,
micorriza arbuscular, arbutdide, monotropodide, ericoide e orquiddide de acordo com o
fungo associado, hospedeiro e estruturas que se formam intra e/ou intercelularmente nas

raizes vegetais (Allen et al., 1995; Smith & Read, 2008).
Fungos Micorrizicos Arbusculares

Dentre as micorrizas presentes nos solos, a arbuscular, formada por fungos
micorrizicos arbusculares — FMA e raizes de plantas, € o tipo mais comum e possui
ocorréncia generalizada nos diversos ecossistemas, sendo encontrados em 90% das
espécies de plantas micorrizicas terrestres (Bonfante & Genre, 2010; Maia, 2010; Smith
& Read 2008). Sao formadas por fungos classificados como Glomeromycota, que sdo
asseptados e colonizam as raizes da maior parte das Gimnospermas e Angiospermas, além

de algumas representantes das Briofitas e Pteridofitas (Moreira & Siqueira, 2006).

Os FMA sdo biotroficos obrigatérios, o que significa que ndo sdo capazes de
completar seu ciclo de vida sem estarem associadas com uma planta viva (Maia, 2010).
Possuem reproducdo assexuada, com a formagao de esporos denominados glomerosporos
(Maia, 2010). Atuam em processos fundamentais para o solo e a planta, mediando
processos que melhoram a fertilidade do solo, um dos fatores que influenciam diretamente

a produtividade (Carvalho & Moreira, 2010; Chagas et al., 2010).

Os FMA sdo conhecidos também por atuarem no processo de formagao dos solos,
por também produzirem uma glicoproteina imunorreativa recalcitrante chamada
glomalina. Componente da parede celular das hifas, a glomalina quando acumulada no
solo, apds o processo de decomposicdo dos microorganismos, possui a capacidade de
agregar particulas do solo, estabilizar agregados, absorver o carbono naturalmente e criar
espacos sobre a superficie que permitem a penetragao de agua, oxigénio e raizes (Ramos

& Martins 2010; Maia, 2010).



As células do cortex dos vegetais sdo colonizadas pelo fungo inter e
intracelularmente sendo que no ultimo caso ha formacao de arbusculos que sdo estruturas
intraradiculares altamente ramificadas e especializadas na transferéncia de nutrientes
entre os simbiontes (Folli-Pereira et al., 2012; Ramos & Martins 2010; Trabelsi &
Mhamdi, 2013). Além do micélio e arbusculo, vesiculas também podem ser encontradas
nas partes internas da raiz, externamente podem ser encontradas células auxiliares e o

micélio extraradicular (Figura 1).

Figura 1 — Estruturas especializadas de fungos micorrizicos arbusculares. Arbusculo (a); esporo (b) e
raiz colonizada com vesiculas (¢ e d).

Foto: Araeska Carenna.

Vesiculas e células auxiliares sao estruturas dos FMA conhecidas pela capacidade
de armazenar o carboidrato recebido pelas plantas (Maia, 2010). Em troca dos
carboidratos recebidos, os FMA transferem nutrientes para os hospedeiros vegetais. O
nutriente de maior importancia transferido para as plantas por meio dos FMA ¢ o fésforo
(P), o qual ¢ de fundamental importancia para o desenvolvimento das plantas, que
possuem alta taxa de requerimento deste nutriente ou estdo em solos com baixa

disponibilidade de P (Maia, 2010).



O efeito da aplicagdo do isolado fungico sobre o crescimento das plantas ¢
especialmente significativo com relacdo aos nutrientes de baixa mobilidade no solo, como
o P. A absor¢do de nutrientes pelas plantas pode ser incrementada pela associagao
micorrizica devido ao crescimento do micélio fungico que € superior ao crescimento das
raizes das plantas, alcangando regides do solo que ndo sdo influenciadas pelas raizes
(Moreira & Siqueira, 2006). Apesar de ndo serem considerados biofertilizadores por
alguns autores, por nao adicionar P ao solo, o papel dos FMA nao pode ser ignorado uma
vez que altera a dinamica de P no solo auxiliando sua absor¢do pela planta, um dos
maiores beneficios dos FMA (Cardoso et al, 2010). Na simbiose, os FMA também
auxiliam a planta em estresses bidticos e abidticos, com maior absor¢do de agua e maior

crescimento (Moreira & Siqueira, 2006).

Os FMA e culturas de graos agronomicamente importantes

As culturas de graos sdo beneficiadas pela associacdo com FMA. Liu et al. (2000)
observaram que a inoculagdo com Glomus intraradices proporcionou aumento
significativo na massa seca da parte aérea (MSPA) e de micronutrientes como Zn, Cu ¢
Fe em plantas de milho cultivadas em casa de vegetacdo. O desenvolvimento de milho
em condigdes inoculadas com FMA também ¢ observado quando o beneficio da
associacdo ¢ considerado sob condigdo de estresse. Avaliando plantas de milho sob
estresse hidrico, Ren et al., (2019) verificaram aumento no crescimento das plantas de até
33% em comparagdo a plantas nao inoculadas. Os autores constataram também que
plantas inoculadas com FMA foram mais eficientes no uso da dgua sob estresse hidrico,
sendo 46% maior do que nas plantas ndo inoculadas na condig@o de estresse, e 24% maior
do que nas plantas ndo micorrizadas e bem irrigadas, sendo considerados fundamentais
na melhoria da tolerdncia a seca em cultivo de plantas sob condi¢des de baixa

disponibilidade de agua.

O estresse hidrico pode acarretar efeitos toxicos nas plantas tais como a destruigao
dos centros de reagdes e consequentemente a interrup¢do do fluxo fotossintético de
elétrons (Zhu et al., 2012). Além de favorecer o uso eficiente da dgua, Zhu et al. (2012)
observaram que os FMA incrementaram a concentracao de clorofilas em plantas de milho
sob estresse hidrico, resultando em aumento na eficiéncia fotossintética da planta. Os

autores concluiram também que a associacdo micorrizica protege as plantas de milho



contra o estresse hidrico por meio da melhoria das trocas gasosas, concentragdo de

clorofila e uso eficiente da agua.

Mahdi & Atabani, (1992) analisando a resposta de soja e feijao inoculados com
FMA constataram que plantas associadas a estes fungos tiveram maior teor de N e P em
relacdo a plantas que receberam apenas o fertilizante triplo fosfato, demonstrando que a
associacao micorrizica foi capaz de incrementar os teores de N e P de maneira mais
eficiente que o fertilizante. Quando associadas aos FMA e fertilizante, os resultados

foram ainda mais satisfatorios.

A associacdo micorrizica beneficia outros parametros além de nutricionais e de
crescimento da planta. Analisando dez espécies de fungos micorrizicos (associados a
plantas de amendoim cultivadas por 120 dias em casa de vegetagao), Pawar et al., (2018)
verificaram que plantas micorrizadas apresentaram resultados significativos positivos em
relacdo as plantas controle (ndo micorrizadas). Os efeitos tais como aumento da
porcentagem do 6leo extraido das sementes e incremento do teor de &cidos graxos,

conferiram maior vida util ao 6leo extraido em armazenamento.

Os FMA podem ser inoculados combinados com outros micro-organismos como
os rizdbios. Meng et al. (2015) descreveram um aumento no rendimento no cultivo
consorciado de feijao e soja apos a inoculagdo combinada de FMA e rizobios. A fixagao
de N da soja foi beneficiada por esta combinagdo de micro-organismos. Também foi
observada uma transferéncia de N da soja para o milho apds essa inoculagdo combinada
0 que ¢ um incentivo a agricultura sustentavel, permitindo que as plantas utilizem o N do

solo com mais eficiéncia.

Em cultivo de feijdo-caupi, Silva et al. (2018) realizaram estudo envolvendo 23
espécies de FMA e constaram que os FMA promoveram absor¢do de P, aumento da
MSPA e do rendimento das plantas cultivadas em casa de vegetacdo. A otimizagdo da
absor¢do de P e sua transferéncia para a planta promovida pelos fungos pode indicar ao
agricultor menor necessidade de fosfatacao no solo, reduzindo consequentemente o custo

de producao.
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Metabolismo Primario das Plantas

O metabolismo primario das plantas compreende a fotossintese com formagao de
ATP, sacarose, amido e intermediarios, a respiragao ¢ o metabolismo do N (Almeida,
2017). Os metabolitos primarios possuem fung¢ao estrutural, plastica e de armazenamento
de energia e exercem uma fungdo metabolica direta que é serem compostos fundamentais

como intermedidrios nas vias catabolica e anabolica da planta (Almeida, 2017).

Os FMA sao capazes de influenciar positivamente a concentracdo de clorofilas e
carotenoides de plantas de feijao-caupi. Rocha et al. (2019) observaram também que em
condigdes de estresse hidrico as plantas tiveram incremento nos teores de N e P e que

quando associado a bactérias os FMA auxiliaram as plantas no ganho de MSPA.

Plantas de feijao-caupi quando submetidas a estresse salinico tém um decréscimo
no crescimento, biomassa, teores de clorofila e 4gua, mas quando associadas com FMA,
a atividade de enzimas oxidantes pode ser maximizada, fortalecendo a defesa da planta

contra o efeito negativo da salinidade (Abeer, et al., 2015).

MATERIAL E METODOS
Inoculantes micorrizicos

Foram utilizados indculos de trés isolados de FMA: Acaulospora longula (URM-
FMA 07), Claroideoglomus etunicatum (URM-FMA 03) e Gigaspora albida (URM-
FMA 01), fornecidos pelo Laboratorio de Micorrizas, Departamento de Micologia,
Universidade Federal de Pernambuco. Foram utilizadas estas espécies pelo facil acesso,

por ter sido isoladas e serem comumente utilizadas pelo laboratdrio.

Multiplicac¢io dos inoculantes micorrizicos

Os fungos foram multiplicados em vasos com capacidade para 2 kg por trés meses
(em casa de vegetacdo) sendo utilizados areia e solo (1:1 v/v) como substrato e plantas de
milho (Zea mays L.) como hospedeiras multiplicadoras (Figura 2). A areia utilizada foi
lavada em agua corrente e deixada em estufa a 100 °C até ficar completamente seca. O

solo utilizado foi esterilizado. A esterilizagdo foi realizada por trés vezes sendo
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intercaladas por um dia, no qual o solo ficou em descanso. A cada nova esterilizagao o

solo foi completamente revolvido.

Figura 2 — Plantas de milho como hospedeiras multiplicadoras utilizadas para multiplicago

dos inoculantes micorrizicos.

Foto: O Autor, 2017.

Nimero de propagulos infectivos de FMA do solo inoculante

O nimero mais provavel de propagulos infectivos (NMP), foi determinado a partir
da metodologia de Feldmann & Idzack (1994): solo dos inoculantes foi diluido
sucessivamente nas propor¢des 0 (sem dilui¢do), 1:10, 1:100, 1:1000, utilizando solo
peneirado, desinfestado em autoclave, como diluente. Os potes foram mantidos em casa-
de-vegetagdo, tendo como hospedeiro o milho (Zea mays L.). Apds 30 dias, as raizes
foram retiradas do substrato e coradas, como descrito na avaliagdo da colonizacao

micorrizica, para contagem de raizes colonizadas e ndo colonizadas e estimativa do NMP.

Solo e condicdes experimentais

O solo utilizado ¢ de uma éarea de cultivo de feijao-caupi, na Estacdo Experimental
de Itapirema do Instituto Agronémico de Pernambuco-IPA (Goiana-PE). O solo ¢ do tipo
Argilosso Vermelho Amarelo distrofico (Embrapa, 2006) e tinha as seguintes
caracteristicas: P (1 mg/dm3), pH 6,0, e 1,0; 0,75; 0,08 ¢ 0,0 cmolc/dm3 de Ca, Mg, K e

Al, respectivamente.
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Em casa de vegetagdo o solo foi destorroado, peneirado e distribuido em vasos
com capacidade para 3 kg, que receberam sementes da cultivar Miranda IPA-207 de
Vigna unguiculata (L.) Walp. Os potes foram previamente envolvidos por um saco
plastico com capacidade para 3kg para melhor acondicionamento do solo. No total foram

10 potes para cada tratamento e 10 potes para o controle totalizando 40 potes.

Figura 3 — Semeadura do feijdo (a) e germinacdo das sementes (b ¢ ¢).

Foto: O Autor, 2017.

A inoculagdo com FMA consistiu de solo-indculo com cerca de 3.000 propagulos
infectivos/por vaso aplicados diretamente no solo abaixo das sementes. No total foram
semeadas 5 sementes por pote a fim de garantir a germinagdo em todas as repeticdes de
cada tratamento (Figura 3). Ao fim de 15 dias ocorreu o desbaste aleatorio das plantas

excedentes e foi deixada apenas uma planta por pote até o fim do experimento (Figura 4).
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Figura 4 — Plantas em crescimento apos a germinagdo (a), desbaste de plantas excedentes (b) e plantas

unicas por pote em crescimento apos o desbaste (c).

Foto: O Autor, 2017.

As plantas foram mantidas em casa-de-vegetagdo por 70 dias, correspondendo ao
ciclo da cultivar (Figura 5). Ao final do experimento os vasos foram desmontados e as

plantas colhidas, separando-se a parte radicular da parte aérea.

Figura 5 — Plantas de feijdo-caupi em casa-de-vegetagdo durante 70 dias (a), com presenga de flor (b) e

fruto (¢).

Foto: O Autor, 2017.



14

Analises das plantas
Analise do tecido foliar

Para determinagdo dos teores de metabolitos primarios, uma folha fresca de cada
uma das 40 plantas foi armazenada em papel aluminio e depositada em nitrogénio liquido
para posterior andlise bioquimica do tecido foliar. As analises bioquimicas foram
realizadas utilizando 50 mg do tecido foliar de cada uma das 10 repeti¢des por tratamento

inclusive do controle, totalizando em 40 amostras para cada uma das anélises.

Foram determinados os teores de carboidratos soluveis totais (CST) com leitura
em espectrofotdmetro realizada a 490 nm, clorofilas (a, b e fotais com leituras a 470;
646,8; 663,2 nm, respectivamente) e carotenoides a 710 nm, proteinas soluveis totais
(PST) a 595 nm e aminodcidos livres totais (ALT) a 570 nm de acordo com as
metodologias de DUBOIS et al. (1956); LICHTHENTHALER & BUSCHMANN
(2001); BRADFORD (1976); MOORE & STEIN (1948), respectivamente.

Analise biométrica

Ao fim do experimento foram determinados: a altura da planta (com o auxilio de
fita métrica), o diametro do caule (com o auxilio de um paquimetro) (Figura 6) ¢ a
biomassa seca da parte aérea das plantas (as amostras foram secas em estufa de ventilacao
forgada a 70 °C por 72h) de cada uma das repeti¢des, sendo 10 por tratamento totalizando

40 plantas incluindo o controle.

Figura 6 — Coleta de dados biométricos com auxilio de paquimetro para didmetro (a) ¢ fita

métrica para altura (b)

Foto: O Autor, 2017.
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Colonizacao micorrizica

Para avaliagdo da colonizagdo micorrizica, amostras (0,5 g) de raizes das plantas
de cada tratamento (10 plantas, totalizando 40 plantas incluindo o controle) foram lavadas
com agua corrente, diafanizadas (KOH 10%), coradas com azul de tripano (0,05%) em
lactoglicerol (Phillips & Hayman, 1970) e analisadas pelo método de interse¢do dos

quadrantes (Giovannetti & Mosse, 1980).

Delineamento experimental e analise dos dados

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com quatro
tratamentos, em dez repeti¢des, utilizando-se solo ndo esterilizado (contendo FMA
nativos): T1= plantas controle (sem inoculacdo e com a presenga da microbiota natural);
T2=inoculag¢do com A. longula; T3=inocula¢ao com C. etunicatum; T4= inoculagdo com
G. albida. Os dados foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA) e as médias

comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Para avaliar o efeito de trés espécies de fungos micorrizicos (4. longula, G. albida
e C. etunicatum) nos parametros de biometria (altura, diametro e MSPA) e produtividade
primaria da planta (aminodcidos, carboidratos e proteinas) Vigna unguiculata (L.) Walp.
foram utilizados modelos lineares, sendo um modelo para cada parametro. Os modelos
incluiram cada parametro como variavel resposta e as espécies de FMA e o controle como
variaveis preditoras. Quando necessario os dados foram transformados usando log 10 para
assumir os pressupostos de normalidade, homocedasticidade e controlar efeitos de
outliers. Os modelos lineares foram analisados no software R 3.6 1 utilizando a funcao

Im do pacote “stats”.

RESULTADOS

Para as varidveis resposta Carboidratos e Clorofilas, apenas a espécie C.
etunicatum diferiu do controle levando a uma menor concentragao de carboidratos e
clorofilas (Tabela 1). Quando comparados entre si os tratamentos diferiram quanto aos
efeitos na planta com atengdo para a espécie G. albida que foi o tratamento que menos

influenciou estas variaveis (Tabela 1).
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Todas as plantas inoculadas diferiram do controle levando a uma menor
concentracdo de aminodcidos e proteinas (Tabela 1). As espécies diferiram entre si
quanto aos efeitos na planta com diminuicdo significativa na concentracao de

aminoacidos e proteinas em plantas inoculadas com C. etunicatum (Tabela 1).

A concentragdo de carotenoides foi afetada em todos tratamentos. Os tratamentos
utilizando A. longula e C. etunicatum como inoculantes fungicos, diferiram do controle e
levaram a uma menor concentragao deste metabolito (Tabela 1). Os tratamentos diferiram
entre si e a espécie G. albida foi a que menos afetou a concentracdo de carotenodides

(Tabela 1).

Os tratamentos nao diferiram entre si e ndo diferiram do controle quanto a altura.
O diametro foi afetado apenas no tratamento com o inoculante G. albida que diminuiu
este parametro. A espécie A. longula e C. etunicatum foi a que menos afetou o didmetro
das plantas que recebeu este inoculante fungico. A MSPA foi afetada apenas no
tratamento utilizando G. albida como inoculante. Esta espécie foi capaz de influenciar as
plantas diminuindo a MSPA. A. longula e C. etunicatum ndo diferiram do controle e ndo

foram capazes de influenciar significativamente a MSPA das plantas (Tabela 1).
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Tabela 1 — Dados de metabolitos Primarios: log 10 (Carboidratos), log 10 (Aminoacidos), log 10 (Proteinas), carotenoides e Dados Biométricos: altura, didmetro e massa seca da

parte aérea (MSPA) das plantas inoculadas e ndo inoculadas com FMA (somente com FMA nativos).

Parimetro Controle A. longula C. etunicatum G. albida - p
Média Desvio Média Desvio Média Desvio Média Desvio

log 10 (Carboidratos) 3,597° 0,125 3,437 0,151 2,928° 0,163 3,736% 0,121 5624 <0,001
log 10 (Aminoacidos) 2,457° 0,180 2,234° 0,105 1,208°¢ 0,241 2,019° 0,147 87.07 <0,001
log 10 (Proteinas) 1,506° 0,090 1,127° 0,137 0,044°¢ 0,195 0,332¢ 0,234 139,70 <0,001
Clorofila a 3,122° 1,127 2,331° 1,052 0,144° 0,080 3,365% 0,631 27,79 <0,001
Clorofila b 1,242° 0,438 0,913 0,382 0,088¢ 0,045 1,356 0,287 27,96 <0,001
Clorofilas Totais 4,364% 1,563 3,244% 1,430 0,232¢ 0,118 4,721 0,900 28,15 <0,001
Carotendides 0,9412 0,335 0,560° 0,273 0,043°¢ 0,032 0,867% 0,209 25.83 <0,001
log 10 (Altura) 1,413 0,022 1,452% 0,087 1,399? 0,032 1,408? 0,041 183 0,15

Diametro 3,996? 0,096 4,1242 0,262 3,900? 0,204 3,642° 0,174 10,02 <0,001
MSPA 1,695% 0,191 1,638* 0,337 1,574% 0,363 1,123° 0,235 728 <0,001

Médias seguidas da mesma letra na linha ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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DISCUSSAO

Ap6Os a inoculagdo micorrizica, de modo geral, espera-se que as plantas
apresentem maior crescimento vegetal, uma vez que pratica da inoculagdo pode
influenciar positivamente a MSPA (Silveira et al., 1992) e melhorar o estado nutricional
da planta, permitindo especialmente, a aquisi¢do aprimorada do foésforo, que ¢
fundamental para os processos bioenergéticos (Silveira et al., 1992; Smith e Read; 2008).
No entanto, essa condicdo ndo foi observada no presente trabalho. Resultados
semelhantes ao do presente estudo foram descritos por Sato (1999), Caldeira et al. (1999),
Alves et al. (2009) e Taffouo et al. (2013) os quais observaram que o crescimento vegetal,
MSPA e incremento nos teores de N e P ndo foram influenciados pela inoculagdo com
FMA. Os autores atribuiram a auséncia de beneficios da inoculagdo a presenca da
comunidade nativa, a qual foi capaz de impedir agdo dos isolados exoticos e,
consequentemente, a expressao dos seus possiveis efeitos. Esse resultado ressalta que os
inoculantes micorrizicos precisam ser aprimorados em experimentos na presenga de
fungos nativos. O entendimento do comportamento de inoculantes em solos nao
esterilizados pode resultar no desenvolvimento de inoculantes eficientes em condigdes de

campo.

Incremento no metabolismo primério como carboidratos e proteinas em plantas
de feijao-caupi foram observados por Silva et al. (2018) utilizando diferentes isolados das
mesmas espécies abordadas no presente trabalho. As variagdes nas respostas de promog¢ao
de incremento vegetal quando inoculadas podem ser resultados de fatores como isolado
micorrizico, solo, clima, espécies e variedades vegetais utilizadas. Resultados positivos
de aumento no teor de nutrientes das plantas, sdo importantes pois nos possibilita
desenvolver tecnologia limpa capaz de promover uma agricultura sustentavel, diminuindo
o uso de fertilizantes quimicos nos solos agricolas uma vez que os FMA sao eficientes na
captacdo e transporte destes elementos para a planta (Pawar et al., 2018), favorecendo

assim o metabolismo primario.

E importante ressaltar que alguns parimetros analisados como taxa de crescimento
e MSPA, inicialmente podem sofrer influéncia negativa da inoculagdo micorrizica e
depois de um tempo serem favorecidos. Franca et al. (2014), por exemplo, observaram
(durante um experimento de 150 dias, envolvendo a inoculacdo com FMA e o cultivo de
café) que inicialmente, as plantas foram influenciadas negativamente pela inoculagdo,

indicando que primariamente os fungos representaram drenos de assimilados, mas que
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depois de estabelecidos no solo, beneficiaram as plantas. No experimento conduzido por
Franga et al. (2014), ao fim do experimento a altura, a area foliar e MSPA e Clorofilas

foram superiores em plantas inoculadas em relagdo a plantas controle.

Neste trabalho a qualidade e/ou quantidade do solo indculo pode ter sido
suprimida pela quantidade e/a qualidade de indculos encontrados naturalmente no solo
nativo. Este tipo de comportamento foi observado pelo trabalho de Do Rego et al. (2015)
que estudando a resposta do feijado-caupi a inoculagdo com FMA e Rizébio em condigdes
de campo, sugeriram que o solo inodculo contendo hifas, esporos e raizes colonizadas ndo
era equivalente ao potencial dos propagulos infectivos das populacdes nativas de FMA,
que dominaram os indculos fungicos introduzidos; assim, ndo houve promocdo do
crescimento vegetativo das plantas nem aumento da MSPA, em comparacdo com os

tratamentos nao inoculados.

Janouskova et al. (2013) descreveram resultados semelhantes ao do presente
estudo, atribuindo a auséncia de resultados positivamente significativos da inoculagdo
com FMA a um possivel direcionamento de recursos para interagdes competitivas
desencadeadas por adicdo de propagulos de FMA exdticos que podem interferir no

equilibrio natural da comunidade nativa.

Portanto, ¢ fundamental investigar a melhor combinagdo fungo-planta em
condi¢cdes de casa de vegetagdo antes da aplicagdo em grande escala no campo,
aumentando e/ou garantindo as chances de sucesso das praticas de inoculacdo em solos

nao desinfestados (Pelegrino et al., 2011).

Um estudo mais amplo envolvendo a comunidade micorrizica é necessario para
responder se os isolados fingicos do presente trabalho foram capazes de se estabelecerem
no solo e/ou se o tempo do experimento foi curto para promog¢ao de beneficios para a

planta.

CONCLUSAO

Conclui-se que os FMA Acaulospora longula (URM-FMA 07), Claroideoglomus
etunicatum (URM-FMA 03) e Gigaspora albida (URM-FMA 01) introduzidos nao
favorecem o crescimento de plantas e o metabolismo primario de plantas de feijao-caupi

cultivar Miranda IPA 207 sob condicdo de casa de vegetacdo, sendo necessario
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determinar se a cultivar testada responde a doses maiores de inoculante e a outros isolados

jé foram testados em outras cultivares indicadas para o Nordeste Brasileiro.
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