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RESUMO GERAL

TORRES-JUNIOR, Carlos Vergara. Efeito de fungos dark septate sobre a eficiéncia de
aproveitamento de fontes nitrogenadas em arroz e tomate e expressao de isoformas de
PM H*-ATPase e transportadores de NOs em plantas de arroz. 2018. 110p. Tese
(Doutorado em Agronomia, Ciéncia do Solo). Instituto de Agronomia, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2018.

Uma planta colonizada por fungos endofiticos dark septate (fungos DSE), pode aproveitar
melhor os nutrientes a ela fornecidos, quando a interacdo mutualista é estabelecida, gerando
economia financeira ao produtor. Entretanto, uma série de fungdes ecoldgicas dos fungos
DSE, ainda precisam ser esclarecidas. Este trabalho teve como objetivo, avaliar o efeito de
fungos endofiticos dark septate sobre a eficiéncia de aproveitamento de fontes nitrogenadas
em tomate e arroz, e sobre a expressdo das isoformas de H-ATPase da membrana plasmatica
(PM H*-ATPase) e transportadores de nitrato (NOs) em plantas de arroz. Os experimentos
para estudar o efeito dos fungos DSE, na recuperacdo pelas plantas do arroz e tomate do N
derivado de diferentes fontes, foram conduzidos em solo ndo esterilizado, em casa de
vegetacdo, em delineamento de blocos ao acaso, com cinco repeticbes. Os tratamentos
consistiram de plantas de tomate (cv Santa Clara 1-5300) inoculadas com os fungos DSE
A101, A104 ou A105 ou de plantas de arroz (variedade Piaui) inoculadas com os fungos DSE
A101 ou A103 e de plantas deixadas sem inoculacédo (controle). Vasos contendo amostra de
horizonte superficial de um Planossolo Haplico nédo esterilizado, receberam sulfato de aménio
marcado com 1% de atomos de N em excesso ou Canavalia ensiformis [L.] finamente
triturada enriquecida com 2,15% ou 0,7 4tomos de >N em excesso, como Unica fonte de N.
Indicadores de crescimento, acumulo de matéria seca e nutrientes e a eficiéncia de
recuperacdo de >N foram avaliados aos 54 dias ap6s o transplantio e no estadio de maturagéo
do arroz (130 dias ap0s o transplantio) e aos 50 dias ap6s o transplantio de plantulas de
tomate. A expressdo de transportadores de NOs™ e isoformas PM H*-ATPase e atividade de
bombas de H* foram também avaliados em plantas de arroz inoculadas com A103, em
condigOes esterilizadas. Em comparagdo com o controle, as plantas de arroz e tomate foram
mais eficientes no aproveitamento de nutrientes, em especial do N derivado da C. ensifomis.
As plantas de arroz também responderam positivamente a inoculagdo, sob suplementagdo com
sulfato de aménio, acumulando mais matéria seca e nutrientes em relacdo ao controle, e
quando foram inoculadas com o fungo A103 em ambiente esterilizado, aumentaram a
atividade da PM H'-ATPase e da H'-pirofosfatase vacuolar e abundancia de transcritos das
isoformas de PM H*-ATPase OsA5 e OsA8. Os fungos A101, A104 e A105 sdo benéficos
para o tomate e os fungos A101 e A103 para o arroz.

Palavras chave: Oryza sativa [L.]. Solanum lycopersicum. Potéssio. Niquel. Fungos DSE.
Fosforo. Canavalia ensiformis [L.]. Ferro. *°N. Inoculac&o. H*-ATPase. Pirofosfato.



GENERAL ABSTRACT

TORRES-JUNIOR, Carlos Vergara. Effect of dark septate endophytic fungi on the
nitrogen recovery efficiency in tomato and rice, and PM H*-ATPase isoforms and NO3’
transporters expression in rice plants. 2018. 110p. Thesis (Doctor Science in Agronomy,
Soil Science). Instituto de Agronomia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2018.

A plant colonized by dark septate endophytic (DSE fungi) fungi can better recovery the
nutrients provided to it when mutualistic interaction is established, generating financial
savings to the farmer. However, several ecological functions of DSE fungi still need to be
clarified. The present study aimed to evaluate the effect of dark septate endophytic fungi on
the nitrogen recovery efficiency in tomato and rice plants and on the expression of plasma
membrane H'-ATPase (PM H'-ATPase) isoforms and nitrate (NO3) transporters in rice
plants. The experiments with tomato and rice were conducted in non-sterile greenhouse soil in
a randomized complete block design with five replicates. The treatments consisted of tomato
(Santa Clara 1-5300 variety) or rice (Piaui variety) plants without (control) and inoculated
with DSE fungi A101, A104 and A105, and A101 and A103, respectively. Pots containing
non-sterile material from the surface horizon of a Fragiudult soil, received ammonium sulfate
enriched with 1 atom % "N excess or finely ground Canavalia ensiformis [L.] enriched with
2.15 or 0.7 atom % *°N excess as the sole source of N. Growth plant indicators, accumulation
of plant dry matter and nutrients, and recovery efficiency of >N were evaluated at 54 days
after transplanting and at maturity stage of rice plants, and at 50 days after transplanting of
tomato seedlings. Expression of NO3 transporters and PM H* -ATPase isoforms and H*
pumps activity was also evaluated in rice plants inoculated with A103. Compared with
control, rice and tomato plants were more proficient in the recovery of nutrients, especially N
derived from C. ensifomis. Rice plants also responded positively to the inoculation under
ammonium sulfate supplementation, accumulating more dry matter and nutrients in relation to
the control, and when rice plants were inoculated with the A103 fungus in a sterile
environment, activity of PM H*-ATPase and of vacuolar H-pyrophosphatase, and transcripts
abundance of PM H'-ATPase isoforms OsA5 and OsA8 increased. A101, A104 and A105,
and A101 and A103 fungi are beneficial for tomato and rice, respectively.

Keywords: Oryza sativa [L.]. Solanum lycopersicum. Potassium. Nickel. DSE fungi.
Phosphorus. Canavalia ensiformis [L.]. iron. **N. Inoculation. Manganese. H*-ATPase.
Pyrophosphate.



INDICE DE TABELAS

Tabela 1. Indicadores de crescimento de plantas de tomate, aos 50 dias apds o transplantio, sem
(controle) e com inoculacdo com fungos endofiticos dark septate (fungos DSE) e adubadas
com a fonte organica de N (*°*N-Canavalia ensiformis [L.] finamente triturada)..................... 32

Tabela 2. Indicadores de crescimento de plantas de tomate, aos 50 dias apds o transplantio, sem
(controle) e com inoculacdo com fungos endofiticos dark septate (fungos DSE) e adubadas
com fonte inorganica de N (*°N-Sulfato de aMONI0). ..........oveeveveeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeseeeeeeeseeees 33

Tabela 3. Indicadores de crescimento de plantas arroz (variedade Piaui), aos 54 ap6s o transplantio,
sem (controle) e com inoculagdo com fungos endofiticos dark septate, A101 e A103 e
adubadas com *°N-Canavalia ensiformis (L.) finamente triturada como a Gnica fonte organica

Tabela 4. Massa seca de raiz e palha e massa de paniculas e graos cheios (13% de umidade) no
estagio de maturacao de plantas de arroz da variedade Piaui sem (controle) e com inoculagao
com fungos endofiticos dark septate A101 e A103 e adubadas com *°N-Canavalia ensiformis
(L.) finamente triturada como a tnica fonte organica de N..........ccccccevvevveieiieere s 51

Tabela 5. Contetdo de Ca, Mg, P e K no estadio de maturacdo de plantas de arroz da variedade
Piaui sem (controle) e inoculadas com fungos endofiticos dark septate, A101 e A103, e
adubadas com >N-Canavalia ensiformis (L.) finamente triturada como Gnica organica de N.55

Tabela 6. Indicadores de crescimento de plantas de arroz (variedade Piaui) aos 54 dias ap0s o
transplantio. As plantas foram inoculadas com os fungos endofiticos dark septate A101 e
A103, ou deixadas sem inoculacdo, e adubadas com sulfato de aménio marcado com **N
como a Unica fonte iNOrganica de N. ......cccooviiiiiiiiccee e 71



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Raiz hipotética colonizada pelo fungo micorrizico arbuscular (FMA). (A) A raiz da
planta hospedeira sinaliza que esta apta a estabelecer a simbiose micorrizica arbuscular
com a liberacdo de estrigolactona que promove a germinacao de esporos fungicos do
FMA e estimula a ramificacdo do seu micelio extrarradicular, e 0 FMA responde com a
producdo dos fatores micorrizicos (Fatores Mic: lipo-quito-oligossarideos e quito-
oligossarideos) que séo reconhecidos pela sua planta hospedeira. (B-C) O contato fisico
entre a superficie da raiz e o FMA permite a formagdo do hifopddio que leva a
proliferacdo intercelular do micélio intrarradicular nas celulas do coértex e ao
desenvolvimento intracelular de arbusculos circundados pela membrana periarbuscular
derivada da membrana plasmatica da célula vegetal. .............ccoovvriininieiencinesenen 4

Figura 2. Via de absor¢do pela planta e pela micorriza arbuscular. Simbolos amarelos:
transportadores localizados na epiderme e nos pelos radiculares. Simbolos vermelhos
ou verdes: transportadores do fungo localizados no micélio extrarradicular. Simbolos
roxos: transportadores da planta induzidos pela micorriza arbuscular que estéo
localizados na membrana PeriarbUSCUIA. ............cccoveviiieiiere e 6

Figura 3. Transporte de N e P através da via de absorcdo pela micorriza arbuscular. O
modelo é baseado em modelos presentes na literatura. Destaca a absorgdo de P e N pelo
micélio extrarradicular (ERM), através dos transportadores de H,PO, (preto), NOs
(roxo) ou NH;" (vermelho); assimilagdo e concentracio de N dentro da Arg” e a
conversdo de H,PO, em polifosfatos (PolyP); o transporte de Arg” e PolyP” do ERM
para o micélio intrarradicular (IRM); atraves da rota catabdlica do ciclo da ureia a
quebra da Arg” em NH," e do PolyP” em H,PO,’; efluxo de H,PO4 (azul), NH;"
(vermelho) para o espaco periarbuscular, e a subsequente absorcdo de H,PO, e NH,"
pela planta hospedeira, através dos transportadores de H,PO, e NH;" localizados na
membrana periarbuscular da planta. (Modelo basedo em BUCKING, HEIKE; KAFLE,
2015; FELLBAUM, CARL R. et al., 2012; GOVINDARAJULU et al., 2005; JIN et
al., 2005; TIAN, C. et al., 2010). R-COQ": &nion carboxilato. ............cccccevvvercviiiriinnnnn 14

Figura 4. Raiz hipotética colonizada pelo fungo endofitico dark septate (fungo DSE). A)
Ramificacdo do miceélio presente no disco do meio de cultura em direcdo ao sistema
radicular; B) Penetracdo da hifa no pelo radicular acessando as células do cortex; C)
Formacdo de diversas estruturas do fungo DSE em células do cortex. Hifa septada
melanizada e intracelular  (hsmi);  Microesclerédios melanizados  (mm);
Microesclerodios corados no estadio jovem (mj); d) hifa hialina septada e intracelular
(hh); hifa septada melanizada e intercelular (hSM). ..., 20

Figura 5. Aspectos morfoldgicos de raizes de tomate (cv Santa Clara 1-5300) inoculados com
os fungos DSE A101, A104 e A105 aos 50 dias ap6s o transplantio. As hifas septadas
melanizadas circundam (seta aberta) ou ndo (seta fechada) as células da epiderme (B, J,
M e A, E, Fe N, respectivamente) e do cértex (K e C, H e L, respectivamente) e da
regido entre o cortex e o feixe vascular (D). Estruturas semelhantes aos microsclerddios
(seta com circulo na base) formadas na epiderme (A, E, F, G, I, J, M e N), no cortex (C,
H, K e L) e na regido entre cortex e feixe vascular (D) pelos fungos. Vesiculas hialinas
(seta com base de losango) formadas na epiderme (M) e no cortex (K). As amostras
foram coradas com 0,01% de azul de metila, exceto H, que foi obtido a partir de um
corte transversal que ndo foi corado. Barra =20 pm. ........ccceiiiiiiiiiiiiieneeeee 31

Figura 6. Quantidade (Q™NdF) e eficiéncia de recuperacéo (ER'’N) do nitrogénio derivado
de °N-sulfato de aménio ou *°N-Canavalia ensiformis (L.) finamente triturada na parte
aérea de plantas de tomate (cv. Santa Clara 1-5300), com 50 dias apds transplantio, sem



(controle) e com inoculagdo com fungos endofiticos dark septate A101, A104 e A105 e
adubada com fonte inorganica (**N-sulfato de aménio (a) e (b), respectivamente) ou
organica (Canavalia ensiformis [L.]-"°N finamente triturada, (c) e (d), respectivamente).
Em cada grafico de barras, valores seguidos pela mesma letra minuscula ndo diferem
pelo Teste t (p<0,05). A varidvel com valores sem letra ndo foi influenciada
significativamente pelos tratamentos, de acordo com o teste F a 5 % de probabilidade.
Barras de erro representam o erro padrao da média (N=5)........ccccecererrieriennieniereienenns 34

Figura 7. Eficiéncia aparente de recuperacdo (EAR) de P e K, aos 50 dias ap6s o transplantio,
de plantas de tomate (cv. Santa Clara 1-5300) sem (controle) e com inoculagdo com
fungos endofiticos dark septate A101, A104 e A105 e adubadas com fonte inorgénica
de N (®N-sulfato de aménio, (a), (b), respectivamente) ou organica (Canavalia
ensiformis [L.]-°N finamente triturada, (c), (d), respectivamente). Em cada gréfico de
barras, valores seguidos pela mesma letra minascula ndo diferem pelo Teste t (p<0,05).
A variavel com valores sem letra ndo foi influenciada significativamente pelos
tratamentos, de acordo com o teste F a 5 % de probabilidade. Barras de erro
representam o erro padrao da média (N=5). ..ccccvevieiiiii s 35

Figura 8. Conteudo de N (a), P (b), K (c), Ca (d), Mg (e), Fe (f), Mn (g) e Zn (h) aos 50 dias
apos o transplantio de plantas de tomate (cv. Santa Clara 1-5300) sem e com inoculagéo
com fungos endofiticos dark septate A101, A104 e A105 e adubadas com fonte
inorganica de N (**N-sulfato de aménio). Em cada gréfico de barras, valores seguidos
pela mesma letra minuscula ndo diferem pelo Teste t (p<0.05). A variavel com valores
sem letra ndo foi influenciada significativamente pelos tratamentos, de acordo com o
teste F a 5 % de probabilidade. Barras de erro representam o erro padrdo da média
(1Tt ) PSSR 36

Figura 9. Contetdo de N (a), P (b), K (c), Ca (d), Mg (e), Fe (f), Mn (@) e Zn (h) aos 50 dias
apos o transplantio de plantas de tomate (cv. Santa Clara 1-5300) sem e com inoculagédo
com fungos endofiticos dark septate A101, A104 e A105 e adubadas com fonte
organica de N (**N-Canavalia ensiformis [L.] finamente triturado). Em cada gréfico de
barras, valores seguidos pela mesma letra mindscula ndo diferem pelo Teste t (p<0,05).
Barras de erro representam o erro padrdo da média (N=5)......ccccccevcvvievivereiieseese e 37

Figura 10. Aspectos morfoldgicos de raizes de arroz (variedade Piaui) inoculadas com os
fungos A101 e A103. Hifas septadas melanizadas (Ponta de seta) nas células da
epiderme (A e F) e cortex (G) e na regido entre o cortex e os feixes vasculares da raiz
principal, conectando duas das suas raizes laterais (L). Microesclerédios (seta) formados
pelos fungos na epiderme (A-E e G), no cortex (F-J) e na regido entre cortex e feixe
vascular (K). As amostras foram coradas com 0,002% de azul de metila. Barra =20 pm.

Figura 11. Eficiéncia de recuperacdo (ER™N AV) e quantidade (Q**Nd AV) do nitrogénio
derivado da *°N-Canavalia ensiformis (L.) finamente triturada na parte aérea, aos 54
dias apo6s o transplantio (A e B, respectivamente), e na raiz, palha e grdos no estagio de
maturacdo (C e D, respectivamente) em plantas de arroz da variedade Piaui sem
(controle) e com inoculacdo com fungos endofiticos dark septate, A101 e A103 e
adubadas com N-C. ensiformis (L.) finamente triturada como Unica fonte orgénica de
N. Entre os tratamentos, mesma letra mindscula, nao difere pelo Teste t (p<0,05). Letras
sublinhadas (C e D) indicam comparacéo de ER™N AV e Q"”Nd AV na parte aérea
(palha + grdo) entre os tratamentos. Barras de erros representam o erro padrdo da média
(=) TSRS P TP PR R PRPRO 52

Figura 12. Contetdo de N (a), P (b), K (c), Ca (d), Mg (e), Fe (f), Mn (g) e Zn (h) aos 54
dias apos o transplantio de plantas de arroz (variedade Piaui) sem e com inoculagdo com



fungos endofiticos dark septate, A101 e A103, e adubadas com N-Canavalia
ensiformis (L.) finamente triturada como Unica fonte de N. Em cada grafico de barras,
mesma letra minuscula, ndo difere pelo Teste t (p<0,05). A varidvel com valores sem
letra ndo foi significativa ao teste F a 5 % de probabilidade. Barras de erros representam
0 erro padréo da MEdia (NT5). .c.eiiiiieiie e 54

Figura 13. Percentual de colonizacdo de raizes de arroz (A), contetdo do N (B), proteina
bruta (C) e, micronutrientes (D) do gréo arroz (variedade Piaui) no estadio de maturagao
sem (controle) e com inoculacdo com fungos endofiticos dark septate A101 e A103 e,
adubadas com '°N-Canavalia ensiformis (L.) finamente triturada como Unica fonte
organica de N. Entre os tratamentos, mesma letra minuscula, ndo difere pelo Teste t
(p<0,05). Letras sublinhadas (B) indicam comparagédo do conteddo de N na parte aérea
(palha + grdo) entre os tratamentos. A variavel com valores sem letra nao foi
significativa ao teste F a 5 % de probabilidade. Barras de erros representam o erro
PAArE0 da MEIA (NT5). ..eoveiviieieie ettt 56

Figura 14. Aspectos morfoldgicos de raizes de plantas de arroz (variedade Piaui) inoculada
com fungos DSE A101 e A103. Hifa septada melanizada (Ponta de seta) nas células da
epiderme (B). Microesclerddios (seta) formados pelos fungos na epiderme (A e B) e
cortex (C e D). Amostras coradas com 0,002 % de azul de metila. Barra = 20pm. ....... 70

Figura 15. Eficiéncia de recuperacdo (ER™N; a) e quantidade de nitrogénio (Q*°NdF; b) na
planta derivado de sulfato de aménio marcado com *°N, contetidos de N (c), P (d), K
(e), Mg (f), Fe (g), Ca (h), Zn (i) e Mn (j) aos 54 dias ap6s o transplantio de plantas de
arroz (variedade Piaui). As plantas foram inoculadas com os fungos endofiticos dark
septate A101 e A103, ou deixadas sem inoculacgdo, e adubadas com sulfato de aménio
marcado com *°N como a Unica fonte inorganica de N. Entre os tratamentos, mesma
letra mindscula, ndo difere pelo Teste t (p<0,05). Barras de erros representam o erro
Padrao da MEdia (N=D5). ...ccveieei e rs 72

Figura 16. Atividade ao longo do tempo de H'-ATPase da membrana plasmaética (a), H*-
pirofosfatase vacuolar (b) e H*-ATPase vacuolar (c) e expressdo relativa de genes que
codificam para transportadores de nitrato (NO3) (OsNRT2.1 e OsNRT2.2), proteina
acessoria OsNAR2.1 (OsNAR2.1) (d-f) e isoformas de PM H'-ATPase (OsAl, OsA2,
OsA3, OsA5, OsA7 e OsA8) (g-1) de raizes de plantas de arroz (variedade Piaui aos 41
dias apo6s a germinacdo). As plantas foram inoculadas com o fungo endofitico dark
septate A103, ou deixadas sem inoculacdo (controle) e expostas a 0,2 mM de NO3", 72 h
apos a privacdo com nitrogénio. As avaliacOes foram realizadas as 0 h, 3 h, 6 h, 9 h e 24
h apos a adicdo de 0,2 mM NOs. Barras de erros representam o erro padrdo da média
(n=4). * indica diferencas significativas entre o tratamento de inoculagdo com A103 e
controle ndo inoculado (Teste t; P<0,05). ..ccieiiiiieiieiiee e 74
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1 INTRODUCAO GERAL

Os fungos endofiticos dark septate (fungos DSE) sdo um grupo diverso e cosmopolita
de endofitos ascomicetos conidiais ou estéreis. Apresentam hifas septadas melanizadas em
sua col6nia de cor marrom a mais escura, que colonizam a epiderme e o cortex da planta
hospedeira de forma intercelular e intracelular e eventualmente formam microesclerédios
(aglomeracdes de hifas lobadas com formato predominantemente esferoidal) hialinos a
melanizados. Estes fungos que pertencem a diferentes ordens do filo Ascomycota (por
exemplo, Capnodiales, Eurotiales, Helotiales, Hypocreales, Microascales, Pleosporales,
Sordariales, Xylariales) colonizam mais de 600 espécies vegetais de 320 géneros e 114
familias, podendo promover seu crescimento (ANDRADES-LINARES; FRANKEN, 2013;
JUMPPONEN, ARI; TRAPPE, 1998; NEWSHAM, 2011). Na familia Poaceae e
Solanaceae, por exemplo, fungos DSE isolados de raizes saudaveis do arroz silvestre (Oryza
granulata Nees et Arn. ex Watt. e Oryza glumaepatula Steud.) e tomate (Solanum
Lycopersicum [L.]) sdo capazes de colonizar o arroz (Oryza Sativa [L.]) e o tomate comercial
e promover seu crescimento, sem, no entanto, desencadear qualquer sintoma de doenca
(ANDRADE-LINARES, D. R. et al., 2011; ANDRADE-LINARES, DIANA ROCIO et al.,
2011; RIBEIRO, 2011; TORRES-JUNIOR, 2014; YUAN, Z. L. et al., 2010).

O status de N de plantas associadas com fungos DSE tem sido o principal alvo de
pesquisas geralmente realizadas em condigdes in vitro, onde a interacdo DSE-planta recebe
fontes organicas ou inorgénicas de N. Nestas condi¢des, a resposta da planta hospedeira a
inoculacdo com estes fungos € bastante variavel e complexa, com efeitos positivos, neutros ou
negativos sobre o crescimento e acumulo de biomassa da planta, e as melhores respostas de
promogdo de crescimento ocorrem em plantas suplementadas com fontes organicas de N
(predominamente aminoacidos) (NEWSHAM, 2011).

Pelo fato de pesquisas com fungos DSE serem relativamente recentes
comparativamente a outros estudos envolvendo outros fungos promotores de crescimento (por
exemplo fungos micorrizicos arbusculares), ainda ha muitas questdes a serem esclarecidas na
literatura, como por exemplo: (i) A resposta positiva da planta hospedeira a inoculagdo com
estes fungos se reproduz em condicdes de solo ndo esterilizado de casa vegetacdo e de
campo?; (ii) Os diferentes efeitos de promocdo de crescimento (positivos ou neutros ou
negativos) afetam o rendimento do produto colhido na planta hospedeira? e; (iii) Quais séo 0s
mecanismos que regulam a absorcdo de nutrientes quando a interacdo DSE-planta é
estabelecida?

Em estudos prévios com plantas de arroz e tomate inoculadas com fungos DSE,
crescidas em condicdes controladas e suplementadas com nitrato de aménio foram observados
incrementos significativos na matéria seca da planta, N-amino, agucares sollveis, nimero de
perfilhos (plantas de arroz) e alteracdo dos parametros cinéticos (K, e Vmax) da absorcédo de
NO; (TORRES-JUNIOR, 2014).

O presente estudo teve como objetivo geral avaliar o efeito de fungos endofiticos dark
septate sobre a eficiéncia de aproveitamento de fontes nitrogenadas em tomate e arroz e sobre
a expressdo das isoformas de H'-ATPase da membrana plasméatica (PM H'-ATPase) e
transportadores de nitrato (NO3") em plantas de arroz.

Para atingir este objetivo geral, este estudo foi subdivido em trés capitulos contendo os
seguintes objetivos especificos:

a) Investigar o efeito da inoculagdo de fungos DSE (isolados A101, Al04 e
A105) na eficiéncia de recuperacdo e acumulo nutrientes e crescimento do tomate (S.
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Lycopersicum [L.] cv. Santa Clara 1-5300) adubado com fonte organica (*°N-Canavalia
ensiformis [L.]) ou inorganica (*>N-sulfato de aménio) de N

b) Avaliar o acumulo de macro e micronutrientes, matéria seca e proteina e a
eficiéncia recuperacdo do nitrogénio de *N-Canavalia ensiformis (L.) finamente triturado
pela cultura do arroz inoculada com fungos dark septate (isolados A101 e A103);

C) Avaliar (i) os efeitos da inoculacdo com fungos DSE em plantas de arroz
cultivadas em solo arenoso (no esterilizado) contendo o sulfato de amdnio marcado com **N
como a fonte de inorganica de N em casa de vegetagdo e (ii) contribuir para o entendimento
fisioldgico e molecular dos mecanismos de promocéo de crescimento destes fungos.



2 REVISAO DE LITERATURA

A presente revisdo tem por objetivo fazer uma abordagem bioquimica, fisioldgica e
molecular da interagdo planta-fungo micorrizico; desde absor¢do do fésforo e nitrogénio pelo
micélio extrarradicular até a transferéncia bidirecional destes nutrientes entre os simbiontes,
além de analisar a resposta da planta inoculada com diferentes fungos promotores de
crescimento de plantas.

2.1 Abordagem Geral da Interacdo Simbidtica Fungo Micorrizico-Planta

Muitas espécies vegetais estabelecem associa¢des simbiodticas com uma série de micro
— organismos que podem resultar em interacbes benéficas para ambos os simbiontes
(OLDROYD, 2013). Muitos fungos podem estabelecer interacbes com plantas, desde
interacfes mutualistas até doencas devastadoras para as culturas. Embora doencas de plantas
sejam bem conhecidas e tenham importancia econémica, o fato de que ndo existem ou
raramente existem plantas sem infeccdo fangica, tanto endofitica quanto micorrizica ainda
ndo é amplamente considerado.

Entre as associagdes simbidticas envolvendo os fungos, a melhor estudada ocorre entre
vegetais e fungos micorrizicos arbusculares (FMA) (OLDROYD, 2013). A micorriza
arbuscular (MA) é uma simbiose muito antiga que é formada entre fungos biotroficos
obrigatorios do filo Glomeromycota (FMA) e 70-90% das espécies vegetais, mediada por
transferéncia bidirecional de nutrientes entre o hospedeiro e 0 FMA (SMITH, S. E.; READ,
2008; SMITH, SALLY E.; SMITH, 2012). Acredita-se que esta simbiose tenha facilitado a
colonizacdo dos solos por plantas evoluidas do meio aquatico hd aproximadamente 450
milhGes de anos (REDECKER; KODNER; GRAHAM, 2000). Deve ser destacado que ha
outros grupos de fungos que formam simbiose com plantas, como por exemplo: fungos
ectomicorrizicos (ECM), Piriformospora indica, Trichoderma sp e fungos endofiticos dark
septate (ou fungos DSE). Diferentes dos FMA, estes fungos nao sdo biotréficos obrigatorios.

A troca de sinais quimicos entre a planta e os FMA possibilita a formacdo da MA
(BONFANTE; REQUENA, 2011; OLDROYD, 2013). Esta comunicagdo tem como etapa
inicial a liberacdo de estrigolactona na rizosfera pelas raizes da planta (OLDROYD, 2013)
(Figura 1a). A percepcdo da estrigolactona promove a germinacdo de esporos fungicos e
estimula a ramificacdo da hifa (BONFANTE; GENRE, 2010; HARRISON, MARIA J., 2012;
OLDROYD, 2013) (Figura 1 a). Por sua vez, o FMA produz os fatores micorrizicos (Fatores
Mic), que incluem lipo-quito-oligossarideos e quito-oligossarideos que sdo reconhecidos pela
planta hospedeira e ativam a via de sinalizacdo da simbiose na raiz, levando a oscilagbes de
calcio (GENRE et al., 2013; MAILLET etal., 2011).

O contato fisico entre 0 FMA e a superficie da raiz permite a formacdo de estrutura
fangica globosa de infeccdo, o hifopddio (Figura 1b), também chamado de apressorio
(BONFANTE; GENRE, 2010), que tem sua penetracdo facilitada pelos sinais liberados pela
cutina da planta (WANG, E. et al., 2012). Uma vez que as paredes celulares das células da
epiderme sdo violadas, o fungo cresce intercelularmente ou intracelularmente criando
invaginacdes nos citoplasmas e se espalhando através do coértex radicular (BONFANTE;
GENRE, 2010). Entdo, dentro das células do cortex, formam estruturas de hifas altamente
enoveladas, denominadas pelotfes, ou estruturas de hifas altamente ramificadas, denominadas
arbusculos (HARRISON, MARIA J, 2005; PARNISKE, 2008) (Figura 1c), os quais exercem
a funcdo de haustdrios. O desenvolvimento dos arbusculos é acompanhado pela invaginacédo
da membrana celular da planta, formando a membrana periarbuscular (Figura 1b), a qual é

3



distinta da plasmalema (PUMPLIN; HARRISON, 2009). O arbusculo formard com a
membrana periarbuscular uma grande interface de troca de nutriente (BONFANTE; GENRE,
2010; PARNISKE, 2008).

Membrana

; ; Periarbuscular
1 < — - @
‘ r h - £ v

-IA-UFRRJ

Ry Micélio

Extrarﬁular ’\
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e —
SRR
]

Figura 1. Raiz hipotética colonizada pelo fungo micorrizico arbuscular (FMA). (A) A raiz da
planta hospedeira sinaliza que esta apta a estabelecer a simbiose micorrizica arbuscular
com a liberacdo de estrigolactona que promove a germinacao de esporos fungicos do
FMA e estimula a ramificacdo do seu micélio extrarradicular, e o FMA responde com a
producdo dos fatores micorrizicos (Fatores Mic: lipo-quito-oligossarideos e quito-
oligossarideos) que séo reconhecidos pela sua planta hospedeira. (B-C) O contato fisico
entre a superficie da raiz e o FMA permite a formacdo do hifopddio que leva a
proliferacdo intercelular do micélio intrarradicular nas células do cortex e ao
desenvolvimento intracelular de arbusculos circundados pela membrana periarbuscular
derivada da membrana plasmatica da célula vegetal.



Com o estabelecimento da simbiose micorrizica arbuscular, ocorrem modificagdes na
expressao de genes da planta e do fungo acompanhadas por mudancas morfologicas e
fisioldgicas necessarias para a transferéncia bidirecional de nutrientes entre os simbiontes
(REQUENA et al., 2003). A absorcdo de H,PO, é considerada um processo fisiologico chave,
pelo qual os FMA promovem o crescimento dos vegetais (BUCHER, M., 2007). Com efeito,
0os FMA apresentam transportadores de H,PO, capazes de absorver esse ion do solo e
permitir sua liberacdo na interface com a planta (HARRISON, MARIA J; VAN BUUREN,
1995). Por outro lado, a planta possui transportadores que sdo especificos para interface MA,
cujo papel é absorver o H,PO, a partir do espaco periarbuscular e libera-lo no citoplasma da
planta (GUETHER et al., 2009). Da mesma forma que acontece para o H,PO,, os FMA
podem promover o crescimento dos vegetais através da transferéncia de nitrogénio (N)
(GOVINDARAJULU et al., 2005; GUETHER et al., 2009; JIN et al., 2005; SMITH,
SALLY E.; SMITH, 2011), que é também absorvido pelo micélio extrarradicular (ERM)
(LOPEZ-PEDROSA et al., 2006), e liberado no espago periarbuscular pelos transportadores
localizados no micélio intrarradicular (IRM) (GOVINDARAJULU et al., 2005).
Posteriormente, o N é transferido para o citosol pelos transportadores da planta especificos
para interface MA (GUETHER et al., 2009).

2.2 Raizes Micorrizicas Apresentam Duas Vias para a Absorcéo de Nutrientes

Um FMA vive em dois ambientes, nas raizes onde recebe o carbono (C) organico e no
solo onde absorve nutrientes minerais (SMITH, SALLY E.; SMITH, 2011). O micélio
intrarradicular (IRM) cresce num ambiente controlado pela homeostase da planta enquanto
que o extrarradicular (ERM) vive sob consideraveis variacdes ambientais, tais como pH do
solo, disponibilidade de nutrientes e umidade do solo (SMITH, SALLY E.; SMITH, 2011).

A grande vantagem das raizes micorrizicas em relacdo as ndo micorrizicas é que as
primeiras apresentam duas vias para a absorcdo de nutrientes (Figura 2): (i) a via da absorcéo
pela planta (PP) e (ii) a via da absorgdo pela micorriza arbuscular (MP) (BUCKING, HEIKE;
KAFLE, 2015; SMITH, SALLY E.; SMITH, 2011). A MP envolve a absorcdo de nutrientes
através do ERM, sua rapida translocagdo, por vezes de muitos centimetros para o IRM,
liberacdo no espacgo periarbuscular e transferéncia para as plantas (BUCKING, HEIKE;
KAFLE, 2015; SMITH, SALLY E.; SMITH, 2011). A membrana periarbuscular, aquela que
cerca tanto os arbusculos quanto hifas intracelulares (PUMPLIN; HARRISON, 2009), contém
transportadores de H,PO, (JAVOT et al., 2007; VOLPE et al., 2016), NH;" (GUETHER et
al., 2009; PEREZ-TIENDA et al., 2014) e NO; (DRECHSLER et al., 2017) que sio
preferencialmente ou especificamente expressos nas raizes micorrizicas, e contém bombas de
protons (H*-ATPases) que energizam o transporte de nutrientes (GIANINAZZI-PEARSON
et al., 2000; GIANINAZZI- PEARSON et al., 1991; KRAJINSKI et al., 2014; WANG, E.
et al., 2014). Por outro lado, a PP absorve nutrientes da rizosfera através de transportadores
que estdo localizados na epiderme e nos pelos radiculares (BUCKING, HEIKE; KAFLE,
2015; SMITH, SALLY E.; SMITH, 2011).
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Figura 2. Via de absorcdo pela planta e pela micorriza arbuscular. Simbolos amarelos:
transportadores localizados na epiderme e nos pelos radiculares. Simbolos vermelhos
ou verdes: transportadores do fungo localizados no micélio extrarradicular. Simbolos
roxos: transportadores da planta induzidos pela micorriza arbuscular que estéo
localizados na membrana periarbuscular.

2.3 Genes Induzidos pela Interacdo Micorriza Arbuscular

2.3.1 A H-ATPase, HA5, no FMA ¢ induzida pela micorriza arbuscular

As bombas de protons da membrana plasmatica (PM H*-ATPases) desempenham um
papel chave no estabelecimento do gradiente do potencial eletroquimico de H" necessario
para a transferéncia de nutrientes através da membrana plasmatica de fungos e plantas
(DUBY; BOUTRY, 2009). Analise de dados moleculares demonstram que a maioria dos
fungos possui um a dois genes, que codificam para H'-ATPases, e que apenas um destes,
normalmente, codifica para PM H*-ATPase (BALESTRINI et al., 2007; REQUENA et al.,
2003). Por exemplo, a levedura de Brewer possui dois genes de H'-ATPases (DE
KERCHOVE D'EXAERDE; SUPPLY; GOFFEAU, 1996), enquanto Uromyces viciae-fabae
possui apenas um gene (STRUCK; HAHN; MENDGEN, 1996). No FMA Glomus mosseae®,
a primeira isoforma de H'-ATPases a ser descrita foi a GmHA5 (FERROL; BAREA,;
AZCON-AGUILAR, 2000) e, posteriormente, 0 gene que codifica para a isoforma GmPMAL1
(REQUENA et al., 2003). Essas isoformas de H*-ATPases tém massa molecular de 105 e 100
kDa, respectivamente, dez hélices transmembrana, com o dominio catalitico incluindo os
sitios de fosforilacdo E1-E2 (REQUENA et al., 2003). O gene GmPMAL € expresso em altos
niveis no ERM preferencialmente durante a fase do crescimento ndo simbidtico, com baixos
niveis de expressdo durante a fase simbiotica (reducdo de cerca de cinco vezes)
(BALESTRINI et al., 2007; REQUENA et al., 2003). Ao contrario, o0 gene GmHA5 é pouco
expresso durante o crescimento ndo simbiético e fortemente induzido (inducdo de 50 vezes)
no IRM e ERM (inducdo de oito vezes) na fase simbidtica. O acompanhamento das etapas do
desenvolvimento do IRM aos 15, 20, 23, e 28 dias apds a inoculacdo com a respectiva
expressao de GmPMA1l e GmHA5S revelou que embora se observem poucas estruturas
fangicas aos 15 dias (basicamente apenas multiplos apressorios na epiderme), a expressao de
GmHAS j& é claramente detectavel (REQUENA et al., 2003). Com o avango da infecgdo, 0s

! Neste texto as espécies de FMA serdo designadas por seu Basénimo.



niveis de expressao de GmHAS sdo aumentados e ambos genes passam a apresentar niveis de
expressao similar (REQUENA et al., 2003).

O sequenciamento de nova geracdo, tem permitido a analise do transcriptoma do
genoma de FMA e a quantificacdo dos niveis de transcritos, o que possibilita a confirmacao
ou revisdo de resultados obtidos anteriormente, ou até mesmo o direcionamento de novas
pesquisas. Por exemplo, com esta tecnologia foi possivel identificar a presenca da PM H'-
ATPase HA5 no genoma de Gigaspora margarita (XIE et al., 2016) e outras H*-ATPases no
genoma Glomus intraradices que ainda ndo foram completamente caracterizadas
(TISSERANT, E. et al., 2012; TISSERANT, EMILIE et al., 2013)

2.3.2 AH'-ATPase, HA1L, da planta é induzida pela micorriza arbuscular

A H'-ATPase da membrana plasmatica (PM H*-ATPase) da superfamilia das ATPases
do tipo P é a principal bomba de protons da membrana plasmatica de plantas (JANICKA-
RUSSAK, 2011). Em muitas espécies vegetais, a PM H'-ATPase é codificada por uma
familia de aproximadamente 12 genes, subdivida em cinco subfamilias (ARANGO et al.,
2003; TAIZ etal., 2017). Os genes MtHA1 de Medicago truncatula, OsA8 (ARANGO et al.,
2003; SPERANDIO et al., 2011) (também conhecido como OsHA1) de Oryza sativa (L.) e
SIHA8 de Solanum lycopersicum (L.), aninhados na subfamilia V, sdo o0s uUnicos genes
ortdlogos de PM H*-ATPase exclusivamente expressos em células radiculares que contém
arbusculos (KRAJINSKI et al., 2014; LIU et al., 2016; WANG, E. et al., 2014). A primeira
isoforma da PM H'-ATPase diferencialmente expressa em resposta & coloniza¢do micorrizica
foi descrita em cevada (Hordeum vulgare) (MURPHY; LANGRIDGE; SMITH, 1997) e logo
em seguida, outras duas isoformas da PM H'-ATPase foram identificadas na MA do tabaco
(Nicotiana tabacum) (GIANINAZZI-PEARSON et al., 2000). Tem sido considerado que
estas isoformas de PM H'-ATPase contribuem para absorcdo de &nions e outros nutrientes no
espaco periarbuscular através de um processo ativo que ocorre em simporte com H”
(KARANDASHOV; BUCHER, 2005).

A expressao do gene HA1 durante a MA propicia uma colonizacdo adequada do fungo,
melhora a absor¢éo do H,PO, para planta e energiza a membrana periarbuscular (WANG, E.
et al., 2014). A HA1 energiza a membrana periarbuscular de O. sativa e de M. truncatula para
facilitar o transporte de nutrientes, como o H,PO,’, mais provavelmente através da acdo de
OsPT11 e MtPT4 (transportadores de H,PO, de arroz e M. truncatula, respectivamente)
(VOLPE et al., 2016; WANG, E. et al., 2014).

O periodo em que o MtHALl (exclusivamente expresso em ceélulas contendo
arbusculos) e OsHA1 sdo fortemente induzidos, entre 28 e 35 dias apos a inoculagdo, é
consistente com o tempo de desenvolvimento dos arblsculos (WANG, E. et al., 2014) e,
portanto, com o periodo em que ocorrem trocas nutricionais entre os simbiontes de forma
mais intensa. Portanto, espera-se que o gene SIHAS8, ortélogo de MtHA1 e OsHAL, também
seja fortemente induzido em células que contém arbusculos e inativado em plantas ndo
colonizadas com fungos micorrizicos cultivadas sob condi¢cBes normais, ou de estresse
nutricional ou salino (LIU et al., 2016).

Como os genes MtPT4 e MtHA1 sdo coexpressos, podem desempenhar funcBes
associadas. De fato, ao reduzir os niveis de expressdo de MtHA1 se observa reducdo da
aquisicdo do fosfato simbidtico pelas plantas mutantes (WANG, E. et al., 2014). Além disso,
0s mutantes mtpt4 e mthal-1 exibem o mesmo fendtipo, especialmente a reducdo do nivel de
colonizacdo e um vertiginoso decréscimo no numero de arbusculos totalmente desenvolvidos
(JAVOT etal., 2007; WANG, E. et al., 2014).

Na MA, a atividade da bomba de H* é extremamente dependente de HA1, uma vez
que, nem a PM H'-ATPase flingica e nem qualquer outra isoforma da PM H'-ATPase da
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planta pode compensar um mutante defectivo em HA1 (KRAJINSKI et al., 2014). Se os niveis
de transcritos de HA1 sdo aumentados em funcéo da colonizacdo por FMA, portanto, a HAL é
também responsavel pelo gradiente de H* (KRAJINSKI et al., 2014) que torna o espago
periarbuscular mais acido. Ha que salientar, entretanto, que o gradiente de H* que torna o
espaco periarbuscular acido é formado pelos H* da PM H*-ATPases da planta, do fungo e dos
processos de desprotonacdo da NH;* (GUETHER et al., 2009).

2.3.3 Transportadores de H,PO, no FMA induzidos pela micorriza arbuscular

O H,PO, é essencial para o crescimento e desenvolvimento das plantas, mas é
frequentemente limitante (HOLFORD, 1997), pois no solo sua concentracdo esta em torno de
10 uM (VANCE; UHDE- STONE; ALLAN, 2003). Portanto, o acesso ao H,PO, adicional
transportado pela MP tem efeito significativo no crescimento e produgdo da planta
(MALDONADO-MENDOZA; DEWBRE; HARRISON, 2001). Estudos com radiois6topos
demonstraram que 0 ERM ¢é responsavel pela absor¢do de H,PO,, 0 qual é posteriormente
translocado para IRM e em seguida liberado para planta (JAKOBSEN; ABBOTT; ROBSON,
1992).

Transportadores de H,PO4 acoplados ao H* foram identificados sobre a membrana
plasmatica dos FMA e na membrana periarbuscular da planta (BENEDETTO et al., 2005;
TISSERANT, E. et al., 2012; VOLPE et al., 2016). E sabido que o gradiente de H* energiza a
membrana para transporte de nutrientes (GAXIOLA; PALMGREN; SCHUMACHER, 2007).
Observacgdes sobre absor¢cdo de H,PO, em FMA mostram que estes fungos possuem no
sistema de alta afinidade para o transporte de H,PO, 0 K, variando entre 1,8-3,1 uM e entre
10,2-11,3 mM no sistema de baixa afinidade (THOMSON; CLARKSON; BRAIN, 1990).
Este parametro cinético apresenta semelhanca com a descri¢cdo feita recentemente para
GigmPT, que funciona como transportador de alta afinidade para o fésforo no ERM de G.
margarita e em células que contém arbusculos, com um K., de 1,8 £ 0,7 uM (XIE et al.,
2016).

Foi clonado a partir do FMA Glomus versiforme um transportador de H,PO,4 de alta
afinidade (GVPT; Ky, = 18 uM), (HARRISON, MARIA J; VAN BUUREN, 1995) o qual
compartilha semelhancas estruturais e alta similaridade de suas sequéncias com outro
transportador de alta afinidade, que atua em simporte com um H*, de S. cerevisiae (PHO84)
(BUN-YA et al., 1991; TISSERANT, E. et al., 2012) e N. crassa (PHO-5) (VERSAW,
1995). Em nivel de aminoécidos, GVPT compartilha 47,9% de identidade com PHO84 de S.
cerevisiae, 45% com PHO5 de N. crassa e 95% com o transportador de H,PO, de alta
afinidade (GiPT) do ERM e IRM de G. intraradices (FIORILLI; LANFRANCO;
BONFANTE, 2013; HARRISON, MARIA J; VAN BUUREN, 1995; MALDONADO-
MENDOZA et al., 2001; TISSERANT, E. et al., 2012). O GiPT compartilha 73% de
identidade com transportador de H,PO, de alta afinidade (GmosPT) presente no IRM e ERM
de G. mosseae que atua em simporte com um H* (BALESTRINI et al., 2007; BENEDETTO
et al., 2005). GvPT, GIiPT e GmosPT absorvem o H,PO, no solo e apresentam alta
similaridade entre si e filogeneticamente se agrupam aos transportadores de fungos, os quais
sdo separados do grupo de transportadores das plantas (BENEDETTO et al., 2005;
HARRISON, MARIA J; VAN BUUREN, 1995; MALDONADO-MENDOZA et al., 2001).
GmosPT e GVPT sdo induzidos no ERM por concentracdes micromolares de H,PO,
(BENEDETTO et al.,, 2005; MALDONADO-MENDOZA et al., 2001). O GmosPT
apresentou niveis de expressdo similares no ERM e IRM e, portanto, tem sido sugerido que
poderia controlar o efluxo de H,PO,4 no espaco periarbuscular atraves da reabsorcdo parcial
deste nutriente (BALESTRINI; LANFRANCO, 2006; BENEDETTO et al., 2005). A
reabsorcéo de H,PO, do espaco periarbuscular, também tem sido atribuida ao GigmPT, pois
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a sua inativacao retarda o crescimento do fungo e prejudica o desenvolvimento do arbdsculo
de G. margarita (XIE et al., 2016), 0 que sugere que o metabolismo do fosforo nos arbusculos
pode depender exclusivamente do H,PO, absorvido pelo GigmPT.

Glomus intraradices é capaz de perceber e responder aos niveis de H,PO,” que cercam
0 seu ERM (MALDONADO-MENDOZA et al., 2001). O gene GiPT é expresso no ERM em
resposta a condi¢des de baixo H,PO, no ambiente que envolve o ERM e do status de H,PO4
na micorriza arbuscular (MALDONADO-MENDOZA et al., 2001). Estes autores detectaram
aumentos de transcritos de GiPT acompanhado de redugéo da concentragdo H,PO, quando o
ERM da micorriza arbuscular Daucus carota L. — G. intraradices foi exposto a diferentes
concentragOes de H,PO, (1, 5, 10, 20 e 35uM), mas ndo quando ERM recebeu zero ou 3,5
mM de H,PO,, indicando que este transportador opera quando a concentracdo de H,PO, é
baixa no meio externo. Ha que salientar que mecanismos moleculares que promovem o efluxo
do H,PO, no IRM, ou seja, nas estruturas fangicas que estdo na raiz, ndo sdo ainda
amplamente conhecidos (BUCKING, HEIKE; KAFLE, 2015; SMITH, SALLY E.; SMITH,
2011; TISSERANT,E. etal., 2012).

2.4 Absorcao do N através do ERM e Arbuasculo do FMA
2.4.1 Cinética de absor¢do de NH4" no FMA Glomus intraradices

A absorcdo de NH;" pelo ERM de G. intraradices ¢ mediada pelos sistemas de
transporte de baixa (LATS) e alta (HATS) afinidade (PEREZ-TIENDA, J. et al., 2012). Os
dois sistemas de transporte de NH," do G. intraradices sio dependentes da energia metabdlica
e do gradiente do potencial eletroquimico de H, gerado pelas PM H'-ATPases (FERROL et
al., 2000; PEREZ-TIENDA, J. et al., 2012; REQUENA et al., 2003). De fato, os HATS e,
pouco menos, 0s LATS foram inibidos por carbonil cianeto m-clorofenilhidrazona (CCCP) e
inibidor da sintese de ATP, 2,4-dinitrofenol (2,4-DNP) (PEREZ-TIENDA, J. et al., 2012).
Efeitos inibitorios similares de CCCP e 2,4-DNP foram demonstrados para a absorcdo de
NH," em outros fungos, como Paxillus involutus (JAVELLE et al., 1999).

Nas concentragdes menores que 1 mM de NH,", a absorgdo de amonio é mediada pelo
sistema de transporte saturdvel de alta afinidade, HATS, com K, de 2,53 0,25 puM,
indicando que o ERM pode absorver quantidades suficientes de N no solo a partir de
concentragdes muito baixas de N (PEREZ-TIENDA, J. et al., 2012). O HATS para o NH,"
tem sido relatado em outros fungos, tais como Laccaria bicolor (Ky = 6 uM; JONGBLOED;
CLEMENT; BORST-PAUWELS, 1991), S. cerevisiae (Km 1-10 uM; MARINI, A M et al.,
1997; MARINI, A. M. et al., 1994) e Agaricus bisporus (Km =3,7 uM; KERSTEN et al.,
1999). No HATS do G. intraradices certamente hd a contribuicio do GintAMT1
(transportador de NH," de alta afinidade do ERM do Glomus intraradices) pois 0 seu K,
aparente ¢ 26 pM e com dependéncia a atividade de H'-ATPase, caracteristica do
transportador de NH," de alta afinidade. Interessante é que o HATS do G. intraradices tem
cinco vezes mais afinidade pelo NH," do que o HATS das plantas, o que permitiria aos FMA
absorverem o NH," no solo mesmo sob baixas concentracdes (PEREZ-TIENDA, J. et al.,
2012). Nas plantas, os valores de K, do HATS para NH;" sdo tipicamente mais altos do que
os valores de Ky, do HATS nos fungos (D'APUZZO et al., 2004; HOWITT; UDVARDI,
2000; PEREZ-TIENDA, J. et al., 2012).Nas concentracdes maiores que 1 mM, a taxa de
absorcdo do ERM do G. intraradices é diretamente proporcional as concentracdes de >NH,*
no meio externo, indicando a a¢do dos ndo saturaveis LATS que atualmente possuem apenas
um representante, o GintAMT3, também do G. intraradices (CALABRESE et al., 2016).



2.4.2 Transportadores de NH;" (AMTs) no FMA induziveis pela micorriza arbuscular

FMA podem absorver e transportar grandes quantidades de N para as plantas (JIN et
al., 2005; WANG, Y. etal., 2017). Em G. intraradices, trés genes de transportadores de NH;"
(AMTs), GintAMT1 (LOPEZ-PEDROSA et al., 2006), GintAMT2 (PEREZ-TIENDA,
JACOB et al.,, 2011) e GIintAMT3 (CALABRESE et al., 2016) ja foram clonados e
caracterizados. GintAMT1, GintAMT2 e GintAMT3 codificam cadeias polipeptidicas de 479,
471 e 454 residuos de aminoacidos, respectivamente, e constituem 11 dominios
transmembrana (CALABRESE et al., 2016; LOPEZ-PEDROSA et al., 2006; PEREZ-
TIENDA, JACOB et al., 2011). Os transportadores de NH;" (AMT), GintAMT1 e
GINtAMT2, compartilham alta similaridade com AMTs de outros fungos anteriormente
caracterizados e possuem 50kDa de massa molecular (LOPEZ-PEDROSA et al., 2006;
PEREZ-TIENDA, JACOB et al., 2011). GintAMT?2 é paralogo do GintAMT3 (CALABRESE
et al., 2016) e mostra alta similaridade com os AMTs funcionalmente caracterizados, tais
como GintAMT1 de G. intraradices (LOPEZ-PEDROSA et al., 2006), HCAMT1 e ThAMT1
de fungos ectomicorrizicos (ECM) Hebeloma cylindrosporum (JAVELLE et al., 2001) e
Tuber borchii (MONTANINI et al., 2002), respectivamente. A expressdao heteréloga de
GintAMT1, GinAMT2 e GIintAMT3 em levedura mutante (defectiva em MEP1, MEP2 e
MEP3) complementa o defeito da estirpe para crescer na presenca de menos do que 1 mM de
NH,*, o que indica que sdo trés transportadores funcionais de NH;" (CALABRESE et al.,
2016; LOPEZ-PEDROSA et al., 2006; PEREZ-TIENDA, JACOB et al., 2011). GintAMT1 é
induzido pelo NH," e preferencialmente expresso no ERM (LOPEZ-PEDROSA et al., 2006;
PEREZ-TIENDA, JACOB et al., 2011). GintAMT1 e GintAMT?2 so transportadores de alta
afinidade envolvidos com absorcdo de NH," presente em baixas concentragdes (LOPEZ-
PEDROSA et al., 2006; PEREZ-TIENDA, JACOB et al., 2011). Ao contrario do GintAMT1,
GintAMT?2 é preferencialmente expresso no IRM e ndo € induzido pelo seu substrato. Estes
dois transportadores sdo expressos em células contendo arblsculos (PEREZ-TIENDA,
JACOB et al., 2011), o que indica que podem controlar o efluxo de N no espaco
periarbuscular através da absorgdo deste elemento (BAPAUME; REINHARDT, 2012).
GintAMT3 localizado na membrana plasmatica e vacuolar, € um transportador de baixa
afinidade que é mais expresso no IRM do que no ERM (CALABRESE et al., 2016), o que
confirma que a absor¢do de NH;" pelo ERM de G. intraradices é também mediada pelo
sistema de baixa afinidade (PEREZ-TIENDA, J. et al., 2012). A presenca deste transportador
no IRM sugere que o FMA pode apresentar um mecanismo para retirada de um eventual
excesso de NH4" acumulado no espago periarbuscular e o compartimentalizar em vactolos
por exemplo, e neutralizar um eventual efeito fitotoxico deste nutriente na planta hospedeira.

2.4.3 Transportadores de NO3s (NRTs) no FMA responsivos a micorriza arbuscular

Os FMA absorvem NOs; e NH;": mas uma clara preferéncia por NH," tem sido
demonstrada, o que pode ser explicado, em parte, pelo fato de parte da energia do fungo ser
dissipada durante a reducdo do NOs para NH," antes de ser incorporado em compostos
organicos (GACHOMO et al., 2009; MARZLUF, 1996). Por outro lado, excesso de NH," é
toxico a menos que seja rapidamente assimilado em compostos organicos (TEMPLE;
VANCE; STEPHEN GANTT, 1998).

Os transportadores de NO3; (NRTs) do FMA ainda ndo foram completamente
caracterizados, porém estudos de transcriptoma tem revelado a existéncia de varios NRTs no
esporo, ERM e IRM do FMA G. intraradices (TISSERANT, E. et al., 2012; TISSERANT,
EMILIE et al., 2013). Um provavel transportador de alta afinidade de G. intraradices, GiNT,
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é induzido pelo suprimento de NO3 no ERM (KOEGEL, SALLY et al., 2015; TIAN, C. et
al., 2010).

Com base em mudancas de pH provocadas pelo ERM quando a hifa é suplementada
com NOs; ou NH,*, tem sido proposto que a absorcio de NO3 pela hifa seja um processo
ativo que ocorre em simporte com H*, enquanto a absor¢éo de NH," opera em antiporte com
efluxo de H* (BAGO et al., 1996).

2.5 Assimilacdo de N e Transporte pelo FMA

2.5.1 Reducdo de NO3 no FMA

Apos absorcao pela planta ou pelo fungo, o NO3™ é reduzido pela nitrato redutase (NR)
a NO,". Estudos de transcriptoma tem revelado a existéncia de varios NRs no esporo, ERM e
IRM do FMA G. intraradices (TISSERANT, E. et al., 2012; TISSERANT, EMILIE et al.,
2013). Os genes GiNR1 e GiNR2 que codificam para a NR sdo induzidos no ERM em MA de
G. intraradices — Sorghum bicolor (L.) Moench sob privacdo de N ou suplementacéo de ureia
(KOEGEL, SALLY et al.,, 2015). Estes mesmos genes mais o gene GiNR3 também sdo
induzidas no IRM quando o ERM ¢ suprido com glicina como a unica fonte de N (KOEGEL,
SALLY et al., 2015; TIAN, C. et al., 2010), o que sugere que a NR do FMA pode atuar
também de forma complementar na nutricdo nitrogenada da planta hospedeira, reduzindo o
NOs" remobilizado dos vactolos para fornecer mais NH,* para planta hospedeira.

Os fungos utilizam preferencialmente a nicotinamida-adenina-dinucleotideo fosfato
reduzida (NADPH) como poder redutor para formacéo de NO, (KALDORF; SCHMELZER;
BOTHE, 1998; TISSERANT, EMILIE et al., 2013). Por exemplo, a formacdo de NO,
catalisada pela NR foi principalmente NADPH dependente nas raizes de plantas colonizadas
por FMA, mas ndo no controle (KALDORF et al., 1998). A atividade da NR em raizes
(BABITA RANI et al., 2017, HAWKINS; GEORGE, 1999; SUBRAMANIAN; CHAREST,
1998) e parte aérea (BABITA RANI et al.,, 2017; FAURE et al., 1998; HAIJONG;
KUMARIA; TANDON, 2013) da planta colonizada por FMA é geralmente mais alta do que
no controle ndo colonizado. Nas plantas ndo colonizadas por FMA, a reducdo de NOj é
realizada principalmente nas folhas, enquanto nas plantas colonizadas o NOj; €
predominantemente reduzido nas raizes (KALDORF et al., 1998; VAZQUEZ; BAREA;
AZCON, 2001).

2.5.2 Reducdo de NO, no FMA

A segunda etapa da assimilacdo de N é a conversdo da NO, para NH;" pela nitrito
redutase (NiR). Gene que codifica para uma NiR do FMA G. intraradices, predita por
software, mostra a expressdo desta enzima no esporo, ERM e IRM (TISSERANT, E. et al.,
2012; TISSERANT, EMILIE et al., 2013). A expressdo de TbNiR1, um gene que codifica
para NiR do ECM T. borchii, é induzida pelo NOs, mas reprimida quando as fontes de N
mais preferidas, tais como NH,4" ou glutamina (gln) se tornam disponiveis (GUESCINI et al.,
2007).

Tem sido demonstrado em ECM que a atividade da NiR fungica controla a expresséo
do gene que codifica para NiR na planta. Quando a planta € colonizada pelo fungo wild type, a
expressao da NiR da planta € reprimida, mas a expressao aumenta em raizes colonizadas pelo
fungo com NiR fungica defectiva (BAILLY et al., 2007). De fato, em raizes colonizadas por
fungos micorrizicos, os niveis de transcritos da NiR sdo mais baixos do que em raizes de
plantas controle ndo colonizadas (HILDEBRANDT, ULRICH; SCHMELZER, ELMON;
BOTHE, HERMANN, 2002; KALDOREF et al., 1998), o que sugere que a expressdo da NiR
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da planta é reprimida pela transferéncia de composto reduzidos de N do fungo para a planta
hospedeira (BAILLY et al., 2007).

2.5.3 Assimilacdo de N em esqueletos de carbono nos FMA

Normalmente, o NH,;" absorvido pelo ERM ¢ assimilado pela via glutamina sintetase-
glutamato sintase (GS-GOGAT) (KOEGEL, SALLY et al., 2015). Na via GS-GOGAT, a
glutamina (GIn) é produzida a partir do Glu e NH4" pela glutamina sintetase, e em seguida a
GIn e 2-oxoglutarato sdo convertidos pela glutamato sintase (também conhecida como
glutamina 2-oxoglutarato aminotransferase) em duas moléculas de Glu (FELLBAUM, CARL
R.etal., 2012; TIAN, C. etal., 2010)

Duas diferentes isoformas funcionais de GS de G. intraradices, GiGS1 e GiGS2 e uma
de GOGAT, GiGluS (KOEGEL, SALLY et al., 2015; TIAN, C. et al., 2010) foram
identificadas. GiGS1 tem K, menor do que GiGS2, e é expressa constitutivamente em altos
niveis no ERM, enquanto GiGS2 é fortemente induzida pela adi¢cdo de NO3” ao ERM, o que
indica que GIiGS1 é a principal enzima funcional para assimilacdo de N em baixas
concentracdes e que GiGS2 pode desempenhar uma funcdo mais expressiva na assimilagdo de
N em condic¢es de alto suprimento (GOMEZ et al., 2009; KOEGEL, SALLY et al., 2015;
TIAN, C. et al., 2010). Independente da fonte de N, GiGIuS é mais expressa no ERM do que
no IRM (KOEGEL, SALLY et al.,, 2015; TIAN, C. et al., 2010). Corroborando a via GS-
GOGAT, GlIn torna-se fortemente marcado quando o °N-NH," é suplementado ao FMA e
representa um dos maiores drenos de N (CLIQUET; STEWART, 1993; GACHOMO et al.,
2009; JIN et al., 2005). GIn desempenha uma funcdo central no metabolismo de N, sendo
doador de N, precursor para muitos metabolitos essenciais como &cidos nucleicos,
aminoacidos como histidina, tirosina e asparagina e, regulador de genes envolvidos no
metabolismo de N (JAVELLE et al., 2003; MARZLUF, 1996; NAVARRO et al., 2006).
Devido a estas fungbes importantes, os niveis de GIn livres em FMA sdo rigidamente
controlados (GACHOMO et al., 2009).

2.5.4 Transporte de N a partir do ERM para IRM

O N absorvido pelo ERM ¢ rapidamente transformado em aminoacidos,
principalmente arginina (Arg®) que é acumulada em altas concentragdes no ERM (CRUZ et
al., 2007; GOVINDARAJULU et al., 2005; TIAN, C. et al., 2010). Assimilacdo de NO3
(GOVINDARAJULU et al., 2005; TIAN, C. et al., 2010) ou NH,* marcado com >N (CRUZ
et al., 2007; GOVINDARAJULU et al., 2005) indica que a Arg" é a principal forma de N
transportada a partir do ERM para o IRM. Por exemplo, no ERM foram observadas maiores
concentraces de Arg® em relacio aos tecidos de raizes colonizadas e ndo colonizadas com
FMA (JIN et al., 2005). Arg" é o mais abundante aminoacido livre e pode representar mais
que 90% dos aminodacidos livres no ERM (CALABRESE et al., 2016). Niveis de Arg* acima
de 200 nM mg™ de peso seco foram relatados em ERM (JIN et al., 2005). Devido & baixa
razdo C/N, 6:4, Arg" desempenha importante papel no armazenamento e transferéncia de N
do ERM para IRM (CRUZ et al., 2007; GOVINDARAJULU et al., 2005; JIN et al., 2005).

No IRM ocorre a quebra da Arg" através da rota catabdlica do ciclo da ureia, que
libera 0 NH;" e esqueleto de carbono (CRUZ et al., 2007; KOEGEL, SALLY et al., 2015;
TIAN, C. et al., 2010; TISSERANT, E. et al., 2012). Enquanto o esqueleto de carbono fica
retido no fungo, o NH,4" é transferido para as células da planta hospedeira. Por exemplo, os
amino&cidos das proteinas de raizes colonizadas ndo foram detectavelmente marcados com
3C mesmo com grandes quantidades de N sendo transferidas do fungo para a planta
hospedeira, 0 que mostra, portanto, que os aminodcidos foram translocados para IRM,
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quebrados e N inorganico transferido para espaco periarbuscular (GOVINDARAJULU et al.,
2005). Além disso, a forte marcacéo por °N observada em aminoécidos livres e aminoacidos
obtidos por hidrolises de proteinas de raizes colonizadas, demonstra a translocacdo e a
transferéncia de N do ERM para as células da planta hospedeira (GOVINDARAJULU et al.,
2005).

Estudos de expressdo génica sdo consistentes com relagdo a biossintese de Arg® no
ERM. Logo apds o suprimento com NO3™ ou com outras fontes de N, o nivel de transcritos da
carbamoil fosfato sintetase (CPS), argininosuccinato sintase (ASS), e argininosuccinato liase
(AL) sdo induzidos no ERM (FELLBAUM, CARL R. et al., 2012; KOEGEL, SALLY etal.,
2015; TIAN, C. et al., 2010; TISSERANT, E. et al., 2012). Todas estas enzimas estdo
envolvidas na biossintese da Arg*; CPS catalisa a formagéo de carbamoil-fosfato a partir de
CO,, ATP e NHs, que juntamente com ornitina (sintetizada a partir do Glu) sdo convertidos a
citrulina e H,PO,4 pela ornitina transcarbamilase (OTC) (CRUZ et al., 2007; KOEGEL,
SALLY et al.,, 2015; TIAN, C. et al.,, 2010; TISSERANT, E. et al., 2012). Citrulina e
aspartato sdo convertidos em argininosuccinato (AS) pela ASS, e AL converte
argininosuccinato a fumarato e Arg" (JENNINGS, 1995; TIAN, C. et al., 2010;
TISSERANT, E. et al., 2012). Ao contrario, no IRM, arginase fungica (CARL1), urease (URE)
(hidrolisa a ureia em NH;" e CO,) e ornitina aminotransferase (AOT) sdo fortemente
induzidas para participarem do catabolismo da Arg” (CRUZ et al., 2007; KOEGEL, SALLY
et al., 2015; TIAN, C. et al., 2010; TISSERANT, E. et al., 2012). A biossintese de Arg" no
ERM e a subsequente quebra de Arg” no IRM sdo processos espacialmente separados, mas
com sincronismo, que ocorrem num FMA, através da rota anabodlica e catabolica do ciclo da
ureia, respectivamente (CRUZ et al., 2007; TIAN, C. et al., 2010). A sincronizagdo destes
processos sugere que a Arg* desempenha um papel importante na translocacéo de N do ERM
para IRM (CRUZ et al., 2007; GOVINDARAJULU et al., 2005; JIN et al., 2005; TIAN, C.
etal., 2010).

Tanto a planta hospedeira como o FMA conseguem monitorar e discriminar entre
diversos parceiros, aquela que é mais fiel nas trocas nutricionais, o qual passa a ser
recompensado com mais carbono ou mais nutrientes minerais (BUCKING, HEIKE;
SHACHAR-HILL, 2005; FELLBAUM, CARL R. etal., 2012; FELLBAUM, CARLR et al.,
2014; HAMMER et al., 2011; KIERS et al., 2011). Um aumento na oferta de C pela planta
leva a maior inducdo de genes envolvidos com a assimilacdo de N (GluS, GS1, GS2) e a
biossintese da Arg® (CPS, ASS, AL), mas com baixa inducio da URE, CAR1 e NRTs no
ERM, (FELLBAUM, CARL R. et al., 2012; FELLBAUM, CARL R et al., 2014), o que
reduz o catabolismo, estimula a biossintese e a transferéncia de Arg" do ERM para IRM. Ao
contrario, no IRM, um aumento da URE e CAR1, AOT1 e AOT2 e baixa inducdo dos genes
envolvidos com biossintese de Arg” sio observados, o que favorece o catabolismo de Arg” e
previne a reassimilacio do NH,4" liberado no IRM (CRUZ et al., 2007; FELLBAUM, CARL
R.etal., 2012; KOEGEL, SALLY etal., 2015; TIAN, C. et al., 2010). Isto demonstra que a
planta hospedeira é capaz de regular a expressdo génica do fungo com a oferta de C e
estimular o transporte de N em direcdo ao espaco periarbuscular (FELLBAUM, CARL R. et
al., 2012).

O FMA regula o transporte de nutriente para a planta hospedeira pela acumulacéo ou
remobilizacdo de PolyP™ e Arg" no IRM e em fungéo da quantidade de carbono oferecida pela
planta hospedeira, o que pode reduzir (em condicdo de baixo suprimento de carbono) ou
estimular (em condicio de alto suprimento de carbono) a quebra a PolyP™ e Arg" para
liberacdo H,PO, e NH,"* no espaco periarbuscular (BUCKING, H.; HEYSER, 2003;
BUCKING, HEIKE; SHACHAR-HILL, 2005; FELLBAUM, CARL R. et al., 2012; KIERS
etal., 2011).
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Um modelo de absorgdo de N e P pela via de absorgéo pela micorriza arbuscular (MP),
transporte e liberacdo destes nutrientes no espaco periarbuscular e associacdo com C esta
representado na Figura 3: (i) o ERM absorve o P e N inorgénico pelos transportadores de
H,PO4, NH;" e NO3™ energizados pela PM H'-ATPase; (ii) enquanto o N é assimilado e
concentrado principalmente sob a forma de Arg® pela via glutamina sintetase-glutamato
sintase (GS-GOGAT), asparagina sintetase e a rota anabdlica do ciclo da ureia, 0 H,PO, €
convertido em PolyP” no ERM; (iii) ainda no ERM, a Arg" é transportada para o vactolo
fungico, onde se liga ao PolyP"; (iv) a Arg” e o PolyP" s&o transportados do ERM para o IRM;
(v) no IRM, a Arg" (através da rota catabdlica do ciclo da ureia) e o PolyP™ sdo hidrolisados
para liberacdo de NH;" e HyPO,7; (vi) o efluxo de H,PO, e NH," é dirigido ao espaco
periarbuscular; (viii) a partir do espaco periarbuscular, a planta hospedeira absorve o P e N
através de transportadores de H,PO, e NH," e H'-ATPase localizados na membrana
periarbuscular e induziveis pela micorriza arbuscular; (ix) o P e N absorvidos, estimulam a
fotossintese e a liberagcdo de sacarose em direcdo ao espaco periarbuscular; (x) no espago
periarbuscular ocorre a hidrolise da sacarose através das invertases &cidas da planta
hospedeira e absorcao de hexoses atraves dos transportadores de monossacarideos localizados
na membrana plasmatica do IRM.
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Figura 3. Transporte de N e P através da via de absor¢do pela micorriza arbuscular. O
modelo é baseado em modelos presentes na literatura. Destaca a absor¢do de P e N pelo
micélio extrarradicular (ERM), através dos transportadores de H,PO, (preto), NOs
(roxo) ou NH;" (vermelho); assimilagdo e concentragcdo de N dentro da Arg” e a
conversdo de H,PO, em polifosfatos (PolyP); o transporte de Arg* e PolyP” do ERM
para o micélio intrarradicular (IRM); através da rota catabolica do ciclo da ureia a
quebra da Arg” em NH;" e do PolyP” em H,PO4; efluxo de H,PO, (azul), NH,"
(vermelho) para o espaco periarbuscular, e a subsequente absorcdo de H,PO, e NH,;"

pela planta hospedeira, através dos transportadores de H,PO, e NH," localizados na
membrana periarbuscular da planta. (Modelo basedo em BUCKING, HEIKE; KAFLE,

14




2015; FELLBAUM, CARL R. et al., 2012; GOVINDARAJULU et al., 2005; JIN et
al., 2005; TIAN, C. et al., 2010). R-COQ': anion carboxilato.

2.6 Transporte de N e P do Espaco Periarbuscular para a Planta

2.6.1 Transportador de NH;" (AMT) na planta induzido pela MA

A MA induz a expressdo de alguns AMTs de plantas como LjAMT2;2 em Lotus
Japonicus (GUETHER et al., 2009), GmAMT1.4; GmAMT3.l, GmAMT4.l (mais
fortemente induzido), GmAMT4.3 e GmMAMT4.4 na soja (Glycine max (L.) Merrill) (KOBAE
et al.,, 2010), OsAMT3.1 no arroz (PEREZ-TIENDA et al.,, 2014) e seus homdlogos,
SbAMT3;1 e SbAMT4 no sorgo (S. bicolor) (KOEGEL, S. et al., 2013). Quatro membros da
familia de transportadores de NOg/transportadores de peptideos (NPF2.2/PTR2, NPFL1.3,
NPF6.4 e NPF4.12) que transportam NOj3, NO;, peptideos, aminoacidos e fitormonios
(auxina, &cido abscisico e jasmonico) também sdo induzidos pela MA (DRECHSLER et al.,
2017).

O gene LjJAMT2;2 ortologo de GmAMT4.1 e o SbAMT3;1 ortdlogo de OsAMT3.1
pertencentes a subfamilia AMT2 e AMTS3, respectivamente, codificam para AMTs de alta
afinidade e estdo localizados em células que contém arbusculos (GUETHER et al., 2009;
KOBAE et al.,, 2010; KOEGEL, S. et al., 2013). O GmAMTA4.1 estd localizado em
ramificacbes da membrana periarbuscular, mas ndo na regido do tronco do arbusculo, o que
indica que de fato a transferéncia de NH," ocorre nas ramificagdes do arblsculo (KOBAE et
al., 2010). A expressdo heterologa de LJAMT2;2, GmAMT4.1 e SbAMT3;1 e SbAMT4 em
levedura mutante (defectiva em MEP1, MEP2 e MEP3) complementa o defeito da estirpe
para crescer na presenca de 3 mM, 1,5 mM e 1 mM de NH,", respectivamente, o que indica
que sdo transportadores funcionais de NH;" (GUETHER et al., 2009; KOBAE et al., 2010;
KOEGEL, S. et al., 2013). O AMT LjAMT2;2 é pH dependente, com altas taxas de absorcéo
em pH acido, que recruta o NH;" no espaco periarbuscular, o desprotona (retira um préton)
antes do seu transporte pela membrana e, libera a NH3 no citoplasma da planta (GUETHER et
al., 2009; LAMOUREUX et al., 2010).

Recentemente, dois AMTs de M. truncatula (AMT2;3 e AMT2;4) foram identificados
como tendo um papel no ciclo dos arblisculos (BREUILLIN-SESSOMS et al., 2015).
Arbusculos sdo prematuramente degradados em mutantes mtpt4, onde PT4 (transportador de
H,PO, da planta induzivel pela micorriza) ndo é expresso, 0 que é critico para absor¢do de
H.PO, no espaco periarbuscular. Esta prematura degradacdo de arbdsculos é reprimida pela
expressdo de AMT2;3 quando a planta cresce sob estresse de N, mas ndo pelo AMT2;4.
Entretanto, apenas AMT2;4 foi um transportador funcional, tendo sido capaz de auxiliar o
crescimento da levedura mutante no ensaio de complementacdo de levedura (BREUILLIN-
SESSOMS et al., 2015). Isto sugere que AMT2;3 e AMT2;4 diferem na sua funcdo e que
AMT2;3 poderia desempenhar uma fungdo mais sensitiva ou de sinalizacdo que ndo esta
presente em outros AMTs (BREUILLIN-SESSOMS et al., 2015). Tem sido proposto que
alguns transportadores de nutrientes induziveis pela micorriza que estdo localizados na
membrana periarbuscular poderiam atuar como transceptores (XIE et al., 2013).

2.6.2 Transportador de H,PO,4 da planta, PT4, é induzido pela MA

A micorriza arbuscular induz a expressdo de alguns transportadores de H,PO, em
plantas como MtPT4 (JAVOT et al., 2007) em M. truncatula, OsPT11 em Oryza Sativa (L.)
(PASZKOWSKI et al.,, 2002) e AsPT1 em Astragalus sinicus (XIE et al., 2013). Esses
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transportadores estdo localizados em um dominio especifico da membrana periarbuscular e
permitem que a planta tenha acesso ao H,PO, liberado pelo micélio intrarradicular (IRM)
através da energia do gradiente do potencial eletroquimico gerado pelas H'-ATPases
(KRAJINSKI et al., 2014; WANG, E. et al., 2014). O MtPT4 mostra alta atividade para
transportar H,PO, em condicBes acidas (HARRISON, MARIA J; DEWBRE; LIU, 2002).
LjPT4, um transportador encontrado em L. japonicus (VOLPE; DELL'AGLIO; BONFANTE,
2013), e MtPT4 sdo transportadores de H,PO, da familia PHT1 induziveis pela MA
(HARRISON, MARIA J et al., 2002; VOLPE et al., 2016). Por exemplo, a partir da fusdo do
promotor do gene LjPT4 com UidA, um gene repdrter que codifica a enzima fluorescente -
glucuronidase (GUS), se observou que a atividade da GUS esteve concentrada em células que
contém arbusculos, confirmando que o transportador LjPT4 ¢ induzivel pela MA (VOLPE et
al., 2016). O LjTP4 é fundamental para o desenvolvimento de uma simbiose funcional e para
assegurar a transferéncia de fosfato do fungo para planta (VOLPE et al., 2016). As células que
contém os arbusculos precisam do LjTP4 para sinalizar uma formagéo adequada do arbusculo
no lado do fungo e para melhorar absor¢do do fosfato do lado da planta (VOLPE et al., 2016).
Se esse transportador € expresso em baixos niveis, as estruturas do fungo apresentarao
fenotipo anormal, com arbusculos pequenos e apresentando tronco principal inchado e pouco
ramificado (JAVOT et al., 2007; KRAJINSKI et al., 2014; WANG, E. et al., 2014). Por
exemplo, examinando o silenciamento do gene LjPT4 através de RNA interferente, se
observou em linhagem do PT4i que 70% dos arblsculos apresentavam fenotipo anormal,
enguanto que na GUSI (controle) se observou morfologia normal dos arbdsculos (VOLPE et
al., 2016). Com relagdo a concentragdo do fosfato na raiz, as linhagens do PT4i mostraram
menos fésforo que GUSI.

Os transportadores LjPT4 e MtPT4 s&o capazes de perceber as condi¢des externas de
H.PO,, regular a formacéo de raizes laterais e a interacdo com FMA (VOLPE et al., 2016). O
LjPT4 pode ter um modo de agdo similar ao do AtNRT1.1 (REMANS et al., 2006), um
transceptor. Portanto, ao detectar a concentracdo do H,PO,4 no solo, o LjPT4 poderia ativar 0s
fatores de transcricdo, ainda a serem caracterizados, envolvidos na formacéo de raizes laterais
(VOLPE et al., 2016). A alta ramificacdo do sistema radicular sob baixas concentracdes de
H,PO,, eventualmente aumentaria as chances de encontrar algum FMA e/ou H,PO, (VOLPE
etal., 2016).

A partir de experimentos de localizacdo, com a fusdo do promotor do gene a regido
codificante da proteina repérter GUS e gPCR em tempo real foi possivel concluir que além
dos transportadores LjPT4 e MtPT4 serem expressos na membrana periarbuscular também
sd0 expressos no apice de raizes (VOLPE et al., 2016). Além disso, 0s niveis de transcritos
destes transportadores foram dependentes dos niveis de fosfato. Por outro lado, mutantes
mtpt4 mostraram um aumento na expressdo de um receptor chave de auxina, METIR1 em
baixo fésforo, aumentando a sensibilidade da auxina, formacéo e emergéncia de raizes laterais
(PEREZ-TORRES et al., 2008).

2.7 Efeito Conjunto da Nutricdo com N e P na Micorriza Arbuscular

A colonizacdo da planta hospedeira é controlada por mecanismos de feedback de N e P
e, portanto, estes dois nutrientes séo determinantes para a simbiose MA (FELLBAUM, CARL
R. et al., 2012; FELLBAUM, CARL R et al., 2014; KIERS et al., 2011). Por exemplo, a
falta de P e N na planta induz o transcriptoma de estresse por estes nutrientes que ¢é favoravel
a colonizagdo por FMA (BUCKING, HEIKE; KAFLE, 2015). Sob estresse de P e N, a planta
diminui os niveis de expressdo de genes de defesa e aumenta os niveis dos genes envolvidos
com a biossintese de estrigolactona (BONNEAU et al., 2013). Estrigolactona serve como um
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importante sinal para os FMA no solo que estimula a ramificagdo da sua hifa durante a fase
pré-simbidtica (BESSERER et al., 2006). Frequentemente, a alta disponibilidade de P reduz a
colonizacdo da planta por FMA, mas a falta de N desencadeia sinais que promovem a
colonizacdo por FMA, o que inverte os efeitos inibitorios da alta disponibilidade de P sobre
colonizacdo da planta por FMA (BREUILLIN-SESSOMS et al., 2015; NOURI et al., 2014).
Os FMA podem escapar da degeneracdo dos seus arblsculos em mutantes de mtpt4 sob
condigdes de falta de N e tem sido demonstrado que a expressdo dos transportadores de P
induzidos pela micorriza arbuscular ndo é critica para a micorriza arbuscular, enquanto a
planta é cultivada sob baixas condi¢6es de N (JAVOT et al., 2011).

2.8 Fungos Promotores de Crescimento de Plantas: Eficiéncia de Aproveitamento de
Fontes Nitrogenadas

2.8.1 Fungos formadores de micorriza arbuscular (FMA)

Os efeitos negativos (GEORGE; MARSCHNER; JAKOBSEN, 1995), neutros
(HAWKINS; GEORGE, 1999) ou positivos (MENSAH et al., 2015) da MA na nutrigcdo
nitrogenada tém sido relatados. Por exemplo, o transporte de 1% a 7% de *N-NH;NO; a
partir do ERM do FMA Glomus mosseae para o trigo (Triticum aestivum L. cv. Hano) tem
sido demonstrado quando o ERM foi suplementado com 0,2 mM e 2 mM de **N-NH;NOs,
respectivamente (HAWKINS; GEORGE, 1999). Contudo, estes autores relataram que o
suprimento de N pela hifa ndo foi suficiente para assegurar uma adequada nutricdo do
hospedeiro sob condicdes limitantes de N. Por outro lado, estudos tem mostrado que 0 FMA
pode aumentar aquisi¢do de N nas plantas colonizadas quando comparado com o controle néo
colonizado (AZCON-AGUILAR et al., 1993; BUCKING, HEIKE; KAFLE, 2015; JIN et al.,
2005). MENSAH et al. (2015) verificaram que a habilidade dos FMA para melhorarem a
nutricdo nitrogenada da sua planta hospedeira foi relativamente dispersa dentro do filo
Glomeromycota e que ha alta diversidade intraespecifica entre diferentes isolados de uma
Unica espécie de FMA, o que indica que o alto desempenho simbidtico de cada isolado é
independente da espécie a que o isolado pertence. Estes autores relataram ainda que entre 31
isolados fungicos que testaram, apenas seis foram capazes de aumentar a biomassa da planta
(Medicago sativa) em mais do que 170% (em relacdo a média) e promover um aumento de
2,4 vezes na concentracdo de N relativamente ao controle.

Os estudos com raiz transformada de cenoura e suplementada com NO3z ou NH4"
marcado com *°N mostraram que ERM do FMA G. intraradices tem a capacidade de
transferir entre 30% (GOVINDARAJULU et al., 2005) a 50% (JIN et al., 2005) de N para a
raiz transformada, e que grande proporcdo da biomassa da raiz é formada ap6s a marcacao.
No milho, 75% do N nas folhas foram absorvidos pelo ERM de um FMA (TANAKA;
YANO, 2005). Além disso, o N de aminoécidos livres de raizes colonizadas apds
suprimento de NO3 ou NH4" marcado com *°N ao compartimento fingico foi muito alto,
mesmo quando os niveis de N suplementados nas raizes colonizadas foram trés vezes mais
altos (ou seja, passaram de 4 mM de NO3 ou NH4" para 12 mM). Isso mostra que a absorgéo
de N pelo ERM e translocacdo para as raizes colonizadas ocorre mesmo se as raizes da planta
hospedeira estdo em condicdes limitantes de N ou ndo (GOVINDARAJULU et al., 2005).

SAIA, S et al. (2014) observaram que durante a fase de perfilhamento do trigo
(Triticum durum), houve aumento da biomassa da planta inoculada com FMA
comparativamente ao controle ndo inoculado independente da fertilizacdo com N. A micorriza
arbuscular tem tido efeito positivo sobre o crescimento do trigo, com a planta colonizada
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produzindo mais do que 7% da biomassa do controle ndo colonizado, 7 semanas ap0s
transplantio (SAT) e mais do que 20% aos 9 SAT (SAIA, Setal., 2014).

2.8.2 Piriformospora indica

O fungo endofitico Piriformospora indica foi isolado do deserto Thar, na India.
Pertence a familia Sebacinaceae (ordem Sebacinales) e coloniza raizes de diversas espécies
vegetais promovendo seu crescimento (KUMARI et al., 2003; VARMA et al., 1999). Assim
como acontece na simbiose micorrizica arbuscular (BUCKING, HEIKE; KAFLE, 2015), a
simbiose de P. indica com raizes de plantas é acompanhado por uma enorme aquisicdo de N
(SHERAMETI et al., 2005). De fato, CRUZ et al. (2013) observaram que a taxa de absorcao
do NH4* marcado com **N pelo ERM na interacdo tomate — P. indica foi maior do que na
interacdo tomate — G. intraradices, sendo similar a quantidade de nitrogénio transferido para
as raizes do tomate. Da mesma forma, SHERAMETI et al. (2005) mostraram que as plantulas
de tabaco inoculadas com P. indica foram maiores, mais pesadas, com incremento de 41,0 £
4,0% na massa seca, 42,2+3,1% no conteldo de proteina, 21,4 £ 4,4% no contetdo de N da
parte aérea, 50,2 + 4,2% e 12,2 + 1,2% na atividade da nitrato redutase NADH dependente da
raiz e da parte aérea, respectivamente. Estes efeitos foram atribuidos a maior absorcdo de
NOs e expressdao de genes da NOj redutase (Nia2) e glucano-agua-diquinases (SEX1)
envolvidos no processo de degradacdo de amido. A expressdo desses genes foi observada na
raiz e parte aérea de plantulas inoculadas com P. indica.

2.8.3 Trichoderma harzianum

Trichoderma spp sdo fungos endofiticos simbiontes de plantas, capazes de colonizar
suas raizes (células da epiderme e o exterior de células de cortex) sem causar patologias,
atuando como agentes de biocontrole de doengas de plantas e como promotores de
crescimento vegetal (HARMAN, GARY E., 2011; HARMAN, GARY E. et al., 2004,
SHORESH; HARMAN; MASTOURI, 2010). Estes fungos melhoram o crescimento e
desenvolvimento de plantas através da exsudacdo de auxina ou outros metabdlitos
(CONTRERAS-CORNEJO, H. A. et al., 2014; CONTRERAS-CORNEJO, HEXON ANGEL
et al., 2009), os quais aumentam a hidrélise de ATP em PM H*-ATPase resultando em maior
atividade desta enzima (ou maior acidificacdo extracelular) (LOPEZ-CORIA; HERNANDEZ-
MENDOZA; SANCHEZ-NIETO, 2016). As auxinas e PM H'-ATPase estimulam o
alongamento de pelos radiculares (LOPEZ-CORIA et al., 2016) e a ramificacdo de raizes
laterais, ampliando a superficie radicular a ser colonizada pelo fungo e de absorcéo de agua e
nutrientes (CONTRERAS-CORNEJO, HEXON ANGEL et al., 2009); a PM H*-ATPase,
ainda energizam os sistemas de transporte de nutrientes. Portanto, as plantas inoculadas
passam a apresentar um melhor desempenho em diversos processos fisiologicos e indicadores
de crescimento, o que se traduz em maior produtividade. De fato, em lavouras comerciais dos
EUA, avaliou-se a resposta do milho inoculado com o agente de biocontrole Trichoderma
harzianum T-22 (Ascomiceto) a diferentes doses de N (20, 40, 80, 150, 240 kg ha™) e
observou-se que as plantas com T-22 responderam mais rapidamente a doses de N menor ou
igual a 150 kg ha™, estando mais verdes na fase do pendoamento, com maior altura da planta
e, na fase de maturacdo, com maior rendimento de silagem e grdo relativamente ao controle
ndo inoculado (HARMAN, GARY E, 2000). Foi relatado também que na presenca de T-22 se
obteve maxima produtividade com menos de 38% de N que o controle. Da mesma forma,
indicadores de crescimento (altura da planta, nimero de folhas, area foliar e massa seca da
parte aérea e raiz), conteddo de clorofila, acidos nucleicos, proteina, amido e fitorménios
foram incrementados em plantas de milho (Zea mays (L.)) inoculadas com o micélio seco ao
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ar ou com solugdo metabolica de Trichoderma harzianum T-22 (AKLADIOUS; ABBAS,
2014). Além disso, em plantas de arroz inoculadas com Trichoderma spp e cultivadas em
condicBes de solo em casa de vegetacdo, incrementos na altura da planta, nimero de folhas,
numero de perfilhos, comprimento de raiz e massa fresca de raiz e diversos processos
fisiologicos, tais como, taxa fotossintética, condutancia estomatica, transpiracdo, concentragdo
interna de CO, e eficiéncia do uso da agua foram observados (DONI et al., 2014).

Dados obtidos em condi¢des de campo com varias monocotileddneas indicam que a
quantidade de fertilizantes aplicados pode ser reduzida em 40-50% na presenca de
Trichoderma sem reducdo de produtividade (HARMAN, GARY E., 2011). De fato, AL-
EZERJAWI; KADHIM (2012),mostraram aumentos na altura da planta, N-total, contetdo de
clorofila a, b, peso de 1000 gréos e rendimento de grdos em plantas de trigo cultivadas em
condigdes de campo com palhada de arroz tratada com T. harzianum.

2.8.4 Fungos endofiticos dark septate (fungos DSE)

Os fungos endofiticos dark septate (fungos DSE) sdo ascomicetos, caracterizados por
apresentarem pigmentacdo escura, hifas septadas e microesclererddios que colonizam a
epiderme e o cortex radicular inter e intracelularmente (Figura 4) e apresentam ubiquidade em
raizes saudaveis de diversos vegetais (JUMPPONEN, A., 1998). Estes fungos foram
primeiramente descritos por MELIN (1922) como “mycelium radicus astrovirens”, e o termo
“dark septate endophytes” (DSE) foi eventualmente introduzido por STOYKE; CURRAH
(1991).

Os fungos DSE constituem um grupo parafilético (YUAN, Z.-L. et al., 2011) com
espécies saprofiticas e simbidticas (MANDY AM, KEERTHI; JUMPPONEN, ARI, 2005) que
habitam frequentemente solos oligotréficos em todas as regides climaticas, como ambientes
aridos, semiaridos (BARROW, J.; AALTONEN, 2001; BARROW, J. R., 2003), polares
(GARDES; DAHLBERG, 1996) e tropicais (BONFIM et al., 2016; PEREIRA et al., 2011,
VERGARA; ARAUJO; ALVES; et al., 2017).

A forma como os fungos DSE estabelecem associacdo com sua planta hospedeira
ainda nédo é totalmente compreendida. Mas estudos indicam que a promog&o do crescimento
pode se dar tanto de forma indireta, através da protecdo da planta a estresses abioticos tais
como seca (SANTOS, S. G. et al,, 2017; ZHANG, Q. et al., 2017), salinidade (QIN et al.,
2017), altas concentracbes de metais pesados (WEI et al., 2016) e pela producdo de
fitormoénios ou substancias analogas (BERTHELOT et al., 2016), quanto direta pela
facilitacdo de absorcdo de nutrientes, principalmente a partir de fontes organicas (USUKI;
NARISAWA, 2007; VERGARA; ARAUJO; URQUIAGA; et al., 2017). Em Brassica
campestris (L.), foi constatada uma associagdo mutualista com o fungo Heteroconium
chaetospira, na qual o fungo fornece o N para a planta e a planta C ao fungo, acarretando em
incrementos significativos na biomassa da planta (USUKI; NARISAWA, 2007).

As respostas de plantas a inoculacdo com fungos DSE sdo mais evidentes quando se
utilizam fontes organicas de N (NEWSHAM, 2011; QIN et al., 2017). Contudo, devido a
ocorréncia generalizada dos fungos DSE nos mais diversos ambientes (GARDES;
DAHLBERG, 1996; SHARMA; JHA, 2017), é provavel que ocorram fungos DSE também
capazes de auxiliar o vegetal na absor¢do de nutrientes de fontes inorgéanicas (USUKI;
NARISAWA, 2007)
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Figura 4. Raiz hipotética colonizada pelo fungo endofitico dark septate (fungo DSE). A)
Ramificacdo do micelio presente no disco do meio de cultura em direcdo ao sistema
radicular; B) Penetracdo da hifa no pelo radicular acessando as celulas do cortex; C)
Formacdo de diversas estruturas do fungo DSE em células do cértex. Hifa septada
melanizada e intracelular  (hsmi);  Microesclerddios melanizados (mm);
Microesclerodios corados no estadio jovem (mj); d) hifa hialina septada e intracelular
(hh); hifa septada melanizada e intercelular (hsm).

USUKI; NARISAWA (2007) avaliaram a capacidade do fungo DSE H. chaetospira
em utilizar diferentes aminoacidos e fontes inorganicas de N e, observaram aumento
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significativo na massa seca do fungo nos meios modificados com fontes orgéanicas de N,
comparativamente ao meio suplementado com NH4;NO3; ou sem N. Os mesmos autores, ao
inocularem este fungo em plantas de repolho chinés (Brassica campestris (L.))
suplementados com as mesmas fontes de N, observaram que a inoculacdo promoveu a
utilizacdo de todos os aminoacidos e NaNOgs, com efeitos no crescimento da planta. Relatos
semelhantes a estes tém sido comuns na literatura (DIENE; WANG; NARISAWA, 2013;
MAHMOUD; NARISAWA, 2013).

Entretanto, em pepino (Cucumis sativus (L.)) inoculado com o DSE Pseudosigmoidea
ibarakiensis e suplementado com apenas leucina, houve reducdo de 44% na massa seca da
planta (DIENE et al., 2013). Por outro lado, em plantas de arroz inoculadas com fungos DSE,
crescidas em condi¢Ges controladas e suplementadas com NH4;NOjz; foram observados
incrementos significativos na matéria seca da planta, N-amino, agucares sollveis, nimero de
perfilhos (plantas de arroz) e alteracdo dos parametros cinéticos (Km € Vmax) da absor¢do de
NO; (VERGARA; ARAUJO; ALVES,; et al., 2017). Com base em ZHANG, H.-H. et al.
(2012), estes autores deduziram que os acumulos de agucares solUveis relatados podem estar
relacionados com aumento do contetdo de clorofila e eficiéncia quantica do fotossistema Il
em plantas inoculadas com fungos DSE, indicando que estes fungos podem também melhorar
a eficiéncia da atividade fotossintética da sua planta hospedeira.
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3 CAPITULO I

FUNGOS DARK SEPTATE AUXILIAM PLANTAS DE TOMATE A
ADQUIRIREM NUTRIENTES A PARTIR DE MATERIAL VEGETAL
TRITURADO
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3.1 RESUMO

Os fungos endofiticos dark septate (DSE) sdo biotréficos facultativos que se associam com
centenas de espécies vegetais, podendo contribuir para o seu crescimento e na busca pela
agricultura sustentavel. Entretanto, uma série de funcBes ecoldgicas dos fungos DSE ainda
precisam ser esclarecidas. O presente estudo teve como objetivo investigar o efeito da
inoculacdo de fungos DSE na eficiéncia de recuperacdo e acumulo de nutrientes € no
crescimento de plantas de tomate adubadas com fonte organica de N ou inorganica. Dois
experimentos sob condicdes de casa de vegetacdo foram conduzidos em delineamento de
blocos ao acaso, com cinco repeti¢cdes, com mudas de tomate crescidas em vasos contendo
amostra de horizonte superficial de um Planossolo Haplico nédo esterilizado. Mudas de tomate
(cv. Santa Clara 1-5300) sem (controle) e com inoculagdo com fungos DSE (isolados A101,
A104 e A105) foram transplantadas para vasos contendo 12 kg de solo que havia recebido
material vegetal da parte aérea finamente triturado (Canavalia ensiformis [L.]) enriquecido
com 0,7 % de atomos de >N em excesso (experimento com fonte organica de N) ou sulfato de
amonio enriquecido com 1% de atomos de '°N em excesso (experimento com fonte
inorganica de N). Aos 50 dias ap0s o transplantio, indicadores de crescimento, conteddo de
nutrientes, quantidade e eficiéncia de recuperacdo de N e a eficiéncia aparente de
recuperacdo de P e K foram quantificados na parte aérea do tomate. Os tratamentos
inoculados com fungos DSE e supridos com fonte orgdnica de N, incrementaram
significativamente a quantidade e a eficiéncia de recuperacéo do N e a eficiéncia aparente de
recuperacdo de P e K, bem como o conteudo de N, P, K, Ca, Mg, Fe, Mn, Zn, altura da planta,
numero de folhas e matéria seca da parte aérea. Ao contrario, na presenga da fonte inorgénica
de N, o efeito positivo da inoculacdo foi somente observado para a eficiéncia de recuperagéo
do K, contetdo de K e aérea foliar nas plantas inoculadas com o fungo A104. A inoculagdo
com A101, A104 e A105 promove o crescimento do tomate usando a fonte organica de N (C.
ensiformis-*>N finamente triturado).

Palavras-chave: Solanum lycopersicum (L.). *°N. Fungos DSE. Eficiéncia de recuperacéo do
nutriente. Potassio. Fosforo. Canavalia ensiformis (L.).
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3.2 ABSTRACT

Dark septate endophytic (DSE) fungi are facultative biotrophs that associate with hundreds of
plant species, thus contributing to their growth and in the search for sustainable agriculture.
However, several ecological functions of DSE fungi still need to be clarified. The present
study aimed to investigate the effect of DSE fungi inoculation on nutrient recovery efficiency
and nutrient accumulation and growth of tomato fertilized with organic and inorganic N
sources. Two experiments under greenhouse conditions were carried out in randomized
blocks design, with five replicates of tomato seedlings grown in pots filled with non-sterile
sandy soil. Tomato seedlings (cv. Santa Clara 1-5300) inoculated with DSE fungi (isolates
A101, A104, and A105) and without it (control) were transplanted to pots filled with 12 kg of
material from the surface horizon of a Fragiudult soil, which had previously received a finely
ground plant material (Canavalia ensiformis [L.]) shoot enriched with 0.7 atom % *°N
(organic N source experiment) or ammonium sulfate-15N enriched with 1 atom % N
(mineral N source experiment). At 50 days after transplanting, growth indicators, nutrient
content, amount of nitrogen (N) in the plant derived from fertilizer->N or C. ensiformis-15N,
and fertilizer-">N, -P and -K or C. ensiformis-">N ground material recovery efficiency by
plants were quantified. Treatment inoculated with DSE fungi and supplied with N organic
source significantly increased the amount of N, P and K, and the recovery efficiency of this
nutrients, as well as the content of N, P, K, Ca, Mg, Fe, Mn, Zn, plant height, leaf number,
leaf area, and shoot dry matter. Contrary, positive effect in the presence of N inorganic source
was only observed to fertilizer-K recovery efficiency, the content of K, and leaf area when
inoculated with the fungus A104. Inoculation with A101, A104, and A105 promoted the
growth of tomato using organic N source (C. ensiformis->N ground plant material).

Keywords: Solanum lycopersicum (L.). N. DSE fungi. Nutrient recovery efficiency.
Potassium. Phosphorus. Canavalia ensiformis (L.) -°N.
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3.3 INTRODUCAO

Na agricultura, especialmente de baixo uso de insumos, 0s vegetais podem se
beneficiar da interagdo com microrganismos, como os fungos micorrizicos arbusculares
(FMAs) (HE; NARA, 2007). Neste caso, o miceélio extrarradicular de um FMA proporciona
uma maior zona de interceptacdo de nutrientes e maior eficiéncia de absor¢do nutrientes, o
que reduz doses de fertilizantes aplicadas e perdas de nutrientes no solo e melhora a nutricéo e
crescimento dos vegetais (CAVAGNARO et al., 2015; FINLAY; SODERSTROM, 1992;
HE; NARA, 2007; HOGBERG, 1989). Além disso, ha evidéncias de que um FMA pode ser
capaz de adquirir nutrientes a partir da matéria organica, provavelmente ap6s a sua
mineralizacdo, e transferi-los para a planta hospedeira (HODGE, ANGELA; CAMPBELL,
FITTER, 2001; HODGE, A.; FITTER, 2010). Contudo, tanto estudos basicos como a
producdo de um in6culo de qualidade (livre de impurezas) de um FMA ¢ limitado pelo fato
destes fungos serem biotroficos obrigatorios, necessitando estabelecer associacdes efetivas
com raizes metabolicamente ativas para desenvolverem-se e multiplicarem-se (SYLVIA;
JARSTFER, 1994).

Os fungos endofiticos dark septate (DSE) sdo ascomicetos biotroficos facultativos,
bastante diversos, caracterizados pela pigmentacdo escura, hifas melanizadas septadas e
formacdo de microesclerodios. Estes fungos sdo capazes de colonizar tecidos radiculares de
forma intra e intercelular de mais de 600 espécies vegetais (incluindo o tomate Solanum
lycopersicum L. e espécies ndo micorrizicas) sem causar patologias e podendo atuar como
promotores de crescimento (ANDRADE-LINARES, D. R. et al.,, 2011; ANDRADE-
LINARES, DIANA ROCIO et al, 2011; JUMPPONEN, ARI; TRAPPE, 1998;
MAHMOUD; NARISAWA, 2013; PEREIRA et al., 2011; UPSON; READ; NEWSHAM,
2009; YUAN, Z.-L. etal., 2011).

O tomate, membro da familia Solanaceae é considerado a segunda cultura
economicamente mais importante mundialmente depois da batata (FOOLAD, 2004; REIS
FILGUEIRA, 2008). Além de ser uma importante fonte de licopeno, que possui atividades
antioxidantes, anticancerigenas e hipolipidémicas (VIUDA-MARTOS et al., 2014), os frutos
de tomate s&o livres de colesterol e ricos em sais minerais, vitaminas A e C e fibras (BLOCK;
PATTERSON; SUBAR, 1992; GERSTER, 1997; RAO; AGARWAL, 2000; VIUDA-
MARTOS et al., 2014).

Pesquisas recentes sugerem gue os fungos DSE quando associados aos vegetais sejam
capazes de acessar compostos complexos de carbono (C), nitrogénio (N) e fosforo (P) no solo
(MANDYAM, K.; JUMPPONEN, A., 2005) e disponibilizar os nutrientes a sua planta
hospedeira (MANDYAM, KEERTHI, 2008). Possivelmente pela sua capacidade de producao
de enzimas hidroliticas, as quais promovem a liberacdo dos nutrientes que sdo absorvidos
pelas plantas, e/ou entdo, pela absorcdo de compostos organicos como aminoacidos e
pequenos peptideos que sdo transferidos diretamente a planta hospedeira (JUMPPONEN,
ARI; TRAPPE, 1998), promovendo melhor aproveitamento de fontes organicas de nutrientes
(REEVE et al., 2008).

Em estudos anteriores, estruturas tipicas e colonizacdo por trés isolados de fungos
DSE (A101, A104 e A105), da ordem Pleosporales (subordem Massarineae) que colonizam o
arroz silvestre (Oryza glumaepatula Steud.) e o comercial (Oryza Sativa L.) foram avaliados
em plantas de tomate (cv. Santa Clara 1-5300), as quais apresentaram microesclerddios nos
seus tecidos radiculares e auséncia de sintomas de patogenicidade com percentuais de
colonizagdo ao redor de 80% (RIBEIRO, 2011; TORRES-JUNIOR, 2014; VERGARA;
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ARAUJO; ALVES; et al., 2017). Além disso, no contetdo de N de plantas inoculadas por
estes fungos, foi observado um efeito neutro quando a fonte inorganica NH4NO; foi
suplementada as plantas.

No presente estudo, o acumulo de nutrientes (N, P, K, Ca, Mg, Fe, Mn, Zn), a
quantidade de nitrogénio na planta derivado do *°N-fertilizante (QNPdf), a eficiéncia de
recuperacdo (ER) de “>N-fertilizante, P-fertilizante e K-fertilizante pela planta e o crescimento
de plantas de tomate (cv. Santa Clara 1-5300) inoculada pelos fungos A101, A104 e A105 e
supridas com a parte aérea de Canavalia ensiformis enriquecida com *°N e finamente moida
ou >N-(NH,),SO, foram determinados em cultivo em solo nio esterilizado em condicdes de
casa de vegetacdo. Desta forma, este estudo teve por objetivo investigar a influéncia de fonte
de N orgénica ou inorganica no crescimento de plantas de tomate inoculadas com fungos dark
septate, bem como o acimulo e eficiéncia de recuperacdo de nutrientes (ou seja, a fragcdo do
nutriente aplicado sob a forma de fertilizante que foi absorvido pela planta) por esta
hospedeira.
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3.4 MATERIAL E METODOS

Neste estudo, Canavalia ensiformis (L.) e sulfato de aménio marcado com atomos de
>N foram utilizados como fonte de N. Como existem enormes diferencas entre estas duas
fontes de N, foram conduzidos dois experimentos, em paralelo: (i) experimento com a fonte
inorganica de N, o sulfato de aménio e; (ii) experimento com a fonte orgéanica de N, a parte
aérea de C. ensiformis finamente triturada. O sulfato de aménio é uma importante fonte de N,
mas também fornece o enxofre para as plantas. Por outro lado, o adubo verde C. ensiformis
(uma leguminosa), devido a sua associacdo com bactérias fixadoras de N, contribui com
consideraveis quantidades de N no sistema solo-planta (PERIN; GUERRA,; TEIXEIRA,
2003), além de outros beneficios que advém da incorporacdo dos seus residuos, tais como
manutencdo da umidade do solo, melhoria das propriedades fisicas do solo, incremento nos
niveis de fertilidade do solo (TEJADA et al., 2008), mobilizacdo de nutrientes taiscomo o P e
alguns micronutrientes (LAMBERS et al., 2015).

3.4.1 Coleta do solo, calagem e adubagéo

Para ambos experimentos, a amostra de solo foi coletada na profundidade de 0-20 cm
no Sistema Integrado de Producdo Agroecoldgica em Seropédica, Rio de Janeiro. O solo foi
classificado como Planossolo Haplico (de acordo com o Sistema Brasileiro de Classificacdo
do Solo). Sua analise apresentou as seguintes caracteristicas quimicas: pH=5,61; AI**=0,0 e
H+AI=2,95 cmol. dm™; Ca*?=1,21 e Mg*?=0,65 cmol. dm™; P:10,27 e K™:63,92 mg L™; N:
0,07 e C=0,54%. Vasos com a capacidade de 14 L que foram usados como unidades
experimentais, receberam 12 kg de solo destorroado e homogeneizado. Dois meses apds a
aplicagdo do calcario (MineralCal), na dose de 1,94 t ha™, para corrigir as deficiéncias de
Ca*? e Mg*, o solo foi adubado com o equivalente a 320 kg ha® de P,Os (superfosfato
simples), 68 kg ha™* de K,0O (sulfato de potéssio) e 30 kg ha™* de micronutrientes (FTE BR 12)
de acordo com a recomendacdo para a cultura do tomate (MACEBO et al., 2013). O potassio
foi parcelado aos 25 (27 kg ha™) e aos 40 dias (41 kg ha™*) ap6s o transplantio (DAT).

3.4.2  Adubaco nitrogenada (fonte inorganica e organica) marcada com *°N

O sulfato de amdnio foi usado como a fonte inorganica de N. A aplicagéo do sulfato
de amoénio enriquecido com 1% de atomos de N em excesso (*°N-sulfato de aménio) foi
parcelado em duas doses iguais (0,428 g de N por vaso, equivalente a 15 kg ha™ de N) aos 25
e 45 dias ap6s o transplantio (DAT) (MACEBO et al., 2013). No dia da adubagdo com **N-
sulfato de amonio, o sulfato de aménio marcado com *°N foi dissolvido em &gua destilada e
500 mL da solucdo homogeneizada foram uniformemente distribuidos nos vasos para a
padronizacdo da marcagéo do solo por umedecimento completo do solo.

Para o experimento com a fonte organica de N, a parte aérea de plantas de Canavalia
ensiformis [L.] finamente trituradas foram usadas. A C. ensiformis foi previamente cultivada
em solo enriquecido com *°N para fins de adubacéo verde e a sua parte aérea seca (por 72h;
65 °C) enriquecida com 0,7% atomos de >N em excesso (**N-C. ensiformis) foi coletada com
aproximadamente 60-70 dias ap6s germinacao (época de floragdo). A parte aérea seca de C.
ensiformis foi finamente moida e posteriormente esterilizada por irradiacdo com raios gama
(dose de 25 kGy). Este material apresentava a seguinte concentragcdo de macronutriente (g kg
1) e micronutriente (mg kg): N=23,8; P=2,0; K=5,8; Ca=12,3; Mg=3,2; S=1,9; Cu=10,0;
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Fe=792,0; Zn=39,0; Mn=50,0; B=27,0 e C=38,2%. Cada vaso contendo 12 kg de solo
recebeu 37,81g de C. ensiformis finamente triturado, equivalente a dose de 150 kg ha™ de N,
que foi aplicada de uma Unica vez no momento de plantio e completamente homogeneizada
com solo.

3.4.3 Preparo do indculo e inoculagéo

Os isolados (A101, A104 e A105) de fungos endofiticos dark septate que foram
obtidos a partir de O. glumaepatula e identificados através da filogenia do ITS (RIBEIRO,
2011; VERGARA; ARAUJO; ALVES; et al.,, 2017), estdo depositados no Centro de
Recursos Bioldgicos Johanna Ddébereiner (www.embrapa.br/agrobiologia/crb-jd). O indculo
destes isolados fungicos foi preparado como descrito por ANDRADE-LINARES, DIANA
ROCIO et al. (2011) com algumas modifica¢des. Cada isolado de fungos DSE foi crescido
num frasco Erlenmeyer de 300 ml contento 150 ml de meio batata-dextrose (BD) por 2
semanas, a 28 °C e sob agitacdo de 80 rpm. O micélio fresco foi filtrado e lavado com agua
destilada autoclavada até que o liquido ficasse limpido para evitar qualquer transferéncia do
meio BD para o in6culo. Em seguida, o micélio foi pesado e, parte dele, foi misturado com
agua destilada autoclavada por um minuto a velocidade minima através de um misturador
(Arno Optimix Plus, modelo LN27, Brasil) em um fluxo laminar para prevenir contaminagao.
A viabilidade de cada isolado foi verificada por plaqueamento do micélio no meio batata-
dextrose-agar (BDA). Para inoculacdo, a suspensdo foi ajustada com &gua destilada
autoclavada para a concentragédo de 1% (m/v).

3.4.4 Delineamento experimental e condi¢des de crescimento

Os dois experimentos, foram conduzidos simultaneamente, em delineamento de blocos
ao acaso, com cinco repeticGes. A unidade experimental (parcela) foi composta de um vaso
com uma planta de tomate. Os experimentos foram conduzidos sob condi¢bes de casa de
vegetacdo, na Embrapa Agrobiologia, em Seropedica, RJ, Brasil. Para ambos o0s
experimentos, os tratamentos consistiram de plantas de tomate (S. lycopersicum cv. Santa
Clara 1-5300) crescidas sem (controle) e com inocula¢do com os fungos DSE (isolados A101,
Al104 ou A105). Todos os tratamentos do experimento com a fonte inorganica de N
receberam °N-sulfato de aménio como sua Unica fonte de N, enquanto os tratamentos do
experimento com a fonte organica de N foram supridos com **N-C. ensiformis. Santa Clara I-
5300 € uma cultivar de tomate que possui crescimento indeterminado e pertence ao grupo de
tomate Santa Cruz, que tem sido cultivado na regido Brasileira Centro-Sul desde 1940
(Filgueira, 2007). As sementes do tomate foram inicialmente lavadas com &lcool 70% por 3
minutos e desinfestadas com hipoclorito de sddio (2.5%) por 3 minutos, seguidas por oito
sucessivas lavagens em &gua destilada autoclavada. Posteriormente foram pré-germinadas em
4gar-agua (8 g L™) a 28 °C visando selecionar mudas homogéneas. As mudas de tomate no
estadio de 1-2 folhas foram inoculadas com os fungos DSE pela imersdo de suas raizes na
suspensao micelial (1% m/v), enquanto as plantas do tratamento controle apenas receberam
agua destilada — autoclavada. O solo (12 kg) do tratamento de inoculacdo foi também
umedecido complemente com 500 mL da suspensdo (1% m/v) contendo o micélio fresco,
enquanto o tratamento controle apenas recebeu a agua destilada - autoclavada. Os vasos foram
regados diariamente com 500 mL de agua destilada para manter a umidade do solo proxima
da capacidade de campo.
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3.4.5 Observacgoes de sintomas de patogenicidade e de colonizacao de raizes

Raizes frescas de plantas de tomate inoculadas com os fungos A101, A104 ou A105
foram lavadas e fixadas em etanol 50% para confirmar se foram colonizadas por estes fungos
DSE. Em seguida, as amostras foram embebidas (de forma consecutiva) em hidroxido de
potéssio (2,5%) e em &cido cloridrico (1%) e acondicionadas a temperatura ambiente durante
uma noite. Posteriormente, foram coradas com 0,01% (m/v) de azul de metila em uma mistura
de 10:9:1 glicerol/agua destilada/acido cloridrico (GRACE; STRIBLEY, 1991; KOSKE;
GEMMA, 1989; PHILLIPS; HAYMAN, 1970) e descoradas em etanol 50%. Segmentos de
raizes de aproximadamente 3 cm foram colocadas em laminas com glicerina e as hifas e
outras estruturas destes fungos foram observadas com microscépio 6tico Axioplan (Carl
Zeiss, Jena, Alemanha) equipado com uma camera digital Axiocam MRC5 (Carl Zeiss).

Para preparar 0s cortes transversais de raizes colonizadas para microscopia Otica, as
amostras foram desidratadas duas vezes em uma série de etanol 70, 90 e 100% por 1 h cada.
Apos a desidratacdo, as raizes foram infiltradas com historesina (Leica, Wetzlar, Alemanha) e
etanol (100%) (1: 1, v/v) por 12 h e depois por 24 h com historesina 100%, antes de serem
embebidas com historesina. Cortes transversais de aproximadamente 5 um foram obtidos
utilizando um micrétomo rotativo (Leica) (VERGARA; ARAUJO; ALVES; et al., 2017). As
amostras foram observadas e as imagens analisadas conforme descrito acima. Os sintomas de
doengas nas plantas foram avaliados em uma escala de 0-3 (0: auséncia de sintomas de
doencgas; 1: ligeiro amarelecimento da planta; 2: amarelecimento e crescimento tardio da
planta; 3: murcha ou morte da planta) (DIENE et al., 2013; MAHMOUD; NARISAWA,
2013).

3.4.6 Variaveis avaliadas

A biomassa seca da parte aérea (65°C, 72h), o didametro do colo, o nimero de folhas, a
area foliar total (com medidor LI-COR, modelo LI-3100C, Nebraska, USA) de plantas de
tomate foram avaliadas aos 50 DAT em ambos o0s experimentos. A parte aérea seca foi moida
em moinho do tipo Wiley (<40 mesh) e em moinho de rolagem para diminuicdo da
granulometria das amostras (SMITH, J.; UM, 1990).

A concentragdo de N, P, K, Ca, Mg, Zn, Fe, Mn e abundancia de >N (% em atomos)
foram determinados na parte aérea moida. A concentragdo de micronutrientes foi quantificada
no extrato de agua-régia (ISO 12914, 2012) através de um plasma (PerkinElmer™ Optima™
8300) e a de macronutrientes conforme descrito por TEDESCO (1982).

A abundancia de N foi determinada utilizando um espectrometro de relacéo de massa
isotopica de fluxo continuo (espectrébmetro de massa Finnigan DeltaPlus acoplado a um
autoanalisador de C e N total Carlo Erba EA 1108 — Finnigan MAT, Bremen, Alemanha)
(BODDEY; ALVES; URQUIAGA, 1994). O conteido de macro e micronutrientes (mg
planta™) foi estimado de acordo com a equacdo (1), utilizando a concentracio e matéria seca
(mg planta™) acumulada pelas plantas de tomate em cada tratamento.

Contetdo do Nutriente (mg planta™1)
= [Concentragio do Nutriente (%) X Matéria Seca (mg planta=1)] +~ 100 €))

A fracdo (%) e a quantidade (mg planta™) de N na planta derivado do *N-sulfato de
amonio ou °N-C. ensiformis finamente triturado, bem como a eficiéncia de recuperacéo de
>N, foram medidas usando equacdes (2), (3) e (4), de acordo com a Agéncia Internacional de
Energia Atdmica (IAEA, 2001). Os atomos de N em excesso (%) foram obtidos pela
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diferenca entre a abundancia de *°N na planta e a abundancia natural de *>N no ar (0.3663%
de 4tomos).

Fracdo do N na planta derivado do fertilizante marcado com 15N (%)
% atomos de '>N excessopanta ) @

=100 X =
% atomos de >N eXceSSO¢ertilizante

Quantidade de N na planta derivado do fertilizante marcado com 15N (mg planta=1)
= [Fragio do N na planta derivado do fertilizante marcado com **N (%)
X Conteudo do nitrogénio (mg planta‘l)] +100 (3)

Eficiéncia de Recuperacio do N
_ Quantidade de N na planta derivado do fertilizante marcado com 15N (mg planta1)

B Quantidade de N aplicado sob a forma de fertilizante marcado com 5N (mg pot~1)
x 100 4)

A eficiéncia aparente de recuperacdo de P e K pela parte aérea de plantas de tomate foi
calculada de acordo com BALIGAR; FAGERIA (1997). A eficiéncia aparente de
recuperacdo de nutrientes reflete a eficiéncia da planta em obter o nutriente a partir solo por
unidade do nutriente aplicado, conforme descrito pela equacéo (5).

Eficiéncia aparente de recuperacio do nutriente (%)
=100
X [(nutriente absorvido por plantas de parcelas fertilizadas, mg plant™!
— nutriente absorvido por plantas de parcelas nio fertilizadas, mg plant 1)
+ quantidade de nutriente aplicado, mg plant™1] (5)

3.4.7 Anadlises estatisticas

Os dados de cada experimento foram individualmente submetidos ao teste de
homogeneidade (Barttlet) da variancia e normalidade (Shapiro-Wilk) dos residuos e a anélise
de variancia (ANOVA). Quando as diferengas significativas foram indicadas pela ANOVA,
as médias dos tratamentos foram separadas utilizando-se as diferengas minimas significativas
(LSD) calculadas pelo teste t ao nivel de 5%. O software R, versdo R 3.4.1, (R Development
Core Team, 2017) com RStudio (versdo 1.0.153) e o pacote agricolae (DE MENDIBURU,
2017) foram utilizados para as analises e os dados estdo apresentados no formato de média +
erro padréo.
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3.5 RESULTADOS

3.5.1 Patogenicidade e colonizacao de raizes

Os trés isolados (A101, A104 e A105) (Figuras 5 A-N) colonizaram o tecido radicular
de plantas de tomate com hifa colonizando a epiderme (Figuras 5 A, B, E, F, J, M, N), cortex
(Figuras 5 C, H, K, L) e formando estruturas semelhantes a microesclerédios (Figuras 5 A, C,
E,F, G, H, 1 J K, L, M, N), sem sintomas de doenca aparente. Além disso, as hifas septadas
melanizadas dos fungos A101 (Figuras 5 B) e A105 (Figuras 5 J, M) circundaram as células
da epiderme. A105 também foi capaz de circundar as células do cértex (Figuras 5 K). Os trés
fungos diferiram em seus perfis de colonizacdo. Enquanto A101 colonizou a regido entre o
cortex e o feixe vascular (Figuras 5 D), A104 formou uma rede na epiderme que conectou
varias células (Figuras 5 E com detalhes em F) e A105 formou abundantes vesiculas na

epiderme (Figuras 5 M) e cortex (Figuras 5 K).

Figura 5. Aspectos morfoldgicos de raizes de tomate (cv Santa Clara 1-5300) inoculados com
os fungos DSE A101, A104 e A105 aos 50 dias ap0s o transplantio. As hifas septadas
melanizadas circundam (seta aberta) ou nao (seta fechada) as células da epiderme (B,
J,MeA E, FeN, respectivamente) e do cortex (K e C, H e L, respectivamente) e da
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regido entre o cortex e o feixe vascular (D). Estruturas semelhantes aos microsclerodios
(seta com circulo na base) formadas na epiderme (A, E, F, G, I, J, M e N), no cértex
(C, H, K e L) e na regido entre cortex e feixe vascular (D) pelos fungos. Vesiculas
hialinas (seta com base de losango) formadas na epiderme (M) e no cortex (K). As
amostras foram coradas com 0,01% de azul de metila, exceto H, que foi obtido a partir
de um corte transversal que ndo foi corado. Barra =20 pm.

3.5.2 Efeito da inoculacdo com fungos DSE sobre o crescimento da planta

Os trés isolados (A101, A104 e A105) de fungos DSE promoveram o crescimento do
tomate sem causar qualquer sintoma de doenca na presenca de °N-C. ensiformis finamente
triturada como a Unica fonte organica de N, com incrementos significativos na biomassa seca
da parte aérea (incrementos de 25, 34 e 41% para A101, A104 e A105, respectivamente),
altura da planta e nimero de folhas relativamente ao tratamento controle (Tabela 1). O fungo
A104, destacou-se dos demais, uma vez que, o numero de folhas e a area foliar total de
plantas inoculadas com este isolado também apresentaram incrementos significativos de 50%
e 67%, respectivamente, em comparagdo com as plantas do tratamento controle (Tabela 1).
Entretanto, a inoculacdo ndo teve efeito significativo sobre o diametro do colo. Da mesma
forma, a interagdo fungos DSE — tomate ndo apresentou nenhum efeito sobre a biomassa seca
da parte aérea, numero de folhas e didametro do colo de plantas de tomate quando o N mineral
foi suplementado como *°N-sulfato de amoénio (Tabela 2). Entretanto, diferencas
significativas, foram detectadas para a aérea foliar total, destacando-se a inoculacdo dos
fungos DSE, em relagéo ao tratamento controle ndo inoculado (Tabela 2).

Tabela 1. Indicadores de crescimento de plantas de tomate, aos 50 dias ap0s o transplantio,
sem (controle) e com inoculagdo com fungos endofiticos dark septate (fungos DSE) e
adubadas com a fonte organica de N (**N-Canavalia ensiformis [L.] finamente
triturada).

Biomassa Seca

da Parte Altura da NOmerode AreaFoliar  Didmetro do

Aérea Planta Folhas (unid. Total (cm? Colo (cm
Tratamento (g planta®) (cmplanta®)  planta?) planta™) planta™)
Controle 10,84+0,05 b 53+0,41 Db 14+0,20 c 1885+12 b 10£0,12
A101 14,5+0,34 a 63+3,35a 18+0,47b  2182+129b 11+0,16
A104 13,6+0,90 a 63+2,95 a 21+152a 31554248 a 11+0,33
A105 15,2+1,03 a 66+2,25 a 18+1,25b 2095+41b 11+0,68
CV (%) 10,37 8,23 11,46 12,15 7,24

Médias * SE (n=5) seguidas de mesma letra mindscula na coluna, ndo diferem
significativamente (Teste t, p<0,05). A variavel com valores sem letra ndo foi influenciada
significativamente pelos tratamentos, de acordo com o teste F a 5 % de probabilidade. SE:
erro padrdo. CV%: coeficiente de variagao.
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Tabela 2. Indicadores de crescimento de plantas de tomate, aos 50 dias ap6s o transplantio,
sem (controle) e com inoculacdo com fungos endofiticos dark septate (fungos DSE) e
adubadas com fonte inorganica de N (**N-sulfato de amonio).

Altura NUmero
da de ) Diametro
Biomassa Seca  Planta Folhas Area Foliar do Colo
da Parte Aérea  (cm (unid. Total (cm? (cm
Tratamento (g planta™) planta®) planta™) planta™) planta™)
Controle 16,9+0,6 63+1,82 14+0,66 1727461 b 100,60
Al101 17,1+0,6 68+1,38 15%0,73 2041+59 a 10+0,28
Al04 18,4+0,5 67+2,07 16+0,51 2044+132 a 10+0,26
A105 17,4+0,5 67+0,81 16+0,40 2016461 a 11+0,56
CV (%) 12,13 5,37 8,6 9,61 10,21

Médias * SE (n=5) seguidas de mesma letra mindscula na coluna, nao diferem
significativamente (Teste t, p<0,05). A variavel com valores sem letra ndo foi influenciada
significativamente pelos tratamentos, de acordo com o teste F a 5 % de probabilidade. SE:
erro padrdo. CV%: coeficiente de variagéo.

3.5.3 Eficiéncia de recuperagdo do *°N, P e K

De uma maneira geral, as plantas de tomate ndo inoculadas (controle) e as inoculadas
recuperaram *°N da fonte inorganica (*°N-sulfato de amonio) mais eficientemente do que o da
fonte organica (*°N-Canavalia ensiformis finamente triturada) (Figura 6). Entretanto, o efeito
da inoculagdo com fungos DSE sobre o0 *N foi evidente e significativo apenas quando as
plantas de tomate foram adubadas com °N-C. ensiformis finamente triturada (Figura 6). A
quantidade e a eficiéncia de recuperacdo do **N derivado de *N-C. ensiformis finamente
triturada na parte aérea do tomate foi significativamente incrementada na inoculacdo de
fungos DSE em 20 a 30% respectivamente, comparativamente ao tratamento ndo inoculado
(Figuras 6¢, d). Ao contrario, as plantas de tomate adubadas com a fonte inorganica de N ndo
apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos quanto a quantidade e a eficiéncia
de recuperacdo do *°N derivado de **N-sulfato de aménio.

Na presenca de N-C. ensiformis, os isolados de fungos DSE A101, A104 e A105
incrementaram significativamente a eficiéncia aparente de recuperacdo P e K em 49, 52 e
57% e em 114, 92 e 136%, respectivamente, relativamente as plantas controle ndo inoculadas
(Figura 7). Entretanto, na presenca de “>N-sulfato de aménio, apenas a eficiéncia aparente de
recuperacdo do potéssio foi incrementada em 52% no fungo A104.
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Figura 6. Quantidade (Q™°NdF) e eficiéncia de recuperacdo (ER'N) do nitrogénio derivado
de *°N-sulfato de aménio ou >N-Canavalia ensiformis (L.) finamente triturada na parte
aérea de plantas de tomate (cv. Santa Clara 1-5300), com 50 dias ap0s transplantio, sem
(controle) e com inoculagdo com fungos endofiticos dark septate A101, A104 e A105 e
adubada com fonte inorganica (**N-sulfato de aménio (a) e (b), respectivamente) ou
organica (Canavalia ensiformis [L.]J-°N finamente triturada, (c) e (d),
respectivamente). Em cada grafico de barras, valores seguidos pela mesma letra
minuscula ndo diferem pelo Teste t (p<0,05). A varidvel com valores sem letra ndo foi
influenciada significativamente pelos tratamentos, de acordo com o teste F a 5 % de
probabilidade. Barras de erro representam o erro padrdo da média (n=5).
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Figura 7. Eficiéncia aparente de recuperacdo (EAR) de P e K, aos 50 dias apds o transplantio,
de plantas de tomate (cv. Santa Clara 1-5300) sem (controle) e com inoculagdo com
fungos endofiticos dark septate A101, A104 e A105 e adubadas com fonte inorganica
de N (®N-sulfato de amoénio, (a), (b), respectivamente) ou organica (Canavalia
ensiformis [L.]-"°N finamente triturada, (c), (d), respectivamente). Em cada grafico de
barras, valores seguidos pela mesma letra minuscula ndo diferem pelo Teste t (p<0,05).
A variavel com valores sem letra ndo foi influenciada significativamente pelos
tratamentos, de acordo com o teste F a 5 % de probabilidade. Barras de erro representam
0 erro padrdo da média (n=5).

3.5.4 Acumulo de macro e micronutrientes

Com relacdo ao acimulo de nutrientes, os tratamentos de inoculacdo nao afetaram os
contetidos de N, P, Ca, Mg, Fe, Mn, e Zn (Figura 8a-b e, 8d-h) quando *°N-sulfato de aménio
foi aplicado, o que corrobora a eficiéncia de recuperacdo do 5N (Figura 6b) e P (Figura 7a)
observada. Ao contrério, a inoculacdo com o fungo A104 levou a um acumulo de potassio
significativamente maior (um incremento de cerca de 30%) comparativamente ao tratamento
controle e aos demais tratamentos (Figura 8c), assim, corroborando a alta eficiéncia aparente
de recuperacdo de K neste tratamento (Figura 7b). Por outro lado, a interacdo DSE — tomate
levou a um actimulo significativamente maior de N, P, K, Ca, Mg, Fe (Figura 9a-f), e Zn
(Figura 9h) relativamente ao tratamento controle, quando a fonte orgéanica de N foi
suplementada as plantas. Além disso, a inoculacdo com A105 resultou em alto acumulo de
Mn (Figura 9g) quando comparado com o tratamento controle, mas similar ao dos outros
tratamentos de inoculacdo. Quanto aos conteudos de N, P e K, os incrementos variaram de 24
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a 33%, 33 a 39%, e 62 a 74%, respectivamente, corroborando a eficiéncia de recuperacdo do
K, P derivado do adubo mineral e °N derivado de C. ensiformis finamente triturado (Figura
6d). Com relacdo aos contetidos de Ca, Fe, Mn, e Zn, os incrementos variaram de 25 a 41%,
72 a 178%, 17 a 31% e 41 a 46%, respectivamente, enquanto o contetdo de Mg foi
incrementado em 30%.
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Figura 8. Conteudo de N (a), P (b), K (c), Ca (d), Mg (e), Fe (f), Mn (g) e Zn (h) aos 50 dias
apos o transplantio de plantas de tomate (cv. Santa Clara 1-5300) sem e com inoculagéo
com fungos endofiticos dark septate A101, A104 e A105 e adubadas com fonte
inorganica de N (**N-sulfato de amonio). Em cada gréfico de barras, valores seguidos
pela mesma letra minuscula ndo diferem pelo Teste t (p<0.05). A variavel com valores
sem letra ndo foi influenciada significativamente pelos tratamentos, de acordo com o
teste F a 5 % de probabilidade. Barras de erro representam o erro padrdo da média
(n=5).
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3.6 DISCUSSAO

Os fungos DSE testados neste estudo foram obtidos de arroz silvestre (O.
glumaepatula) coletado na regido amazonica e identificados pela filogenia do ITS como
pertencentes a ordem Pleosporales (subordem Massarineae) (A104 e A105) e um taxon
desconhecido (A101) (RIBEIRO, 2011; VERGARA; ARAUJO; ALVES; et al., 2017). Estes
fungos foram capazes de colonizar as raizes de plantas de tomate sem nenhum sintoma
negativo, mesmo com as hifas colonizando as células da epiderme e o cortex de plantas e
formando microesclerédios em células de raizes. Outros estudos também relataram a
colonizacdo de fungos DSE nas células da epiderme e cortex de raizes de plantas de tomate
sem sintomas de patologias (ANDRADE-LINARES, D. R. et al., 2011; MAHMOUD;
NARISAWA, 2013).

O presente estudo mostrou, a exemplo de trabalhos anteriores sobre a resposta da
planta a inoculacdo com fungos DSE (DIENE et al., 2013; MAHMOUD; NARISAWA,
2013; USUKI; NARISAWA, 2007), que a inoculagdo com fungos DSE incrementou a massa
seca da parte aérea de tomate quando as plantas foram suplementadas com uma fonte organica
de N (**N-Canavalia ensiformis), néo tendo sido observado o mesmo efeito quando as plantas
receberam a fonte inorganica de N (*N-sulfato de aménio). Ao contrario, ANDRADE-
LINARES, DIANA ROCIO et al. (2011), mostraram que a Leptodontidium orchidicola é
capaz de incrementar a massa seca da parte aérea de plantas de tomate, assim como a massa e
o contetdo de glicose de seus frutos, mesmo quando as plantas foram cultivadas na presenca
da fonte inorgénica de N (NH;NO3).

Em uma meta-analise realizada a partir de 18 estudos conduzidos independentemente,
foi confirmado que a planta inoculada com fungos DSE criteriosamente selecionados,
responde positivamente se a mesma for suprida com fontes organicas de N; apresentando
incremento na massa seca e conteudo de N e P que varia de 26 a 106% (NEWSHAM, 2011).
Da mesma forma, neste estudo que foi conduzido em condicdes de casa de vegetacédo e de
solo nédo esterilizado foi observado que a interacdo DSE-tomate foi mais eficiente no
aproveitamento do N de fonte organica, aumentando a quantidade deste nutriente na planta
derivado do '°N-C. ensiformis, a eficiéncia de recuperacdo (ER) de °N-C. ensiformis, P-
fertilizante e K-fertilizante pela planta, o contetdo de N, P, K, Ca e Mg, a altura da planta,
numero de folhas e area foliar total (no fungo A104) e propiciando incrementos na massa seca
que variaram de 25% a 41% comparativamente ao controle. Estes resultados indicam que 0s
fungos DSE A101, A104 e A105 podem auxiliar a planta de tomate a se nutrir e a crescer
quando adubada com fonte organica de N. Ao contrario, quando as plantas foram supridas
com fonte inorganica de N, apenas foi observado efeito positivo da inoculagdo sobre a
eficiéncia de recuperacdo de K-fertilizante pela planta, conteddo de K, &rea foliar e as demais
varidveis avaliadas apresentaram um efeito neutro, sugerindo que a cultivar Santa Clara I-
5300 ndo precisa do fungo para absorcdo de N prontamente assimilavel como N-NH;*, uma
vez que os programas de melhoramento sempre buscaram por plantas mais responsivas a
adubacdo mineral. Em estudo realizado anteriormente em condi¢fes controladas também néo
foram observados incrementos significados no contetdo de N da parte aérea usando-se fontes
inorganicas de N (TORRES-JUNIOR, 2014), embora as condi¢des experimentais tenham sido
diferentes deste estudo.

A habilidade dos fungos DSE em promover o crescimento e incrementar o contetdo
de N e outros nutrientes em plantas de tomate adubadas unicamente com *N-C. ensiformis
como fonte de N sugere que estes fungos sejam capazes de degradar compostos organicos de
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C, N e P, disponibilizando macro e micronutrientes para planta. De fato, ha relatos na
literatura de que os fungos DSE degradam compostos organicos tais como celulose, amido,
proteina, lipidios, casaminoacidos, gelatina, ureia e pectina em condi¢bes in vitro
(CALDWELL; JUMPPONEN; TRAPPE, 2000; MANDYAM, K.; LOUGHIN;
JUMPPONEN, 2010; MENKIS et al., 2004; SURONO; NARISAWA, 2017) e de que
promovem crescimento de diversas espécies vegetais suplementadas unicamente com fonte
organica de N (aminoéacidos) ou fonte organica de P (fitato) em condig¢des in vitro (DIENE et
al., 2013; MAHMOUD; NARISAWA, 2013; SURONO; NARISAWA, 2017; USUKI,
NARISAWA, 2007). Recentemente, trés isolados de Phialocephala fortinii promoveram o
crescimento de Asparagus officinalis (L.) em meio &gar suplementado unicamente com
solucdo de milho macerado (0,1%) ou com solucdo de milho macerado modificada com
nutrientes inorganicos (SURONO; NARISAWA, 2017). Embora a preferéncia em degradar
determinada fonte organica de nutriente possa diferir entre as espécies de fungos DSE
(DIENE et al., 2013; SURONO; NARISAWA, 2017), a literatura sugere que os fungos DSE
podem mineralizar compostos organicos em formas de N e P disponiveis para as plantas.
Recentemente foi demonstrado que os fungos DSE sdo capazes de mineralizar compostos
organicos de P em condigdes in vitro (DELLA MONICA et al., 2015); entretanto, 0s
mecanismos que levam ao incremento do crescimento de plantas inoculadas por fungos DSE
ainda néo sdo totalmente compreendidas.

O maior conteudo e eficiéncia aparente de recuperacao de potassio observada tanto na
adubacio com °N-sulfato de amdnio (para o fungo A104), quanto com *N-C. ensiformis (em
todos os tratamentos de inocula¢do) mostra que a interacdo DSE-tomate é mais responsiva ao
K comparativamente aos demais nutrientes avaliados neste estudo. N&o por acaso, 0 K € o
cation mais requerido pela planta e mais abundante no citosol e na matéria seca da planta
(MARSCHNER, 1995; MEURER, 2006). O K atua em diversos processos fisioldgicos no
vegetal, tais como a fotossintese, a ativagdo de mais de 60 sistemas enzimaticos; regulagdo da
abertura e fechamento dos estdmatos, crescimento e alongamento celular pela geracdo do
turgor celular; sintese proteica (MARSCHNER, 1995).

Para que a absorcdo de K efetivamente ocorra, o K é transportado da solugdo do solo
até a superficie radicular predominantemente por meio da difusdo; e da mesma forma, o fluxo
de massa pode ter contribuicdo significativa no transporte quando a concentracdo de K na
solucdo do solo é elevada (BARBER, 1995; RUIZ; MIRANDA; CONCEICAO, 1999).
Entretanto, a difusdo é limitada a distancias muito curtas da superficie da raiz, normalmente
em torno de 1 a 4 mm (MEURER, 2006; TAIZ et al., 2017). Portanto, os maiores contetdos
e eficiéncia aparente de recuperacdo de potassio observados nos tratamentos de inoculacao
sdo fortes indicios de que estes fungos auxiliaram a planta de tomate a absorver o potassio
provavelmente pela transposicéo da zona de deplecéo e interceptacdo do K em locais distantes
e inatingiveis pela superficie radicular.

O maior contetdo de K e N tem relacdo direta com a maior area foliar total da planta,
uma vez que enquanto o K age sobre extensao celular, o N atua na alongamento foliar, o que
resulta em ambos os casos em maior area foliar (CHAPMAN; LEMAIRE, 1993; MEIRI;
SILK; LAUCHLI, 1992; NETO; MONTEIRO; DECHEN, 2007) e consequentemente em
maior exposicao da planta a luz solar (NETO et al., 2007). Ao contrario de estudos anteriores
(DIENE et al., 2013; MANDYAM, K. et al., 2010; MELIN, 1922; STOYKE; CURRAH,
1991; WILCOX; WANG, 1987), efeitos negativos da inoculacdo por fungos DSE no
crescimento da planta ndo foram observados no presente estudo.

Os fungos DSE também podem facilitar a absor¢do de micronutrientes, como o ferro,
presente  no solo (BARTHOLDY; BERRECK; HASELWANDTER, 2001,
HASELWANDTER, 2009). De fato, neste estudo, além de incrementar o contetdo do Fe que
variou de 72 a 178%, a inoculagdo incrementou o contetdo de Mn e Zn, que variou de 17 a
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25% e 41 a 46%, respectivamente. O incremento no conteldo de Fe, Mn e Zn pela inoculacéo
estd relacionado ao melhor aproveitamento destes micronutrientes na sua fonte (solo, FTE
BR12 e N-C. ensifomis). BARTHOLDY et al. (2001) observaram que o fungo DSE,
Phialocephala fortinii, sintetizou o sider6foro hidroxamato e incrementou a absorcdo de Fe
(1) na planta hospedeira. O ferro absorvido pela planta participa de reacGes de oxidorredugédo
em hemoproteinas, como citocromos e em proteinas ndo hémicas como ferredoxina
(DECHEN; NACHTIGALL, 2006). A ferredoxina e citocromos sdo transportadores de
elétrons que atuam na fotossintese (DECHEN; NACHTIGALL, 2006). O Zn e Mn também
atuam em enzimas envolvidas no metabolismo de carbono. Por exemplo, 0 Zn é constituinte
estrutural da anidrase carbbnica que catalisa a dissolugdo de CO, (uma etapa prévia a sua
assimilacdo) e participa na ativacdo enzimatica da trifosfato-desidrogenase, enzima esta, que é
essencial na glicolise. O Mn participa do fotossistema Il (no complexo manganico) sendo
responsavel pela fotolise da dgua (BROADLEY et al.,, 2012) e atualmente tem sido
reconhecido como indicador de eficiéncia de aquisicdo de P por plantas (LAMBERS et al.,
2015). Portanto, o incremento no conteddo de Fe, Mn e Zn corrobora estudos prévios (BAN et
al., 2017; ZHANG, H.-H. et al., 2012) que sugerem o envolvimentos dos fungos DSE na
atividade fotossintética através do incremento dos niveis de clorofila, eficiéncia fotoquimica
do fotossistema II, taxa fotossintética liquida, condutancia estomatica, taxa de transpiracéo,
fato este, que melhor explica os maiores conteudo de glicose no tomate (ANDRADE-
LINARES, DIANA ROCIO et al., 2011) e acucares soltveis em plantas arroz (VERGARA;
ARAUJO; ALVES; et al., 2017) inoculadas com fungos DSE.

De uma maneira geral, quando as plantas de tomate foram adubadas com *°N-C.
ensiformis houve diferencas significativas entre os tratamentos de inoculacéo, se destacando o
fungo A104, o qual ocasionou maior numero de folhas e area foliar das plantas, e o fungo
A105 que proporcionou maior contetdo de ferro nas plantas. Por outro lado, quando as
plantas receberam °N-sulfato de aménio, diferencas significativas para o contetdo e
eficiéncia aparente de recuperacdo de potassio foram observadas, se destacando o fungo
A104. Estas diferencas sugerem que a resposta da planta a inocula¢do de fungos DSE pode
ser dependente da espécie a que isolado pertence, ou até mesmo, ser independente, quando
houver alta diversidade intraespecifica entre diferentes isolados de uma Unica espécie e, este
fato tem sido observado em FMA (MENSAH et al., 2015).
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3.7 CONCLUSAO

A analise conjunta dos dados revelou que as plantas de tomate inoculadas com fungos
DSE foram mais eficientes em obter nutrientes a partir de C. ensiformis finamente triturada e,
também do solo, resultando em maior crescimento quando comparado com plantas nao
inoculadas. Nossos dados sugerem que a inoculacdo com fungos DSE auxilia no crescimento
do tomate através da otimizacdo da absorcdo de macro e micronutrientes, em especial quando
0 N € aplicado a planta através de fontes organicas, que é essencial para o sistema de
agricultura organica ou agricultura familiar, muito comum nos paises em desenvolvimento.
Entretanto, ainda ha necessidade de um entendimento mais detalhado das interacdes
bioquimicas e moleculares da interacdo fungos DSE-tomate, além da duracdo dos efeitos
positivos da inoculacdo, de forma que a aplicacdo de fungos DSE possa ser uma pratica usual
na cultura do tomate. O isolado A104 parece ser uma melhor opc¢édo para a inoculagcdo do
tomate cv. Santa Clara 1-5300, uma vez que os melhores resultados foram obtidos com este
fungo.
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4 CAPITULO I

FUNGOS ENDOFITICOS DARK SEPTATE INCREMENTAM A
EFICIENCIA DE RECUPERACAO DO ®N-ADUBO VERDE,
CONTEUDO DE N E MICRONUTRIENTES EM PLANTAS DE ARROZ

42



41 RESUMO

O entendimento da interacdo fungos dark septate-arroz, pode originar praticas agricolas
sustentaveis, para elevacdo de produtividade, qualidade e melhoraria do valor nutricional do
grdo do arroz; contribuindo para resolucdo de problemas de deficiéncia de micronutrientes
que assolam paises emergentes e a0 mesmo tempo aproveitar melhor os insumos aplicados.
Entretanto, esta interacdo ainda é pouco compreendida. Portanto, o presente trabalho teve
como objetivo avaliar o acimulo de macro e micronutrientes, matéria seca e proteina e a
eficiéncia recuperacéo do nitrogénio de *N-Canavalia ensiformis (L.) finamente triturada
pela cultura do arroz inoculada com fungos dark septate. Um experimento sob condicdes de
casa de vegetacdo foi conduzido em delineamento em blocos ao acaso com parcelas
subdividas, com cinco repeti¢Ges de plantas de arroz em vasos contendo amostra de horizonte
superficial de um Planossolo Héaplico ndo esterilizado. Mudas da variedade de arroz Piaui
(variedade local do estado de Maranhdo, Brasil) com 6 dias ap6s germinagdo inoculadas com
fungos dark septate (isolados A101 e A103) e ndo inoculadas (controle) foram transplantadas
para vasos contendo 12 kg solo que havia recebido anteriormente biomassa seca da parte
aérea finamente triturada de C. ensiformis enriquecida com 2.15 % de atomos de °N. Duas
coletadas foram realizadas no experimento; uma aos 54 dias ap6s o transplantio e outra no
estddio de maturacdo. Indicadores de crescimento (aos 54 dias ap6s o transplantio) e de
rendimento de grdos (no estddio de maturacdo, ou seja, 130 dias ap6s o transplantio),
conteudo de nutrientes, eficiéncia de recuperacdo e quantidade de nitrogénio derivado de C.
ensiformis foram quantificados. Aos 54 dias apds o transplantio, além das plantas inoculadas
incrementarem significativamente o contedo de N, teor de clorofila e altura da planta
relativamente ao controle, as mesmas foram mais habeis no aproveitamento de nitrogénio
derivado C. ensiformis e; da mesma forma, no estddio de maturagdo, o fungo A103 se
destacou com a eficiéncia e quantidade de N derivado do C. ensiformis, conteddo de N no
grdo e parte aérea igual ao A101 e maior do que o controle, resultando em maior acumulo de
proteina bruta e matéria seca do grao cheio e panicula na interacdo DSE-arroz. Além disso, o
contetdo de Fe e Ni no gréo da interagdo DSE-arroz dobrou relativamente ao controle, sendo
que na inoculacdo com A103 ainda foi possivel observar acimulo de Mn trés vezes maior do
que o dos demais tratamentos. Os fungos A101 e A103 sdo benéficos para a variedade de
arroz Piaui.

Palavras-chave: Canavalia ensiformis (L.). *°N. Oryza sativa. Niquel. Ferro. Fungos DSE.
Manganés. Grdo. Nitrogénio. Adubo verde.
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4.2 ABSTRACT

An understanding of the interaction between rice and dark septate endophytic fungi may lead
to sustainable agricultural practices, increased yields and quality, and improvements in the
nutritional value of rice grains. This in turn will contribute to resolving micronutrient
deficiency problems in emerging countries, and also to facilitate a better use of applied inputs.
Nevertheless, this interaction is still poorly understood. Therefore, in this study, we aimed to
evaluate the accumulation of macro- and micronutrients, dry matter, and protein and the
efficiency of nitrogen (N) recovery of finely ground Canavalia ensiformis (L.)-"°N in rice
inoculated with dark septate endophytic fungi. An experiment under greenhouse conditions
was conducted in a randomized complete block design comprising subdivided plots, with five
replicates of rice plants potted in non-sterile soil. Six days after germination, Piaui rice
seedlings (a local variety from Maranhdo State, Brazil) were inoculated with dark septate
fungi (isolates A101 and A103) or left uninoculated (control) and transplanted into pots
containing 12 kg of material from the surface horizon of a Fragiudult soil, which had
previously been supplemented with finely crushed dry biomass of the aerial parts of
Canavalia ensiformis enriched with 2,15 atoms % *°N. Two collections were performed in the
experiment: one at 54 days after transplanting and one at plant maturation. Growth indicators
(at 54 days after transplanting) and grain yield (at maturation), nutrient content, recovery
efficiency, and the amount of N derived from C. ensiformis were quantified. At 54 days after
transplanting, the N content, chlorophyll content, and plant height of inoculated plants had
increased significantly compared with the control, and these plants were more proficient in
the use of N derived C. ensiformis. At the plant maturation, plants inoculated with the fungal
isolate A103 were distinguished by the recovery efficiency and quantity of N derived from C.
ensiformis, with N content in the grain and aerial parts being equal to that in plants inoculated
with fungal isolate A101 and higher than that in the control, resulting in a higher
accumulation of crude protein and dry matter in the full grain and panicle of rice inoculated
with dark septate endophytic fungi. In addition, the content of Fe and Ni in the grains of rice
inoculated with these fungi doubled with respect to the control, and in those plants inoculated
with A103, we observed Mn accumulation that was three times higher than in the other
treatments. These observations indicate that the fungal isolates A101 and A103 are beneficial
to the Piaui rice variety.

Keywords: Canavalia ensiformis (L.). N. Oryza sativa. Nickel. lron. DSE fungi.
Manganese. Grain. Nitrogen. Green manure.
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4.3 INTRODUCAO

O arroz, ao lado do milho e trigo é o cereal mais importante no mundo e, consumido
por mais da metade da populacdo (FAO, 2016), visando o suprimento de amido e proteinas
(FITZGERALD; MCCOUCH; HALL, 2009; TIAN, Z. et al., 2009). Entretanto, a producao
do arroz depende do uso intensivo de fertilizantes, em especial os nitrogenados, que via de
regra, possuem baixa eficiéncia de recuperacdo, sendo aproximadamente a metade sujeita a
perdas (LASSALETTA et al., 2014), que geram problemas ambientais e financeiros
(CHARDON; NOEL; MASCLAUX-DAUBRESSE, 2012; SUTTON et al., 2013). Por outro
lado, o uso da adubagdo verde aliada a microrganismos do solo, como os fungos endofiticos
dark septate (fungos DSE) apresenta-se como uma estratégia economicamente positiva para
producdo do arroz, reducdo de perdas de nutrientes e melhoria da fertilidade do solo
(AMBROSANO et al., 2011; CAVAGNARO et al., 2015).

Os fungos DSE, um grupo diverso de enddfitos cosmopolitas, sdo ascomicetos
conidiais ou estéreis, que de uma forma geral, apresentam micélio marrom a mais escura e
hifas septadas melanizadas. Sdo capazes de colonizar raizes de plantas de forma intercelular e
intracelular, eventualmente formar microesclerédios, e podem promover o crescimento da
planta hospedeira sem ocasionar sintomas de doencas (DIENE et al., 2013; JUMPPONEN,
ARI, 2001; JUMPPONEN, ARI; TRAPPE, 1998; KNAPP et al., 2015; THORMANN;
CURRAH; BAYLEY, 1999; WILSON et al.,, 2004). Estes fungos colonizam
aproximadamente 600 espécies de plantas de 320 géneros e 114 familias (JUMPPONEN,
ARI; TRAPPE, 1998). Na familia Poaceae, por exemplo, fungos DSE isolados de raizes
saudaveis do arroz silvestre (Oryza granulata Nees et Arn. ex Watt. e Oryza glumaepatula
Steud.) sdo capazes de colonizar o arroz comercial (Oryza Sativa [L.]) e promover seu
crescimento, sem no entanto, desencadear qualquer sintoma de doenca (PEREIRA et al.,
2011; RIBEIRO etal., 2011; SANTOS, S. G. etal., 2017; YUAN, Z. L. etal., 2010).

Os efeitos positivos de inoculagdo de plantas com fungos DSE sdo mais evidentes em
plantas supridas com fontes organicas de N e P do que com fontes inorganicas (NEWSHAM,
2011; QINetal., 2017; SURONO; NARISAWA, 2017). Os compostos organicos estimulam
o0 caracter saprofitico destes fungos, que passam a secretar uma série de enzimas, tais como as
endoglucanases, celulases, amilases, pectinases, lacases, e metabdlitos secundarios que
quebram compostos complexos de carbono (C), nitrogénio (N) e fosforo (P), tais como
celulose, amido, proteina e fitato e os converte em nutrientes para a absorcdo da planta
hospedeira (ADEOYO; PLETSCHKE; DAMES, 2017; BERTHELOT et al.,, 2016;
CALDWELL et al.,, 2000; CHOI; HODGKISS; HYDE, 2005; DOOLOTKELDIEVA;
BOBUSHEVA, 2011; JUMPPONEN, ARI; MATTSON; TRAPPE, 1998; JUMPPONEN,
ARI; TRAPPE, 1998; MANDYAM, K. et al.,, 2010; SURONO; NARISAWA, 2017;
UPSON et al., 2009; USUKI; NARISAWA, 2007). Entretanto, apesar da literatura indicar
que os fungos DSE sdo capazes de auxiliar a planta hospedeira a adquirir nutrientes a partir de
fontes orgéanicas de N, ainda sdo escassos trabalhos que avaliam o crescimento e o
desenvolvimento de plantas supridas com adubo verde de leguminosas, como a Unica fonte de
N.

Em estudos anteriores, dois isolados de fungos DSE, A101 e A103, obtidos do arroz
silvestre (O. glumaepatula) foram determinados pela filogenia do ITS como pertencentes a
ordem Pleosporales (subordem Massarineae) (A103) e a um taxon desconhecido (A101)
(RIBEIRO, 2011; VERGARA; ARAUJO; ALVES,; et al., 2017). Estes fungos colonizam o
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arroz silvestre (O. glumaepatula) e o comercial sem causar qualquer sintoma de doenga
(RIBEIRO, 2011; VERGARA; ARAUJO; ALVES; et al., 2017).

No presente estudo, o acumulo de nutrientes (N, P, K, Ca, Mg, Fe, Mn, Zn) e matéria
seca, quantidade e a eficiéncia de recuperacdo do nitrogénio na planta derivado do adubo
verde N-Canavalia ensiformis (L.) aos 54 dias apds o transplantio (parte aérea) e no estadio
de maturacdo (raiz, palha e grdo) em plantas de arroz (variedade Piaui) inoculada pelos fungos
A101 ou A103 e supridas com a parte aérea de Canavalia ensiformis enriquecida com N e
finamente moida foram determinados em cultivo de solo em condigdes de casa de vegetacéo.
Desta forma, este estudo teve como objetivo avaliar acimulo de macro e micronutrientes,
matéria seca e protefna e a eficiéncia de recuperagdo do nitrogénio de *>N-C. ensiformis pela
cultura do arroz inoculada com fungos dark septate.
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44 MATERIAL E METODOS

4.4.1 Coleta do solo, calagem e adubacéo

A amostra do solo foi coletada na profundidade de 0-20 cm no Sistema Integrado de
Producdo Agroecoldgica em Seropéedica, Rio de Janeiro. O solo foi classificado como
Planossolo Haplico (de acordo com o sistema brasileiro de classificagdo do solo). A anélise do
solo apresentou as seguintes caracteristicas quimicas: pH=5,47; AI**=0,03 e H+Al=1,86 cmol.
dm™; Ca*’=1,21 e Mg**=0,41 cmol. dm™; P=6,74 e K*'=36,00 mg L™; N=0,05 e C=0,47%.
Vasos com a capacidade de 14 kg que foram usados como unidades experimentais, receberam
12 kg de solo destorroado e homogeneizado. Dois meses apos a aplicacdo do calcario
(MineralCal), na dose de 1,62 t ha™ para corrigir as deficiéncias de Ca*? e Mg*?, o solo foi
adubado com o equivalente a 27 kg P,0s ha™ (superfosfato simples), 13 kg K,O ha™ (sulfato
de potassio), e 7 kg ha™ micronutrientes (FTE BR-12) de acordo com a recomendacéo para a
cultura (FREIRE et al., 2013).

4.4.2 Adubacdo nitrogenada (fonte organica de N) marcada com *°N

A parte aérea de plantas de Canavalia ensiformis [L.] descrita no item 3.4.2 (Capitulo
1), todavia, enriquecida com 2,15% atomos de N foi utilizada para a adubag&o nitrogenada.
Cada vaso recebeu 5,04 g de parte aérea de C. ensiformis finamente triturada, o equivalente a
20 kg ha™ de N.

4.4.3 Preparo do in6culo e inoculagéo

Os isolados (A101 e A103) de fungos endofiticos dark septate foram obtidos,
identificados e seu inoculo preparado conforme descrito item 3.4.3 (Capitulo I).

4.4.4 Delineamento experimental e condi¢des de crescimento

O experimento foi conduzido em delineamento de blocos ao acaso com parcelas
subdivididas, com cinco repeti¢des (cada repeticdo com uma planta), sob condicdes de casa de
vegetacdo, na Embrapa Agrobiologia, em Seropédica, RJ, Brasil. Os tratamentos consistiram
de plantas de arroz (variedade Piaui) crescidas sem (controle) e com inoculagdo com fungos
endofiticos dark septate (fungos DSE, A101 e A103). Todos os tratamentos foram
suplementados com *°N-C. ensiformis. Piauf é uma variedade local de arroz do estado do
Maranhdo-Brasil, utilizada em agrossistemas com baixa entrada de N. Piaui tem baixa
constante de Michaelis-Menten (K,,) para o nitrato (SANTOS, LEANDRO AZEVEDO et al.,
2011), especialmente quando € inoculada com o fungo endofitico dark septate, A103
(VERGARA; ARAUJO; ALVES; et al., 2017) e alta eficiéncia de remobilizacdo do
nitrogénio (SOUZA; STARK; FERNANDES, 1998). As sementes de arroz foram
inicialmente lavadas com alcool 70% por cinco minutos e desinfestadas com hipoclorito de
sodio 2,5% por 10 minutos, seguidas por sucessivas lavagens com &gua destilada autoclavada
(VERGARA; ARAUJO; ALVES; et al., 2017) e posteriormente pré — germinadas em agar —
4gua (8 g L™ a 28 °C visando selecionar plantulas homogéneas.

Plantulas homogéneas de arroz (6 dias apds a germinacdo) foram inoculadas com
fungos DSE por imersdo de suas raizes em suspensdo micelial (1% m/v), enquanto as plantas
controle receberam apenas agua destilada autoclavada. O solo (12 kg) do tratamento de
inoculacdo foi também umedecido complemente com 500 mL da suspensdo (1% m/v)
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contendo o micélio fresco, enquanto o tratamento controle apenas recebeu a dgua destilada
autoclavada. Os vasos foram regados diariamente com 500 mL de agua destilada para manter
a umidade do solo préxima da capacidade de campo.

4.45 Observacdes de sintomas de patogenicidade e de colonizacéo de raizes

As raizes das plantas de arroz inoculadas com os fungos A101 e A103 foram lavadas e
fixados em etanol a 50% para confirmar se foram colonizadas por estes fungos DSE. Em
seguida, as amostras foram embebidas (de forma consecutiva) em hidroxido de potassio
(2,5%) e acido cloridrico (1%) e acondicionadas a temperatura ambiente durante uma noite.
Posteriormente, foram coradas com 0,002% (m/v) de azul de metila [uma mistura de 10: 9: 1
glicerol/agua destilada/acido cloridrico; GRACE; STRIBLEY (1991)]. Segmentos de raizes
de aproximadamente 4 cm foram colocadas em laminas com glicerina e as hifas e outras
estruturas destes fungos foram observadas com microscépio 6tico Axioplan (Carl Zeiss, Jena,
151 Alemanha) equipado com uma cémera digital Axiocam MRC5 (Carl Zeiss). Os
microesclerddios e hifas intrarradiculares foram contados em 100 campos microscopicos por
sistema radicular sob um aumento 200 x. Os sintomas de doencas foram avaliados em uma
escala de 0-3 (0: auséncia de sintomas de doencas; 1: ligeiro amarelecimento da planta; 2:
amarelecimento e crescimento tardio da planta; 3: murcha ou morte da planta) (DIENE et al.,
2013; MAHMOUD; NARISAWA, 2013).

4.4.6 Variaveis avaliadas

Diametro do colo, altura da planta, nimero de perfilhos e folhas, area foliar total (com
medidor LI-COR, modelo LI-3100C, Nebraska, USA), teor de clorofila, massa seca (65°C,
72h), concentragdo de N, P, K, Ca, Mg, Zn, Fe, Mn e abundancia de *>N foram determinados
na parte aérea de plantas do arroz aos 54 dias apés o transplantio (DAT). A massa seca de
raiz, palha, paniculas, grdos cheios (umidade ajustada para 13%) e conteudo de proteina
foram medidos no estadio de maturacdo (130 dias ap6s o transplantio), sendo a concentragdo
de macronutrientes determinada na raiz, palha e grdo, enquanto os micronutrientes foram
determinados apenas no grdo. A raiz, palha e grdos secos (65°C, 72h) foram moidos e a
abundancia do "N, concentracdo de macro e micronutrientes quantificada conforme descrito
no item 3.4.6 (CAPITULO I). O conteido de proteina bruta nos grdos foi obtido pela
multiplicacdo do conteudo de N por 5,95 (JULIANO, BIENVENIDO 0., 1985).

A fracdo (%), a quantidade (mg planta™) e a eficiéncia de recuperacdo do N derivado
de *°N-C. ensiformis finamente triturada, na raiz, palha e gréos, foram quantificadas por meio
das equacdes (2), (3) e (4) conforme descrito no item 3.4.6 do capitulo I.

447 Andlises estatisticas

Os dados foram submetidos ao teste de homogeneidade (Bartlett) da variancia,
normalidade (Shapiro-Wilk) dos residuos e a analise de variancia (ANOVA). Quando as
diferencas significativas foram indicadas pela ANOVA, as médias dos tratamentos foram
separadas utilizando-se as diferencas minimas significativas (LSD) calculadas pelo teste t ao
nivel de 5%. O software R, versdo R 3.4.1 (R Development Core Team, 2017) e pacote
ExpDes (FERREIRA; CAVALCANTI; NOGUEIRA, 2013) foram usados para as analises e
os dados sdo apresentados como média + erro padréo.
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45 RESULTADOS

4.5.1 Patogenicidade e colonizagao de raizes

Os dois isolados (A101 e A103) colonizaram abundantemente o tecido radicular de
plantas de arroz (Figuras 10 A-L e Figura 13 A) com hifa colonizando a epiderme (Figuras 10
A, F), cortex (Figura 10 G) e formando microesclerodios (Figuras 10 A - L), sem sintomas de
doenca aparente. Além disso, as hifas septadas melanizadas de A101 (Figura 10 L)
colonizaram a regido entre o cortex e os feixes vasculares da raiz principal, conectando duas
das suas raizes laterais e formando microesclerodios (Figura 10 K). Embora mais
microesclerddios tenham sido observados em raizes de plantas inoculadas com o fungo A103
do que com A101, a colonizacgéo total foi de aproximadamente 80% para os dois fungos DSE

(Figura 13 A).

Figura 10. Aspectos morfoldgicos de raizes de arroz (variedade Piaui) inoculadas com os
fungos A101 e A103. Hifas septadas melanizadas (Ponta de seta) nas células da
epiderme (A e F) e cortex (G) e na regido entre o cortex e os feixes vasculares da raiz
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principal, conectando duas das suas raizes laterais (L). Microesclerddios (seta) formados
pelos fungos na epiderme (A-E e G), no cortex (F-J) e na regido entre cortex e feixe
vascular (K). As amostras foram coradas com 0,002% de azul de metila. Barra = 20 pum.

45.2 Indicadores de crescimento e acumulo de matéria seca

Com relacdo aos indicadores de crescimento e acumulo de matéria seca, a interacéo
DSE-arroz com 54 DAT apresentou incremento de 16% no teor de clorofila e na altura da
planta que foi significativamente maior que o controle (Tabela 3), enquanto nenhum efeito
foi observado no acimulo de matéria seca da parte aérea, diametro do colmo, nimero de
folhas e perfilhos e area foliar (Tabela 3). Diferente do que foi observado aos 54 DAT, no
estddio de maturacdo se observou acUmulo significativo de matéria seca do grdo cheio e
panicula para a interacdo DSE-arroz que foi maior que o do controle, sendo que na
inoculacdo com A101, ainda foi possivel observar acimulo de matéria seca de raiz que foi
maior que o dos demais tratamentos, ndo havendo diferencas entre os tratamentos para o
acumulo de palha (Tabela 4).
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Tabela 3. Indicadores de crescimento de plantas arroz (variedade Piaufi), aos 54 apds o transplantio, sem (controle) e com inoculagcdo com fungos
endofiticos dark septate, A101 e A103 e adubadas com *°N-Canavalia ensiformis (L.) finamente triturada como a Unica fonte organica de

N.
Biomassa
Seca da
Parte
Aérea Altura da
(g planta’ Planta Diametro do Colo  Numero de Folhas Numero de perfilnos Area Foliar Total
Tratamento Y (cmplanta’)  (cm planta™) (unid. planta™) (unid. Planta™) (cm? planta™) Clorofila
Controle 4,5+0,25 87,2+1,36 b 11,5+0,45 18,20+0,77 4,2+0,20 439,2+31,9 34,8+1,58 b
A101 4,5+0,20 96,2+3,06 a 12,5+0,23 18,75+0,67 4,0+0,32 394,5+46,3 40,2+0,61 a
A103 4,7+0,23  94,5+1,24a 12,5+0,17 19,75+1,02 4,8+0,37 445,0+41,7 40,4+0,48 a
CV (%) 11,04 4,99 5,69 9,20 15,76 21,00 5,91

Médias + SE (n=5) seguidas de mesma letra minuscula na coluna, ndo diferem significativamente (Teste t, p<0,05). A variavel com valores sem
letra ndo foi significativa ao teste Fa 5 % de probabilidade. SE: erro padrdo. CV%: coeficiente de variacéo.

Tabela 4. Massa seca de raiz e palha e massa de paniculas e gréos cheios (13% de umidade) no estagio de maturacdo de plantas de arroz da
variedade Piaui sem (controle) e com inoculacdo com fungos endofiticos dark septate A101 e A103 e adubadas com °N-Canavalia
ensiformis (L.) finamente triturada como a Unica fonte orgéanica de N.

Massa Seca de Massa Seca de gréao
Massa Seca de Raiz Palha Massa de paniculas cheios
Tratamento (g planta™) (g planta™) (g planta™) (g planta™)
Controle 14,3+1,4 b 16,6+0,4 8,5+0,3 b 6,03+0,3 b
A101 18,0+0,7 a 17,7+0,9 10,7+0,6 a 7,51+0,4 a
A103 13,9+1,2b 16,3+0,7 10,6+0,6 a 7,47+0,4 a
CV (%) 13,01 7,42 9,8 10,41

Médias + SE (n=5) seguidas da mesma letra minuscula na coluna, ndo diferem significativamente (Teste t, p<0,05). A variavel com valores sem
letra n&o foi significativa ao teste Fa 5 % de probabilidade. SE: erro padréo. CV%: coeficiente de variagéo.
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45.3 Eficiéncia de recuperacéo de *°N derivado de C. ensiformis (L.)

Apbs determinar a abundancia de >N na matéria seca, a eficiéncia de recuperagéo e
quantidade do nitrogénio derivado de °®N-C. ensiformis finamente triturada na raiz, palha,
grdo e parte aérea foram determinados nos tratamentos sem (controle) e com inoculagcdo com
os fungos endofiticos dark sepate (A101 e A103). Embora as plantas de arroz inoculadas com
os dois fungos (A101 e A103) tenham diferido entre si, aos 54 DAT, com incrementos
significativos de 23% para o A101 e 43% para o A103, na eficiéncia de recuperacdo e
quantidade do nitrogénio (N) derivado do °N-C. ensiformis, respectivamente na parte aérea,
foram mais hébeis na recuperaco e no uso do N presente na *>N-C. ensiformis (Figura 11a-b),
fornecido como sua Unica fonte de N, relativamente ao controle.

No estadio de maturagdo, o fungo A103 se destacou com a eficiéncia de recuperacgdo e
quantidade do nitrogénio derivado de “>N-C. ensiformis no gréo e parte aérea (palha e gréo)
igual ao fungo A101 e maior do que o do tratamento controle, ndo havendo diferencas
significativas entre estes tratamentos na eficiéncia de recuperagédo e quantidade do nitrogénio
derivado do *>N-C. ensiformis na raiz e palha (Figura 11c-d).
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Figura 11. Eficiéncia de recuperacdo (ER™N AV) e quantidade (Q**Nd AV) do nitrogénio
derivado da *°N-Canavalia ensiformis (L.) finamente triturada na parte aérea, aos 54
dias apo6s o transplantio (A e B, respectivamente), e na raiz, palha e grdos no estagio de
maturacdo (C e D, respectivamente) em plantas de arroz da variedade Piaui sem
(controle) e com inoculagdo com fungos endofiticos dark septate, A101 e A103 e
adubadas com **N-C. ensiformis (L.) finamente triturada como Unica fonte orgénica de
N. Entre os tratamentos, mesma letra mindscula, nao difere pelo Teste t (p<0,05). Letras
sublinhadas (C e D) indicam comparacéo de ER™N AV e Q"Nd AV na parte aérea
(palha + grdo) entre os tratamentos. Barras de erros representam o erro padrdo da média
(n=5).
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45.4 Acumulo de nutrientes

Aos 54 DAT, na interacdo DSE-arroz houve acumulo significativo de N na parte aérea
que foi maior que o do controle, o que corrobora a maior eficiéncia de recuperacdo de N
derivado de °*N-C. ensiformis (L.) observada (Figura 12a). Cu e Ni néo foram detectados na
parte aérea aos 54 DAT. O acumulo de P, K, Ca, Mg, Zn, Fe e Mn nao foi afetado por
nenhum dos tratamentos de inoculacéo (Figura 12b-h). Efeito similar foi observado no estadio
de maturacdo, para o acimulo de Ca, Mg e K na raiz, palha, grdo e parte aérea (Tabela 5),
bem como para 0 acimulo de N na raiz e palha (Figura 13b) e, Cu e Zn no grdo (Figura 13d).
Ao contréario, o fungo A103 se destacou com acimulo de N no grdo e parte aérea igual ao
fungo A101 e maior do que o do controle (Figura 13b), o que corrobora a maior eficiéncia de
recuperacdo do nitrogénio observada no grdo e na parte aérea das plantas inoculadas (Figura
11c). Na inoculagdo com o fungo A101 houve acumulo de P no grdo que foi
significativamente maior do que o dos demais tratamentos, embora 0 mesmo efeito ndo tenha
sido observado na raiz, palha e na parte aérea (Tabela 5). Da mesma forma, no grdo da
interacdo DSE-arroz houve acumulo significativo de Fe e Ni, que foi duas vezes maior do que
0 do controle, e na inoculagdo com A103 ainda foi possivel observar acimulo de Mn que foi
trés vezes maior do que o dos demais tratamentos (Figura 13d).
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Figura 12. Conteudo de N (a), P (b), K (c), Ca (d), Mg (e), Fe (f), Mn (g) e Zn (h) aos 54
dias apo6s o transplantio de plantas de arroz (variedade Piaui) sem e com inoculagdo com
fungos endofiticos dark septate, A101 e A103, e adubadas com N-Canavalia
ensiformis (L.) finamente triturada como unica fonte de N. Em cada grafico de barras,
mesma letra mindscula, ndo difere pelo Teste t (p<0,05). A variavel com valores sem
letra n&o foi significativa ao teste F a 5 % de probabilidade. Barras de erros representam
0 erro padrdo da média (n=5).
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Tabela 5. Contetdo de Ca, Mg, P e K no estadio de maturacdo de plantas de arroz da
variedade Piaui sem (controle) e inoculadas com fungos endofiticos dark septate, A101
e A103, e adubadas com *>N-Canavalia ensiformis (L.) finamente triturada como Unica

organica de N.

Tratamento Ca Mg P K
mg planta™

graos
Controle 4,3+0,48 6,5+0,60 15,2+1,16 b 16,4+1,67
A101 4,7+0,04 6,3+0,76 19,4+0,33 a 18,5+0,58
A103 3,9+0,49 6,4+1,12 15,3+1,00 b 18,1+1,94
CV (%) 16,26 23,22 9,41 14,91

palha
Controle 161,5+6,3 77,04,9 58,8+3,2 290,6+8,2
A101 181,0+18,1 82,3+2,7 57,2+1,8 301,3+7,6
A103 161,8+4,9 71,6%4,2 52,4+4,7 280,7+6,4
CV (%) 11,8 9,12 10,59 4,43

Parte aérea (graos + palha)

Controle 165,4+6,2 83,4455 74,0+3,7 307,049,8
Al101 185,3+18,1 88,8+2,1 76,517 319,8+7,0
A103 166,4+4,1 77,9+3,5 67,7+3,8 298,9+5,9
CV (%) 11,45 8,19 7,74 4,35

Médias + SE (n=5) seguidas de mesma letra minGscula na coluna, ndo diferem
significativamente (Teste t, p<0,05). A variavel com valores sem letra ndo foi significativa ao

teste F a 5 % de probabilidade. SE: erro padrdo. CV%:coeficiente de variagéo.
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Figura 13. Percentual de colonizacdo de raizes de arroz (A), contetdo do N (B), proteina
bruta (C) e, micronutrientes (D) do grdo arroz (variedade Piaui) no estadio de maturacéo
sem (controle) e com inocula¢do com fungos endofiticos dark septate A101 e A103 e,
adubadas com '°N-Canavalia ensiformis (L.) finamente triturada como Gnica fonte
organica de N. Entre os tratamentos, mesma letra minuscula, ndo difere pelo Teste t
(p<0,05). Letras sublinhadas (B) indicam comparacédo do conteddo de N na parte aérea
(palha + grdo) entre os tratamentos. A variavel com valores sem letra ndo foi
significativa ao teste F a 5 % de probabilidade. Barras de erros representam o erro
padrdo da media (n=5).
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4.6 DISCUSSAO

Os isolados de fungos DSE estudados neste capitulo, também foram isolados de raizes
de plantas arroz silvestres (O. glumaepatula) coletadas na regido amazonica e identificados
pela filogenia do ITS como pertencentes a ordem Pleosporales (suborden Massarineae)
(A103) e um taxon desconhecido (A101) (RIBEIRO, 2011; VERGARA,; ARAUJO; ALVES;
et al., 2017). Os fungos DSE foram capazes de colonizar abundantemente (aproximadamente
80% de intensidade de colonizacdo) as raizes das plantas de arroz sem causar qualquer
sintoma de doenca, mesmo quando as hifas colonizaram a epiderme e o cdrtex das plantas e a
regido entre o cortex e os feixes vasculares da raiz principal, conectando duas das suas raizes
laterais e formando microesclerddios nas células de raizes. Outros estudos também relataram
a colonizacdo de fungos DSE em células da epiderme e cortex de plantas de arroz sem
sintomas de patologias (QIN et al., 2017; VERGARA; ARAUJO; ALVES; et al., 2017).

Na literatura, ha relatos que indicam que gramineas inoculadas com fungos DSE
aproveitam melhor fontes organicas de N comparadas com fontes minerais deste elemento
(NEWSHAM, 1999; QIN et al., 2017; UPSON et al., 2009; ZIJLSTRA et al., 2005). De
fato, neste estudo, foi observado que as plantas inoculadas, em especial com o fungo A103,
aproveitaram melhor, em comparacdo com plantas controle, o nitrogénio derivado do adubo
verde N-C. ensiformis finamente triturado. Houve aumento da eficiéncia de recuperacdo e
quantidade do nitrogénio derivado de *°N-C. ensiformis tanto no estadio vegetativo (54 DAT)
quanto na maturacdo, favorecendo maior acimulo de N e teores de clorofila e maior altura da
planta no estadio vegetativo, bem como maior acimulo de matéria seca de paniculas e grdos e
proteina bruta do grdo no estadio de maturagdo. Estes resultados sugerem que estes fungos
melhoram o aproveitamento do N presente no adubo verde por plantas de arroz quando
inoculadas com fungos DSE, embora sejam necessarios mais estudos para se avaliar
diferentes doses °N-C. ensiformis e monitorar a resposta da planta & inoculacdo com fungos
DSE em diferentes periodos do seu ciclo.

A habilidade dos fungos DSE em promover o crescimento e acimulo de N em plantas
de arroz suplementadas unicamente com *°N-C. ensiformis como fonte de N sugere ainda que
estes fungos sejam capazes de degradar composto organicos de C, N e P e disponibilizar
nutriente para planta. De fato, ha relatos de que os fungos DSE degradam compostos
organicos tais como celulose, amido, proteina, lipidios, aminoacidos, gelatina, ureia e pectina
em condic¢Ges in vitro (CALDWELL et al., 2000; MANDYAM, K. et al., 2010; MENKIS et
al., 2004; SURONO; NARISAWA, 2017) e de que promovem o crescimento de gramineas
(NEWSHAM, 1999; QIN etal., 2017; UPSON et al., 2009; ZIJLSTRA et al., 2005) e outras
espécies vegetais suplementadas unicamente com fonte organica de N ou fonte organica de P
(fitato) em condicdes in vitro (DIENE et al., 2013; MAHMOUD; NARISAWA, 2013;
SURONO; NARISAWA, 2017; USUKI; NARISAWA, 2007). Além disso, tem sido
demonstrado que os fungos DSE sdo capazes de produzir enzimas proteoliticas que podem
degradar compostos organicos de N em formas de N disponiveis para as plantas (BIZABANI;
DAMES, 2016; CALDWELL et al., 2000). Por exemplo, recentemente, trés isolados de
Phialocephala fortinii promoveram o crescimento de Asparagus officinalis (L.) em meio agar
suplementado unicamente com solucdo de milho macerado (0,1%) ou com solugédo de milho
macerado acrescido de nutrientes inorganicos (SURONO; NARISAWA, 2017). Embora, 0s
mecanismos que levam ao incremento do contetdo de N e de outros nutrientes e, matéria seca
em plantas inoculadas com fungos DSE relativamente ao controle ndo inoculado, ainda ndo
sejam totalmente compreendidos, esta associacdo se mostrou benéfica para as plantas
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inoculadas uma vez que o fungo colonizou a planta hospedeira e incrementou o contetdo de
N, clorofila, altura da planta e rendimento de grdos de arroz e ndo ocorreu o0 aparecimento de
sintomas de doencas.

Além de otimizar o aproveitamento de N derivado de °N-C. ensifomis e propiciar
maior acimulo de matéria seca, a inoculacdo com os fungos DSE A101 e A103 também
incrementou o contetido de micronutrientes no grdo de arroz. De fato, os fungos DSE também
podem facilitar a absorgéo de micronutrientes, como o ferro, presente no solo (BARTHOLDY
et al., 2001; HASELWANDTER, 2009). Neste estudo, além da inoculacdo com os fungos
DSE A101 e A103 dobrar o conteudo de Fe e Ni relativamente ao controle, a inoculagdo com
fungo A103 também triplicou o conteldo de Mn no gréo.

As plantas de arroz acumulam preferencialmente mais Mn do que o Fe
(MANSFELDT, 2004), podendo tolerar até 5000 mg kg™ de Mn na parte aérea sem
demonstrar qualquer sintoma de fitotoxidez, enquanto a cevada, por exemplo, demonstra
sintomas de fitotoxidez em concentracdes menores do que 150 mg kg™ deste elemento
(VLAMIS; WILLIAMS, 1964). De forma semelhante, neste estudo foi observado que as
plantas do tratamento controle e de inoculagdo com o fungo A103 acumularam mais Mn do
que o Fe.

O incremento no conteddo de Mn que triplicou apenas na inoculagdo com o fungo
A103 e de Fe que duplicou em ambos os fungos, relativamente ao controle, sugere que a
inoculacdo com estes fungos, pode aumentar a eficiéncia de recuperagéo destes nutrientes no
solo e/ou no FTE BR12 efou na °N-C. ensifomis e otimizar atividade fotossintética e outros
processos importante para crescimento e desenvolvimento da planta, que dependem de Fe e
Mn para o seu adequado funcionamento, contribuindo para maior qualidade e rendimento de
grdos. Com efeito, o0 Mn € essencial para as plantas (MCHARGUE, 1922), sendo requerido
em diversos processos, tais como fotossintese, respiracdo, sintese proteica, ativacdo hormonal
e de mais de 30 enzimas, divisdo celular e alongamento do &pice radicular (BURNELL, 1988;
SHAO et al., 2017). Na fotossintese, por exemplo, 0 Mn catalisa a reacdo de fotdlise da agua
no fotossistema Il (PSII) (SCHMIDT; JENSEN; HUSTED, 2016). De forma semelhante, o Fe
que pode limitar o acimulo de matéria seca de grdos no arroz (O. sativa) (TAKAHASHI et
al., 2001), é também essencial para as plantas, inclusive por assegurar o fluxo dos elétrons
entre o fotossistema Il (PSII) e fotossistema | (PSI) (BRIAT; DUBOS; GAYMARD, 2015;
EBERHARD; FINAZZI; WOLLMAN, 2008), permitindo a fixacdo fotossintética de CO,. A
eficiéncia fotossintética, as estruturas e, a funcionalidade do aparato fotossintético sdo
fortemente dependentes de Fe (LAYER et al., 2010; YADAVALLI et al., 2012). Nao por
acaso, o Fe é encontrado em trés dos maiores complexos do aparato fotossintético. Dois
atomos de Fe estdo presentes no fotossistema Il (PSII) e 12 4&tomos no fotossistema I (PSI). O
citocromo bgf contém quatro atomos de Fe e had dois atomos nas proteinas do tipo Rieske.
Além disso, os dois complexos antenas, captadores da energia luminosa, associados aos dois
fotossistemas contém clorofila cuja sua sintese é dependente de Ferro (BRIAT et al., 2015;
EBERHARD et al., 2008); este fato, explica em parte, os maiores teores de clorofila
observados em plantas inoculadas comparativamente ao controle, no estadio vegetativo.
Embora ainda permanegam obscuras, os detalhes de absorcdo e distribuicdo de Fe e Mn
quando a interacdo DSE-arroz é estabelecida, o fato de plantas inoculadas terem triplicado o
contetdo de Mn (no fungo A103) e dobrado o contetdo de Fe no grdo sugere ainda que estes
fungos podem ser potenciais produtores de sideréforos, o que favoreceria a absorcdo destes
nutrientes pela planta inoculada, uma vez que, o DSE Phialocephala fortinii sintetiza o
sideroforo hidroxamato e incrementa a absorcdo de Fe (IIl) na planta hospedeira
(BARTHOLDY et al., 2001).

O incremento no conteddo do Ni do grdo observado em plantas inoculadas
relativamente ao controle, sugere também uma maior eficiéncia de recuperacdo deste
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nutriente por plantas de arroz inoculadas. Embora a concentracdo de Ni requerida pelas
espécies vegetais seja muito baixa (0,05-10 mg kg™ de massa seca) (NIEMINEN et al., 2007),
este nutriente é também essencial para as plantas (ESKEW; WELCH; CARY, 1983), sendo
complementar ao Mn e Fe por atuar em outros diversos processos metabdlicos, tais como a
ureolise e metabolismo de hidrogénio. De fato, o Ni tem sido identificado como componente
de uma série de enzimas, incluindo a urease, as glioxalases, peptideos deformilases, metil
coenzima M redutase e, algumas poucas superoxidos dismutases e hidrogenases (ERMLER et
al., 1998; KUPPER; KRONECK, 2007).

Portanto, os resultados do presente estudo indicam que os fungos endofiticos dark
septate podem auxiliar as plantas de arroz a adquirirem macro e micronutrientes de substratos
complexos, melhorando o crescimento e os processos fisiolégico das plantas. Com um
aumento no contetdo e biodisponibilidade dos nutrientes das plantas, sdo obtidos plantas mais
vigorosas e produtos vegetais de melhor qualidade (BRIAT et al., 2015) (Briat et al., 2015),
aumentando assim o rendimento dos grdos e/ou sua qualidade para alimentagdo ou plantio
(BRIAT et al., 2015; JULIANO, BIENVENIDO 0O, 1993; KRANNER; COLVILLE, 2011).
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4.7 CONCLUSAO

As plantas de arroz inoculadas com fungos endofiticos dark septate, em especial com
o fungo A103, aproveitam melhor o N derivado do adubo verde '°N-Canavalia ensiformis
(L.), o acumulando tanto no estadio vegetativo quanto no grao cheio sob a forma de proteina
bruta. Além disso, dobram o contetdo de Fe e Ni e triplicam o de Mn no grdo, melhorando a
qualidade e rendimento de gréos.
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5 CAPITULO I

FUNGOS ENDOFITICOS DARK SEPTATE AUMENTAM A ATIVIDADE
DAS BOMBAS DE PROTONS, A EFICIENCIA DE RECUPERACAO DE
BN-SULFATO DE AMONIO, CONTEUDO DENE
MICRONUTRIENTES EM PLANTAS DE ARROZ

61



5.1 RESUMO

Embora os fungos endofiticos dark septate (fungos DSE) beneficiem inimeras plantas sob
condicBes controladas, ainda sdo raras as informacdes sobre a resposta da planta hospedeira a
inoculacdo com fungos DSE em solo nédo esterilizado, bem como os mecanismos pelos quais
estes fungos melhoram o crescimento de plantas. Neste estudo, avaliou-se os indicadores de
crescimento, a eficiéncia de recuperacéo do *°N, o acimulo de nutrientes em plantas de arroz
(variedade Piaui) sem (controle) e com inoculagdo com fungos DSE, A101 e A103, e supridas
com sulfato de amdnio marcado com **N em cultivo em amostra de horizonte superficial de
um Planossolo Haplico ndo esterilizado de casa de vegetagdo. Além disso, o estado da H*-
ATPase da membrana plasmatica (PM H*-ATPase), uma enzima chave na regulagdo do
crescimento de plantas, da H'-pirofosfatase vacuolar e H*-ATPase vacuolar, da proteina
NAR2.1 e transportadores de nitrato (NO3’) foi avaliada em raizes de plantas de arroz sem e
com A103, expostas a 0,2 mM de NO3” em ambiente esterilizado. Os dois fungos colonizaram
abundantemente a raiz, aumentando significativamente, na parte aérea, a eficiéncia de
recuperacdo do N, o acimulo de matéria seca, nutrientes e clorofila, area foliar e
perfilhamento em relagdo ao controle. A atividade de PM H*-ATPase e H*-pirofosfatase e 0s
niveis de transcritos de OsA8 (isoforma de PM H'-ATPase imprescindivel para simbiose
micorrizica arbuscular) foram estimulados pela inoculacdo e adicdo de NOgs, enquanto a
isoforma OsALl apenas foi induzida na auséncia de N e OsA5 permaneceu sempre induzida,
independentemente da adi¢do deste nutriente. Estas observacfes indicam que ambos os
fungos promovem o crescimento de plantas de arroz em solo ndo esterilizado, e que a
inoculacdo com o Pleosporales A103 modifica a atividade PM H*-ATPase e V-H"-PPase e 0s
niveis de transcritos das isoformas de PM H*-ATPase, OsA5 e OsAS.

Palavras-chave: PM H*-ATPase. °N. Fe. H-pirofostase vacuolar. DSE. OsA8. NO5". Oryza
sativa.
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52 ABSTRACT

Although dark septate endophytic fungi (DSE fungi) benefit countless of plants under
controlled conditions, information on host plant response to inoculation with DSE fungi on
non-sterile soil is still rare, as well as the mechanisms by which these fungi enhance the
growth of plants. In this study, growth indicators, recovery efficiency of N, nutrient
accumulation in rice plants (Piaui variety) inoculated with DSE fungi, A101 and A103 or left
uninoculated (control) and supplemented with *>N-labelled sulfate ammonium were evaluated
under non-sterile material from the surface horizon of a Fragiudult soil, in a greenhouse. In
addition, the status of plasma membrane H*-ATPase (PM H*-ATPase), a key enzyme in plant
growth regulation, vacuolar H*-pyrophosphatase and vacuolar H*-ATPase, NAR2.1 protein
and nitrate (NO3) transporters were evaluated in roots of rice plants with and without
(control) A103 inoculation and exposed to 0.2 mM NOj3’ in a sterile environment. The two
isolates of DSE fungi colonized abundantly the inner root endophytically, increasing
significantly, in the shoot, the recovery efficiency of N, the accumulation of dry matter,
nutrients and chlorophyll accumulations, leaf area and tillers in relation to the control. The
activity of PM H'-ATPase and H'-pyrophosphatase and the levels of OsA8 transcripts (PM
H'-ATPase isoform essential for arbuscular mycorrhizal symbiosis) were stimulated by
inoculation and addition of NO3’, whereas the OsA1 isoform was only induced in the absence
of N and OsA5 remained always induced, regardless of the addition of this nutrient. These
observations indicate that both fungi promote the growth of rice plants in non-sterile soil and
that inoculation with Pleosporales A103 modifies the PM H® -ATPase and V-H'-PPase
activity and the transcript levels of the PM H* -ATPase, OsA5 and OsAS8.

Keywords: PM H'-ATPase. *°N. Fe. vacuolar H*-pyrophosphatase. DSE. OsA8. NO5". Oryza
sativa.
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53 INTRODUCAO

Os fungos endofiticos dark septate (fungos DSE) sdo um grupo diverso e cosmopolita
de endofitos ascomicetos conidiais ou estéreis encontrado em plantas saudaveis em mais de
600 espécies vegetais de 320 géneros e 114 familias, onde podem atuar como promotores de
crescimento. Apresentam hifas septadas melanizadas em sua col6nia de cor marrom a mais
escura, que colonizam a epiderme e o cortex do sistema radicular da planta hospedeira de
forma intercelular e intracelular e eventualmente formam microesclerédios melanizados, sem
desencadear qualquer sintoma de doenca (JUMPPONEN, ARI, 2001; JUMPPONEN, ARI;
TRAPPE, 1998; KNAPP et al., 2015).

Diferentes mecanismos tém sido propostos para explicar a promoc¢édo de crescimento
de plantas por fungos DSE. O primeiro envolve a producédo de fitorménios, tais como o acido
indolacético e giberelina pelos fungos DSE (BERTHELOT et al., 2016; WAQAS et al.,
2012); o segundo envolve a protecdo da planta hospedeira contra patdégenos do solo
(MANDYAM, K.; JUMPPONEN, A., 2005); e o terceiro envolve a producdo de uma série de
enzimas extracelulares pelos fungos DSE que quebram compostos complexos de carbono,
nitrogénio e fésforo comumente presentes em solos e, portanto, potencialmente fornecem para
as plantas, nutrientes, originalmente indisponiveis (CALDWELL et al., 2000; JUMPPONEN,
ARI; TRAPPE, 1998; MANDYAM, K. et al.,, 2010; UPSON et al., 2009; USUKI,
NARISAWA, 2007). Entretanto, embora outros fungos promotores de crescimento de plantas,
tais como fungos micorrizicos arbusculares (FMA), Trichoderma sp e Piriformospora indica
tenham como mecanismo central de promogao de crescimento, a indugdo de H*-ATPase da
membrana plasmatica (PM H*-ATPase) de plantas (FELLE et al., 2009; KRAJINSKI et al.,
2014; LIU et al., 2016; LOPEZ-CORIA etal., 2016; WANG, E. et al., 2014), se desconhece
na literatura, algum trabalho que avaliou o comportamento PM H*-ATPase em plantas de
arroz inoculadas com fungos DSE.

O genoma do arroz, uma planta modelo para estudos moleculares e umas das mais
importantes fontes de grios para alimentagdo humana, possui 10 isoformas de PM H'-
ATPase, que sdo codificados por uma familia multigénica, com perfil de expressdo génica e
papeis fisiologico distintos e/ou parcialmente sobrepostos, talvez para dar seguranca a fungédo
de transporte de substancia, que é tdo importante em plantas (GAXIOLA et al., 2007;
JANICKA-RUSSAK, 2011; TAIZ etal., 2017; YUAN, Q. et al., 2005).

A PM H*-ATPase é a maior bomba da membrana plasmatica de plantas, ubiqua em
todos os tipos de células e, membro da superfamilia das ATPases do tipo P, que séo
caracterizadas pela formacdo de intermediarios fosforilados durante a sua catélise
(JANICKA-RUSSAK, 2011; KANCZEWSKA et al., 2005; OKUMURA et al., 2012). Esta
glicoproteina com dez dominios transmembrana, hidrolisa o ATP na face citosélica para
bombear eletrogenicamente o H para fora da célula e estabelecer o gradiente do potencial
eletroquimico de H" através da membrana plasmética, para a manutencio de muitos processos
fisioldgicos essenciais para 0 crescimento vegetal, tais como a absorcdo de nutrientes,
homeostase do ion, regulacdo intracelular do pH, controle estomatico e expansdo celular
(HARUTA et al.,, 2010; HARUTA; SUSSMAN, 2012; HAYASHI et al., 2014,
MORSOMME; BOUTRY, 2000; MORTH et al., 2011; SPERANDIO et al., 2011).

A atividade da PM H*-ATPase é regulada pelo dominio autoinibitorio, localizado na
extremidade C-terminal da cadeia polipeptidica, que pode mudar a sua conformacao
dependendo do seu estado de fosforilacdo e da ligacdo com a proteina 14-3-3, ou por meio da
interacdo com lipideos especificos presentes em seu entorno; portanto, as modificacdes pos-
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traducionais permitem que esta enzima alterne a sua atividade entre dois estados: ativada e
inativa (FALHOF et al.,, 2016; HARUTA; GRAY; SUSSMAN, 2015; MORALES-
CEDILLO et al., 2015).

Existe uma grande variedade de substincias que podem alterar a atividade das PM H"-
ATPase. Por exemplo, a fusicocina, uma toxina fangica secretada por Fusicoccum amygdali,
ativa esta enzima por estabilizar a ligacdo entre a proteina 14-3-3 e dominio autoinibitério C-
terminal (FALHOF et al., 2016; JOHANSSON; SOMMARIN; LARSSON, 1993;
KORTHOUT; DE BOER, 1994). Por outro lado, a fumonisina B1, toxina produzida por
Fusarium verticillioides, inibe a PM H'-ATPase (GUTIERREZ-NAJERA et al., 2005).
Auxina, lisofosfolipideos e acidos graxos alteram a atividade da ATPase por mecanismos
envolvendo a mudanga conformacional do dominio autoinibitério C-terminal, enquanto a
cumarina (metabolito secundario de plantas com efeito alelopatico) aparentemente altera a
atividade desta enzima a nivel transcricional (LUPINI et al., 2017; MORALES-CEDILLO et
al., 2015). A colonizacdo de raizes por FMA, Trichoderma sp e P. indica também altera a
atividade das PM H*-ATPase (FELLE et al., 2009; KRAJINSKI et al., 2014; LIU et al.,
2016; LOPEZ-CORIA et al., 2016; WANG, E. et al., 2014); portanto, é possivel que a
colonizac&o de raizes por fungos DSE altere ndo somente a atividade da PM H*-ATPase, mas
também a atividade de H*-ATPase vacuolar (V-H'-ATPase) e H*-pirofosfatase vacuolar (V-
H*-PPase) e transportadores de nitrato (NO3).

A V- H'-ATPase e H*-PPase sdo bombas eletrogénicas que transportam em paralelo,
prétons do citoplasma para interior do vacuolo e geram a for¢a motriz de prétons atraves da
membrana do vactolo (tonoplasto). Para transportar um H* a VV-H'-PPase utiliza a energia
livre liberada da hidrdlise do pirofosfato inorganico (PP;) e V- H-ATPase hidrolisa 0 ATP
para transportar aparentemente dois H (GAXIOLA et al., 2007; TAIZ et al., 2017).

Em solos aerados, 0 aménio (NH,;") é rapidamente convertido em NOs’; portanto, o
NO; se torna a principal forma de N disponivel para as plantas e para perdas de
aproximadamente 50% (COLE, 1993; DE ANGELI et al., 2006; LASSALETTA et al.,
2014). Em plantas, a absor¢do de NO3™ € mediada por dois sistemas com base na afinidade do
transportador: o sistema de transporte de alta afinidade (HATS), atuando em concentracdes
externas abaixo de 1 mM e codificado por genes da familia NRT2; e o sistema de transporte
de baixa afinidade (LATS), atuando em concentracdes externas acima de 1 mM e codificado
pelos genes da familia NRT1(ASLAM; TRAVIS; HUFFAKER, 1993). O transporte do NO3
e outros nutrientes através da membrana plasmatica e do tonoplasto depende do suprimento de
energia livre armazenado na forma de gradiente de H* gerada pelas PM H*-ATPase e V-H'-
ATPase e V-H'-PPase, respectivamente (DE ANGELI et al., 2006; KREBS et al., 2010;
MILLER et al., 2007; MILLER; SMITH, 1996; PALMGREN, 2001).

Os FMA, os mais estudados entre os fungos promotores de crescimento, além de
otimizarem a aquisicdo de NOj3 por plantas, preferencialmente através da forte indugdo da
proteina acessoria NAR 2.2 (responsavel por direcionar o transportador NRT2.2 para a
membrana) e dos transportadores de NO3™ (NRT2.3, NFP1.3 e NFP6.3), também auxiliam as
plantas a retirarem outros nutrientes do solo tais como NH,", K, P, Zn, com a participacio da
isoforma de PM H'-ATPase, OsA8 (DRECHSLER et al.,, 2017; HILDEBRANDT, U.;
SCHMELZER, E.; BOTHE, H., 2002; KRAJINSKI et al., 2014; SAIA, S. et al., 2015;
WANG, E. et al., 2014). Da mesma forma, em trabalhos anteriores com plantas de arroz
(variedade Piaui) inoculadas com os fungos DSE A101 (tdxon desconhecido) e A103 (ordem
Pleosporales, subordem Massarineae) observou-se menor constante de Michaelis-Menten (ou
alta afinidade) para absorver NO3™ associado ao maior esgotamento deste nutriente no meio
externo; e na inoculagdo com A103 se observou maior acimulo de N, P, K, S, Ca, Mg e
matéria seca na raiz e parte aérea e maior niamero de perfilhos em camera de crescimento
(VERGARA; ARAUJO; ALVES; et al., 2017).
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Como a maioria dos trabalhos presentes na literatura (NEWSHAM, 2011), no trabalho
de VERGARA; ARAUJO; ALVES; et al. (2017), os efeitos da inoculacdo com fungos DSE
foram observados em condi¢Ges controladas de cultivo e ainda sdo muito pouco
compreendidos, havendo necessidade de mais trabalhos que avaliem ndo somente os efeitos
da inoculagdo em condicdes de solo néo esterilizado marcado com *°N em casa de vegetagio,
como também mecanismos pelos quais estes fungos promovem o crescimento, a nivel
fisiologico e molecular a semelhanga do que ocorre com estudos envolvendo FMA. Portanto,
no presente estudo, o acumulo de nutrientes (N, P, K, Ca, Mg, Fe, Mn, Zn) e matéria seca
(parte aérea), nimero de perfilhos e folhas, area foliar, eficiéncia de recuperacao e quantidade
de nitrogénio na planta derivado do °N-sulfato de amdnio em plantas de arroz (variedade
Piaui) inoculadas com os fungos DSE A101 e A103 e supridas com sulfato de amonio
enriquecido com N em cultivo em solo ndo esterilizado de casa de vegetacdo foram
determinados aos 54 dias ap6s o transplantio. A atividade da PM H'-ATPase e V-H™-ATPase
e V-H"-PPase e a expressdo génica de seis isoformas (OsAl, OsA2, OsA3, OsA5, OsA7 e
OsA8) de PM H*-ATPase e de dois genes (NRT2.1 e NRT2.2) que codificam transportadores
de NO3 e um gene (NAR 2.1) que codifica a proteina acesséria NAR2.1 também foi
determinada em raizes de Piaui inoculada com o fungo Pleosporales, A103 e submetidas a 0,2
mM de NOjs apo6s 72 h de privacdo de N. Desta forma, este estudo teve como objetivo (i)
avaliar os efeitos da inoculagdo com fungos DSE em plantas de arroz cultivadas em solo
arenoso (ndo esterilizado) marcado com N em casa de vegetacdo e (ii) contribuir para o
entendimento fisioldgico e molecular dos mecanismos de promocdo de crescimento destes
fungos.
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54 MATERIAL E METODOS

5.4.1 Experimento 1 em solo ndo esterilizado para avaliar a promoc¢éao do crescimento
de plantas de arroz

5.4.1.1 Coleta do solo, calagem e adubacgéo

Como foi utilizado 0 mesmo solo do item 4.4.1 (Capitulo I1), a calagem e adubag&o
com superfosfato simples, sulfato de potassio e com FTE BR-12 (micronutrientes) foi feita
conforme descrito no item 4.4.1.

5.4.1.2 Adubagcéo nitrogenada (fonte inorganica de N) marcada com *°N

O sulfato de amonio descrito no item 3.4.2 (Capitulo 1) foi utilizado como a fonte
inorganica de N, todavia cada vaso recebeu 0,12g de N, o equivalente a 20 kg ha™ de N.

5.4.1.3 Preparo do indculo e inoculagédo

Os isolados (A101 e A103) de fungos endofiticos dark septate foram obtidos,
identificados e seu indculo preparado conforme descrito item 3.4.3 (Capitulo I).

5.4.1.4 Delineamento experimental e condicdes de crescimento

O experimento foi conduzido em delineamento de blocos ao acaso com cinco
repeticbes, com 0s mesmos tratamentos, condi¢des de cultivo, variedade de arroz e
desinfestacdo de sementes especificados no item 4.4.4 (Capitulo Il); entretanto, as plantas
foram supridas com sulfato de aménio marcado com 1% de atomos de °N (item 3.4.2,
Capitulo I).

5.4.1.5 Variaveis avaliadas

Massa seca (65°C, 72h), numero de perfilhos e folhas, area foliar total (com medidor
LI-COR, modelo LI-3100C, Nebraska, USA), teor de clorofila, concentracdo de N, P, K, Ca,
Mg, Zn, Fe, Mn e abundancia de **N foram determinados na parte aérea de plantas do arroz
aos 54 dias ap6s o transplantio (DAT). A parte aérea seca (65°C, 72h) foi moida e a
abundancia do N, concentracdo de macro e micronutrientes quantificada conforme descrito
no item 3.4.6 (CAPITULO ).

A fragéo (%), a quantidade (mg planta™) e a eficiéncia de recuperac&o do *°N na planta
derivado de “°N-sulfato de amdnio foram quantificados por meio das equacdes (2), (3) e (4)
conforme descrito no item 3.4.6 do capitulo I.

5.4.2 Experimento 2 para analisar a expressdo génica das isoformas de H*-ATPase da
membrana plasmatica (PM), transportadores NO3 e a atividade de bombas de
H+

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com parcelas
subdivididas, com dois tratamentos (plantas de arroz da variedade Piaui com e sem inoculacdo
com A103), cinco tempos de coleta (0, 3, 6, 9 e 24 h) e quatro repeticbes — quatro vasos
independentes com quatro plantulas de arroz cada (dois tratamentos x cinco tempos de coleta
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x quatro repeticbes = 40 vasos) — em condi¢des de cadmara de crescimento da Embrapa
Agrobiologia, no municipio de Seropédica, RJ, Brasil.

No dia da semeadura, as sementes de arroz foram lavadas com alcool 70% por cinco
minutos e desinfestadas com hipoclorito de sodio (2,5%) por 10 minutos e seguidas dez
lavagens sucessivas com agua destilada autoclavada. Sementes desinfestadas foram semeadas
em placas de Petri descartaveis (quatro sementes cada), previamente perfuradas e preenchidas
com &gar-dgua (10 g L™) esterilizada, para permitir o crescimento micelial dentro e fora da
solucéo nutritiva (VERGARA; ARAUJO; ALVES; et al., 2017). Um disco do meio batata-
dextrose-agar (BDA) (aproximadamente 6 mm de diametro) contendo micélio, previamente
crescido (sete dias a 28°C), foi colocado ao lado de cada semente. As placas de Petri contendo
as sementes do tratamento controle foram inoculadas com discos de BDA sem micélio
fangico. Apods a semeadura, as placas foram incubadas (trés dias a 28 °C) para favorecer a
germinacdo e o estabelecimento do fungo. Decorrido trés dias, placas de Petri (com quatro
plantulas cada) com plantulas uniformes foram selecionadas e transferidas para vasos de vidro
(quatro mudas por vaso) contendo apenas agua destilada autoclavada (120 °C por 1 h) e
cultivadas em camara de crescimento com 384 pmol m? s? de fluxos fétons
fotossinteticamente ativos, fotoperiodo de 13 h/11 h (luz/escuro), umidade relativa do ar de
70% e temperaturas de 28 °C/24 °C (luz/escuro). Aos cinco dias apds a germinacdo, a agua
contida nos vasos foi substituida por uma solugdo nutritiva com % da forca idnica e 1,5 mM
de NO3; (KNO3; como fonte de N) formulada a partir d¢ HOAGLAND; ARNON (1950).
Decorridos trés dias, esta solugdo foi substituida por outra com % forca ibnica, 2,0 mM de
NOs; e 05 mM de NH,", utilizando o Ca(NO3), e (NH4),SO, como fontes de N,
respectivamente, ao pH 5,6. Essa estratégia foi adotada para evitar estresse salino as plantulas
de arroz (FURLANI; FURLANI, 1988). Depois desse procedimento, a troca da solugédo com
Y forca ionica foi realizada a cada trés dias.

Trinta e oito dias apds a germinacdo (DAG), as plantas foram privadas de N por um
periodo de 72 h para aumentar a capacidade das raizes em absorver este elemento (LEE;
RUDGE, 1986); a partir de entdo, foi aplicada uma solucdo nutritiva contendo 0,2 mM de
NOgs’, usando novamente 0 KNO3z; como fonte de N. As raizes das plantas arroz com 41 DAG
foram coletadas as 0, 3, 6, 9 e 24 horas ap6s a privacdo de N e armazenadas a -80 °C para
extracdo de RNA total e obtencéo da fracio microssomal para a atividade de bombas de H".

5.4.2.1 Extracdo de RNA total e sintese de cDNA e PCR em tempo real

O RNA total de plantas de arroz (41 DAG) com e sem inoculacdo com o fungo A103
foi extraido de 100 mg de raiz fresca (pulverizada no N, liquido) com o kit RNeasy Plant Mini
(Qiagen, Milano, Italia) seguindo as instrucbes do fabricante. O RNA total extraido foi
guantificado em duplicata no espectrofotometro NanoDrop 2000c (Thermo Scientific,
Wilmington, DE, USA) e a sua qualidade foi verificada espectrofotometricamente por meio
das razdes A260/A230 e A260/A280 e visualizagcdo em gel de agarose (1,5%) com GelRed
(Biotium, Hayward, CA, USA).

As amostras do RNA total utilizadas nas reacdes de sintese de cDNA foram tratadas
com DNAse I (Invitrogen™ Carlsbad, CA, USA) seguindo as recomendacdes do fabricante.
A fita simples de cDNA foi sintetizada utilizando o kit High Capacity RNA to cDNA (Applied
Biosystems™, Carlsbad, CA, USA) e primer oligodT de acordo com as recomendacdes do
fabricante.

As reacdes de PCR em tempo real foram realizadas em duplicata no aparelho StepOne
Real-Time PCR System (Applied Biosystems™, Carlsbad, CA, USA) utilizando o kit Fast
EvaGreen® gPCR Master Mix (Biotium, Hayward, CA, USA) seguindo as instrucfes do
fabricante. Cada reacdo foi realizada da seguinte maneira: dois minutos a 95°C, quarenta e
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cinco ciclos de amplificagdo com 95 °C por 15 segundos e 60 °C por um minuto e finalmente
a curva de dissociagdo (“melting”) foi adicionada a programagdo para identificar possiveis
amplificacOes inespecificas.

As reacdes de PCR foram feitas para determinar a expressdo de seis isoformas de PM
H'-ATPase (OsA1, OsA2, OsA3, OsA5, OsA7 e OsA8), anteriormente detectadas em raizes de
plantas de arroz (SPERANDIO et al., 2011), bem como para determinar a expressao de
transportadores de NOj3 (OsNRT2.1 e OsNRT2.2) e proteina acessoria OsNAR2.1. As
sequéncias dos primers das isoformas de PM H*-ATPases e NRTs foram as mesmas daquelas
utilizadas por SPERANDIO et al. (2011) e as sequéncias da proteina OsNAR2.1 foram as
mesma daquelas utilizadas por BUCHER, C. A. et al. (2014). Fator de alongamento 1 (JAIN
et al., 2006) foi usado como controle enddgeno para normalizar os dados utilizados para
calcular a expressdo génica relativa com o métodos d 2 2*°T (LIVAK; SCHMITTGEN,
2001).

5.4.2.2 Extracdo de vesiculas da membrana plasmaética e avaliacdo da atividade de
bombas de H*

Em raizes de plantas de arroz (com e sem inoculacdo com o fungo A103) coletadas as
24 h, as vesiculas da membrana plasmatica foram extraidas de acordo com os métodos de
FACANHA; DE MEIS (1995) e SANTOS, L. A. et al. (2009) e a concentracdo da proteina
quantificada pelo método de BRADFORD (1976), utilizando a albumina do soro bovino
como padrdo. A atividade das bombas de H* foi calculada pela liberacio de Pi (fosforo
inorganico) a partir da hidrélise de ATP (PM H*-ATPase e V-H'-ATPase) e PPi (pirofosfato)
(H*-PPase) utilizando o método propostos por YAN et al. (2002) e ajustado por SANTOS, L.
A. et al. (2009) e SPERANDIO et al. (2011).

5.4.3 Observacgoes de sintomas de patogenicidade e de colonizacao de raizes

As hifas, os microesclerédios e 0s sintomas de patogenicidade foram observados e
avaliados conforme o item 4.4.5 (Capitulo I1).

5.4.4 Anadlises estatisticas

Para cada experimento, os dados foram individualmente submetidos ao teste de
homogeneidade (Barttlet) da variancia e normalidade (Shapiro-Wilk) dos residuos e a analise
de variancia (ANOVA). Para o experimento 2 (expressao génica) as ANOVAs foram feitas
independentemente para cada tempo de coleta (0, 3, 6, 9 e 24 horas). Quando as diferencas
significativas foram indicadas pela ANOVA, as médias dos tratamentos foram separadas
utilizando-se as diferengas minimas significativas (LSD) calculadas pelo teste t ao nivel de
5%. O software R, versdo R 3.4.1, (R Development Core Team, 2017) com RStudio (versdo
1.0.153) e o pacote agricolae (DE MENDIBURU, 2017) foram utilizados para as analises e
os dados estdo apresentados no formato de média * erro padrao.

69



5.5 RESULTADOS

5.5.1 Patogenicidade e colonizacgao de raizes

Os dois isolados (A101 e A103) colonizaram abundantemente o tecido radicular das
plantas de arroz (Figura 14 A-D), com a hifa formando microesclerddios na epiderme (Figura
14 A, B) e no cortex (Figura 14 C, D), sem qualquer sintoma de doenca aparente. Os fungos
Al101 e A103 formaram 43+1,5 e 41+0,9 % de hifas intrarradiculares e 44+3,0 e 42+0,9 %
de microesclerddios intrarradiculares, resultando em um percentual de colonizacdo de raizes
de plantas de arroz de 88+3,5 e 84+0,3%, respectivamente.

R -

Figura 14. Aspectos morfoldgicos de raizes de plantas de arroz (variedade Piaui) inoculada
com fungos DSE A101 e A103. Hifa septada melanizada (Ponta de seta) nas células da
epiderme (B). Microesclerddios (seta) formados pelos fungos na epiderme (A e B) e
cortex (C e D). Amostras coradas com 0,002 % de azul de metila. Barra = 20um.

5.5.2 Crescimento de plantas de arroz inoculadas com fungos DSE

Os dois isolados de fungos DSE (A101 e A103) promoveram o crescimento do arroz
sem causar qualquer sintoma tipico de doenca em cultivo com *°N-sulfato de aménio como a
fonte de N mineral (Figura 14 & Tabela 6). As plantas de arroz inoculadas apresentaram
aumentos significativos na biomassa seca da parte aérea (aumento de aproximadamente 16%),
namero de perfilhos (aumento de 62 e 77% para A101 e A103, respectivamente) e folhas, area
foliar (aumento de 19 e 23% para A101 e A103, respectivamente) e teor de clorofila, em
relagdo ao tratamento ndo inoculado (Tabela 6).
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Tabela 6. Indicadores de crescimento de plantas de arroz (variedade Piaui) aos 54 dias apds o
transplantio. As plantas foram inoculadas com os fungos endofiticos dark septate A101
e A103, ou deixadas sem inoculacdo, e adubadas com sulfato de amonio marcado com
>N como a Unica fonte inorganica de N.

NUmero
Numero de de Area
Biomassa Seca da folhas Perfilhos Foliar
Parte aérea (unid. (unid.  Total (cm?
Tratamento (g planta™) Planta’) planta®) planta’)  Clorofila
Controle 51+0,1b 17,0£0,3b 2,6£0,2b 474+28b  41,0x0,6 b
A101 59+0,1a 20,5t0,2a 4,2t0,2a 564+36 a 44,1+0,9 a
A103 6,0+£0,2 a 21,0x0,3a 4,6x0,2a 582+l17a 45,1+0,9 a
CV (%) 6,81 3,31 13,59 11,68 4,45

Médias £ SE (n=5) seguidas da mesma letra mindscula na coluna, ndao diferem
significativamente (Teste t, p<0,05). SE: erro padrdo. CVV%: coeficiente de variagao.

5.5.3 Eficiéncia de recuperacéo de *’N-sulfato de amdnio

Depois de determinar a abundancia de °N na matéria seca, determinou-se a eficiéncia
de recuperacdo e a quantidade de °N na planta derivada de °N-sulfato de aménio nos
tratamentos sem (controle) e com a inoculagdo com fungos DSE. Em comparacdo com
controle, as plantas de arroz inoculadas com os fungos A101 e A103 foram mais habeis na
recuperaco e uso de N presente em “N-sulfato de aménio, fornecido como a Gnica fonte de
N, pois apresentaram incrementos significativos de 47% e 33% na eficiéncia de recuperacéo e
quantidade de N na planta derivado de °N-sulfato amdnio, respectivamente (Figura 15a-b).
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Figura 15. Eficiéncia de recuperagdo (ER™N; a) e quantidade de nitrogénio (Q*°NdF; b) na
planta derivado de sulfato de amdnio marcado com N, contetidos de N (c), P (d), K
(e), Mg (f), Fe (g), Ca (h), Zn (i) e Mn (j) aos 54 dias ap6s o transplantio de plantas de
arroz (variedade Piaui). As plantas foram inoculadas com os fungos endofiticos dark
septate A101 e A103, ou deixadas sem inoculacéo, e adubadas com sulfato de amonio
marcado com N como a Unica fonte inorganica de N. Entre os tratamentos, mesma
letra minascula, ndo difere pelo Teste t (p<0,05). Barras de erros representam 0 erro
padrdo da média (n=5).
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5.5.4 Acumulo de macro e micronutrientes

A inoculacgdo de plantas de arroz com os dois fungos DSE (A101 e A103) propiciou
um acumulo significativo de N, P, K, Mg e Fe na parte aérea, que foi maior do que o das
plantas do tratamento controle (Figura 15c-g). Além disso, a inoculagdo com A101 favoreceu
a um acumulo de Ca e Zn na parte aérea igual ao do tratamento de inoculacdo com A103 e
maior do que o do controle (Figura 15h-i). Na inoculagdo com o fungo A103 ainda se
observou maior acumulo de Mn na parte aérea que foi significativamente maior do que o dos
demais tratamentos (Figura 15j). O contetdo de N, P e K aumentou em 47 e 33%, 23%, 40 e
42%, para os fungos A101 e A103, respectivamente, corroborando a eficiéncia de recuperacao
de N, enquanto o contelido de Ca e Mg aumentou em 22 e 9% e 25 e 16% e 0 do Fe, Zn e
Mn aumentou em 34 e 42%, 46 e 32% e 12 e 33% na inoculagdo com A101 e AO03,
respectivamente.

555 Atividade das bombas de H*

A exposicdo das plantas inoculadas com o fungo A103 a 0,2 mM de NOj,
incrementou significativamente a atividade hidrolitica de ATP na PM H*-ATPase em 50%
comparativamente ao controle, as 24 h (Figura 16a). Do mesmo modo, a inoculagdo com este
fungo também incrementou a atividade hidrolitica de PPi na V-H"-PPase em 49 e 38% as 6 h
(aumento significativo) e 24 h (aumento nédo significativo), respectivamente, embora tenha
sido reduzida significativamente pela inoculacdo em 37%, na auséncia de NO3™ (tempo zero)
(Figura 16b). Por outro lado, a V-H'-ATPase ndo foi afetada pela inoculagio (Figura 16c).
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Figura 16. Atividade ao longo do tempo de H'-ATPase da membrana plasmatica (a), H'-
pirofosfatase vacuolar (b) e H-ATPase vacuolar (c) e expressio relativa de genes que
codificam para transportadores de nitrato (NO3) (OsNRT2.1 e OsNRT2.2), proteina
acessoria OSNAR2.1 (OsNAR2.1) (d-f) e isoformas de PM H*-ATPase (OsAl, OsA2,
OsA3, OsA5, OsA7 e OsA8) (g-1) de raizes de plantas de arroz (variedade Piaui aos 41
dias apds a germinacdo). As plantas foram inoculadas com o fungo endofitico dark
septate A103, ou deixadas sem inoculagdo (controle) e expostas a 0,2 MM de NOs’, 72 h
apos a privacao com nitrogénio. As avaliacdes foram realizadasas 0 h, 3 h,6 h,9he 24
h apds a adi¢do de 0,2 mM NOs. Barras de erros representam o erro padrdo da média
(n=4). * indica diferencas significativas entre o tratamento de inoculacdo com A103 e
controle ndo inoculado (Teste t; p<0,05).
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5.5.6 Expressao génica

Anélises quantitativas de PCR em tempo real de componentes relacionados a absorgdo
de NO3;” (OsNRT2.1, OsNRT2.2 e OsNAR2.1) e atividade de PM H" -ATPase (OsA1, OsA2,
OsA3, OsA5, OsA7 e OsA8) foram realizadas para avaliar a abundancia relativa de transcritos
apos 0 h, 6 h, 9 h e 24 h de exposi¢do das plantas (com e sem inoculacdo) a 0,2 mM de NO3'.
Na auséncia de NOg3’, a inoculagdo com A103 induziu significativamente o nivel de transcrito
da isoforma de PM H*-ATPase OsAl em aproximadamente 2 vezes, em relagdo ao controle;
ao contrario, este gene ndo foi induzido quando este anion foi adicionado na solugdo nutritiva
(Figura 16d). A isoforma OsA5, foi induzida significativamente na auséncia de NOs
(aproximadamente 4 vezes) e pelo seu ressuprimento em aproximadamente 2 vezes em
relacdo ao controle, as 0 h e 3h (valor maximo), respectivamente (Figura 16e). A adi¢do do
NOs™ na solucdo nutritiva também aumentou significativamente (aproximadamente 2 vezes) a
abundancia de transcritos da OsA8 as 6 e as 9 h (Figura 16f). Ao contrério, as isoformas de
PM H'-ATPase, OsA2, 3 e 7 (Figura 16g-i), os dois transportadores de NOz (OsNRT2.1 e
2.2) e a proteina OsNAR2.1 (Figura 16j-1) ndo foram induzidas pela inoculagéo.
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56 DISCUSSAO

Os fungos DSE estudados aqui foram obtidos de raizes de arroz silvestre (O.
glumaepatula) coletado na regido amazonica e identificados pela filogenia do ITS como
pertencentes a ordem Pleosporales (suborden Massarineae) (A103) e a um taxon
desconhecido (A101) (RIBEIRO, 2011; VERGARA; ARAUJO; ALVES; et al., 2017). Estes
fungos colonizaram abundantemente o tecido radicular de plantas de arroz, sem causar
qualquer sintoma de doenga, mesmo com a hifa colonizando as células da epiderme e cértex
de plantas de arroz e formando microesclerodios. Outros estudos também relataram a
colonizacdo por fungos DSE nestas células de plantas de arroz sem sintomas de patologias
(QIN et al., 2017; VERGARA; ARAUJO; ALVES; et al., 2017; YUAN, Z. L. etal., 2010).

O cultivo de gramineas (BERTHELOT et al., 2016; SANTOS, S. G. et al., 2017;
VERGARA; ARAUJO; ALVES; et al., 2017; YUAN, Z. L. et al., 2010) e outras espécies
vegetais (BERTHELOT et al., 2016; JUMPPONEN, ARI et al., 1998) inoculadas com fungos
DSE em condicdes controlados de suprimento com fontes inorgénicas de nutrientes, indica
uma maior eficiéncia de absorcdo de nutrientes em plantas inoculadas do que no controle ndo
inoculado, com efeito positivo no acumulo de matéria seca da raiz e parte aérea.
Consistentemente, no presente estudo, conduzido em solo arenoso ndo esterilizado, além da
inoculacdo com os fungos A101 e A103 aumentar significativamente a eficiéncia de
recuperacéo do *°N, o acimulo de macro (N, P, K, Ca, Mg) e micronutrientes (Fe, Zn e Mn) e
clorofila, é&rea foliar, perfilhamento e a matéria seca na parte aérea de plantas de arroz, em
relacdo ao controle ndo inoculado, a inoculagédo com A103, também aumentou a atividade de
PM H*-ATPase e H'-PPase vacuolar e os niveis de transcritos das isoforma de PM H'-
ATPase (OsAl, 5 e 8). Ao contrario, os genes que codificam transportadores de NOj’,
proteina acessoria OSNAR2.1 e as isoformas de PM H'-ATPase, OsA2, 3 e 7 ndo foram
induzidos pelo fungo. Estes resultados indicam que a inoculagdo com estes fungos aumenta a
eficiéncia de absorcdo e de utilizagdo de nutrientes, embora sejam necessarios mais estudos
para se avaliar o rendimento de grdos e a sua qualidade.

O fato da inoculagdo com A103, ap6s 24 h de exposi¢do a 0,2 mM de NOg3’, ndo ter
afetado a abundancia de transcritos do OsNRT2.1 e OsNRT2.2, transportadores de NOj3
estritamente envolvidos na atividade do sistema induzivel de transporte de alta afinidade
(IHATS) (OKAMOTO et al., 2006; ZHUO et al., 1999) e nem ter aumentado a expressdo da
proteina acessoria OsNAR2.1 em relacdo ao controle, sugere que se avalie outros
transportadores de NOs’, induzidos por exemplo pela micorriza arbuscular, tais como NRT2.3,
NFP1.3 e, em especial o transceptor NFP6.3 (anteriormente designado de NRT1.1)
(DRECHSLER et al., 2017; HILDEBRANDT, U. et al., 2002; SAIA, S. et al., 2015) de
dupla afinidade, que além operar em baixas e altas concentracdes de NOj3 e perceber a
concentracdo desde anion no meio externo, regula o crescimento radicular para aumentar as
chances de a planta encontrar NO3;” (REMANS et al., 2006) e/ou algum fungo, que auxilie a
planta a retirar este nutriente do solo, conforme anteriormente demonstrado em Lotus
Japonicus para o transportador de fosforo, LjPT4, induzido pela micorriza arbuscular
(VOLPE et al., 2016).

Nas condigdes do presente estudo, de solo arenoso irrigado a capacidade de campo, é
de se esperar que as plantas de arroz tenham absorvido predominantemente NOgs’, j& que 0
NH," é rapidamente convertido a NO3” em solos aerados (COLE, 1993). O NO; presente no
solo, entra na célula em simporte com dois protons (2H": NO3") gerados pela PM H*-ATPase
(SONDERGAARD; SCHULZ; PALMGREN, 2004; THIBAUD; GRIGNON, 1981), onde
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pode ser assimilado em aminoécidos através de uma série de enzimas, tais como a nitrato e
nitrito redutases, glutamina sintetase, glutamato sintase, etc., ou estocado em vactolos (DE
ANGELLI et al., 2006; YONEYAMA,; ITO; ENGELAAR, 2003). O NO3 ndo reduzido e 0s
aminoacidos sdo exportados através do xilema para parte aérea para construir proteinas,
acidos nucleicos e outros constituintes da planta necessarios para 0 crescimento e
produtividade da cultura, pois o nitrogénio € um macronutriente essencial que mais limita a
produtividade (YONEYAMA et al, 1986; YONEYAMA et al., 2003). As raizes
(particularmente o apice radicular em crescimento) também recebem aminoacidos e amidas de
6rgdos maduros da parte aérea, via floema, para sintetizar proteinas para o seu crescimento
(TATSUMI; KONO, 1980). Portanto, os incrementos de 47% e 33% observados na eficiéncia
de recuperaco e na quantidade de N na planta derivado do sulfato de aménio marcado com
>N, bem como no contetido de N corroboram a maior massa seca da parte aérea observada
em plantas inoculadas com os fungos A101 e A103, respectivamente.

O incremento significativo de aproximadamente 40% no contetdo de K, observado em
plantas inoculadas com os dois fungos (A101 e A103) relativamente ao controle, sugere que
estes fungos auxiliaram as plantas de arroz a absorver o K por transposi¢do da sua zona de
deplecdo e sua intercepgao em locais remotos inalcancaveis pela superficie radicular, uma vez
que o K é transportado da solu¢do do solo para a superficie radicular principalmente por
difusdo que se limita a distancias muito curtas da superficie radicular (frequentemente 1-4
mm); ou por fluxo de massa, quando a concentracdo de K é alta (BARBER, 1995; MEURER,
2006; RUIZ etal., 1999; TAIZ etal., 2017). O K é o cation mais requerido pelas plantas e o
mais abundante no citossol e na matéria seca da planta (MARSCHNER, 1995; MEURER,
2006), atuando em diversos processos fisiolégicos no vegetal, tais como a fotossintese,
ativacdo de mais de 60 sistemas enzimaticos, regulacdo da abertura e fechamento estomatico,
crescimento e alongamento celular pela geracdo do turgor celular e sintese proteica
(MARSCHNER, 1995).

Os contetidos de K e N mais elevados estdo diretamente relacionados com maior area
foliar total observada, uma vez que K atua na extensdo celular e N sobre o alongamento da
folha, levando a uma maior area foliar (CHAPMAN; LEMAIRE, 1993; MEIRI et al., 1992;
NETO et al., 2007) e, portanto, maior exposi¢do da planta a luz solar (NETO et al., 2007).

Os maiores contedos de P observados em plantas inoculadas sdo importantes porque
indicam que em relagédo ao controle, a interagcdo DSE-arroz competiu melhor com as reagoes
de fixacdo de P no solo que restringem a recuperacdo deste nutriente a apenas 20% ou menos
do total aplicado, mesmo sob uma fertilizacdo adequada (RUSSELL, 1973); portanto, o P é
frequentemente muito limitante para o crescimento e desenvolvimento vegetal (VANCE et al.,
2003). Assim como N e K, o P atua em diversos processos, incluindo geracdo de energia,
sintese de &cido nucleico, fotossintese, glicolise, respiracdo, sintese e estabilidade da
membrana, ativagao/inativacdo de enzimas (VANCE et al., 2003).

Como o Ca assegura a integridade e seletividade da membrana plasmatica (HANSON,
1984; HEPLER, PETER K., 2005), confere rigidez estrutural significativa a parede celular
(HEPLER, P. K.; WINSHIP, 2010) e melhora a resisténcia do tecido vegetal (BERRIDGE;
LIPP; BOOTMAN, 2000; HEPLER, P. K.; WINSHIP, 2010; HIRSCHI, 2004), é possivel,
gue o maior acimulo de Ca observado em plantas inoculadas esteja associado a uma melhor
protecdo da planta hospedeira contra os estresses bidticos e abidticos (HONG-BO et al., 2008;
KUDLA; BATISTIC; HASHIMOTO, 2010).

Os fungos endofiticos dark septate também podem facilitar a absorcdo de Mg e
micronutrientes tais como Fe, Zn e Mn, importantes para atividade fotossintética
(BARTHOLDY et al, 2001; HASELWANDTER, 2009; VERGARA; ARAUJO;
URQUIAGA; et al.,, 2017). Neste estudo, a inoculagdo com os fungos A101 e A103
incrementou o conteudo de Mge Feem 25e 16% e 34 e 42% e deZne Mnem 46 e 32% e
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12 e 33%, respectivamente, em relacdo ao controle, o que estd relacionado com melhor
aproveitamento destes nutrientes na sua fonte (solo, FTE BR12 e MineralCal). O magnésio ¢é
importante na fotossintese, porque a sua deficiéncia afeta importantes enzimas do cloroplasto
e provoca a degradacdo da clorofila. Entretanto, um suprimento adequado de Mg torna a
planta de arroz saudavel e aumenta a biomassa da parte aérea, rendimento de grao, contetido
de clorofila, taxa fotossintética e a atividade das enzimas antioxidantes (DING et al., 2008;
HERMANS et al., 2010; SHAUL, 2002). O Fe absorvido pelas plantas participa de reagdes
de oxirreducdo em hemoproteinas, como citocromos e em proteinas ndo hémicas, como a
ferredoxina (DECHEN; NACHTIGALL, 2006). A ferredoxina e citocromos sao
transportadores de elétrons que atuam na fotossintese (DECHEN; NACHTIGALL, 2006). Zn
e Mn também atuam em enzimas envolvidas no metabolismo de C. Por exemplo, Zn é um
componente estrutural da anidrase carbonica, que catalisa a dissolugdo do CO, (antes da sua
assimilacdo), e ativa a trifosfato desidrogenase, uma enzima essencial para a glicolise
(DECHEN; NACHTIGALL, 2006). O Mn participa do fotossistema Il (no complexo
manganico) sendo responsavel pela fotdlise da agua (BROADLEY et al., 2012) e tem sido
reconhecido como um indicador da eficiéncia de aquisi¢do de P por plantas (LAMBERS et
al., 2015). Portanto, o incremento no contetdo de Mg, Fe, Mn e Zn corrobora estudos
anteriores (BAN et al., 2017; ZHANG, H.-H. et al., 2012; ZHANG, Q. et al., 2017) que
sugerem o envolvimento dos fungos DSE na atividade fotossintética pelo aumento dos niveis
de clorofila (também observados neste estudo), eficiéncia fotoquimica do fotosistema Il, taxa
de fotossintese liquida, condutancia estomatica e taxa de transpiracdo, levando a um maior
acimulo de glicose no tomate (ANDRADE-LINARES, DIANA ROCIO et al., 2011) e
acucares soluveis no arroz (VERGARA; ARAUJO; ALVES; et al., 2017). O incremento no
contetdo dos micronutrientes sugere que estes fungos podem ser potenciais produtores de
sideroforos, o que favoreceria a absorcdo destes nutrientes pela planta inoculada. De fato, o
fungo DSE Phialocephala fortinii sintetiza o sideréforo hidroxamato e incrementa a absor¢éo
de Fe (I11) na planta hospedeira (BARTHOLDY et al., 2001).

A maior eficiéncia de recuperagdo do N, o acimulo de nutrientes e matéria seca,
observado em plantas inoculadas, particularmente com o fungo Pleosporales A103, pode estar
relacionado com estimulo da PM H*-ATPase, uma enzima que participa da expansdo celular,
nutricdo e regulacdo do pH intracelular (HARUTA et al., 2015), bem como com V-H"-PPase,
outra importante enzima para atividade da propria PM H'-ATPase, para o transporte de
auxina, crescimento da raiz e parte aérea no estadio vegetativo, absorcdo de N e P, resisténcia
a seca e salinidade e atividade fotossintética (LI, J. et al., 2005; LI, X. et al., 2014; PAEZ-
VALENCIA et al., 2013; PARK et al., 2005; YANG et al., 2014). De fato, a exposicao das
plantas inoculadas com o fungo A103 a 0,2 mM de NOj3 incrementou significativamente a
atividade da V-H"-PPase e PM H*-ATPase em 50 e 49% comparativamente ao controle, as 6h
e 24 h, respectivamente. O aumento da atividade da PM H*-ATPase é essencial para a
absorcdo anions tais como NO3 e H,PO,, que requerem a forca motriz de protons (gradiente
de H") para vencer o potencial elétrico negativo (gradiente elétrico) que favorece a absorgéo
de céations através da membrana plasmatica das células radiculares (DUBY; BOUTRY, 2009;
SONDERGAARD et al., 2004).

O aumento da atividade da PM H*-ATPase foi antecedido pelo aumento da expressao
das isoformas de PM H'-ATPase, OsAl, OsA5 e OsA8, membros das familias I, 1l e V
(ARANGO et al., 2003), respectivamente, ndo havendo aumento significativo da abundancia
de transcritos das isoformas OsA2, OsA3 e OsA7. As isoformas OsAl, OsA5 e OsA8 foram
diferentemente reguladas em plantas inoculadas. A inoculagdo com A103 com ou sem NOj3
aumentou significativamente a abundancia de transcritos de OsA5 em relagdo ao controle; por
outro lado, estimulou a isoforma OsA1 apenas na auséncia do anion e a OsA8 na sua presenca,
destacando a transcricdo especifica de OsA5 sob a inoculagdo com este fungo. A isoforma
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OsA8/0OsHAL de arroz (ARANGO et al., 2003; SPERANDIO et al., 2011) ort6logo de
MtHA1 de Medicago truncatula e SIHA8 de Solanum lycopersicum (L.) propicia uma
colonizacdo adequada da raiz pelo fungo micorrizico arbuscular, melhora a absor¢do do
H,PO, pela planta e energiza a membrana periarbuscular para a transferéncia bidirecional de
nutrientes (KRAJINSKI et al., 2014; LIU et al., 2016; WANG, E. et al., 2014). Além disso, a
OsA5 e OsA8 sdo associadas com a absorcdo de NO3™ (SPERANDIO et al., 2011), e OsA8
também com absorcdo e translocacdo de P para parte aérea (CHANG et al., 2009). Portanto,
estes dados, sugerem que as isoformas OsA5 e OsA8 podem ser importantes para
estabelecimento da interacéo entre fungos DSE e plantas de arroz.

A partir da analise conjunta de resultados obtidos em estudos anteriores e também no
presente estudo constatou-se que os fungos DSE exsudam auxina e outros metabdlitos
(BERTHELOT et al.,, 2016; WAQAS et al.,, 2012), aumentam a biomassa do sistema
radicular e da parte aérea (BERTHELOT et al., 2016; SANTOS, S. G. et al., 2017,
VERGARA; ARAUJO; ALVES; et al.,, 2017; YUAN, Z. L. et al., 2010), diminuem a
constante de Michaelis-Menten (Kr) para absorver NOj3', esgotam maior quantidade deste
anion no meio externo (VERGARA; ARAUJO; ALVES; et al., 2017), incrementam o
acumulo de macro (JUMPPONEN, ARI et al., 1998; VERGARA; ARAUJO; ALVES; et al.,
2017) e micronutriente (BARTHOLDY et al., 2001; HASELWANDTER, 2009;
VERGARA; ARAUJO; URQUIAGA, et al., 2017) e induzem a atividade de PM H*-ATPase
e V-H"-PPase. Portanto, este estudo sugere, que estes fungos podem exsudar metabolitos que
aumentariam a hidrolise de ATP em PM H*-ATPase e/ou 0 nimero destas enzimas na
membrana plasmatica, com a V-H'-PPase otimizando o uso de ATP (através do uso PPi)
resultando em maior atividade da PM H*-ATPase (ou maior acidificacio extracelular), que
juntamente com a auxina estimularia o alongamento de pelos radiculares e a ramificacdo de
raizes laterais, conforme a teoria do crescimento a&cido (HAGER, 2003). Assim, a superficie
radicular a ser colonizada pelo micélio intrarradicular, a superficie do micélio extrarradicular
e absorcdo de agua e nutrientes seria ampliada; e as plantas inoculadas passariam a apresentar
um melhor desempenho em diversos processos fisiologicos e indicadores de crescimento.
Entretanto, ainda s@o necessarios mais estudos envolvendo plantas e fungos mutantes, para
elucidacio da exata funcdo das isoformas de PM H'-ATPase (OsA5 e OsA8) e de outros
provaveis transportadores responsivos a esta associa¢do, bem como para a avaliacdo da
possivel contribuicdo da via de absorcdo do fungo endofitico dark septate e do seu
transcriptoma para a planta hospedeira.
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57 CONCLUSOES

Este estudo indica que as plantas de arroz inoculadas com fungos endofiticos dark
septate retiram macro e micronutrientes do solo mais eficientemente, e aumentam a
quantidade e eficiéncia de recuperacéo do nitrogénio marcado com *°N, niimero de perfilhos e
o crescimento. Estes efeitos sd0 acompanhados pelo aumento da atividade da H*-ATPase da
membrana plasmatica (PM H'-ATPase) e H'-pirofosfatase vacuolar (V-H'-PPase) e pela
abundancia de transcritos das isoformas de PM H*-ATPase, OsA5 e OsA8 em plantas arroz
inoculadas com o Pleosporales A103.

Além disso, o estudo fornece uma visdo abrangente dos componentes moleculares
(transportadores de NOs , proteina acessoria NAR2.1 e isoformas de PM H'-ATPase) e
fisiologicos (atividade de V-H'-ATPase, PM H'-ATPase e V-H'-PPase) de plantas de arroz
inoculadas com o fungo endofitico dark septate A103.
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6 DISCUSSAO GERAL

Este estudo mostrou, a exemplo de resultados na literatura, que a resposta da planta a
inoculacdo com fungos endofiticos dark septate é complexa e que varia desde a promogéo de
crescimento da planta até a um efeito neutro da inoculacéo, ndo tendo sido observado nenhum
efeito negativo da inoculacdo com estes fungos. Quando as plantas de tomate foram supridas
com C. ensiformis (o equivalente a 150 kg N ha™) como a Unica fonte de N, apresentaram
maior crescimento, maior acimulo de macro e micronutrientes, entretanto o mesmo efeito ndo
foi observado quando o sulfato de aménio foi fornecido como a unica fonte de N.

Por outro lado, as plantas de arroz responderam positivamente a inoculacdo com
fungos DSE, independentemente da fonte de nitrogénio aplicada, havendo efeito positivo mais
sutil no estadio vegetativo das plantas supridas com C. ensiformis (equivalente a 20 kg N ha
1, 0 que provavelmente esteve relacionado com imobilizagdo de nutrientes pela biota do solo
para degradar a C. ensiformis e/ou até mesmo com a baixa dose de N aplicada e liberacdo
gradual e lenta do N e outros nutrientes presentes na C. ensiformis em compara¢gdo com 0
sulfato de aménio.

Esses resultados sugerem que a resposta da planta a inoculacdo de fungos DSE pode
ser dependente (i) da familia e/ou espécie que a planta hospedeira pertence, (ii) da diversidade
inter e intraespecifica de um determinado grupo de fungos e/ou (iii) dos niveis de nutrientes
no solo e do manejo da adubacgéo. De fato, diferentes respostas da planta hospedeira (Betula
pendula, Eucalyptus globulus, Lolium perene, Arabidopsis thaliana) como resultado da
inoculacdo com diferentes isolados de Leptodontidium, Phialophora, Periconia ou
Microdochium (BERTHELOT et al., 2016; FERNANDO; CURRAH, 1996; MANDYAM,
K. G.; ROE; JUMPPONEN, 2013) e em funcao dos niveis da adubacéo nitrogenada em Pinus
contorta inoculada com Phialocephala fortinii (JUMPPONEN, ARI et al., 1998) ja foram
relatadas.
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7 CONCLUSOES GERAIS

Os fungos endofiticos dark septate, criteriosamente selecionados, aumentam a
eficiéncia de recuperacdo de nitrogénio em plantas de arroz e tomate em cultivo em solo néo
esterilizado de casa de vegetacdo e de suplementacdo com C. ensiformis como fonte organica
de nitrogénio. Sob suplementacdo com sulfato de amonio, as plantas de arroz também
apresentam maior eficiéncia de recuperacdo de nitrogénio; e na inoculacdo com A103, a
atividade de H'-ATPase da membrana plasmatica (PM H*-ATPase), H'-Pirofosfatase e a
expressdo das isoformas PM H'-ATPase, OsA5 e OsA8 sdo aumentadas. Com estas
condicBes, os componentes morfolégicos e de producédo das plantas podem ser melhorados.
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8 CONSIDERAGCOES FINAIS

Embora ainda sejam necessarios mais estudos, como por exemplo, a avaliacdo da
contribuicdo da via de absorcdo dos fungos endofiticos dark septate para a planta hospedeira
e desenvolvimento de inoculante, este estudo apresenta novas evidéncias de que este grupo
de fungos pode afetar o crescimento da sua planta hospedeira pela modificacdo da atividade
da H™-ATPase da membrana plasmatica e H'-pirofosfatase e a alteragio das caracteristicas
agrondmicas de uma determinada cultura; entretanto, deve-se investigar de que forma estes
fungos modificam a atividade destas bombas de H" e com qual manejo o agrossistema poderia
maximizar os efeitos benéficos destes fungos.
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