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RESUMO

As micorrizas sdo associacOes entre raizes de plantas e fungos de solo pertencentes ao filo
Glomeromycota, conhecidos como fungos micorrizicos arbusculares (FMA’s). Quando associados as
raizes de plantas, formam um micélio externo e interno com o desenvolvimento de arbusculos que
auxiliam na troca de nutrientes entre os simbiontes. A Gliricidia sepium é uma leguminosa comumente
usada para forragem animal e estabelece relagdo simbidtica com fungos micorrizicos e bactérias
fixadoras de nitrogénio. O objetivo deste estudo foi analisar a resposta da micorriza arbuscular no
desenvolvimento das mudas de gliricidia. Os esporos para inoculagdo foram extraidos do banco de
micorrizas da UEPB. As sementes de gliricidia foram germinadas em bandejas e posteriormente
transplantadas para os vasos. O experimento contou com 38 mudas no total, sendo metade inoculada.
As mudas foram avaliadas por um periodo de 4 meses, tendo acompanhamento dos parametros
biométricos (altura, comprimento, didmetro do caule e nimero de folhas). Avaliou-se também as massas
fresca e seca, a taxa de coloniza¢do do fungo nas raizes e o teor de proteina, bem como dados
nutricionais. Nao houve diferencas significativas entre os dois grupos quanto as variaveis analisadas, o
que pode indicar que a gliricidia ndo responde & inoculagdo na fase de muda. Apesar disso, os resultados
mostram indicios de diferencas entre alguns pardmetros avaliados nas condi¢Ges do experimento como,
por exemplo, proteina solGvel, proteina bruta, N e Mg. Sendo assim, ainda necessaria a avaliagao destes
pardmetros em condi¢cdes de campo.

Palavras-chave: Biometria, Forragem, Semiérido.

INTRODUCAO

As micorrizas arbusculares (MA’s) sdo associacdes entre raizes de plantas e fungos do
solo pertencentes ao filo Glomeromycota (SCHURLER et al., 2001, p. 1413), conhecidos como
fungos micorrizicos arbusculares (FMA). Essa associacdo € caracterizada pela formacéo de
micélio externo e interno (ESPOSITO; AZEVEDO, 2010, p. 638) com o desenvolvimento de
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arbusculos, estruturas fangicas formadas no interior das células corticais das raizes
(HARRISON, 1999, p. 369).

Os beneficios dessa simbiose, expressos principalmente como o estimulo ao
crescimento vegetal, deve-se a fatores nutricionais, principalmente ao aumento da absorcao de
nitrogénio (COSTA; LOVATO, 2004, p. 603), potéssio e, especialmente, fésforo (CALVET et
al., 2003, p. 3). Os FMA’s, além de melhorar o estado nutricional, aumentam a tolerancia a
doencas radiculares (BORGES et al., 2007, p. 35), e aceleram o crescimento e melhoram o
vigor das mudas na sua fase de formacdo (LINDERMANN; DAVIES, 2001, p. 3).

Uma das espécies vegetais que estabelece essa relacdo simbidtica € a Gliricidia sepium
(Jacq.), pertencente a familia Leguminosae, (LORENZI, 2002, p. 368), que além de ser uma
espécie arbérea bem adaptada as condi¢des climéaticas da Caatinga, apresenta elevado valor
energético e forrageiro (GOMES, 2004, p. 22). Também conhecida como gliricidia, a mesma
tem apresentado boa aceitacdo para plantio em propriedades rurais do Agreste e Cariri
paraibano gracas a sua alta capacidade de produzir biomassa em condi¢cdes de baixa

disponibilidade hidrica, sendo introduzida recentemente, na forma consorciada.

Estudos prévios demonstram que a introducao da gliricidia em areas de cultivo agricola
pode apresentar varias vantagens potenciais, a saber: producdo de biomassa rica em nutrientes
para adubacdo orgéanica, presenca de um sistema radicular perene, cobertura e protecdo do solo,
manutencdo ou melhoria das condig¢des fisicas, quimicas e bioldgicas do solo, manutencdo da
microfauna em profundidade e producédo de forragem para alimentacdo animal, além de outros
produtos florestais ou ndo-florestais (BARRETO; FERNANDES, 2001, p. 1280). Além da
associacao da gliricidia com os FMA’s, Miranda et al (2008, p 1185) citam que a espécie

também apresenta intima relacdo com bactérias fixadoras de Nitrogénio atmosférico.

Mendes et al (2013, p. 309) idealizam que tanto associacdes entre planta e FMA’s
como entre planta e bactérias fixadoras de nitrogénio sdo utilizadas como ferramentas
bioldgicas capazes de minimizar o uso de fertilizantes quimicos e beneficiar o desenvolvimento
da planta em ambientes com déficit nutricional. No caso do rizobio, a nodulagéo e a quantidade

de N fixada pelas leguminosas sdo aumentadas em plantas inoculadas com FMA’s.

Diante das importancias ecoldgica e nutricional que os FMA’s e as Bactérias Fixadoras

de Nitrogénio associados a gliricidia, e desta ultima para a produgdo de forragem animal,
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objetivou-se avaliar efeitos biométricos, bioquimicos e nutricionais da micorriza arbuscular no

desenvolvimento dessas mudas de gliricidia.

METODOLOGIA
Extracio dos esporos de FMA’s para inoculacdo das mudas

Os esporos foram extraidos a partir de 100 ml de solo coletado do banco de micorrizas
mantido por projetos do Departamento de Biologia da UEPB. As fracdes de solo coletadas
foram homogeneizadas, secas e peneiradas via Umida, conforme metodologia de Gerdemann e
Nicolson (1963, p. 240). Em seguida, o coletado foi centrifugado em &gua e depois em solucdo
de sacarose 50% de acordo com a metodologia de Jenkins (1964, p. 692). O sobrenadante
coletado, separado, contado e armazenado a uma temperatura de 5°C para ser analisado e
inoculado posteriormente.
Producéo das mudas de Gliricidia

Foram feitos dois experimentos. O solo utilizado como substrato para as mudas de

ambos foi previamente esterilizado. Para a aquisicdo das mudas, foi feito o teste de germinacgéo
com sementes de Gliricia sepium.
Inoculagdo das mudas

A partir da germinacdo das sementes, as plantulas foram transplantadas para os
respectivos vasos onde foram inoculadas com 120 esporos cada. Os experimentos foram
separados em dois tratamentos. O primeiro com 40 mudas (20 inoculadas e 20 n&o inoculadas)
no qual se analisou todos os parametros biométricos, e o segundo, com 24 mudas, tendo sua
metade inoculada, onde se analisou o teor de proteina. As mudas foram cultivadas no viveiro
da UEPB situado no prédio das Trés Marias.
Parémetros biométricos das mudas

Os parametros biométricos foram obtidos a partir de oito medigdes realizadas
guinzenalmente num periodo de quatro meses, com o auxilio de paquimetro analdgico, régua e
fita métrica para medir os seguintes fatores: Altura; Comprimento; Didmetro do colo do caule
e 0 nimero de folhas.
Massa da matéria fresca e seca da parte aerea e das raizes

Quatro meses apos o plantio, a determinacdo de matéria fresca foi feita em balanca
analitica logo ap0s a separacdo das raizes e parte aérea. Para determinacdo da massa da matéria
seca, as amostras vegetais da parte aérea e raizes foram secas em estufa com ventilagéo forcada
a 70°C por 48 horas e, em seguida a 50°C por 72 horas ou até atingir massa constante.
(83) 3322.3222
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Teor de 4gua
Os dados de massa de matéria fresca e seca das mudas possibilitaram avaliar além do

crescimento vegetal, a quantidade de agua retida pelas mudas cultivadas.

Determinagéo da Taxa de Coloniza¢do Radicular das Mudas

Foram coletadas amostras do terco médio das raizes das mudas, que posteriormente,
foram conservadas em alcool a 70%. Em seguida, foram clarificadas em solucdo de KOH 10%
por 60 minutos a 90 °C, colocadas em solucéo de H202 10% por 5 minutos e posteriormente
em solucéo de HCI 1% por 5 min. Em seguida as raizes foram coradas com tinta de caneta
(Parker) 5%(v/v) diluida em solucédo de &cido acético 5% (v/v) por 3 minutos a 90 °C, lavadas
duas vezes em acido acético 5% (v/v) para interromper a reacao e remover 0 excesso de tinta,
conforme recomendam Vierheilig et al (1998, p. 12). Ap0s este processo as raizes foram
mantidas em solucdo de lacto-glicerol.

A taxa de colonizacdo intrarradicular foi determinada pela presenca de estruturas
fangicas no tecido cortical das raizes, utilizando microscopio estereoscopico e placas
reticuladas, seguindo a metodologia de Giovannetti e Mosse (1980, p. 493).

Extracdo de Proteinas solGveis Totais (PST)

Para a determinacéo do teor de proteina das amostras vegetais frescas foram extraidos 200
mg de cada, macerados em 2 mL de tampéao fosfato de potéssio (50 mM e pH 7,8), acrescido
de acido ascorbico (0,1 mM), EDTA (0,1 mM) e polivinilpirrolidona (0,3%). Posteriormente,
os extratos foram centrifugados a 5000 rpm, 4°C, durante 20 minutos. O sobrenadante foi
transferido para microtubos, os quais foram mantidos em freezer a -20 até o momento das
analises.

Para a determinagdo de proteinas hidrossoluveis totais foram utilizados 23,4pL do extrato
vegetal e 700 pL de Bradford, para a leitura do branco utilizou-se essa mesma quantidade de
reagentes sendo substituido o extrato por &gua. As leituras foram realizadas em
espectrofotdbmetro em 595 nm de comprimento de onda, conforme a metodologia de Bradford
(1976, p. 250). A concentracéo foi expressa em mg de proteinas g mf-1,

Determinacéo do teor nutricional das mudas
Para a determinacdo das dosagens dos nutrientes (fésforo, magneésio, nitrogénio e
calcio) bem como para a determinacdo do teor de proteina bruta, seguiu-se o Manual de

Laboratdrio: Solo, &gua, nutricdo vegetal, nutricdo animal e de alimentos (NOGUEIRA;
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SOUZA, 2005, P. 334) e Métodos de andlises de tecidos vegetais utilizados na Embrapa Solos
(CARMO et al.; 200, p. 41).

Andlises estatisticas
Os dados biométricos como altura, comprimento, didmetro do colo do caule, nUmero
de folhas e as massas fresca e seca das mudas, bem como as determinacdes de proteina e

nutrientes foram tratados utilizando-se do teste t-Student a uma significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para os dados biométricos (altura, comprimento, diametro do colo do caule e numero de
folhas) foi observado que ndo houve diferencas significativas entre os dois grupos analisados
(inoculadas e ndo inoculadas), isso pode ser explicado pelo fato de que o experimento foi
conduzido sob condi¢des ambientais ndo totalmente controladas. Para tanto, observando-se os
dados reais (gréafico 1), p6de-se verificar que as mudas ndo inoculadas se sobressairam em todos
0s parametros supracitados quando comparadas as mudas inoculadas, 0 que sugere que o tempo
de conducdo do experimento (4 meses) ndo foi o suficiente para que esses parametros
respondessem aos estimulos da simbiose. Pode-se levar em consideragdo a incidéncia de luz
solar sobre as mudas, o que pode ter interferido no crescimento das mesmas, uma vez que esse

beneficio ndo foi distribuido igualmente a todas elas.

Gréfico 1 — Biometria (a) nimero de folhas; (b) didmetro do caule; (c) altura e (d)

comprimento.
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Fonte: Xavier, 2019.

Quanto aos dados da massa da matéria fresca e matéria seca das mudas, também néo
foi possivel observar diferencas significativas entre os tratamentos, o que pode também ser
justificado pelo tempo de conducdo e condigdes do experimento. Entretanto, é possivel
identificar no grafico 2-a, o qual mostra o peso real dos tratamentos, que a planta ndo
micorrizada apresenta uma maior média de massa fresca e seca comparada a planta micorrizada.
Esses dados possibilitaram avaliar, além do crescimento vegetal, a quantidade de agua retida
pelas mudas a partir de um célculo simples, subtraindo a matéria seca da matéria fresca e
dividindo o resultado pela massa da matéria fresca (MF-MS/MF). O gréafico 2-b mostra a média

do teor de 4gua das mudas, onde, percebe-se também que ndo houve diferencas significativas.

Gréfico 2 — (a) Massa das matérias fresca e seca e teor de agua (b) das mudas de gliricidia.
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Fonte: Xavier, 2019.

O motivo pelo qual a maioria dos parametros ndo ter apresentado diferengas
significativas ou a observacdo de uma maior média no crescimento das mudas ndo inoculadas
pode ser justificado por Colozzi Filho e Nogueira (2007, p. 10), quando argumentam em Sseus
trabalhos que a formacgdo micorrizica € um processo lento e que demanda energia da planta
destinada a formacé&o de biomassa fungica. Explicam ainda que na fase inicial da simbiose pode
haver uma depressdo no crescimento das plantas hospedeiras, consequéncia dos beneficios da
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simbiose que ainda ndo foram alcangados. Uma vez que a coleta das mudas foi realizada em
um periodo em que a relacdo simbioética estava ainda sendo estabelecida, é possivel sugerir que
as influéncias da micorrizacdo ndo tenham ainda sido observadas.

Mesmo ndo apresentando diferencas significativas entre os dois tratamentos, foi
possivel observar diferencas significativas quanto a taxa de colonizacdo dos FMA’s nas raizes
das mudas. Observa-se que a média se sobressai nas mudas inoculadas (gréafico 2-b), o que
comprova a eficiéncia da infec¢do pelo fungo atraves do inoculo utilizado. Todavia, as ndo
inoculadas apresentam ainda um pequeno percentual de colonizagdo flngica, fato este

explicado pelo motivo do experimento ndo contar com total isolamento entre os tratamentos.

Grafico 3 — Taxa de colonizacdo intrarradicular das mudas de gliricidia.

57%

Percentual de colonizacao (%)

5%

Micorrizadas Ndo micorrizadas
Fonte: Xavier, 2019.

Dado o sucesso da infeccdo fungica nas mudas inoculadas, é evidente que com um
tempo maior de observacdo das respostas da planta a micorriza os resultados entre os dois
tratamentos pudessem apresentar diferencas significativas.

Quanto ao teor de proteina soltvel, ndo foi possivel observar diferencas significativas,
entretanto, o grafico 5 mostra que as raizes das mudas nao inoculadas apresentam uma diferenca
real consideravel, e isso se explica pelo fato de que a gliricidia é uma leguminosa e, portanto,
realiza a Fixagdo Bioldgica de Nitrogénio com o auxilio das bactérias que a ela se associam.
Essa afirmacdo sugere que os FMA’s presentes nas raizes das plantas inoculadas favoreceram
a sintese de proteina para a parte aérea, a qual, em valores reais apresenta um maior percentual

no grafico abaixo.

Grafico 4 — Teor proteico da parte aérea e raiz das mudas de gliricidia.
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Fonte: Xavier, 2019.

Ainda sobre as proteinas, especificamente seu composto essencial, o nitrogénio,
Siqueira et al (2002, p. 12), mostram em seus trabalhos que as plantas micorrizadas absorvem
mais o nitrogénio presente no solo, e evidéncias recentes indicam que os FMA’s sdo capazes
de mineralizar N orgénico no solo, facilitando assim a nutrigdo nitrogenada das plantas. Outra
evidéncia da eficiéncia da micorriza é vista no trabalho de Chiquete (2001, p.40) onde
determinou a atividade de glutamato desidrogenase (GDH), glutamina sintetase (GS) e
glutamatato sintase (GOGAT) na parte aérea e no sistema radicular de Eucalyptus grandis, com
ou sem micorrizas, e concluiu que as plantas micorrizadas apresentavam um aumento na
atividade de enzimas redutase de nitrato (RN) nas folhas, com maior taxa de absorcao de nitrato
e aumento na producdo de matéria seca. Ele afirma também que a concentracdo média de
proteinas na parte aérea e no sistema radicular, foi em geral maior nas plantas micorrizadas. O
grafico 4 (b) mostra que, apesar de ndo ter havido diferencas significativas, em valores reais, o
teor de proteina bruta foi maior tanto na parte aérea quanto na raiz das plantas micorrizadas e
isso deve ser levado em consideracdo uma vez que a gliricidia é uma forrageira do tipo
leguminosa e, a inclusdo de leguminosas nas pastagens tropicais é de grande importancia para
a manutencao do nivel adequado de proteina bruta na dieta animal, seja pelo efeito direto da
ingestdo de leguminosas ou pelo efeito indireto do acréscimo no contetdo de N da pastagem.
Segundo Gibson (1976, p. 420), para se ter sucesso no estabelecimento, nodulagéo e fixagéo de
N> das leguminosas forrageiras nas pastagens depende de boa nutri¢do fosfatada, tornando-se
fundamental o desenvolvimento de tecnologias alternativas que melhorem o aproveitamento de

P nestes solos como é o caso das micorrizas arbusculares.

Analisou-se também o teor nutricional dos seguintes compostos: nitrogénio, fosforo,

calcio e magnesio. Os resultados obtidos estdo expressos no gréafico 5, abaixo.

Graéfico 5 — Teor de nutrientes das mudas de glericidia.
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O gréafico 5 mostra que apenas o teor de N foi superior na parte aérea das plantas
inoculadas e nas raizes das mesmas. Para P e Ca, os teores foram maiores nas plantas ndo
inoculadas tanto para parte aérea quanto para raiz, muito embora, alguns estudos tenham
mostrado que os estimulos ao crescimento das plantas atribuidos aos FMA’s estdo fortemente
correlacionados com a maior acumulacédo de nutrientes de baixa mobilidade, em particular o P.
Moreira e Siqueira (2006, p. 334), por exemplo, citam em seu livro que o efeito da micorrizagédo
no crescimento das plantas é predominantemente nutricional, sendo esse efeito promovido pela
ramificacdo das hifas e pelo micélio externo que aumenta o volume de solo explorado para as
regibes onde as raizes ndo alcancam, aumentando assim a absor¢do dos nutrientes,
principalmente o fosforo. Os resultados obtidos neste trabalho divergem do que é visto na
maioria dos trabalhos que envolvem a micorrizacao de plantas, quando é percebido que nao ha
diferencas significativas diante da estatistica. Saif (1987, p. 25), por exemplo, em seu trabalho,
concluiu que a aquisicdo de N, P, K, Ca e Mg foi consideravelmente superior nos caules de
plantas forrageiras tropicais micorrizadas do que nas ndo micorrizadas. Portanto, embora nao
se tenha observado diferencas significativas na maioria dos parametros analisados, é possivel
identificar uma tendéncia dos resultados positivos e favoraveis as plantas pelo processo de

micorrizagéo.
CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos mostraram respostas diferentes do que se vé na literatura a respeito
da micorriza. O fato de n&o ter havido diferencas significativas entre os dois grupos quanto as
variaveis analisadas, pode indicar que a gliricidia ndo responde a inoculagédo na fase de muda.

Apesar disso, os resultados mostram indicios de diferencas entre alguns parametros avaliados
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nas condi¢des do experimento como, por exemplo, proteina sollvel, proteina bruta, N e Mg
para algumas areas da planta (parte aérea ou raiz). Sendo assim, necessaria a avaliagdo destes

parametros em condicdes de campo.
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