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RESUMO

Fungos micorrizicos arbusculares (FMA) constituem um dos grupos simbiontes mais
importantes do solo, pois formam associagcdo mutualistica com mais de 70% das
plantas. Estes fungos proporcionam as plantas beneficios nutricionais e protegao
contra estresses bidticos e abidticos. Porém a producéo de indculo continua sendo
um dos entraves para aplicagado deste bioinsumo em larga escala, além disso, os
estudos sobre a contribuicdo dos FMA no cultivo indoor ainda sao escassos. Assim,
este estudo buscou responder se a propagacao de FMA é influenciada pelo perfil de
acido graxo das plantas multiplicadoras e se os FMA produzidos seriam eficientes em
promover o desenvolvimento do tomateiro-cereja em sistema de cultivo indoor sob
espectros de luz distintos. O primeiro experimento foi conduzido em casa de
vegetacdo buscando obter inéculo micorrizico a partir da multiplicagdo de quatro
espécies de FMA (Acaulospora longula, Entrophospora etunicata, Gigaspora albida e
Rhizoglomus clarum) associadas a trés espécies vegetais com perfis de acidos graxos
distintos (Sorghum bicolor, Urochloa brizantha e Moringa oleifera), em delineamento
inteiramente casualizado em arranjo fatorial de 4 (FMA) x 3 (espécies de plantas), em
cinco repeti¢des, totalizando 60 unidades experimentais. O segundo experimento foi
realizado sob cultivo indoor com tomate-cereja, em delineamento experimental em
blocos inteiramente casualizados em arranjo fatorial duplo, com trés tratamentos de
inoculagao com FMA (N&o inoculado — controle; inoculado com A. longula; e MIX de
E. etunicata, G. albida e R. clarum) e dois espectros de luz (FB - fluorescente branca
e LED-V/A - sistema LED vermelho/azul), em cinco repeticbes. Mesmo apresentando
menor colonizagao radicular em S. bicolor, A. longula produziu maior esporulacio,
diferindo significativamente das demais espécies de FMA quando cultivadas tanto com
S. bicolor quanto com U. brizantha. A abundancia de glomerosporos de A. longula
encontrada pela quantificagdo morfologica n&do se refletiu na analise por gPCR, na
qual R. clarum apresentou maior abundancia, indicando a necessidade de refinarmos
a técnica. Os teores de lipidios na parte aérea (TLPA) e na raiz foram maiores para
M. oleifera (7,76%) e U. brizantha (4,19%), respectivamente; registrando-se
correlagcdo positiva do TLPA com a colonizagdo micorrizica. No experimento em
cultivo indoor, verificamos que o comprimento de luz e a inoculagdo com FMA
influenciaram no desenvolvimento vegetativo do tomateiro. Ainda nesse experimento,
melhor desenvolvimento do tomateiro foi obtido sob LED-V/A, principalmente em
relacdo a altura, numero de folhas, largura, comprimento da folha e espagamento de
entrends. Em relacdo a inoculacdo, o mix apresentou maior colonizagado micorrizica e
esporulacdo em ambos os sistemas de luz, principalmente sob FB. Para o
desenvolvimento vegetativo, A. longula proporcionou maior crescimento das plantas
de tomate cereja. Conclui-se que o perfil de acidos graxos da parte area
provavelmente influencie na propagacao dos FMA sob cultivo em vaso, especialmente
na colonizagcdo micorrizica. No cultivo indoor, a inoculagdo de A. longula favorece o
desenvolvimento vegetativo de tomate-cereja sob LED-V/A, enquanto maior
propagacéo de mix de FMA foi alcangada sob FB. Desta forma, o cultivo indoor com
FB pode ser uma possibilidade de propagacao de FMA em condi¢des controladas.

Palavras-chave: Cultivo protegido; acidos graxos; espectros de luz; esporulagao.
Glomeromycota.



ABSTRACT

Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) constitute one of the most important symbiont
groups in the soil, as they form mutualistic associations with over than 70% of plants.
These fungi provide plants with nutritional benefits and protection against biotic and
abiotic stresses. However, inoculum production continues to be one of the obstacles
to applying this bio-input on a large scale. Furthermore, studies on the contribution of
AMF to indoor cultivation are still scarce. Therefore, this study aimed to investigate
whether the propagation of AMF is influenced by the fatty acid profile of multiplying
plants and whether the produced AMF are efficient in promoting the development of
cherry tomatoes in an indoor cultivation system under different light spectra. The first
experiment was conducted in a greenhouse to obtain mycorrhizal inoculum by
multiplying four AMF species (Acaulospora longula, Entrophospora etunicata,
Gigaspora albida, and Rhizoglomus clarum) in association to three plant species
(Sorghum bicolor, Urochloa brizantha, and Moringa oleifera). The experimental design
was a completely randomized factorial arrangement of 4 (AMF) x 3 (plant species),
with five replicates, totaling 60 experimental units. The second experiment was carried
out under indoor cultivation with cherry tomato, using a completely randomized block
design in a double factorial arrangement, with three AMF inoculation treatments (non-
inoculated — control; inoculated with A. longula; and MIX of E. etunicata, G. albida, and
R. clarum) and two light spectra (WF - white fluorescent light and R/B LED — red/blue
LED system, 660 nm/450 nm), with five replicates. Despite showing lower root
colonization in S. bicolor, A. longula produced higher sporulation, significantly differing
from the other AMF species when cultivated with both S. bicolor and U. brizantha. The
abundance of A. longula glomerospores found by morphological quantification was not
reflected in the qPCR analysis, in which R. clarum showed higher abundance,
indicating the need for refinement in the technique. Lipid contents in the aerial (LCAP)
and root parts were higher for M. oleifera (7.76%) and U. brizantha (4.19%),
respectively, with a positive correlation observed between LCAP and mycorrhizal
colonization. In the indoor cultivation experiment, we verified that light length and AMF
inoculation influenced the vegetative development of cherry tomatoes. It was also
observed, in indoor cultivation, a better development of tomato plants under red/blue
light, particularly in terms of height, number of leaves, width, leaf length, and internode
spacing. Regarding inoculation, the MIX achieved greater mycorrhizal colonization and
sporulation in both light systems, especially under WF. For vegetative development,
A. longula provided greater growth of cherry tomato plants. Thus, the fatty acid profile
of the aerial part likely influences the propagation of AMF in potted cultivation,
especially in mycorrhizal colonization. In indoor cultivation, the inoculation of A. longula
promoted the vegetative development of cherry tomatoes under R/B LED light, while
greater propagation of the AMF mix was achieved under WF light. Thus, indoor
cultivation with WF light may be a potential method for the propagation of AMF under
controlled conditions.

Key-words: Protected farming; Fatty acids; Light spectra; Sporulation;
Glomeromycota.



FIGURA 1 -

FIGURA 2 -
FIGURA 3 -
FIGURA 4 -

FIGURAS -

FIGURA 6 -

FIGURA 7 -

FIGURA 8 -

FIGURA9 -

FIGURA 10-

LISTA DE FIGURAS

Estruturas morfologicas dos fungos micorrizicos arbusculares

Principais grupos (segmentos de mercado) de tomateiro...........

Esquema da analise da extragao de lipidios totais em diferentes
vegetais, pelo método de Bligh; Dyer (1959)........couvvviiiiiiiennnnnnn.
Matéria seca da parte aérea (A) e numero de glomerosporos (B),
Rendimento da matéria fresca da parte aérea (C) e do sistema
radicular (D), Lipidios Totais da parte aérea (E) e da raiz (F) em
funcdo da espécie vegetal e da inoculagdo de fungos
micorrizicos arbusculares, apés a 4 meses em casa de
VEGETAGA0. ... i
Estimativa dos coeficientes de correlacdo entre os parametros
micorrizicos (NG- numero de glomerosporos; COL- Colonizagao
micorrizica), vegetativos (MFPA e MSPA- matéria fresca e seca
da parte aérea; MFR e MSR- matéria seca e fresca da raiz),
fisiologicos (LTPA e LTR — Lipidios totais da parte aérea e
radicular), em diferentes hospedeirose FMA.............ccconnnn.
Eletroforese em gel de agarose representativa das amostras de
DNA extraidas do solo iNOCUIO...........cceeeieiiiiiiiiiieeeeeeee
Curvas de amplificacdo de amostras de DNA de solo por PCR
quantitativa em tempo real (qPCR) utilizando os primers
avaliados para Acaulospora longula (A); Entrophospora etunicata
(B); Gigaspora albida (C) e Rhizoglomus clarum (D) .....................
Comparacédo de abundéncia de FMA detectada por gPCR em
solo-inbculo  provindo da multiplicaggo em  espécies
VEGETAIS. ..ot
Curvas de melting de amostras de DNA de solo por PCR
quantitativa em tempo real (qPCR) utilizando os primers
Rhizoglomus clarum (a), Acaulospora longula (b), Entrophospora

etunicata (c) e Gigaspora albida (d)..........cccceeeeiiiiieiiiiiiiiiiiian,

Pag.

18
31
34

43

51

54

56

S7

58



Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4-

Tabela 5 -

Tabela 6-

Tabela 7 -

Tabela 8 -

LISTA DE TABELAS

Producédo de indculos de fungos micorrizicos arbusculares
estudados: espécies de FMA, composicdo do substrato, planta
multiplicadora e quantidade de propagulos de

Primers  utilizados nas andlises de deteccdo por

Quadro da analise de variancia dos parametros estudados no 1°
EXPEMMENTO. ...t
Matéria seca radicular (MSR) e colonizagao micorrizica (COL) em
espécies vegetais inoculadas com FMA cultivadas por 4 meses
em casa de VEgetagao0..........uuuuuiiiiiiiiiiii e

Concentragao e pureza obtidas por amostra de DNA de solo-
in6culo de diferentes FMA, provindos da multiplicagdo em Moringa
oleifera (MO), Sorghum bicolor (SB) e Urochloa brizantha (UB),
por 4 meses em casa de vegetagao.........coeuuuiviiiiiiiinieieeeeeee e
Quadro da analise de variancia dos parametros avaliados no 2°
EXPEMMENTO ...t
Efeito de diferentes fontes de luz (fluorescente branca e LED
vermelho/azul) e inoculagdo com fungos micorrizicos arbusculares
no crescimento de tomate-cereja em sistema de cultivo indoor,
APOS QUALIO MESES......ceeiiiiie et
Matéria fresca da parte aérea (MFPA), area foliar (AF), numero de
glomerosporos (NG) e colonizagdo micorrizica (COL) em
tomateiro-cereja micorrizado ou ndo, em cultivo indoor sob luz
fluorescente branca (FB) e LED vermelha/azul (LED-V/A), apds

QUATIO IMESES.... e e e e e eaas

Pag.

22

45

50

53

95

60

61

62



AL
AG
COL
Cu
DNA
EE
ESP
FB

Fe
FMA
GA

K
KOH
LED-V/A
MFPA
MFR
Mg
MO
MSPA
MSR

NG

PCR
gPCR
RC
LTPA
LTR
SB
UB

LISTA DE ABREVIATURAS

Acaulospora longula

Acido graxo

Colonizagao micorrizica

Cobre

Acido desoxirribonucleico
Entrophospora etunicata

Espécie vegetal

Luz fluorescente branca

Ferro

Fungos Micorrizicos Arbusculares
Gigaspora albida

Potassio

Hidroxido de potassio

Luz LED vermelha e azul

Matéria fresca da parte aérea
Matéria fresca da raiz

Magnésio

Moringa oleifera

Matéria seca da parte aérea
Matéria seca da raiz

Nitrogénio

Numero de glomerosporos
Fosforo

Reacdo em cadeia da polimerase
PCR quantitativa em tempo real
Rhizoglomus clarum

Lipidios totais da parte aérea
Lipidios totais do sistema radicular
Sorghum bicolor

Urochloa brizantha



1. INTRODUGAO.........ovooercren,

2. REFERENCIAL TEORICO.........

SUMARIO

2.1 FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES..........ccccoeoevveieeererenne

2.1.1 Propagagaode FMA............

2.1.1.1 Relacgao entre acidos graxos e producéo de esporos de FMA.........

2.1.2 Detecgdo e quantificagdode FMA................c.ooeiiiiiiiii e,

2.1.3 FMA no desenvolvimento vegetal: énfase em tomateiro...............

2.2 PRODUCAO DO TOMATE.......

2.2.1 TOMAtE-COIEJa..........cceee et e e e e e e e e e e

2.3 CULTIVO INDOOR...................

2.3.1 O efeito do comprimento de onda na planta...................................

2.3.2 Influéncia dos espectros de luz sobre os FMA e plantas

ASSOCTAUAS ... oo s

3 MATERIAL E METODOS............

3.1 EXPERIMENTO 1 - ESPORULACAO DE FMA EM ASSOCIAGAO COM
ESPECIES VEGETAIS DISTINTAS E SUA RELAGAO COM

QUANTIFICACAO POR gPCR ......

3.1.1 Delineamento experimental

3.1.2 Preparo do substrato, obtencao de plantas e de FMA..................

3.1.3 Parametros avaliados..........

3.1.4 Quantificagao da abundancia de FMA por qPCR...........................
3.1.5 Extracao de DNA e quantificag@o.................cccce oo,

3.1.6 Selecao e desenho de primers.....................ccoovvmmeeeiiiiiiiciiiiiee e,

3.1.7 PCR quantitativa em tempo real (QPCR)..............coorrirciiiienn.

3.1.8 Analises estatisticas...........

3.2 EXPERIMENTO 2 - CULTIVO INDOOR DE TOMATE CEREJA

ASSOCIADOAFMA........cceeie

3.2.1 Montagem e condugao do experimento..................ccccceeeiiieieeeeeennn.

3.2.2 Delineamento experimental

15
17
17
19
26
28
31
32
34
35
36

37
40

40
40
40
41
44
45
45
46
46

47
47
47



3.2.3 Parametros de crescimento vegetativo e fisiolégicos..................
3.2.4 Parametros relacionados ao desenvolvimento dos FMA..............
3.2.5 Analises estatisticas ...............cooiiiii
4 RESULTADOS ...ttt eee e e e e e e e e e e aaaneens

4.1 ESPORULACAO DE FMA EM ASSOCIACAO COM ESPECIES
VEGETAIS DISTINTAS E SUA RELACAO COM QUANTIFICACAO POR

BDISCUSSAOD..........coouieeieeeeeeeee ettt
5.1 ESPORULACAO DE FMA EM ASSOCIACAO COM ESPECIES
VEGETAIS DISTINTAS E SUA RELACAO COM QUANTIFICACAO POR

5.1.2UsodagPCR paraadeteccaode FMA ...,
5.2 CULTIVO INDOOR DE TOMATE CEREJA ASSOCIADO AFMA.........
B CONCLUSOES ...ttt
REFERENCIAS ...,
APENDICES ...ttt
ANEXOS ... e nnees

48
49
49
50

50
59
63

63

63
67

75
76
93
97



1.

15

INTRODUGAO

O tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill.) € uma das principais olericolas
cultivadas no pais, pois faz parte, quase que diariamente, da dieta do brasileiro e esta
entre as espécies vegetais de maior consumo mundial (GATAHI, 2020). Entretanto,
essa cultura enfrenta grandes riscos econdmicos, uma vez que é suscetivel a varios
problemas fitossanitarios (FILGUEIRA, 2012), demandando assim o uso de
agrotoxicos, além de necessitar de fluxo intenso de mé&o-de-obra (manejo). Um
recurso que vem sendo utilizado para diminuir o uso exagerado de fertilizantes e
minimizar os problemas fitossanitarios, é a utilizacdo dos micro-organismos
promotores do crescimento vegetal, como os Fungos Micorrizicos Arbusculares
(FMA).

Os FMA pertencentes ao filo Glomeromycota (TEDERSOO et al., 2018), séo
biotroficos obrigatorios que se associam ao sistema radicular de diversas espécies
vegetais (DAVISON et al., 2015). Esta simbiose desempenha papéis importantes tanto
na nutricdo vegetal quanto no equilibrio edafico, devido ao aumento no aporte de
nutrientes as plantas, em especial aqueles de baixa mobilidade como o P, Zn e Cu
que sao transportados até as raizes por meio da difusdo, processo extremamente
lento no solo (HOFFMANN; LUCENA, 2006; CARDOSO et al., 2010). Os FMA podem
contribuir na formagéao de agregados hidroestaveis no solo (VARELA-CERVERO et
al., 2015), na tolerancia das plantas ao estresse salino (SAXENA; SHUKLA; GIRI,
2017), além de participar na fitorremediagcdo de solos contaminados (RAJTOR;
PIOTROWSKA-SEGET, 2016; SHI et al., 2022), proporcionando aos vegetais melhor
desenvolvimento que, em troca, fornece fontes de carbono, como os carboidratos
(SMITH; READ, 2010) e lipidios (JIANG et al., 2017) para manter a colonizag&o dos

fungos, promovendo beneficio a ambos os eucariontes.

Os lipidios foram identificados como outra fonte de carbono para os FMA, pois
ndao ha genes que codificam a sintese de acidos graxos citosdlico nos FMA,
impossibilitando-os de produzir acidos graxos de cadeia longa por si mesmos (BRAVO
etal., 2017). Em 2014, Wewer et al. demonstraram que as plantas, durante a simbiose,
ativam a biossintese de acidos graxos e transferem lipidios para os FMA via

arbusculos. Recentemente, alguns estudos relataram que os acidos graxos exogenos
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podem promover a produgédo da biomassa e formacgao esporos de FMA (KAMEOKA
et al., 2019; SUGIURA et al.,, 2020). Esses estudos estdo sendo cada vez mais
explorados visando a promocgéao e a producdo de FMA em escala comercial.

Embora o estabelecimento da colonizagdo micorrizica possa trazer beneficios
as plantas, a atividade dos FMA tende a ser afetada por praticas agricolas de campo,
tais como: introducdo de monocultura, mudancas no solo, como flutuagdes de pH,
conteudo de fosforo (ZHENG et al., 2014), reservas de matéria organica (GRYNDLER
et al., 2009; WU et al., 2023), fertilizagcdo (SOKA; RITCHIE, 2014) e salinizagéo
(BAINARD et al., 2014). Assim, o cultivo indoor, que consiste na produgao vegetal em
ambientes reduzidos e internos com temperatura, umidade, iluminagao e irrigagao
controlada, pode ser uma alternativa para minimizar os efeitos destes fatores externos

e disponibilizar alimentos, mesmo quando as condi¢bes de campo sédo adversas.

Em cultivos internos, a iluminacao artificial torna-se um fator de extrema
importancia na fisiologia das plantas (NHUT et al., 2002; COCETTA et al., 2017) e
influencia diretamente no florescimento e incremento no peso de frutos, e.g. tomate
(Solanum lycopersicum) (VITALE et al., 2022). Além disso, diferentes intensidades
luminosas promovem respostas distintas quanto ao comprimento total da planta,
numero de folhas e massa fresca do sistema radicular, como constatado em mudas
de tomate cv. Coragao de boi (ROCHA et al., 2018). Logo, as diferentes fontes de luz
podem alterar a interagdo fungo-planta (NIEMI et al., 2005) e os efeitos benéficos
proporcionados pela atividade dos FMA, dentre estes, afetar a capacidade
fotossintética das folhas de tomate (BITTERLICH; FRANKEN; GRAEFE, 2019).

Assim, considerando o papel dos FMA para o desenvolvimento vegetal é de
grande importancia determinar a relagéo entre o perfil de acido graxo e a produgéo de
in6éculo de FMA, bem como entender se os indculos produzidos beneficiam o
desenvolvimento das culturas agricolas, a exemplo do tomateiro-cereja (Lycopersicum
esculentum var. cerasiforme) cultivado em sistema indoor sob diferentes espectros de

luz.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES

O termo micorriza, vem do grego myko= fungo e rhiza= raiz. Refere-se a
associagdo mutualistica entre raizes de plantas e fungos do solo. Estas séo
classificadas em grandes grupos: Endomicorrizas (Arbusculares, Ericoide e
Orquidoide) e Ectomicorrizas (GENRE et al., 2020). Dentre essas associagdes, as
endomicorrizas do tipo arbuscular sdo as mais encontradas nos ambientes terrestres,
onde mais de 70% das plantas estudadas formavam esse tipo de simbiose
(BRUNDRETT; TEDERSOO, 2018). Os fungos micorrizicos arbuculares (FMA) fazem
parte do Filo Glomeromycota, agrupados em trés classes: Archaeosporomycetes,
Glomeromycetes e Paraglomeromycetes; e cinco ordens: Archaeosporales,
Diversisporales, Gigasporales, Glomales e Paraglomerales (WIJAYAWARDENE et
al., 2020).

Estima-se que os FMA estejam presentes na terra ha cerca de 460 milhdes de
anos formando simbiose com plantas, com registros fosseis do Ordoviciano
(REDECKER et al., 2000). Sugere-se que devido a ancestralidade da simbiose com
as plantas, os FMA tenham perdido a capacidade de viver independentemente, desta
forma, seu ciclo de vida é concluido apenas na presenca da planta hospedeira
(REQUENA et al., 2007), denominados assim, como biotroficos obrigatorios (SOUZA
et al., 2010).

Devido a onipresenga desses fungos no ecossistema, essa simbiose é
considerada uma das mais importantes, conceituada como mutualista nutricional
bidirecional, pois a planta fornece ao fungo produtos derivados do metabolismo
fotossintético e os fungos disponibilizam a planta maior aporte de nutrientes e agua,

aumentando a tolerancia a fatores bidticos e abiéticos (SMITH; READ, 2010).

Essa associagcdo possibilita incremento na adaptabilidade da planta
hospedeira, favorecendo o aumento da relagdo agua-planta, regulando mecanismos
de tolerancia (regulagdo osmatica, sistema antioxidante e acumulo de metabdlitos
secundarios) a estresses abidticos, como a seca (BEGUM et al., 2019) e bidticos

(resisténcia a patoégenos) (VILA et al.,, 2021), estruturacido e estabilidade de
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agregados, tendo como o principal efeito, 0 aumento da absorgao e translocagao dos
nutrientes, especialmente os de baixa mobilidade, como o P (BERBARA; SOUZA,;
FONSECA, 2006), K, Cu, Zn, Fe (LU et al., 2018) e Mg (CARILLO et al., 2020).

Segundo Mollavali et al. (2016), os FMA influenciam o sistema de defesa das
plantas, aumentando a atividade de enzimas antioxidantes como catalase (CAT) e
peroxidase (POD), a quantidade de antioxidantes (acidos fendlicos); a atividade
antioxidante, os compostos bioativos (licopeno e acido ascorbico) (CARILLO et al,,
2020); e fitohorménios (FERNANDEZ et al., 2014) que est&o relacionados ao sistema

de protegao, melhorando o crescimento e a resiliéncia da planta.

Os produtos oriundos da fotossintese das plantas e disponibilizados aos FMA
contribuem para o processo de colonizagdo e multiplicagdo desses organismos,
especialmente a formagdo de glomerosporos, principal estrutura por manter a

sobrevivéncia dos fungos no ambiente e dispersao (MAIA et al., 2020).

FIGURA 1. Estruturas morfoldgicas dos fungos micorrizicos arbusculares (FMA).

Legenda: A) Colonizagéo radicular; B) Niumero de glomerosporos; h) hifas; v) vesiculas; E) esporos.
FONTE: BARBOSA, MXS (2023).
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2.1.1 Propagacgao de FMA

A propagacao dos FMA é diretamente influenciada pelo ambiente ao qual os
fungos se encontram, como tambeém, pela relacdo espécie de vegetal -FMA (SAGGIN
JUNIOR et al., 2022). Posto isso, as combinacdes do solo-fungo-planta quando

eficazes melhoram a propagacao de FMA e o desenvolvimento das plantas.

Assim, a composi¢cao dos substratos (caracteristicas quimicas e fisicas) que
sdo usados na propagacédo do FMA é um dos entraves no estabelecimento de
protocolos efetivos. Existem diversos tipos de substrato utilizado para multiplicacédo
de FMA, geralmente incluem algum tipo de solo ou areia, mas podem possuir outros
materiais (vermiculita e perlita) e fontes organicas (turfa e humus de minhoca) (Tabela
1) (SAGGIN JUNIOR et al., 2022).

Em um trabalho realizado com solo: areia (3:1 v/v) constatou-se cerca de 78%
de colonizagao micorrizica em raizes de Moringa oleifera utilizando um Mix [Racocetra
gregaria (=Scutellospora gregaria) (N.C.Schenck & T.H.Nicolson) Oehl et al. e
Gigaspora margarita W.N. Becker & I.R. Hall] (CAROLE et al.,, 2019). O uso de
substrato a base de areia e turfa vermelha em diferentes concentragcdes, propiciou
melhoria dos parametros vegetativos da aveia (Avena sativa L.) micorrizada por
Rhizoglomus clarum (T.H. Nicolson & N.C. Schenck) Sieverd., G.A. Silva & Oehl,
sendo que quanto maior o aumento de turfa menor a colonizagdo micorrizica,
constatando que a proporcéo de 32,5% turfa € a mais efetiva para atingir a maior
colonizagdo micorrizica (91%) e produgéo de substrato-inéculo (SILVEIRA et al.,
2013).

Um dos substratos mais testados para produgao de indculo tem como base
areia e vermiculita, segundo Silva; Yano-Melo; Maia (2007), o uso de areia e
vermiculita na proporgao de 1:1 v/v com adi¢ao de solugao nutritiva (Tampéao Tris-HCI)
permite alta produgdo de esporos de Entrophospora etunicata (=Claroideoglomus
etunicatum) (W.N. Becker & Gerd.) Blaszk., Niezgoda, B.T. Goto & Magurno,
Acaulospora longula Spain & N.C. Schenck e Gigaspora albida N.C.Schenck &
G.S.Sm., destacando-se a infectividade do indculo de E. etunicata, que pode ser

incrementada apds o armazenamento em geladeira (entre 5 e 10 °C).

Segundo ljdo; Cranenbrouck; Declerck (2011), o sistema com substrato,

principalmente a base de areia e solo (pote de cultura) é o mais utilizado, porém outras
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formas de propagacéao séo possiveis, tais como a multiplicagdo de FMA sem substrato
(hidropbnicos e aeropdnicos) ou em cultivo in vitro (culturas de tecidos radiculares).
Esses sistemas proporcionam a produgao de indculo de FMA constituidos por mais
de uma forma de propagulo, tais como hifas, fragmentos de raizes colonizadas e
glomerosporos. No entanto, para a maioria das espécies de FMA, o glomerosporo é
considerado o mais eficaz devido a sua natureza como estruturas de resisténcia
(ARAUJO, 2019). Outro aspecto interessante é que os glomerosporos s&o propagulos
faceis de quantificar e podem ser mais seguros, devido a estabilidade, na analise de

propagulos infectivos e do método empregado na multiplicacdo (MEDEIROS, 2021).

A produgdo comercial de in6culo a base de FMA ja é realizada em alguns
paises (VOSATKA et al., 2008), dentre estes produtos podemos citar Mycorise,
Endorize, Endomycorrhizal inoculant, AgBio-Endos, Rhizanova, BuRize, Bioterra plus,
Mycor, Mycogold, Myco V, AM 120, Terra Vita e outros (SANTANA, 2017). Contudo,
grande parte dos produtos atualmente disponiveis apresenta qualidade insatisfatoria,
devido a seu modo de acdo, propagulos nao viaveis e sem colonizagdo, o que
ocasiona a perda de confianga por parte dos agricultores (HERRMANN; LESUEUR,
2013; SALOMON et al., 2022). No Brasil essa fabricagao necessita de aprimoramento
técnico para serem fabricados, pois, os estudos, geralmente, os avangos ficam

limitados a trabalhos cientificos e testes de empresas (SANTANA, 2017).

Para atender aos requisitos de inoculante comercial, Herrmann; Lesueur (2013)
define: a) garantir que as condigbes do ambiente sejam adequadas para prevenir a
reducao da populagao durante o transporte e 0 armazenamento; b) ser facil de aplicar
e uso; c) ser ecologicamente sustentavel; d) ter uma boa relagao custo-beneficio para

tornar a sua produgao viavel.

Algumas espécies vegetais sdo amplamente utilizadas para producdo de
in6culo de FMA, principalmente, as gramineas e leguminosas, dentre estas destacam-
se milho (Zea mays L. ), capim-baiano (Paspalum notatum Fliggé€), cebola e alho-poré
(Allium spp.) (IJDO; CRANENBROUCK; DECLERCK, 2011), sorgo (Sorghum bicolor
(L.) Moench), capins braquiarias (Brachiaria sp.), paingo (Panicum miliaceum L.),
capim-sudao (Sorghum sudanense (Piper) Stapf) e o hibrido sorgo/capim-sudéo,
capim andropogon (Andropogon gayanus Kunth), capim colonido (Panicum maximum

Jacq.), kudzu tropical (Pueraria phaseoloides (Roxb.) Benth.), centrosema
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(Centrosema pubescens Benth.) e estilosantes (Stylosanthes guianensis (Aubl.) Sw.
var. vulgaris) (SAGGIN JUNIOR et al., 2022), que possuem sistema radicular
fasciculado, disponibilizando raizes para estabelecimento da colonizagdo micorrizica.
Outras espécies vegetais podem ser utilizadas, sendo necessario que apresentem
capacidade para prover a multiplicacdo de FMA e caracteristicas fitossanitarias
favoraveis (SOUZA; SCHLEMPER; STURMER, 2017).
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Tabela 1: Producgao de indculos de fungos micorrizicos arbusculares estudados: espécies de FMA, composigcao do substrato, planta

multiplicadora e quantidade de propagulos de FMA.

Espécie de plantas

Composicao do substrato

Espécie de FMA

Producéo de

Referéncias

(hospedeiro) inéculo
Zea mays Solo:folhas degradadas Mix (Glomus, Gigaspora e Scutellospora spp.) 75 esp./g Gaur; Adholeya
Medicago sativa (2:1) 77 (2002)
Trifolium alexandrinum 58
Avena sativa 50
Sorghum vulgare 80
Panicum miliaceum Areia: Vermiculita (1:1) :75% Acaulospora longula 35 esp./g Silva; Yano-Melo;
tampao Tris — HCI Gigaspora albida 65 Maia (2007)*
Claroideoglomus etunicatum (= Glomus etunicatum) 292
Dentiscutata heterogama 15
Paspalum notatum Composto de folha: Funneliformis mosseae (= Glomus mosseae) 525 esp./50 cm3 Douds et al. (2010)**
vermiculita Glomus sp. 71
(1:4) Rhizophagus intraradices (= Glomus intraradices) 324
Claroideoglomus claroideum (= Glomus claroideum) 946
Composto de folha : perlita  F. mosseae 346
(1:4) Glomus sp. 186
R. intraradices 290
C. claroideum 452
Composto de folha : turfa F. mosseae 512
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(1:4) Glomus sp. 123
R. intraradices 650
C. claroideum 1220
Allium cepa solo: areia (3:1) F. mosseae 54 esp./ 10g Kaushish; Kumar;
solo :residuos vegetais 103 Aggarwal (2011) ™
solo: esterco bovino 103
solo: vermicomposto 84
Cymbopogon citratus solo: areia 52
solo: residuos vegetais 111
solo: esterco bovino 102
solo: vermicomposto 73
Sesbania aculeata solo: areia 47
solo : resto de folha 96
solo: esterco bovino 97
solo: vermiculita 95
Alium cepa Solo : areia F. mosseae 20 esp./g Abdullahi; Lihan;
(2:1) Funneliformis geosporum (= G. geosporum) 21 Edward (2014)™
C. etunicatum 17
Cymbopogon citratus F. mosseae 26
F. geosporum 23

C. etunicatum

20
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Mimosa invisa Mart. Solo : areia

(1:1)

Solo : areia : vermiculita
(0,5:0,5:1)

Solo : areia : Granulos de
tijolo
(0,5:0,5:1)

Solo : areia : carvao da
casca de arroz

(0,5:0,5:1)

Solo : areia

(1:1)

Sorghum bicolor

Solo : areia : vermiculita
(0,5:0,5:1)

C.
C.
F.

)

)

etunicatum NNT10
etunicatum PBT03

mosseae

. etunicatum NNT10
. etunicatum PBT03

. mosseae

. etunicatum NNT10
. etunicatum PBTO03

. mosseae

. etunicatum NNT10
. etunicatum PBTO03

. mosseae

. etunicatum NNT10
. etunicatum PBT03

. mosseae

. etunicatum NNT10
. etunicatum PBTO03

. mosseae

5 esp./100cm3
103
42

560
657
432

352
254
379

1217
2870
713

7158
4871
2533

Chaiyasen et al.
(2016) *




25

Zea mays L. var. saccharata

Solo : areia : Granulos de
tijolo
(0,5:0,5:1)

Solo : areia : carvao da
casca de arroz

Solo : areia

(1:1)

Solo : areia : vermiculita
(0,5:0,5:1)

Solo : areia : Granulos de
tijolo
(0,5:0,5:1)

Solo : areia : carvao da
casca de arroz

(0,5:0,5:1)

C.
C.
F.

etunicatum NNT10
etunicatum PBT03

mosseae

. etunicatum NNT10
. etunicatum PBT03

. mosseae

. etunicatum NNT10
. etunicatum PBTO03

. mosseae

. etunicatum NNT10
. etunicatum PBTO03

. mosseae

. etunicatum NNT10
. etunicatum PBT03

. mosseae

. etunicatum NNT10
C.
F.

etunicatum PBT03

mosseae

5529
6287
2606

199
2450
392

1898
2136
1081

4242
9050
3000

3826
4337
3105

3885
6614
1105

Legenda: Inoculados apdés *85 a 90 dias; **3 meses; ***4meses.
Fonte: BARBOSA, MXS (2023).



26

2.1.1.1 Relagao entre acidos graxos e produgéo de esporos de FMA

Por serem biotroficos obrigatorios, os FMA necessitam da associagao
simbidtica com as plantas, de forma que obtenham carbono organico para seu
desenvolvimento. Duas das principais fontes de carbono s&o os carboidratos e os
lipidios, que séo transportados para vesiculas, células auxiliares e esporos (JIANG et
al., 2017). Embora a produgao de esporos e crescimento de hifas de Rhizophagus
irregularis (Btaszk., Wubet, Renker & Buscot) C. Walker & A. Schuldler tenha sido
constatada na auséncia de planta, a utilizagao de cepas de Paenibacillus validus pode
ter liberado substancias que sinalizam e/ou convertem compostos consumidos pelo
fungo (HILDEBRANDT et al., 2006). Os autores atribuiram a rafinose, um
trissacarideo, um possivel papel em influenciar o crescimento de R. irregularis, porém,
apenas as hifas foram influenciadas visto que nao foi possivel obter esporos ao avaliar
a rafinose isolada, indicando que outras substancias de P. validus devem ser
excretadas e possam ter influéncia sobre os FMA. Anteriormente acreditava-se que
os FMA sintetizavam seus lipidios a partir de agucares provindos das plantas
hospedeiras (PFEFFER et al., 1999).

Os avancos trazidos pela descoberta de que os FMA dependem de lipidios
provindos das plantas simbiontes (JIANG et al., 2017; LUGINBUEHL et al., 2017)
aumentaram as perspectivas de producédo de propagulos de forma assimbidtica. A
analise genOGmica sugeriu que os FMA seriam auxotroficos para acidos graxos
(LUGINBUEHL et al., 2017) e alguns estudos reforcavam que estes fungos seriam
dependentes da planta para obter acidos graxos de cadeia longa (TISSERANT et al.,
2013). No entanto, ainda ndo era conhecida a via metabdlica do fornecimento dessa
fracdo de acido graxo para os FMA, devido a dificuldade em observar este fluxo. A
importancia dos acidos graxos € que estes estdo envolvidos na biologia celular e
molecular dos FMA (SUGIURA et al., 2020). Neste sentido, alguns estudos
demonstram a possibilidade de produg¢ao de FMA na auséncia do hospedeiro com a

suplementacao de lipidio exégeno (KAMEOKA et al., 2019).

A partir do cultivo de P. validus foi possivel identificar o acido graxo C15
ramificado anteiso-metil saturado [(S)-anteiso-C15:0], como um acido graxo celular
principal no género Paenibacillus, que provavelmente atuou no desenvolvimento de

duas espécies do género Rhizophagus (= Rhizoglomus) (KAMEOKA et al., 2019).
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Nesse mesmo estudo, os autores testaram outros acidos graxos de cadeia ramificada
bacteriana e acidos graxos derivados de plantas na indugéo da ramificagcdo hifalica e
producdo de FMA, na qual, os acidos graxos de cadeia monoinsaturada C16, acido
palmitoleico e acido palmitvacénico, induzem a formag&o de hifas e esporos de
algumas espécies de FMA, o que sugere que o desenvolvimento do FMA (resposta

do fungo) no estagio assimbiético pode variar dependendo dos compostos envolvidos.

O estudo conduzido por Sugiura et al. (2020), utilizando meio contendo acidos
graxos [oito acidos graxos saturados ou insaturados (C12 a C18) e dois [-
monoacilgliceréis] em condi¢des assimbidticas, demonstrou que o uso de miristato de
potassio (Myr-K) aumentava a biomassa de R. irregularis € R. clarum, com formagao
de hifas e esporos viaveis com diametro menor do que os produzidos simbioticamente;
os acidos (acido palmitato; acido palmitoleico; acido laurico) também influenciaram no
vigor/alongamento das hifas e diferenciacdo de esporos, mas ndo no aumento da
biomassa (R. irregularis). Vale ressaltar, que os autores estudaram a resposta dos
géneros Rhizophagus e Gigaspora em relagdo ao acido miristato, obtendo
comportamentos diferentes nos FMA.

Portanto, os autores destacam a necessidade de obter mais informacdes sobre
0 uso de acidos graxos na multiplicagdo de esporos, ja que os esporos gerados dessa
maneira sdo menores do que os produzidos simbioticamente, e tendem a apresentar
baixas taxas de germinagao e infectividade, o que aumenta a incerteza em relagéo ao
desempenho (SUGIURA et al., 2020).

Recentemente, Tanaka et al. (2022) estudando o efeito de fitohorménios,
acidos graxos e nutrientes no desenvolvimento de FMA, analisaram quatro acidos
graxos [miristato de potassio (C14:0-K), palmitoleato de potassio (C16:1A9Z-K),
palmitato de potassio (C16:0-K) e acido 2-hidroxitetradecandico (20H -TDA)],
utilizando a concentragdo de 500 uM fornecido ao meio de cultivo para o
desenvolvimento de Rhizophagus clarus. Estes autores constataram que apenas o
miristato de potassio ativou o crescimento de hifas de R. clarum, porém o0s esporos
produzidos tinham baixa taxa de germinagao e, por consequéncia, pouca formagao
de esporos. A adicao de peptona e/ou estrigolactona ao meio, com ou sem metil
jasmonato e/ou &acido jasménico (fitohorménios), promoveram incremento na

esporulacdo de FMA (massa e tamanho). A viabilidade da inoculagdo desses esporos
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foi verificada em teste com cebola, indicando influéncia no desenvolvimento da planta.
Porém, é necessario utilizar uma quantidade maior de esporos assimbioticos para
refletir a mesma modificagdo dos esporos advindos de maneira simbidtica (TANAKA
et al., 2022).

2.1.2 Deteccgao e quantificagcao de FMA

A presenca dos FMA no ecossistema esta ligada a formagéo e sobrevivéncia
dos propagulos, como as hifas, glomerosporos e fragmentos de raizes colonizadas.
As hifas sao estruturas mais rapidas na colonizacdo do sistema radicular do que os
glomerosporos, porém, nao € indicada como fonte de inéculo, pois tendem a ter uma
rapida perda na viabilidade (COELHO, 2012). Sua estimativa normalmente é
verificada através do método de colonizacdo radicular, que inicialmente envolve a
coloracgao das estruturas fungicas nas raizes, tratando-as com KOH e em seguida com
azul de trypan ou tinta comum. A avaliagdo pode ser realizada por dois métodos: a
intersecéo de linhas de grade (GIOVANNETTI; MOSSE, 1980) e interse¢do ampliada
(MCGONIGLE et al., 1990).

Segundo Bodenhausen et al. (2021) ambos os métodos realizam a contagem
de 100 interseg¢des, no primeiro, as raizes sdo observadas em placa de Petri com
linhas de grade usando um microscépio de dissecacao simples. O segundo método
utiliza pequenos fragmentos de raizes dispostos em laminas de microscopia,
examinados com um microscopio Optico, sua diferenga em relagdo ao anterior é a
possibilidade de identificar estruturas adicionais, como os arbusculos. Uma grande
desvantagem dessa analise é a identificagéo, pois ambos os métodos ndo conseguem
distinguir entre os diferentes taxons de FMA, influenciando na caracterizacdo da
comunidade de FMA (VORISKOVA et al., 2017).

Os glomerosporos sao estruturas de resisténcia e normalmente sao utilizados
para quantificacdo e avaliagdo de eficacia (COELHO, 2012). Na contagem dos
glomerosporos, é realizada inicialmente a decantagdo e peneiramento umido
(GERDEMANN; NICOLSON, 1963), seguido de centrifugacdo em agua e sacarose
(JENKINS, 1964) e a contagem em placas canaletadas e microscépio simples.
Entretanto, nem sempre as espécies estdo na forma esporulante, levando a

subestimativas na quantificacdo e conhecimento dos FMA.
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As formas de quantificacado relatadas anteriormente dependem do avaliador
(BODENHAUSEN et al., 2021). Nas ultimas décadas percebe-se o avango das
técnicas moleculares desenvolvidas para a quantificacdo dos FMA, que é menos
dependente do avaliador (CORONA RAMIREZ et al., 2023). Uma das técnicas mais
utilizadas para a identificacdo molecular de FMA é a reagdao em cadeia da polimerase
(PCR) (CORONA RAMIREZ et al., 2023), que é capaz de amplificar de maneira
exponencial sequéncias especificas de DNA mesmo em amostras complexas. Essa
técnica, desenvolvida por Kary Mullis em 1983 (MULLIS et al., 1986), realiza ciclos
sucessivos de desnaturagcdo e renaturagdo na amostra de interesse, gerando a
replicacdo de milhdes de cdpias de um segmento especifico de DNA em algumas
horas, e o fragmento de interesse a ser amplificado € delimitado por pares de primers
(LANFRANCO et al., 1998; DORADO et al., 2019). De modo geral, as sequéncias
utilizadas para caracterizacdo de espécies de FMA sao relacionadas a genes
ribossomais (18S, 5.8 e 28S) (WHITE et al., 1990; MILLNER et al., 1998), mas com
os avangos das técnicas de sequenciamento, novas sequéncias tém sido
disponibilizadas em bancos de dados publicos, permitindo o desenvolvimento de
conjuntos de primers mais elaborados e especificos para aplicagdo em reagdes de

PCR convencional e PCR quantitativa em tempo real (QPCR).

Na PCR convencional, a visualizacdo do produto amplificado ocorre por meio
de eletroforese em gel de agarose ou acrilamida (BUSTIN et al., 2009). Por sua vez,
na gqPCR, considerada a segunda geragdo da metodologia de PCR, é possivel
verificar o produto de amplificagdo a medida em que a reagao esta ocorrendo, sem a
necessidade de pds-processamento em eletroforese (KOKKINOS et al., 2014). Com
isso, a qPCR é capaz de fornecer resultados mais rapidos, além de apresentar outras
vantagens em comparagdo a PCR convencional, a exemplo da utilizagdo de
quantidades minimas de DNA devido a sua capacidade de detectar e mensurar a

amplificagdo com elevada sensibilidade e precisao (SMITH; OSBORN, 2009).

A técnica de gPCR baseia-se na utilizacdo de agentes fluorescentes
intercalantes de DNA (ou sondas) adicionados ao mix de reagao, que sao excitados e
detectados em um determinado comprimento de luz, e o sinal luminoso obtido é
transformado em valores numéricos (MORGANTE; BLAWID, 2016). A deteccéo do
sinal é diretamente proporcional a quantidade de DNA presente na amostra analisada
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(DORAK, 2006). No entanto, o sucesso da qPCR depende da qualidade da amostra
a ser analisada, e com isso, € necessario que o método utilizado para a extragcao de
DNA possibilite realizar etapas de lise e purificagdo eficientes, evitando
contaminagdes com inibidores de PCR e permitindo o isolamento adequado do DNA
de interesse (JANOUSKOVA; CAKLOVA, 2020). Além disso, a selecdo ou desenho
de primers para grupos ou espécies especificas € uma etapa extremamente
importante para garantir a detec¢cado e/ou quantificagdo apropriada das amostras de
DNA avaliadas (THONAR et al., 2012; VAN GEEL et al., 2014). Os primers sao
segmentos de DNA empregados na identificagao de regides especificas do DNA alvo
(SIENA, 2018). No entanto, ainda sdo necessarias pesquisas adicionais para
investigar a diversidade e estrutura das comunidades de FMA, utilizando primers
capazes de amplificar os FMA presentes nas amostras, uma vez que existem poucos
primers especificos desenvolvidos considerando a quantidade de espécies no grupo
(THONAR et al., 2012).

VofiSkova et al. (2017) relataram o potencial da qPCR para examinar as
alteracdes na dinamica populacional dos FMA em diversos sistemas de cultivo, como
também, ressaltaram a importancia da escolha de um marcador para quantificar com
precisao e obter uma interpretagao correta dos dados de FMA. Thonar et al. (2012)
utilizaram a técnica de gPCR para quantificar a presenca e a diversidade dos FMA em
solos da agricultura, revelando que os marcadores de qPCR desenvolvidos foram
especificos e suficientes para quantificar diferentes taxons de FMA, fornecendo
informagdes valiosas sobre a abundancia e diversidade desses organismos no
ecossistema. Os resultados destacam a importancia de mais estudos sobre a gPCR
como uma abordagem promissora voltada a aprimorar a compreensao dos FMA em

ecossistemas.
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FIGURA 2. Componentes e etapas envolvidas durante a qPCR.
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Legenda: A- Preparo das reagbes e analise de resultado por gPCR. B- Etapas da qPCR.
Fonte: A- BARBOSA, MXS (2024); B- Adaptado de OISTHE; JONES; MAZA (2022).

2.1.3 FMA no desenvolvimento vegetal: énfase em tomateiro

O tomate (Lycopersicon esculentum L.) é considerado uma planta modelo para
estudar os efeitos positivos que a micorrizagdo pode proporcionar a planta
(crescimento e produgao), principalmente sob estresse (PASKOVIC et al., 2021).

O tomateiro aumentou a concentracdo de N e P, quando micorrizadas por
Rhizoglomus intraradices, além de obter aumento significativo na matéria seca,
numero de flores e frutos, mesmo sob condigdo de maior intensidade de seca
(SUBRAMANIAN; SANTHANAKRISHNAN; BALASUBRAMANIAN, 2006). A simbiose
do FMA também foi relatada por melhorar o desempenho das plantas sob outros
estresses abioticos. Por exemplo, Duc; Csintalan; Posta (2018) demonstraram que a
inoculagdo com espécies de FMA (Septoglomus deserticola e Septoglomus
constrictum) em tomateiro sob estresse térmico e hidrico, tendem a melhorar a

protecao da planta, devido a eficiéncia de eliminadores do ROS (espécies reativas de
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oxigénio), ou seja, catalase, peroxidase; superdéxido dismutase, além da, sua

condutancia estomatica e maior producao de biomassa.

Diversos estudos demonstraram que os FMA podem proporcionar a producao
de frutos de boa qualidade, com o aumento dos metabdlitos secundarios, valor
nutricional, funcional (BONA et al. 2017) e compostos volateis em comparagéo ao
controle (HART et al., 2015).

Utilizando o inéculo de Rhizophagus irregularis e o horménio Giberelina (GA3)
para otimizar a producao do tomateiro comercial, foi observado aumento da area foliar,
tanto para os tratamentos com FMA aplicado de forma isolada ou em conjunto, além
de maior concentragdo de giberelina e de citocininas nas folhas do tomateiro
(KHALLOUFI et al., 2017).

A inoculagdo com FMA em duas variedades de tomates cereja (raga Giagiu —
amarelo e Lucariello — vermelho) proporcionou diferenga significativa em comparagéao
as plantas nao inoculadas, com aumento no numero de frutos por planta, teor de
nutrientes, como Ca, Mg, Na, Cu e Zn e nas carateristicas dos frutos (solidos soluveis
de frutas, matéria seca, sacarose, amido, atividade antioxidante e compostos
bioativos), sugerindo que a inoculagdgo com FMA tenha induzido modificagbes

fenoldgicas, fisioldégicas e metabdlicas positivas (CARILLO et al., 2020).

Em experimento conduzido no campo foi constatado que os FMA
proporcionaram diferengas significativas nos parametros morfolégicos do tomate
(numero de inflorescéncias por ramo, numero de frutos, didmetro do colo da planta e
do fruto) em comparagao as plantas ndo inoculadas (BONA et al., 2017). Desta forma,
€ possivel observar que a aplicagdo de FMA tem sido empregada como uma
estratégia para mitigar os impactos adversos na produtividade, especialmente em
areas afetadas por fatores abidticos que tém impacto significativo no desenvolvimento
das plantas, incluindo suas caracteristicas morfologicas, fisioldgicas e metabdlicas, e,

por conseguinte, na produgao agricola.

2.2 PRODUCAO DO TOMATE

Lycopersicon esculentum (tomate) originou-se entre o Peru, Equador e Bolivia,

porém sua ampla domesticacdo ocorreu no México, por “tomatl”’, caracterizado como
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um fruto pequeno, com coloracdo amarelada e desenvolvimento espontaneo.
Entretanto, devido a semelhanga com Mandragora officinarum L., uma solanacea
venenosa, os consumos foram evitados por longo tempo. Em meados de 1692, o
tomate passou a ser preparado em molhos pelo chef da corte espanhola Anténio
Latine, tornando um dos alimentos mais utilizado pela culinaria mundial, tanto pelo
consumo in natura (tomate fresco) ou processado (produtos a base de tomate)
(BARBARA, 2005), com grande valor econdmico e social. No Brasil, o cultivo do
tomate (industrial ou rasteiro), so6 teve inicio no século XIX (JUNIOR, 2012).

Segundo Levantamento Sistematico da Produgao Agricola (LSPA) de janeiro
de 2021, elaborado pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE, a
produ¢cdo nacional de tomate foi estimada em 4,0 milhdes de toneladas, em
aproximadamente 56.874 hectares. O Nordeste atingiu 17,9 mil hectares de area
plantada, destacando-se os estados da Bahia (9,4 mil), Ceara (4,5 mil) e Pernambuco

(1,9 mil) como os maiores produtores (IBGE, 2021).

Entretanto, devido os danos causados por artrépodes ou fitopatégenos, os
produtores de tomate tém um grande desafio econdmico para enfrentar, independente
da forma de seu cultivo (estufa ou campo). Desde o momento da germinagéo das
sementes até a colheita do fruto, o tomate esta sob ameacga de diversas pragas
(insetos e acaros) e doengas, causadas por fungos, bactérias e nematoides,
necessitando de protecdo fitossanitaria (WAKIL; BRUST; PERRING, 2018). Desta
forma, é uma das culturas que necessita de intervengdes e regulamentagdes, para
elevar a produgcao em decorréncia da sua demanda e problematicas no campo, como
a elevada quantidade de fungicidas, inseticidas e outros insumos para o controle de
pragas (BUENO et al., 2012).

O uso de tecnologias é uma necessidade para promover a expanséo e cultivo
do tomateiro. Uma das tecnologias que vem sendo bastante utilizada é o sistema de
cultivo protegido, que proporciona maior estabilidade e desenvolvimento da produgao,
considerando que a cultura demanda muito tratos culturais (JUNIOR, 2012; DA SILVA
et al., 2020). Aléem disso, o desenvolvimento de cultivares melhoradas é uma
alternativa para reduzir a agao dos fitopatdégenos; segundo Gerszberg et al. (2015),
existem mais de 5.000 variedades diferentes de tomates. As cultivares de tomate tipo

caqui, santa cruz, salada, italiano e minitomate destacam-se entre as mais
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consumidas, devido a ampla aceitacdo e precos acessiveis (ALVARENGA et al.,
2013). Dentro do grupo de minitomates encontra-se os tomates cerejas, promovidos,
muitas vezes, como produtos gourmet devido ao sabor diferenciado em relagao aos
tomates do tipo salada (CAMPAGNOL et al., 2017).

FIGURA 3. Principais grupos (segmentos de mercado) de tomateiro.

SANTA CRUZ CAQUI SALADA

SALADETE/ITALIANO MINITOMATE

FONTE: Adaptado de Campagnol et al. (2017).

2.2.1 Tomate-cereja

O tomate-cereja (Lycopersicon esculentum var. cerasiforme) € uma das
variedades comumente utilizada na alimentagao no Brasil (DE AZEVEDO; ABBOUD;
DO CARMO, 2010) e atrai, principalmente, clientes que procuram um produto
exclusivo e consumidores em busca de uma experiéncia diferenciada, caracterizado
pelo seu tamanho diminuto e sabor adocicado, utilizado em saladas, enfeites de pratos
sofisticados ou mesmo puro (XIAOYING et al., 2011).

Lycopersicon esculentum € uma planta dicotiledénea, que faz parte da familia
Solanaceae, caracterizada por possui folhas alternadas e compostas por numero
impar de foliolos, com borda serrilhada (comprimento de 11 a 32 cm). As flores sédo
hermafroditas, com reprodugao autégama e coloragédo amarelada (MACHADO, 2016).
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O diametro do fruto varia entre 18 e 29 mm e seu formato depende da cultivar podendo
ser oblongo ou redondo (GONCALVES et al., 2018; KUBO, 2022). Normalmente séo
encontrados nos mercados, principalmente nos grandes centros, esses produtos
apresentam precgos bastante atrativos aos produtores que se localizam préximos aos
pontos de comercializagao (JUNIOR, 2012). Sua coloragao pode variar entre laranja,
amarela ou vermelha; frutos pequenos e biloculares, além de serem ricos em
vitaminas e agucares (EMBRAPA, 2022). O Brix do tomate cereja varia de 9 a 12° em
comparagao ao tomate normal que é 4 a 6° (GONCALVES et al., 2018).

Os frutos de tomate-cereja podem ser classificados de acordo com o estagio
de maturagéao (cor), iniciando do verde (estagio 1), seguindo para o rosado (estagio
2), vermelho (estagio 3) e vermelho maduro (Estagio 4) (MONTEIRO et al., 2018).
Segundo Gongalves et al. (2018), embora a produtividade do tomate cereja seja baixa
(40 a 60 t.ha™') quando comparado ao tomate cultivado em grande escala (120 a 140
tha'), seu cultivo vem se ampliando devido ao elevado prego final de

comercializacio, superando em mais de 10 vezes o tomate tradicional.

2.3 CULTIVO INDOOR

A agricultura convencional vem enfrentando diversos desafios, entre esses a
necessidade de aumento da produtividade, com consequente demanda por expansao
territorial, desafios fitossanitarios, praticas inadequadas de manejo continuo, variagao
climatica, administracdo inadequada dos recursos hidricos e uso exacerbado de
produtos quimicos (MAJID et al., 2021). Esses desafios destacam a necessidade de
abordagens para enfrentar esses problemas, como adotar sistemas de cultivos que
permitam maior controle dos fatores bio6ticos e abidticos, e que proporcione o aumento

da produtividade, sem expansao de area para cultivo.

O cultivo indoor € uma técnica que busca otimizar a producdo de diversas
culturas, pois possibilita monitorar variaveis climaticas com redes de sensores,
espectro e intensidade da irradiagao de luz (NEO et al., 2022). Além disso, por ser um
cultivo protegido proporciona o cultivo em vasos, substratos e outros métodos que
incrementam a produgao vegetal, pois normalmente sao isentos de fitopatdégenos de
solo e ricos em condigdes favoraveis ao desenvolvimento da cultura, proporcionando

producao durante qualquer época do ano (REDDY et al., 2016).
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Um avancgo caracteristico para esse cultivo sdo os dispositivos LED (diodo
emissor de luz), que permitem a produgao de luz intensa e de longa duragéo, a
emissao de luz nos comprimentos de onda 400-500 nm e 600-700 nm, luz azul e
vermelha, respectivamente, s&o correspondentes aos valores proximos aos picos de
absorcao dos processos fotoquimicos de uma planta. Essas faixas de comprimentos
de onda estimulam a germinagdo, o crescimento vegetativo, desenvolvimento e
floragdo de plantas por meio de seus pigmentos fotossensiveis (GONZALIAS; LASSO,
2016). Mesmo com elevado custo na implantagédo, acredita-se que seu uso sera

empregado para diversas culturas na agricultura (FUKUDA et al., 2013).

2.3.1 O efeito do comprimento de onda na planta

A qualidade da luz afeta diretamente o metabolismo secundario, a pigmentagao
e o0s compostos aromaticos das plantas, sendo grande parte dos estudos
concentrados nos efeitos dos espectros azul e vermelho (SMITH, 1982). Noguchi;
Amaki (2016) constataram que em horteld mexicana [Plectranthus amboinicus (Lour.)
Spreng.] a luz azul proporcionou maior dominancia apical, com folhas mais compactas

e grossas, enquanto a luz vermelha afetava diretamente o alongamento dos brotos.

A utilizagado das LED no cultivo de plantas € de grande interesse, principalmente
por proporcionar desenvolvimento positivo e contribuir para o aumento da
produtividade (MASSA et al., 2008). Varios estudos demonstraram que uma
quantidade controlada de luz melhora a qualidade pdés-colheita e a vida util das
culturas, induzindo a produgdo de nutrientes e compostos bioativos (HASAN et al.,
2017).

Sabe-se que as mudancas relacionadas a luminosidade nas plantas acontecem
por meio de fotorreceptores, como por exemplo, os fitocromos e criptocromos
(MUNEER et al., 2014). Esses receptores geram respostas fisiolégicas especificas a
depender do espectro utilizado no ambiente. A luz azul esta envolvida em diversos
processos fisioldgicos, como o fototropismo, abertura de estdbmatos, aumento da
respiragdo, estimula a sintese de clorofila e carotendides, morfogéneses (TAIZ et al.,
2017; KONG; NEMALI, 2021). A luz vermelha, por sua vez, tem influéncia limitada em
alguns processos fisioldgicos por ter espectro muito préximo do maximo da

absorbancia (MUNEER et al., 2014). Normalmente, a luz vermelha € absorvida em
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dois espectros, vermelho e vermelho-distante, que podem estimular ou inibir a
germinagao de sementes, o crescimento, desestiolamento, primérdio foliar, replicagéo

de plastidios; alongamento do entrend e outros (TAIZ et al., 2017).

lzzo et al. (2021) avaliando duas cultivares de alface sob diferentes tipos de
luzes, perceberam a luz vermelha e azul em combinacdo houve um aumento da taxa
fotossintética e abundancia de cloroplastos na folha, mas o aumento da proporgao de
luz azul tende a diminuigdo do crescimento. E para as luzes isoladas, ambas tiveram

maior area, espessura foliar, numero de estdmatos e clorofila.

Avaliando diferentes intensidades da combinacao de luz vermelha e azul em
Solanum lycopersicum, Fan et al. (2013), perceberam que o tratamento com 300
umol.m “2.s = possuiram maior biomassa, indice de salde, maior comprimento nos

parénquimas, caracteristicas estomaticas.

Em experimento testando varios tipos de LEDs para melhorar o processo de
enxertia no tomate (Solanum lycopersicum L. var. Gangmu), foi constatado que as
mudas mantidas sob LED (vermelha 70% + azul 30%) tiveram aumento significativo
da area foliar, peso seco (total, parte aérea e raiz), relagéo clorofila total/carotendides,
proteina soluvel, teor de agucar, melhorando a qualidade das mudas e aumentando o
sucesso da enxertia em relagdo aos outros tratamentos (luz vermelha; azul; e
fluorescente) (YOUSEF et al., 2021).

Mudas de tomate (S. lycopersicum) foram cultivadas sob 4 tipos de luz
(vermelha; azul; vermelha/azul; e branca), e os pardmetros morfoldgicos, biomassa e
rendimento do fotossistema II, foram semelhantes na luz vermelha/azul e branca,
porém, outros parametros fisioldgicos (clorofila a;b, carotendides) foram mais

representativos na luz vermelha/azul (1ZZ0O et al., 2020).

2.3.2 Influéncia dos espectros de luz sobre os FMA e plantas associadas

A intensidade da luz tem efeito diverso na colonizacdo micorrizica e trabalhos
indicam tanto aumento quanto reducdo em funcdo da planta simbionte. Smith;
Gianinazzi-Pearson (1990) avaliaram o efeito de diferentes irradiagbes de fétons em
plantas de cebola (Allium cepa L.) inoculadas (Glomus mosseae= Funneliformis

mosseae) ou ndo, na absorgao de fosfato e perceberam que houve maior colonizagéao
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micorrizica em niveis baixos de fosfato e na maior irradiacdo, indicando que a

irradiacao influenciou em todos os tratamentos.

Em arvores tropicais (Flindersia brayleana, Acmena resa, Cryptocarya
mackinnoniana e Cryptocarya angulata) com dois regimes de luz, a colonizag&o
micorrizica foi influenciada pela intensidade de luz, espécie de planta e micorrizica
(GEHRING, 2003). Outro trabalho avaliou a colonizagdo micorrizica do Glomus
intraradices e G. versiforme em duas variedades de tomate (selvagem e mutante), em
que os resultados indicaram que a intensidade da luz teve um impacto significativo na
colonizagao da raiz, especialmente no tomate selvagem, pois a baixa intensidade
luminosa diminuiu cerca de 50% a colonizagdo nas plantas inoculadas com G.
versiforme e mais de 80% nas plantas inoculadas com G. intraradices (MARSCHNER;
TIMONEN, 2005).

Os espectros de luz podem alterar a interacdo fungo-planta e os efeitos
benéficos proporcionados pela interacdo. Por exemplo, alta intensidade de luz em
plantas micorrizadas (F. mosseae) permite variagbes na taxa fotossintética
dependendo do dia e, por consequéncia, maior eficiéncia no ganho de C, fato que
pode estar relacionado a modificagao na composic¢ao foliar e/ou umidade interna da
folha (BITTERLICH; FRANKEN; GRAEFE, 2019).

Pozo de La Hoz et al. (2021) testaram o efeito de cinco intensidades de luz
sobre plantas de alface (Lactuca sativa L. cv. “A foglia di quercia”) micorrizadas por
Rhizoglomus irregulare e nao micorrizada. Os autores constataram que o
estabelecimento da associagao micorrizica foi influenciado pelo espectro de luz, ou
seja, houve aumento na colonizagdo micorrizica e estruturas de FMA (arbusculos,
hifas e vesiculas), em que quanto maior era a intensidade de luz maior os parametros
micorrizicos. A colonizag&o variou de 21 a 40%, da intensidade baixa a alta. O que
levou maior aporte nutricional, crescimento e resisténcia ao patégeno Botrytis cinérea

Pers.

Hristozkova et al. (2017) investigaram o efeito de espectros de luz branca e
combinagdes de LED (vermelho/azul e vermelho/verde) na qualidade de S.
lycopersicum L. com e sem presenga de FMA (C. claroideum). Eles observaram que
a exposigao de luz branca melhorou a fertilidade do solo (atividade de fosfatase e

urease) quando os FMA estavam presentes. A combinacdo LED vermelha/azul
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promoveu a producao da matéria fresca da parte aérea das plantas e parametros de
troca gasosa; e a vermelha/verde aumentou a matéria do sistema radicular, atividade

da urease do solo e o teor de nitrogénio nas folhas dos tomates.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 EXPERIMENTO 1 — ESPORULACAO DE FMA EM ASSOCIACAO COM
ESPECIES VEGETAIS DISTINTAS E SUA RELACAO COM QUANTIFICACAO POR
gPCR

Para producao de in6culo de FMA um experimento foi realizado em casa de
vegetacdo na Universidade Federal do Vale do S&o Francisco (Univasf) Campus
Ciéncias Agrarias, localizado nas coordenadas 9°19'43"S e 40°33'9"W, no municipio
de Petrolina - PE, no periodo de dezembro 2021 a margo de 2022, sob as seguintes
condigdes: temperatura média de 29,1 °C (18,7°C a 37,7 °C), umidade relativa média
de 64% (21,6% a 92,3%).

3.1.1 Delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema
fatorial, com quatro espécies de FMA (Acaulospora longula, Entrophospora etunicata,
Gigaspora albida e Rhizoglomus clarum) e trés espécies vegetais (Sorghum bicolor,
Urochloa brizantha e Moringa oleifera), em cinco repetigdes, totalizando 60 parcelas

experimentais.

As plantas utilizadas caracterizam-se por possuir perfil de acidos graxos
distintos (Apéndice - Tabela 1), segundo dados obtidos na literatura.

3.1.2 Preparo do substrato, obtencao de plantas e de FMA

O solo foi autoclavado a 121 °C por dois ciclos de uma hora e a desinfestagao
da areia foi feita com lavagem sucessiva em agua e manutencdo por 24h em
hipoclorito de sodio a 0,05%, apds este periodo a areia foi lavada em agua corrente
trés vezes e levadas a estufa de circulagao forcada e expostas a temperatura de 105

°C por 48 horas.

Sementes das espécies estudadas foram desinfestadas em solugcdo de
hipoclorito de sédio a 0,05% (v/v) por 5 minutos, lavadas em agua corrente e alocada

em vasos contendo o substrato a base de solo e areia (3:1 v/v) para germinagéo.
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Foram utilizadas 30 sementes por vaso para Sorghum bicolor e Urochloa brizantha, e

Moringa oleifera, nos respectivos tratamentos.

Foram utilizadas quatro espécies de FMA: Acaulospora longula (acesso Univasf
55), Entrophospora etunicata (acesso Univasf 72), Gigaspora albida (acesso Univasf
32) e Rhizoglomus clarum (acesso Univasf 55) disponiveis no banco de inéculo do
Laboratdrio de Microbiologia da Univasf, Campus Ciéncias Agrarias. Para montagem
do experimento foram inoculados 50 glomerosporos, a partir de uma suspenséao. Para
obtencdo da suspensao de glomerosporos, o solo-indculo de cada espécie de FMA
foi separado, procedendo-se com a extragao por peneiramento umido (GERDEMANN;
NICOLSON, 1963); seguido de centrifugacdo em agua e sacarose 40%, por 3 e 1
minuto, respectivamente, a 2.500 rpm (JENKINS, 1964 com modificagdes); apds
extracdo dos glomerosporos, procedeu-se com a selegdo e contagem de
glomerosporos de cada espécie de FMA com o auxilio de placas canaletadas e de um
estereomicroscopio (40X). Os glomerosporos selecionados foram transferidos para
um papel filtro em placas de Petri e levados aos vasos para inoculagdo. Para
inoculagdo, um pequeno orificio foi feito ao lado da planta, de forma a permitir a

transferéncia dos glomerosporos com auxilio de uma pisseta com agua destilada.

As plantas foram regadas com solugdo nutritiva e mantidas sob condi¢ées

ideais de umidade, capacidade de campo de 70%, para evitar estresse hidrico.

3.1.3 Parametros avaliados
Quantificagdo da colonizagdo micorrizica

Ap0ds quatro meses em casa de vegetacgao, 0,5 g das raizes finas foram lavadas
e armazenadas em alcool etilico 50% até o processamento. Para o processamento,
as raizes foram clarificadas e coradas utilizando a metodologia proposta por Dalpé;
Séguin (2013). As raizes foram clareadas com KOH (2,5%) por 20s no micro-ondas,
lavadas em agua corrente e mais uma etapa de clareamento foi necessario, utilizando
solugao de KOH 10% e H202 10% (1:1 v/v) por no maximo 1h. Apds o clareamento,
as raizes foram acidificadas com acido acético 5% por 5 minutos; transferidas para
solugao de Azul de Trypan 0,05% e levadas ao micro-ondas por 20s, sendo depois

armazenadas em glicerina 50% até analise. A avaliagao da colonizagao micorrizica foi
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realizada pelo método de intersegédo dos quadrantes (GIOVANNETTI; MOSSE, 1980),

para determinar o percentual de colonizacdo micorrizica.

Abundancia de glomerosporos

Para quantificagdo dos glomerosporos, inicialmente fez-se a extragao seguindo
as metodologias propostas por Gerdemann; Nicolson (1963) e Jenkins (1964),
descritas previamente. Apos a extragdo dos glomerosporos, procedeu-se com a
contagem com o auxilio de placas canaletadas e de um estereomicroscopio (40X).

Matéria fresca e seca da parte aérea e radicular

Para quantificagdo da matéria fresca da parte aérea e radicular, utilizou-se uma
tesoura de poda para o corte rente ao solo, coletando assim a parte aérea, que foi
acondicionada em sacos de papel. Em seguida foi realizada a quebra dos torrées do
solo para retirar as raizes, que foram armazenadas em sacos, ambas as partes
vegetativas foram levadas ao laboratorio de Microbiologia do CCA-Univasf. As
amostras da parte aérea foram transferidas para um coletor e pesado em balanca
semianalitica. As amostras de raizes, primeiramente, foram lavadas em agua corrente
para tirar o excesso de solo aderido. Apds a lavagem, as raizes foram colocadas sobre
papel toalha para tirar o excesso de agua da superficie, em seguida as amostras foram
pesadas em balanga semianalitica. Apos este procedimento, 0,5 g de raiz foram
separadas para processamento e analise de colonizagdo micorrizica. As amostras de
raiz restantes foram transferidas para estufa de circulagao forcada de ar a 45 °C por
72 h, pesadas em balanga semianalitica até atingirem peso constante. As analises de
biomassa seca e lipidios totais foram realizadas no Laboratério de Quimica Geral do
Campus Sede-Univasf.

Lipidios totais

Em tubo de ensaio foram adicionadas 3 g de amostras secas e processadas
em moinho de facas tipo Willye R-TE-650/1, peneiradas tamiz malha MESH 10, para

0 processo de extragao dos lipidios, seguindo a metodologia a frio (BLIGH; DYER,
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1959). Em seguida, foram adicionados 10 ml de cloroférmio, 10 ml de metanol e 8 ml
de agua destilada, seguido da agitacdo manual por 30 min. Apés este periodo, foram
adicionados 10 ml de cloroférmio e 10 ml de solugao de sulfato de sodio 1,5% e mais
2 min de agitagdo. Posteriormente, os tubos foram mantidos em repouso para
separagao das camadas, descartando-se a camada superior e filtrando-se a inferior
(cloroférmio + lipidios extraidos), sendo coletados no Becker coletor. Do filtrado, uma
aliquota de 5 ml, com pipeta volumétrica, foi transferida para Béquer amostral
previamente tarado. Apds repouso para evaporacao total do cloroformio, o Bécker
amostral foi novamente pesado para quantificacdo do residuo lipidico extraido da

amostra, sendo o valor encontrado usado para o célculo de % de lipidios (Figura 4).

FIGURA 4. Esquema da analise da extracdo de lipidios totais em diferentes vegetais,
pelo método de Bligh; Dyer (1959).

A
Adicionar:
10 mL cloroférmio + 20 mL Observar-se o inicio da
metanol + 8 mL H,0 destilada separacdo das fases

Transferir 3g para o (

tubo * @/ “ 1 Adicionar:
‘ 4 10 mL de cloroformio +
’ _— | — N | iy

10 mL Sulfatode Sédio 1,5%
3gda Agitar o tubo
amostra manualmente por
30min

Amostra vegetal seca

¥

12 Agua + metanol + Na,SO, e { ,
— 22 Residuo

32 Cloroférmio + Lipidios extraidos

Agitar o tubo
Separacioda 12 camada Separacdio das camadas/ manualmente por
SSRbEREE A vas repouso sobre bancada Pimin
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B t i it Agitacdo manual Tarar os beckers
! da solugdo por 2 min
y r -
—_— —_— — o
- Y —
) % .
Coleta do cloroférmio + Tubo falcon com Balancga Analitica
lipidioscom a pipeta graduada sulfato de sédio
¥ 2Y
Peso conhecido (g)
Filtrar:
t t cloroformio + lipidios
Becker coletor 1.:T \ 4 %
(volume desconhecido) . !
— — —
T - L w‘
Becker amostral 2.,”- 2’ g E
(volume conhecido =5mL) = N
Durante a filtragem separar Papel filtro
5mL para o 2° becker comum

FONTE: A- Modificado de Yaakob et al. (2021). B- Barbosa, MXS (2023).

Para obtencao do teor de lipidios totais foi utilizada a férmula:

LQ x4 x 100

g amostra

Teor de lipidios totais (%) =

Onde:

= LQ-= Lipidio quantificado no bécker amostral (g)
® g amostra= Gramas utilizada da amostra vegetal

= 4= valor constante

3.1.4 Quantificagao da abundancia de FMA por qPCR

A partir do experimento anterior, coletou-se 0,5 gramas de amostras de solo,
que foram armazenadas em freezer -20 °C até a extragdo do DNA. Para esta
quantificacdo e comparacédo entre os tratamentos, foi aplicado um delineamento
experimental inteiramente casualizado em arranjo fatorial com quatro FMA (A. longula,
G. albida, E. etunicata e R. clarum) e trés hospedeiros (S. bicolor, M. oleifera e U.

brizantha), com trés repeticbes por amostra bioldgica, totalizando 36 amostras.
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3.1.5 Extragao de DNA e quantificagao

As extracbes de DNA foram realizadas utilizando o kit da Nucleo Spin®Soil,
seguindo o protocolo do fabricante. A integridade do DNA foi verificada em gel de
agarose 1% corado com brometo de etidio e as amostras foram analisadas quanto a
sua pureza e concentragdo em espectrofotdmetro NanoDrop 2000c (Thermo Fisher
Scientific). Em seguida, as amostras de DNA foram armazenadas em ultrafreezer -80

°C até o uso nas reagdes de PCR quantitativa em tempo real (QPCR).

3.1.6 Selecao e desenho de primers

Um par de primers foi selecionado na literatura visando a amplificacdo da
espécie E. etunicata (HELLER; CARRARA, 2022), e outros trés pares de primers
foram desenvolvidos para a identificagdo das demais espécies de FMA (A. longula; G.
albida e R. clarum) (Tabela 2). O desenho dos primers e testes de especificidade
foram realizados por meio dos programas Primer3Plus (UNTERGASSER et al., 2007)
e Primer-BLAST (YE et al., 2012), respectivamente, considerando parametros
adequados para uso em qPCR: conteudo de GC 50%, tamanho do fragmento entre
70 e 150 pares de base e temperatura de Melting entre 40°C e 60°C. Adicionalmente,
foi analisada a formagado de dimeros de primers pelo programa PerlPrimer

(http://perlprimer.sourceforge.net).

Tabela 2. Primers utilizados nas analises de detecc¢ao por gPCR.

Espécie GENE Acesso Sequéncia dos Primers Amplicon Referéncia

HG315975. F: GAAAGCCAATCAGAACGTG

A. longula rpb1 1

116 pb Este estudo
R: CCATACAACACGACCAACG

F: GGTGCAAGGTAAAAATCTTCG Heller e

E. Glomalin OK105178. 112pb Carrara
etunicata 1 R: TTGAACAAGCCTAAAATCAATA P

CAT (2022)

F: AAAGGACGGTGTTACGGTTG
G. albida  Glomalin OK105156. 76pb Este estudo

1 R: TTTTCTTTACCTGGCACCAAG

F: ACGGGATAATAGGGAACCAG
R. clarum  RCAGLS5 M23812308' 129pb  Este estudo
R: GCGTCTTTAGGTGCTTTTCC




46

3.1.7 PCR quantitativa em tempo real (QPCR)

As reacdes de gPCR foram realizadas em equipamento LineGene 9660 model
FQD-96A (Bioer), utilizando trés réplicas biolégicas e técnicas, e sistema de detecgéo
SYBR Green. As reagdes foram realizadas utilizando 20 pl de volume final, sendo 10
pl de GoTaq qPCR, 0,6 yl de cada primer (5 uM) e volumes variaveis de agua ultrapura
e DNA template (diluigao realizada para concentragao final de 60 ng/ul). Em todas as
reagdes foram utilizados controles negativos (NTC). As condigbes de termociclagem
utilizadas incluiram uma desnaturagéo inicial de 95 °C por 2 minutos, seguida por 40
ciclos de 95 °C por 15 segundos (desnaturagéo) e 58 °C por 1 minuto (anelamento e
extensdo). As curvas de melting foram analisadas de 65 a 95 °C a cada 0,5 °C por 20

minutos visando confirmar a especificidade dos primers.

Os dados de abundancia de cada espécie de FMA obtidos na qPCR foram

correlacionados com a colonizagao micorrizica € o numero de glomerosporos.

3.1.8 Analises estatisticas

Todas as variaveis foram testadas quanto a normalidade e homogeneidade das
variancias dos residuos pelos testes de Shapiro-Wilk e de Bartlett, respectivamente,
e quando necessario, os dados foram transformados, utilizando o pacote
bestNormalize (PETERSON, 2021). Por respeitarem os pressupostos da ANOVA, os
dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) (p<0,05) e ao teste de
comparagao de médias de Tukey (p<0,05), com os pacotes ExpDes.pt (FERREIRA;
CAVALCANTI; NOGUEIRA, 2021) e gsheet (CONWAY, 2020) para o numero de
glomerosporos, colonizagdo micorrizica, massa fresca e seca da parte aérea e
radicular, e lipidios totais. Os graficos foram feitos utilizando o pacote ggplot2
(WICKHAM, 2016). Todas as analises foram feitas utilizando o software R vers&o 3.3.1
(R CORE TEAM, 2021).

Para a analise de correlagao entre NG (n° de glomerosporos) x gPCR e o COL
(colonizagao micorrizica) x gPCR, os residuos nao foram considerados normais (teste
de normalidade e homogeneidade das variancias - Shapiro-Wilk e Bartlett). Desta
forma, realizou-se a analise nao-paramétrica por Kruskal-Wallis com correcbes de

Bonferroni e teste de Dunn, utilizando os pacotes agricolae (DE MENDIBURU, 2023)
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e dunn.test (DINNO, 2017) antes da realizagdo da analise de correlagdo de Pearson
pelo pacote corrplot (WEI; SIMKO, 2021).

3.2 EXPERIMENTO 2 — CULTIVO INDOOR DE TOMATE CEREJA ASSOCIADO A
FMA

3.2.1 Montagem e condu¢ao do experimento

Para montagem do experimento foram utilizados vasos contendo argila
expandida e areia desinfestada, na proporgéo 1:3 (v/v). As plantulas de tomate-cereja
foram produzidas a partir da germinagao das sementes, previamente alocadas em
tubos contendo vermiculita. Quando as plantas atingiram cerca de 3,5 cm, com 25
dias, elas foram transferidas para os vasos de 2 litros e inoculadas com FMA
produzidos no primeiro experimento. Foram utilizados os inéculos de A. longula e Mix
de FMA (G. albida, E. etunicata e R. clarum), sendo esses tratamentos selecionados
com base nos resultados obtidos no experimento prévio (anterior). Em cada vaso foi
inoculado solo-in6culo contendo aproximadamente 400 glomerosporos, além de
raizes colonizadas e hifas. Os solos-in6culos de FMA foram pesados em balanga
semianalitica e transferidos para os vasos que continham cerca de 70% de substrato;
o solo-inéculo foi distribuido no vaso, coberto com substrato, seguido da transferéncia
das mudas que foram cobertas com fina camada de substrato. Apds a inoculagao, os
vasos foram transferidos para sala de crescimento do laboratério de Biotecnologia da
Embrapa Semiarido em Petrolina — PE. O cultivo foi sob sistema indoor, a 25 + 2 °C,
no fotoperiodo de 16h, sob irradidncia de 41 ymol m?2 s e irrigagdo controladas
(capacidade de campo a 75%). As plantas foram cultivadas por 114 dias e uma vez
por semana foram suplementadas com solugdo nutritiva Hoagland e Arnon
(modificada por JARSTFER; SYLVIA, 1992).

3.2.2 Delineamento experimental

O delineamento experimental foi em blocos inteiramente casualizados em
arranjo fatorial 2x3, sendo dois os comprimentos de luz (fluorescente branca e sistema
LED vermelho — 660 nm/azul — 450 nm) e trés tratamentos de inoculagdo (Nao

inoculado — Controle; inoculado com Acaulospora longula ou MIX —Entrophospora
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etunicata, Gigaspora albida e Rhizoglomus clarum), em cinco repetigdes, totalizando

30 amostras experimentais.

3.2.3 Parametros de crescimento vegetativo e fisiolégicos

As plantas foram avaliadas quinzenalmente quanto a altura, diametro do caule,
largura e comprimento da folha, apds o transplantio. A altura foi avaliada com auxilio
de uma trena a laser, modelo Bosch—GML 50 C Profissional; o diametro do caule foi
mensurado com um paquimetro digital; e a largura e comprimento da folha foram
medidas com uso de régua milimetrada, realizando a média de trés folhas por planta
(ANEXO 1). A quantificacdo dos botdes florais foi feita a partir do surgimento do 1°

botao floral por planta, que ocorreu aproximadamente por volta do 30° dia (ANEXO 2).

Ao final do experimento foram avaliadas também a area foliar, espagamento do

entrend e a biomassa fresca e seca da parte aérea.

A area foliar foi mensurada por meio da analise da imagem capturada das folhas
utilizando o programa Image J, sendo fotografadas a uma altura definida e uma escala
fixa de 5 cm (ANEXO 3). O espagamento do entreno foi obtido com auxilio de uma

régua.

Para analise da matéria fresca da parte aérea, toda parte aérea foi colhida e
pesada em balanga de semianalitica. Logo apds, as amostras foram acondicionadas
em sacos de papel e levadas a estufa de circulacdo de ar forgado a 60 °C por 72h,
sendo pesadas em balanga semianalitica para afericdo do peso da matéria (ou massa)

Seca.

As clorofilas a e b foram determinadas a partir da leitura da primeira folha
expandida saudavel da espécie de tomateiro (ZHOU et al., 2017). As medidas seréo
realizadas na regido central da folha, evitando-se a nervura principal com auxilio de
um clorofildmetro ClorofiLOG, modelo CFL 1030, seguindo a metodologia
recomendada pelo fabricante (FALKER, 2008).
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3.2.4 Parametros relacionados ao desenvolvimento dos FMA

Ap0ds quatro meses de cultivo, amostras de raizes finas (0,5 g) foram coletadas,
clarificadas e coradas seguindo o método de Dalpé; Séguin (2013) e avaliadas pelo
método de interseg¢édo dos quadrantes (GIOVANNETTI; MOSSE, 1980).

A extragdo dos glomerosporos foi feita por peneiramento Umido
(GERDEMANN; NICOLSON, 1963) e centrifugacdo em agua e sacarose (JENKINS,
1964 — com modificagdo). Os glomerosporos foram transferidos para placas
canaletadas e contadas com auxilio de estereomicroscopio (40X).

3.2.5 Analises estatisticas

Todos os residuos das variaveis foram testados quanto a normalidade e
homogeneidade das variancias pelos testes de Shapiro-Wilk e de Bartlett,
respectivamente, e quando necessaria, a transformagcao dos dados foi realizada
utilizando o pacote bestNormalize (PETERSON, 2021). Por respeitarem os
pressupostos da ANOVA, os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA)
(p<0,05) e ao teste de comparagcdo de médias de Tukey (p<0,05), com os pacotes
ExpDes.pt (FERREIRA; CAVALCANTI; NOGUEIRA, 2021) e gsheet (CONWAY,
2020) para altura, didametro do caule, numero de folhas por planta, largura e
comprimento, area foliar, botao floral, clorofila a e b, matéria fresca e seca da parte
aérea, distdncia entrends, numero de glomerosporos e taxa de colonizagéo
micorrizica. Os graficos foram feitos utilizando o pacote ggplot2 (WICKHAM, 2016).
Todas as analises foram feitas utilizando o software R versao 3.3.1 (R CORE TEAM,
2021).
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4 RESULTADOS

4.1 ESPORULACAO DE FMA EM ASSOCIACAO COM ESPECIES VEGETAIS
DISTINTAS E SUA RELACAO COM QUANTIFICACAO POR gPCR

De acordo com a analise de variancia, o numero de glomerosporos e matéria
seca da parte aérea diferiram em funcdo do FMA utilizado. Em relagdo a espécie
vegetal, constata-se que, além destas variaveis, a matéria fresca da parte aérea e da
raiz e os lipidios totais da folha e raiz diferiram significativamente entre os tratamentos.
Interacao entre FMA e espécies vegetais foi observada apenas para a colonizagao

micorrizica e matéria seca da raiz (Tabela 3).

Tabela 3. Quadro da analise de variancia dos parametros estudados no 1°

experimento.

Significancia das variaveis (P)
Fonte de variagao

MFPA MFR  MSPA MSR LTPA LTR COL NG

FMA 272" 0,097 469" 038" 083" 038 1,837 18,62"
ESP 208,81 7,85" 320,69" 6,34" 120,95* 38,17 31,33 548"
FMA x ESP 1,671 156" 2267 318" 1,41 0737 129" 2,087
CV (%) 1541 2856 1587 3866 1627 51,41 8021 130,62

Legenda: Fungos micorrizicos arbusculares (FMA); Espécies vegetais (ESP); Matéria Fresca da parte
aérea (MFPA); Matéria Fresca da Raiz (MFR); Matéria Seca da parte aérea (MSPA); Matéria Seca da
Raiz (MSR); Lipidios Totais Folha (LTPA); Lipidios Totais da Raiz (LTR); Colonizagdo micorrizica
(COL); numero de glomerosporos (NG). Significativo a 5% (*) e 1% (**) de probabilidade; nao
significativo ().

FONTE: BARBOSA, MXS (2023)

Em virtude das caracteristicas morfoldgicas e fisiolégicas das espécies
vegetais, a matéria fresca e seca da parte aérea e fresca radicular diferiram
significativamente entre si (Tabela 3). Para o sistema foliar, o fitobionte com maior
matéria fresca e seca foi S. bicolor, seguido por U. brizantha e M. oleifera (Figura 1A);
enquanto a inoculagdo com E. etunicata proporcionou maior matéria seca da parte

aérea, diferindo de A. longula e G. albida, mas nao de R. clarum (Figura 1A).
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Figura 5. Matéria seca da parte aérea (A) e numero de glomerosporos (B),
Rendimento da matéria fresca da parte aérea (C) e do sistema radicular (D), Lipidios
Totais da parte aérea (E) e da raiz (F) em fungéo da espécie vegetal e da inoculagéo

de fungos micorrizicos arbusculares, apos 4 meses em casa de vegetacgéao.
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Legenda: FMA_1: Acaulospora longula; FMA_2: Entrophospora etunicata; FMA_3: Gigaspora albida;
FMA_ 4. Rhizoglomus clarum; MO: Moringa oleifera; SB: Sorghum bicolor; UB: Urochloa brizantha.
Médias seguidas da mesma letra na figura, ndo diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).

FONTE: BARBOSA, MXS (2023).
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Com relacédo aos parametros micorrizicos, percebe-se que esporulagao de A.
longula foi maior em relagédo aos demais FMA (Figura 1B), com valores de 1367,73
glomerosporos em 20 gramas de solo, ou seja, cerca de nove vezes superior ao
alcangado pelos demais fungos. As espécies vegetais que mais favoreceram a
esporulacido foram S. bicolor e M. oleifera, proporcionando aumento médio de 1,7

vezes o numero de glomerosporos encontrado com U. brizantha (Figura 1B).

Houve diferengca no rendimento da matéria fresca e seca da raiz, entretanto,
essa diferenga era esperada devido as caracteristicas morfolégicas de cada planta

estudada (Figuras 1C e D).

A analise de lipidios totais da parte aérea e radicular demonstrou que as
espécies vegetais diferem significativamente entre si (p<0,05). Nota-se que o teor de
lipidios das espécies vegetais apresentou variagdo inversamente proporcional entre
as partes das plantas, conforme demonstrado nas Figuras 1E e F. Na parte aérea, M.
oleifera apresentou maior teor de lipidios totais (7,76%), seguida de S. bicolor (4,55%)
e U. brizantha (3,71%) (Figura 1E). Entretanto, no sistema radicular M. oleifera
apresentou a menor quantidade (1,12%), quando comparada ao S. bicolor (1,67%) e
a U. brizantha (4,19%) (Figura 1F).

Houve interacdo entre os fatores (FMA x hospedeiro) para matéria seca
radicular e colonizagdo micorrizica (Tabelas 3 e 4). Para matéria seca radicular,
destacamos U. brizantha por ter apresentado maior acumulo de matéria seca
radicular, principalmente quando inoculada com E. etunicata e G. albida, diferindo
significativamente das plantas micorrizadas por R. clarum, mas n&o de A. longula, que
também proporcionou quase duas vezes mais biomassa seca radicular. Em geral, ndo
houve diferenga significativa entre as espécies vegetais inoculadas com A. longula e
R. clarum (Tabela 4). Diferengas entre as espécies vegetais s&do observadas com a

inoculagao de E. etunicata e G. albida, principalmente em U. brizantha (Tabela 4).
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Tabela 4. Matéria seca radicular (MSR) e colonizag&o micorrizica (COL) em espécies

vegetais inoculadas com FMA cultivadas por 4 meses em casa de vegetacgao.

Espécies vegetais

MSR COL (%)
FMA
MO SB UB MO SB uB
Acaulospora longula 11,49 aA 16,13aA 17,07 aAB | 11,00 abA 4,20 bB 11,80 aA

Entrophospora etunicata 12,22 bA 9,75 bA 22,77aA |12,20aA 11,40aAB 9,00 aA
Gigaspora albida 9,66 bA 15,21 abA 20,89aA |18,40aA 18,20aA 12,80 aA

Rhizoglomus clarum 12,29aA 17,21aA 10,31aB |22,00aA 28,60aA 9,80aA

Legenda: MO: Moringa oleifera; SB: Sorghum bicolor; UB: Urochloa brizantha. Médias seguidas de
mesma letra, maildscula na coluna e minuscula na linha, nao diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).

FONTE: BARBOSA, MXS (2023).

A colonizagdo micorrizica variou de 4,2 a 28,6%, sendo tal amplitude
encontrada em raizes de sorgo, respectivamente com A. longula e R. clarum (Tabela
4). Nao houve diferenca significativa entre as espécies de FMA no percentual de
colonizacao micorrizica em M. oleifera e U. brizantha, mas em S. bicolor constata-se
gue a menor colonizagao radicular foi observada quando se inocula A. longula (Tabela
4).

A andlise de correlagdo demonstrou que todos os parametros vegetativos e a
colonizagao micorrizica correlacionaram-se significativamente com os lipidios totais
da folha (Figura 2). Ao contrario, o teor de lipidios totais da raiz n&o se correlacionou

com nenhuma variavel analisada.

Os lipidios totais da folha (LTPA) apresentaram correlagao negativa superior a
60% com a massa fresca e seca da foliar e, em menor percentual (cerca de 20%) com
a massa fresca e seca radicular (Figura 2). Da mesma forma, houve correlagéo
negativa entre LTPA e lipidios totais da raiz (LTR). Correlagdo positiva entre LTPA e
a colonizagao micorrizica (COL) foi observada, mesmo com percentual em torno de
20%, considerada fraca. Em funcao disso, esse resultado indica uma possivel
correlagdo dos acidos graxos da folha com a COL, ou seja, pode-se entender que

estes influenciam diretamente no desenvolvimento dos FMA.
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Figura 6. Estimativa dos coeficientes de correlagdo entre os parametros micorrizicos
(NG- numero de glomerosporos; COL- Colonizagao micorrizica), vegetativos (MFPA
e MSPA- matéria fresca e seca da parte aérea; MFR e MSR- matéria seca e fresca da
raiz), bioquimicos (LTPA e LTR- Lipidios totais da parte aérea e radicular) das plantas.
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Legenda:*: diferenca significativa pelo teste de Tukey (p< 0,05); ** - diferencga significativa pelo teste de
Tukey (p< 0,01); *** - diferenga significativa pelo teste de Tukey (p< 0,001); ": - ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey (p>0,05).

FONTE: BARBOSA, MXS (2023).

Quantificagdo da abundéancia de FMA por gPCR

O método utilizado para a extragdo de DNA do solo (kit comercial) mostrou-se
adequado e permitiu obter concentracées de DNA suficientes para a realizagcdo das
reacoes de qPCR. Além disso, se trata de um protocolo rapido e de facil execugao
que resultou em concentracido e pureza adequadas para todos os tratamentos

avaliados (Tabela 5).
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Tabela 5. Concentracdo e pureza obtidas por amostra de DNA de solo-indculo de
diferentes FMA, provindos da multiplicacdo em Moringa oleifera (MO), Sorghum

bicolor (SB) e Urochloa brizantha (UB), por 4 meses em casa de vegetacao.

Concentragéo (ng/ ul) Pureza A260/280
Espécie vegetal
AL EE GA RC AL EE GA RC
MO 10,23b 11,63a 12,13a 14,23a | 1,88ns 183ns 1,88ns 1,83ns
SB 15,77a 12,63a 1450a 1153a |184ns 190ns 1,86ns 1,85ns
UB 13,80b 10,63a 11,53a 1167a | 1,86ns 186ns 1,84ns 180ns

Legenda: AL- A. longula; EE- E. etunicata; GA- G. albida; e RC- R. clarum. Médias seguidas de mesma
letra, mindscula na coluna, n&o diferem pelo teste de Tukey (p=<0,05).

FONTE: BARBOSA, MXS (2023).

A analise estatistica indicou que nao houve diferenga significativa entre as
amostras de solo-inéculo (hospedeiros e FMA) no que se refere a pureza. Por outro
lado, foi observada diferenga significativa para as concentragdes de DNA em solo-
inéculo com A. longula, com maior concentracdo de DNA obtida em S. bicolor em

relacdo a M. oleifera e a U. brizantha (Tabela 5).

A integridade das amostras de DNA foi confirmada por eletroforese em gel de
agarose, sendo possivel observar bandas nitidas e intensas para a maioria das
amostras, sem a presencga de degradacédo do DNA isolado ou contaminagao por RNA
e polissacarideos (Figura 3), confirmando a adequagdo do método de extracéo

adotado.
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Figura 7. Eletroforese em gel de agarose representativa das amostras de DNA

extraidas do solo in6culo.

AL MO AL SB AL UB EE MO EE SB EEUB GA

R1R2R3 R1R2R3 R1R2R3 R1R2R3 R1R2R3 R1R2R3 R1

: RZR3 R1R2R3 R1R2R3 R1R2R3 R1R2R3 R1R2R3

Legenda: AL MO- A. Jongula multiplicada em Moringa oleifera; AL SB- A. longula multiplicada em
Sorghum bicolor; AL UB- A. longula multiplicada en Urochloa brizantha; EE MO- E. etunicata
multiplicada em Moringa oleifera; EE SB- E. etunicata multiplicada em Sorghum bicolor;, EE UB- E.
etunicata multiplicada em Urochloa brizantha GA MO- G. éalbida multiplicada em Moringa oleifera; GA
SB- G. albida multiplicada em Sorghum bicolor; GA UB- G. albida multiplicada em Urochloa brizantha;
RC MO- R. clarum multiplicada em Moringa oleifera; RC SB- R. clarum multiplicada em Sorghum
bicolor; RC UB- R. clarum multiplicada em Urochloa brizantha; R1- Repeti¢do 1; R2- Repeti¢cao 2; e R3-
Repeticéo 3.
FONTE: BARBOSA, MXS (2023).

As amostras previamente extraidas possibilitaram a amplificagdo do DNA do
solo em todos os pares de primers avaliados (Figura 4). Os primers desenhados foram
eficientes em detectar a presenga das espécies de FMA em todos os tratamentos,
apresentando amplificagéo variando de 24 a 28 Cqgs para A. longula, de 22 a 26 Cgs
para G.albida, 19 a 27 Cqs para R. clarum e de 27 a 28 Cqgs para E. etunicata,
respectivamente (Figura 4). Esses dados indicam que R. clarum foi a mais abundante,
independente do hospedeiro, apresentando Cgs mais baixos que os observados para

as demais espécies.



Figura 8. Curvas de amplificacdo de amostras de DNA de solo por PCR quantitativa
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em tempo real (QPCR) utilizando os primers avaliados para Acaulospora longula (A);

Entrophospora etunicata (B); Gigaspora albida (C) e Rhizoglomus clarum (D).
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Legenda: a- Urochloa brizantha; b- Sorghum bicolor; c- Moringa oleifera.
FONTE: BARBOSA, MXS (2023).

N&o houve diferenga significativa entre as espécies vegetais para abundancia
de FMA por gPCR, porém quando se compara os tratamentos FMA constata-se que
R. clarum apresentou maior abundancia em relagdo aos demais tratamentos (Figura
5). A analise de correlagdo entre NG e qPCR nao foi significativa (F: 2,555; p: 0,08

ns).
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Figura 9. Comparacgéo de abundancia de FMA detectada por gPCR em solo-in6culo

provindo da multiplicagdo em espécies vegetais.

{n)

ificagao

Ciclo de guantific
5
]
Ciclo de guantificagao {n™)
25
L ]
\ ‘

I 1 I ! 1 ]
FMA_1 FMA_2 FMA_3 FMA_4 MO SB us

Furngos micorrizicos arbusculares Espécies vegstals

Legenda: FMA_1: Acaulospora longula; FMA_2: Entrophospora etunicata; FMA_3: Gigaspora albida;
FMA_4: Rhizoglomus clarum;. UB: Urochloa brizantha; SB- Sorghum bicolor; MO- Moringa oleifera.
Médias seguidas de mesma letra minuscula na figura, ndo diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).

FONTE: BARBOSA, MXS (2023).

As curvas de melting demonstraram picos unicos que atestam a especificidade
do primers (Figura 6). As temperaturas de melting (TMs) observadas variaram de 80
a 84 °C para R. clarum, de 77 a 82 °C para A. longula, de 68 a 72 °C em E. etunicata
ede 73 a 78 ° para G. albida (Figura 6).
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Figura 10. Curvas de melting de amostras de DNA de solo por PCR quantitativa em
tempo real (QPCR) utilizando os primers Rhizoglomus clarum (a), Acaulospora longula

(b), Entrophospora etunicata (c) e Gigaspora albida (d).
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FONTE: BARBOSA, MXS (2023).

4.2 CULTIVO INDOOR DE TOMATE CEREJA ASSOCIADO A FMA

As variaveis diametro do caule e clorofila a e b de plantas de tomate-cereja
tratadas com intensidade de luz vermelha e azul ndo foram influenciadas pela
inoculagdo e comprimento de luz (Tabela 06). Por outro lado, as variaveis altura da
planta e numero de folhas foram influenciadas tanto pelo comprimento de luz quanto
pela inoculagdo (Tabela 06). As demais variaveis, tais como botao floral, entrend,
largura e comprimento da folha diferiram significativa entre os tratamentos de
comprimento de luz; e a matéria seca da parte aérea foi influenciada apenas pela
inoculagao com FMA (Tabela 06). Houve interagao significativa para as variaveis area
foliar, matéria fresca da parte aérea e parametros micorrizicos, ou seja, numero de

glomerosporos e colonizag&o micorrizica (Tabela 06).



60

Tabela 6: Quadro de andlise de variancia dos parametros avaliados no 2°
experimento.

Fonte de variagao

Variaveis - - CV%
LUz INOCULO LUZ x INOCULO

Altura 5,15* 14,35*** 0,18 20,4
Diametro do caule 0,81 0,43 1,59 35,16
Numero de folhas por planta 8,25 4,63* 2,58 37,04
Largura da folha 13,68** 0,36 0,89 29,29
Comprimento da folha 4,79* 0,19 0,24 31,47
Area foliar 12,13* 413* 8,66** 60,86
Botao floral 20,91** 0,58 0,19 71,88
Clorofila a 0,59 0,86 2,02 37,59
Clorofila b 0,01 1,67 2,85 48,44
Matéria fresca da parte aérea 12,88* 11,28** 6,37+ 37,62
Matéria seca da parte aérea 0,90 10,59*** 3,06 50,82
Distancia entrenos 28,12%* 1,24 1,58 25,53
Numero de glomerosporos 19,98%+* 110,21+ 14,79+ 40,98
Taxa de colonizag&o micorrizica 6,39* 341,45% 8,12** 20,8

Legenda: DC- diametro do caule, NF- niumero de folhas por planta; LF-largura da folha; CF-
comprimento da folha; AF-area foliar; BF- botao floral; MFPA- matéria fresca da parte aérea; MSPA-
matéria seca da parte aérea; NG- numero de glomerosporos; COL- taxa de colonizagdo micorrizica.
Significativo ao nivel de probabilidade de 5% (*); significativo ao nivel de probabilidade de 1% (**);
significativo ao nivel de probabilidade de 0,1% (***); nao significativo ().

FONTE: BARBOSA, MXS (2023).

Com excecgao do botao floral, as demais variaveis, como altura, entrends numero,
largura e comprimento da folha em tomateiro apresentaram meédias superiores sob
cultivo com sistema LED vermelho/azul em relagdo a luz fluorescente (Tabela 7). Em
geral, estes valores foram 15,58%; 39,64%; 32,43%, 32,99% e 22,36%,

respectivamente acima dos observados sob luz fluorescente.
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Tabela 7: Efeito de diferentes fontes de luz (fluorescente branca e LED vermelho/azul)
e inoculagdo com fungos micorrizicos arbusculares no crescimento de tomate-cereja

em sistema de cultivo indoor, apés quatro meses.

Tratamentos H NF LF CF BF Entrenés MSPA
(cm) (n°) (cm) (cm) (n°) (n°) (9)
Fontes de luz
Branca 50,07 b 748b 8,53b 15.31b 1,6 a 24,12 b ns
Vermelho/Azul 59,31a 11,07a 12,73 a 19,72 a 0,4b 39,96 a ns
Inoculagao
Controle 46,36 b 72b ns ns ns ns 1,25 b
A. longula 70,11 a 11,8 a ns ns ns ns 3,02 a
Mix 47,60 b 8,8 ab ns ns ns ns 1,38 b

Legenda: MIX- E. etunicata + G. albida +R. clarum; H- altura; NF- nimero de folhas; LF- largura da
folha; CF= comprimento da folha; BF- botdo floral; MSPA- Matéria seca da parte aérea; " - nao
significativo. Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem significativamente pelo teste de
Tukey (p<0,05).

FONTE: BARBOSA, MXS (2023).

Em relagdo a inoculagdao, constatamos que a inoculagdo com A. longula
promoveu aumento na altura, numero de folhas e massa seca da parte aérea (Tabela
7). Apesar de o numero de folhas em tomateiro inoculado com A. longula n&o diferir
do inoculado com MIX, verifica-se que o aumento na altura e na massa seca da parte
aérea foram maiores, aproximadamente 1,5 e 2 vezes, em relagdo aos demais
tratamentos, apresentando incremento de 41,39% e 67,89%, respectivamente (Tabela
7).

O maior rendimento da matéria fresca da parte aérea e area foliar de tomate-
cereja produzidas em cultivo indoor foram obtidos com a inoculagao de A. longula sob
cultivo em luz vermelha e azul, diferindo significativamente dos demais tratamentos
(Tabela 8). O peso médio da matéria fresca da parte aérea alcangado em tomateiro-
cereja micorrizado por A. longula, sob cultivo em luz vermelha e azul, foi de 29,57
g/planta, ou seja, duas vezes mais do que os valores encontrados nos demais
tratamentos. Da mesma forma, a area foliar das plantas micorrizadas por A. longula
sob a mesma condi¢&o de luz, ou seja, luz vermelha e azul foi cinco vezes superior

ao observado nos demais tratamentos, com cerca de 734,50 cm? (Tabela 8).
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Tabela 8: Matéria fresca da parte aérea (MFPA), area foliar (AF), numero de
glomerosporos (NG) e colonizagao micorrizica (COL) em tomateiro-cereja micorrizado
ou n&o, em cultivo indoor sob luz fluorescente branca (FB) e LED vermelha/azul (LED-
V/A), apds quatro meses.

MFPA (g) AF (cm?) NG* (n°) COL (%)
Tratamentos —5 4 VIA BRA VIA BRA VIA BRA VIA
Controle 748aA  1431bA 16642aA 27847bA 24bA 08bA  12cA  10cA

A. longula 13,31aB  29,57aA 126,04aB 734,50aA 7,8 bA 5,8 bA 16,8 bA 18,4 bA

Mix 12,39aA 11,03bA  253,08aA 221,12bA 66,8aA 31,8aB 79,0aA 60,6aB

Legenda: *- em 20 gramas de solo; Mix- constituido por E. etunicata + G. albida + R. clarum. Médias
seguidas de mesma letra, minuscula na coluna e maiuscula na linha, ndo diferem pelo teste de Tukey
(p=<0,05).

FONTE: BARBOSA, MXS (2023).

Em geral, verifica-se que o uso de luz vermelha e azul promoveu maior
desenvolvimento das plantas (Tabelas 7 e 8). Embora a inoculagdo com A. longula
tenha proporcionado maior desenvolvimento do tomateiro-cereja, a colonizagao
micorrizica e a esporulagdo foi significativamente menor neste tratamento, com
valores abaixo de 20% e menores que 1 glomerosporo/g (Tabela 8). As analises
revelaram que o comprimento de luz proporcionou diferengas na colonizagao
micorrizica e numero de glomerosporos apenas no tratamento Mix, composto por
diferentes espécies de FMA (E. etunicata, G. albida e R. clarum). Neste caso, o cultivo
das plantas sob a luz fluorescente favoreceu tanto a colonizagdo micorrizica quanto a
esporulacdo promovida por espécies contidas no tratamento Mix, com valores
proximos a 80% e 3 glomerosporos/g, respectivamente (Tabela 8). Assim, percebe-se
que a intensidade luminosa pode influenciar no estabelecimento dos FMA,
aumentando a colonizagao e abundancia de esporos dependendo das espécies de

fungos estudadas.
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5 DISCUSSAO

5.1 ESPORULACAO DE FMA EM ASSOCIAGCAO COM ESPECIES VEGETAIS
DISTINTAS E SUA RELACAO COM QUANTIFICACAO POR gPCR

5.1.1 Influéncia das diferentes espécies de planta na esporulagao de FMA

Nossos resultados mostram que houve diferenga significativa entre as espécies
vegetais para biomassa fresca e seca do sistema radicular. Este fato provavelmente
decorre da caracteristica do sistema radicular das espécies testadas, que sao distintas
entre si, ou seja, o sorgo possui raizes seminais e adventicias (MAGALHAES;
DURAES; RODRIGUES, 2008), as braquiarias possuem sistema fasciculado
(CECATO et al., 2004) e na moringa as raizes sao pivotantes, tuberosa e com poucas
raizes laterais (HOLANDA, 2019). Assim, foi observado que as raizes de sorgo e de
braquiaria tendem a possuir maior biomassa provavelmente devido a formacio de
uma rede robusta de raizes para manter o desenvolvimento da planta. O sistema
radicular das plantas pode influenciar diretamente o desenvolvimento dos FMA,
devido a maior oferta de substrato para estabelecimento da simbiose, e por
consequéncia na producdo do indculo. As plantas desempenham papel vital ao
estimular a esporulagao por meio da liberagédo de compostos que servem como fonte
de nutrientes aos fungos, pois, segundo Amani Machiani et al. (2022),
aproximadamente 20% do carbono fotossintético adquiridos pela planta é transferido
para os FMA na forma de agucares e lipidios, entretanto, a concentragao podera variar
dependendo do estagio de desenvolvimento da planta, da espécie vegetal e de fatores
abidticos (FOLLI-PEREIRA et al., 2012).

A diferenga no sistema radicular, ou seja, nas caracteristicas morfolégicas das
plantas (ARRUDA, 2020), espécie de FMA, fatores ambientas e condigdes de solo
podem afetar a colonizagdo micorrizica (SOUDZILOVSKAIA et al., 2015). Como foi
observado neste estudo, a colonizacdo micorrizica diferiu entre as espécies de FMA
apenas em S. bicolor, com menor percentual observado com A. longula em relagéo a
G. albida e R. clarum. Isto demonstra que os FMA podem apresentar tanto
preferéncias distintas como também estratégias diferentes no investimento em micélio

intra e extrarradicular.
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Conforme destacado por Hart; Read; Klironomos (2001), varios fatores podem
influenciar de maneira direta ou indiretamente o desenvolvimento dos FMA, como
espécie de planta, condigbes ambientais e a mudanga na sucesséo ecoldgica que
retrata a estratégia de um FMA em colonizar um novo habitat e persistir nele. Por
exemplo, algumas espécies de FMA sdo capazes de produzir muitos esporos
interceptando rapidamente as raizes da planta (rapida germinagcéo e alongamento),
mas pode ocorrer também a presenca de barreiras que retardem ou impegam o
estabelecimento da simbiose, influenciando na formagdo e propagagdo da

colonizacao micorrizica.

Alguns estudos mostram que a colonizagao micorrizica por A. longula em sorgo
pode ser superior ao observado em nosso estudo. Dentre estes, Nakmee;
Techapinyawat; Ngamprasit (2016), ao estudarem diferentes espécies de FMA em
associagao com S. bicolor sob condigbes controlada (pH 6,9 do solo e teores elevados
de P) por cerca de 120 dias, observaram que A. longula alcangava 19,59% de
colonizagao radicular e 11,7 esporos/grama, sendo estes valores menores do que os
observado com algumas espécies do género Glomus (22,88% de COL e 13,60
esporos/grama). Embora a colonizagao micorrizica promovida por A. longula em sorgo
tenha sido baixa (4,2%), a esporulagao foi superior (74,7 esporos/g — Apéndice Tabela
3), fato que refor¢ca a influéncia das condi¢des de cultivo, bem como do isolado
utilizado nos trabalhos. Os valores elevados dessa esporulacdo podem ser
associados a familia que S. bicolor pertence (Poaceae), pois, conforme Carneiro et al.
(2012) esses hospedeiros estimulam a colonizagdo micorrizica e a formagéo de
propagulos. Embora a braquiaria e o sorgo pertengam a mesma familia (Poaceae),
com sistema radicular similar, a esporulagdo dos FMA em sorgo foi superior ao
encontrado em braquiaria, de forma que outros fatores, além do sistema radicular,

desempenharam papel na propagacgao das espécies de FMA estudadas.

A diferenca dos parametros micorrizicos também pode estar relacionada ao
sistema de cultivo, como relatado por Gai et al. (2015) ao avaliar e comparar os
propagulos infectivos entre varios tipos de solos, profundidades e manejos. Estes
autores indicaram que, possivelmente, a colonizagdo micorrizica promovida pelos
FMA estudados possa aumentar quando inoculados em campo, devido as praticas de

manejo associada a uma determinada planta, que influenciara na interagao bioldgica
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por meio das condigdes ambientais, tipo de solo e outros fatores que determina o

desenvolvimento e beneficios dos mesmos.

Sabe-se que os lipidios totais desempenham alguns papéis cruciais no
funcionamento das plantas, como armazenamento de energia, na composi¢cao da
estrutura celular, processos metabdlicos e protecao (TAIZ et al., 2017). Sendo assim,
essencial para integridade e adaptagdo das plantas as condigbes ambientais
adversas, como por exemplo mudanga na temperatura, que podem alterar o conteudo
lipidico das plantas (RESZCZYNSKA; HANAKA, 2020). Nesse estudo, os teores de
lipidios variaram de 3,71 a 7,76% na parte aérea e 1,12 a 4,19% no sistema radicular,
a depender da espécie de planta. As condigdes impostas em nosso estudo
proporcionaram teores de lipidio divergentes a outros trabalhos, como Vanhercke et
al. (2019) que encontraram nas folhas do S. bicolor (tipo selvagem e transgénico) teor
de lipidio médio de 6,9%. Isso sugere que provavelmente o manejo desse estudo (uso
de FMA, solugao nutritiva, substrato, irrigagao e outros) exerceram influéncia direta no
teor lipidico deste orgdo vegetal.

Amaglo et al. (2010) encontraram variagéo de 5,04 a 7,21%, para parte aérea
e 3,27 a 8,89% na raiz na M. oleifera, ressaltando que a quantidade de lipidios totais
estava diretamente relacionada ao estadio em que a planta se encontrava e a parte
vegetativa coletada para analise. Em nosso estudo, os teores de lipidios encontrados
na parte aérea sao similares ao obtido por Amaglo et al. (2010), porém os teores no
sistema radicular foram inferiores, mesmo as plantas possuindo idade similar, ou seja,
cerca de 3-8 meses. Os valores encontrados por Saini; Shetty; Giridhar (2014) em
plantas com dois anos foram menores, ou seja, o teor de lipidios variou de 4,59 a
4,82% em folhas de cultivares de M. oleifera. Tais diferengas podem ser decorrentes
das cultivares, do estagio de desenvolvimento, da parte coletada e das condi¢des
experimentais, considerando que a biossintese de acidos graxos é influenciada pela

nutricido da planta.

O teor de lipidios contém quantidade de acidos graxos (AG) diferentes a
depender da espécie vegetal, como também, pode apresentar variagao significativa
na sua composi¢do devido ao meio em que as plantas crescem (RESZCZYNSKA;

HANAKA, 2020). Um dos AG de grande importancia nas plantas é o acido palmitico
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(SIDOROV et al., 2014), reportado também como um dos principais acidos no
desenvolvimento assimbiotico dos FMA (KAMEOKA et al., 2019; SURGIURA et al.,
2020).

A partir do levantamento bibliografico sobre o perfil de acidos graxos (Apéndice
Tabela 1), verificamos que os principais acidos graxos das plantas estudadas (parte
aérea e raiz) sao o acido palmitico (C16:0) e linolénico (C18:3) e acido oleico (C18:1),
porém, com concentragdes distintas entre as espécies. O acido palmitico esta
presente em todas as espécies vegetais testadas em nosso estudo e apresenta as
maiores concentracoes, destacando-se S. bicolor que apresentou maior concentracao
do acido palmitico na parte aérea (68,14 £ 11,04%). Segundo Kameoka et al. (2019),
esse acido induz a formagao de hifas e esporos de algumas espécies de FMA (R.
irrequlares e R. clarum) na fase assimbidtica. Em nosso estudo, S. bicolor foi a espécie
multiplicadora mais favoravel a esporulagcao dos FMA testados, fato que pode indicar
possivel influéncia do acido palmitico na propagacgao das espécies de FMA em cultivo

simbidtico em substrato.

Outro acido graxo presente nas espécies vegetais testadas que merece
destaque € o acido palmitoléico, que vem sendo objeto de estudo devido a influéncia
no desenvolvimento dos FMA. Em estudo conduzido por Kameoka et al. (2019) foi
observado que a presenga do acido palmitoléico na propagacao assimbiética de R.
irregulares, leva a ramificagao de hifas e formacgao de esporos. Os autores destacaram
que comparativamente a reprodugdo simbidtica, os esporos de R. irregulares
apresentavam diferenga na sua morfologia, com tamanho inferior e paredes mais

finas, além de reducgao na taxa de germinagao.

Em outra pesquisa, outros acidos graxos, além do palmitoleico, tiveram
influéncia no desenvolvimento dos FMA, tais como os acidos laurico e, principalmente,
0 acido miristato, na forma de miristato de potassio (C14:0 - K), que possibilitou a
producao de hifas longas e aumento na biomassa de R. irregulares, bem como de R.
clarum e G. margarita (SUGIURA et al., 2020).

Posteriormente, analisando a viabilidade dos esporos de R. clarum gerados
assimbioticamente foi verificado influéncia no crescimento da cebola (TANAKA et al.,

2022). Entretanto, os autores indicaram a necessidade de utilizar maior quantidade de
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esporos em comparagao aos esporos produzidos de maneira simbidtica visando a

promocao equivalente do desenvolvimento da planta.

O uso de acidos graxos tem demonstrado ser um promotor no desenvolvimento
dos FMA, podendo ser um ponto chave para o direcionamento na produgao de indculo
de FMA. As plantas utilizadas nesse estudo podem proporcionar acidos graxos para
tal finalidade, tendo em vista, que o acido palmitoléico esta presente, principalmente
no sorgo, e pode ter influenciado positivamente a promog¢éo da esporulagdo dos FMA
associados a esta espécie. Tal proposicao foi reforcada com a correlacdo positiva

encontrada entre o teor de lipidios da parte aérea e a colonizacdo micorrizica.

Além da correlagdo com a colonizagado micorrizica, os lipidios totais das folhas
também foram significativamente correlacionados com todos os parametros
vegetativos, evidenciando assim, possivel correlagdo dos acidos graxos da parte
aérea das plantas com a producdo dos FMA. Vislumbrando essa possibilidade, é
importante salientar que, apesar de o sorgo ter possibilitado menor colonizagao
micorrizica por A. longula, maior numero de glomerosporos € maior concentragdao do
acido graxo palmitico é observado nesta espécie vegetal. Assim, podemos sugerir 0
uso de S. bicolor para produgao de indculo de a A. longula em cultivo convencional

utilizando substrato a base de areia e vermiculita.

Vale salientar, que é necessario mais teste com espécies de FMA e de plantas
e, principalmente a analise do teor especifico de cada acido graxo, que podera indicar
de forma mais clara a quantidade de cada acido presente nos 6rgaos da planta.

5.1.2 Uso da qPCR para a detecgao de FMA

O método de extragdo de DNA do solo foi eficaz e suficiente, proporcionando
uma pureza e concentracdo adequadas. Segundo Lucena-Aguilar et al. (2016), os
valores > 1,8 na proporcao de 260/280nm sao considerados adequados, sendo que o
valor 1,8 reflete DNA puro. Os valores obtidos ficaram 1,83 e 1,90, considerados

adequados para analises subsequentes, tais como a qPCR.

Pesquisas destacam que a combinacdo de gPCR com a utilizag&do de primers

adequados tem demonstrado ser capaz de detectar com maior precisdo um grupo



68

especifico de FMA. Os primers AML1 e AML2 foram utilizados para quantificar a
abundancia dos FMA em amostras de solos e raizes de variedades de S. bicolor e a
confirmacéo da efetividade dos primers foi detectada quando essas amostras foram
comparadas com amostras de folhas, em que ndo houve amplificagdo (SARR et al.,
2021).

Thonar et al. (2012) relataram a especificidade de primers na detecgédo e
quantificacdo dos isolados de FMA, capazes ainda de distinguir isolados da mesma
espécie dos outros grupos de taxondmicos de FMA, possibilitando a detecgédo de
algumas espécies de FMA em raizes de milho, tais como Glomus intraradices (=
Rhizoglomus intraradices), Glomus claroideum (= Claroideoglomus claroideum),
Glomus mosseae (= Funneliformis mosseae), Gigaspora margarita e Scutellospora
pellucida (= Cetraspora pellucida). Outro trabalho, avaliando as raizes de Vitis vinifera
micorrizada por Rhizophagus irregulares pelo método de gPCR e avaliagdo das
estruturas dos FMA por microscopica (combinagao de técnicas para avaliar todas as
estruturas de micorrizicas dentro e fora da raiz), demonstrou correlagdo entre os
métodos de avaliagdo, indicando que essa ferramenta podera ser utilizada para
detectar presencga, auséncia e intensidade dos FMA (LABONOVA; SINEUX; ZEKRI,
2018).

Assim, os primers reportados na literatura, bem como desenhados, foram
eficazes em detectar as espécies testadas neste estudo (A. longula, R. clarum, E.
etunicata e G. albida). Além disso, as curvas de melting forneceram informagdes sobre
a especificidade e confiabilidade, em nossos resultados percebe-se que as curvas
refletiram o padrao esperado mostrando que os primers de todas as espécies de FMA
foram especificos. Segundo Tomaz; Santos; Santos (2016), a temperatura fica em
torno de 70 a 90 °C para a realizar a dissociagao da fita dupla de DNA.

Arruda (2020) reportou algumas evidéncias de correlagdo entre as analises
microscopicas analisando a intensidade de colonizacdo micorrizica pelo método de
Trouvelot (1986) e a qPCR, principalmente para Acalouspora colombiana e
Dentiscutata heterogama. Por outro lado, algumas espécies ndo exibiram correlagéo
elevada entre os métodos, como R. clarum. Os autores descrevem essa diferenca por
causa da heterogeneidade na inoculagédo das raizes, tipo de planta, experiencia do

avaliador e o conjunto de primers utilizado.



69

A analise de correlagao realizada entre gPCR, numero de glomerosporos do
solo-in6culo e colonizagdo micorrizica de FMA nao foi significativa. Embora a
quantidade de glomerosporos tenha sido maior em A. longula, a abundancia por gPCR
foi maior em R. clarum, fato que também é verificado na colonizagdo radicular. Visto
que no solo diferentes estruturas dos FMA podem ser encontradas, e.g. micélio
externo, além de esporos, que apresentam variagdo no numero de nucleos ao longo
do desenvolvimento (MARLEAU et al., 2011), o equacionamento desta correlagéo
ainda precisa ser melhorado. Adicionalmente, deve-se considerar que fatores como
numero e tamanho de nucleos encontrados nas diferentes estruturas dos FMA, tanto
dentro como entre as espécies, variam bastante (KOKKORIS et al., 2020) e podem

influenciar na analise de correlacdo.

Por exemplo, um unico esporo pode comportar centenas ou até mesmo
milhares de nucleos, com variagao entre familia, género ou espécie (MARLEAU et al.,
2011), tal fato reflete em variagéo no conteudo de DNA, como reportado para espécies
de familia Gigasporaceae (HOSNY; GIANINAZZI-PEARSON; DULIEU, 1998;
BECARD et al., 1993). Realizando a quantificagéo de nucleos por analise de imagens,
Silva et al. (2015) mencionaram variagao de 155 a 1215 no numero de nucleos para
E. etunicata e de 87 a 1657 para G. albida. Esta variagao intraespecifica pode ser
decorrente também do didmetro do esporo, visto que Marleau et al. (2011)
demonstraram que esporos de R. irreqularis de menor diametro (31-40 um)
apresentavam cerca de 50 nucleos, enquanto os de maior didmetro (94-103 um)
possuiam aproximadamente 220 nucleos. Desta forma, estudos devem buscar melhor
entendimento e equalizacido destas variaveis, de forma a estabelecer protocolos para

monitoramento dos FMA em campo e na analise quantitativa de inoculantes.

5.2 CULTIVO INDOOR DE TOMATE CEREJA ASSOCIADO A FMA

A luz afeta diretamente o crescimento e desenvolvimento das culturas vegetais,
incluindo formagédo de raizes, morfologia da folha, produgcédo de flores e frutos e
resisténcia a fatores abidticos. Diversos estudos demonstram a influéncia da luz
vermelho e azul sobre a fotossintese (SONGSAENG et al., 2022), em que a energia
luminosa gera ATP e NADPH para serem utilizados na fixagdo de carbono, ativagao

de pigmentos e cloroplasto (TAIZ et al., 2017). Por outro lado, apesar de varios
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estudos reportarem a associagao dos micro-organismos no sistema radicular, existe
uma lacuna na exploragdo sobre o papel do espectro de luz sobre a simbiose
micorrizica (HRISTOZKOVA et al., 2017).

O comprimento das luzes nesse experimento influenciou diretamente no
desenvolvimento do tomate-cereja, em que é evidente a diferenga nas variaveis
analisadas. O sistema LED vermelha/azul proporcionou maior crescimento vegetativo
de tomate-cereja, principalmente a altura, espagamento entrené e caracteristicas das
folhnas (numero, comprimento e largura). Esses resultados sdo semelhantes aos
encontrados por Hristozkova et al. (2017), em que a luz azul e vermelha proporcionou
maior altura do tomate em relagcdo a luz fluorescente branca. Porém, resultados
discrepantes foram encontrados por 1zzo et al. (2020) em mudas (aos 16 dias) de outra
espécie de tomate (Solanum lycopersicum L. cv. ‘Piennolo’), relatando que ndo houve
diferengca no espacamento entrené e na area foliar independente da luz utilizada
(fluorescente branca e LED vermelha e azul). Isto sugere que as espécies vegetais e

o tempo de exposi¢cao devem ser considerados no entendimento dos resultados

Recentemente, Songsaeng et al. (2022) demonstraram que as luzes
vermelha/azul podem proporcionar maior peso seco e fresco da parte aérea em
relacédo a luz fluorescente branca, e que nao houve diferenga significativa para altura
da planta e area foliar. Salienta-se que resultados conflitantes do efeito do espectro
de luz sobre o tomateiro sdo reportados (LIU et al., 2011; NANYA et al., 2012;
WOLLAEGER; RUNKLE, 2014), demonstrando que proporgdes de luz vermelha e
azul sdo responsaveis por tais diferengas nas variaveis morfoagronbmicas em
tomateiro. Além desses, 1zzo et al. (2020) constataram que apds 16 dias sob luz
branca a altura das mudas de tomate era maior do que sob luz azul e vermelha. Isso
pode indicar que, inicialmente, as plantas tendem a responder por um determinado
tipo de luz. Visto que nosso experimento foi colhido apds 114 dias, nossos resultados
indicam que o uso de sistema LED vermelha/azul com fotoperiodo de 12h mostrou-se

adequado para incrementar o desenvolvimento vegetativo do tomateiro-cereja.

Em contraste, a quantidade de botdes florais foi maior sob luz fluorescente
branca, sugerindo retardo da fase reprodutiva do tomate cereja com o uso de luz
vermelha/azul. Embora Ageratum houstonianum também tenha apresentado maior

numero de botdes florais sob luz fluorescente, a exemplo do nosso resultado, em
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Tagetes erecta e Salvia splendens mais botbes florais foram encontrados sob luz
vermelha e azul (HEO; LEE; PAEK, 2006). Em mirtilo a luz vermelha e azul também
propiciou maior floracdo em relagdo a luz fluorescente, demonstrando a influencia
direta da luz azul sobre os botdes florais (CHO et al., 2018). O aumento da quantidade
de botdes florais pode ocorrer quando se utiliza luz LED suplementar, demonstrando
que a intensidade da luz desempenha um papel na inducéo floral e pode melhorar o

rendimento de forma sustentavel (WANG et al., 2020).

Além disso, constatamos que a inoculacdo com FMA pode influenciar no
desenvolvimento do tomate cereja, especialmente com o uso de A. longula, que
proporcionou maior altura e numero de folhas. Resultado semelhante foi encontrado
por Hosamani (2023), em que as plantas de tomate inoculadas por Rhizoglomus
fasciculatum possuiam maior numero de folhas (2x) em relagdo as plantas n&o
micorrizadas. Por outro lado, o uso de mix de FMA n&o proporcionou o incremento
esperado nas variaveis de crescimento do tomateiro, sendo similar ao controle.
Testando varios genodtipos de tomate, Felfdldi et al. (2022) demonstrou que o0 uso
inoculante comercial Symbivit constituido por mix a base de R. irregularis, E.
etunicata, C. claroideum, Funneliformis mosseae e F. geosporum produziu resultados
variados, ou seja, alguns gendtipos apesentavam o mesmo numero de folha que o
controle (sem FMA). Este resultado reforga a importancia de selecionar combinagdes
favoraveis as condi¢gbes de cultivo, assim como, um melhor entendimento das
interacbes que podem ocorrer entre as espécies de FMA presentes no sistema

radicular.

A area foliar é afetada diretamente pelas condi¢gbes de cultivo, nesse trabalho
constatamos que plantas de tomate-cereja micorrizadas por A. longula apresentavam
maior area foliar sob luz vermelha/azul diferindo dos tratamentos controle e mix de
FMA, porém sob luz branca esta diferencga inexiste. Por outro lado, o aumento na
intensidade de luz azul e vermelha, na propor¢ao 1:1, no cultivo com tomate-cereja
trouxe redugéo na altura e area foliar (FAN et al., 2013). Recentemente, Songsaeng
et al. (2022) demonstraram que o uso de luz vermelha e azul na intensidade de 50
umol/m?/s diminui a area foliar em relacdo as demais intensidade de luz vermelha e
azul (100 a 500 pmol/m?/s), como também a fluorescente. Indicando mais uma vez

que a intensidade utilizada foi ideal para propor uma area foliar maior e por
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consequéncia aumento da area fotossintética. Apesar de que nao houve diferenga
significativa para as clorofilas a e b em nosso estudo, corroborando com outros
estudos (HERNANDEZ et al., 2016).

Da mesma forma que a area foliar, a matéria seca da parte aérea do tomate
cereja aumentou significativamente com a inoculagdo com A. longula; adicionalmente,
o cultivo sob luz vermelha/azul resultou em maior matéria fresca da parte aérea em
plantas micorrizadas por este fungo. Ao contrario, Wang et al. (2022) ndo observaram
promogao do crescimento de tomate cereja com a inoculagdo de FMA (Funnelliformis
mosseae, R. intraradices, Glomus versiforme e uma mistura igual dos trés FMA) em

cultivo com diferentes proporgdes de turfa e areia.

Por outro lado, estudos relatam a influéncia da luz nos parametros
morfoagronémicos das plantas, dentre estes, a matéria fresca e seca da parte aérea
e radicular, que diferiu sob luz fluorescente branca e LED vermelha/azul, sendo esses
efeitos potencializados pela inoculagdo com Entrophospora claroidea (=
Claroideoglomus claroideum) (HRISTOZKOVA et al., 2017). Similarmente, em cultivo
indoor de tomate cereja sob LED-V/A, a aplicagdo de A. longula promoveu maior
acumulo de matéria fresca da parte aérea, mas este beneficio da simbiose nao
ocorreu com o0 uso de mix de FMA, indicando que combinagdes mais favoraveis

devem ser selecionadas sob este tipo de cultivo.

Em nosso estudo ndo detectamos influéncia do fator luz de forma isolada sobre
a matéria seca de tomateiro, embora Nanya et al. (2012) tenham demostrado que a
massa seca do tomate tenha sido influenciada pela luz e sua intensidade, obtendo
maior valor com o uso de luz vermelha e azul. Da mesma forma, Hernandez et al.
(2016) obtiveram maior matéria seca das plantas em mudas cultivadas sob
proporcdes azul e vermelho em relagao a luz fluorescente branca, principalmente nas
intensidades 30B:70R e 50B:50R. Os resultados distintos encontrados podem ser
decorrentes do uso combinado ou monocromatico de luz, visto que uso de LED
monocromatico pode trazer aumento na matéria seca do tomateiro, como observado

com espectro azul por Liu et al. (2011) e vermelho por Wollaeger; Runkle (2014).

Nossos resultados demonstram que sistema LED vermelho/azul favoreceu o

desenvolvimento de tomate cereja micorrizado por A. longula de forma mais
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acentuada do que com a aplicacdo de mix de FMA e controle, embora o NG e COL

tenha sido menor com esta espécie.

Alguns trabalhos atribuem a auséncia de beneficio dos FMA no crescimento
vegetativo do tomateiro a baixa colonizagdo micorrizica, ou seja, menor que 25%
(BANLA et al., 2015; SMITH; SMITH; JAKOBSEN., 2004). No presente estudo, o
percentual de colonizagao micorrizica nas raizes de tomateiro por A. longula foi inferior
a 20%, entretanto maior beneficio no crescimento vegetativo foi obtido com este fungo
em relagdo ao mix de FMA, que apresentou colonizagao radicular superior a 50%. Os
valores superiores a 50% podem ser decorrentes da habilidade de cada espécie de
FMA em explorar o sistema radicular, que pode, inclusive ter dindmica de colonizagao
distinta, sem o estabelecimento de troca efetiva para beneficiar o desenvolvimento do

tomate cereja.

Observa-se que o espectro de luz influencia os FMA de forma diversa, pois sob
FB o tratamento com o mix de FMA teve maior esporulagao e colonizagao micorrizica
comparada a LED-V/A, mas tal resultado n&o foi constatado para o tratamento com A.
longula. Ressalta-se ainda que a indiferenga ao tipo de luz utilizada (florescente
branca; vermelho e azul; vermelho e verde) também foi observada, a exemplo de
Entrophospora claroidea, que teve colonizagdo micorrizica maior que 64% nos
diferentes espectros de luz (HRISTOZKOVA et al., 2017).

Visto que o tratamento mix de FMA era composto por E. etunicata, G. albida e
R. clarum, a analise da colonizagdo micorrizica utilizando métodos visuais n&o
possibilitaram distinguir quais espécies podem ter sido mais influenciadas pela luz FB.
Para algumas espécies de Gigaspora a luz monocromatica azul e compostos
estimularam a ramificacdo de hifas (NAGAHASHI; DOUDS, 2003). Estimulo no
crescimento das hifas de G. margarita e Glomus spp. também foi encontrado com o
uso de luz vermelha e azul ou somente a luz vermelha (ISHII et al., 2003).
Posteriormente, em experimento com raizes de milheto e capim-bahia foi reportado
que a luz monocromatica vermelha inibia a formacao de esporos de G. margarita,
enquanto o uso conjunto da luz vermelha e azul estimulava (FREIRE CRUZ, 2016).
As diferencas mencionadas podem ser atribuidas a varios fatores, como teor de
umidade do solo, sua composi¢cdo, material de cobertura e tamanho das particulas
(TESTER; MORRIS, 1987). Neste sentido, futuros estudos devem buscar entender
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melhor esta relacdo, utilizando inoculantes monoespecificos em cultivo sob diferentes
substratos e espectros de luz, visto que a espécie vegetal associada pode modular a

colonizagao micorrizica e formagao de propagulos, dentre estes, os glomerosporos.
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6 CONCLUSOES

Em cultivo em vaso com substrato, a relagao entre o teor de acido graxo e a
propagacédo dos FMA néo é totalmente esclarecida. Embora tenha sido observada

uma discreta correlagdo entre o teor de acido graxo e a colonizag&o micorrizica.

Os primers desenhados nesse estudo Acaulospora longula, Rhizoglomus
clarum e Gigaspora albida, sdo especificos e permitem a detecg¢ao destes taxons no

solo inéculo pela analise de gPCR.

A auséncia de correlagdo entre a quantificacdo de glomerosporos e por gPCR
indica que a quantidade diferencial de outros propagulos no solo de R. clarus e A.
longula, bem como pelo numero de copias dos genes alvos utilizados para

identificacdo destas espécies, devem ser considerados na analise.

O uso de sorgo (S. bicolor) em cultivo em vaso com substrato a base de areia
e vermiculita favorece a esporulagédo de A. longula, constituindo em inoculante viavel

para promover o desenvolvimento vegetativo de tomate cereja em cultivo indoor.

O cultivo indoor do tomate-cereja é favorecido no desenvolvimento vegetativo
pelo uso de sistema LED vermelho/azul, sob fotoperiodo de 12h, recomendando-se a
inoculagdo com A. longula, que favorece os parametros morfoagronémicos, com

menor colonizagdo micorrizica, indicando sinergia entre a luz e a presenga de FMA.

A combinacédo de luz vermelha e azul, juntamente com a inoculagdo de A.
longula, revelou-se altamente vantajosa, resultando n&o apenas em um
desenvolvimento robusto da planta, mas também em um notavel aumento da

biomassa fresca e uma consideravel expansao da area foliar.

Os resultados deste estudo ressaltam a importancia do espectro de luz no
cultivo indoor e sua influéncia sobre FMA para promog¢ao de crescimento vigoroso de
tomate cereja. Essa abordagem pode ser crucial para avangarmos em busca de

sistemas agricolas mais sustentaveis e eficientes.
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APENDICES

Apéndice Tabela 1. Caracterizagdo do perfil de acido graxo em cada 6rgao das

espécies vegetais, segundo a literatura.

Hospedeiro Orgio do Acido graxo Referéncias
hospedeiro
Folh C16:0 - 16,93 + 1,46 %; Saini; Shetty; Giridhar, 2014;
olha i
C18:3 - 49,85 + 9.4 %: Queiroga et al., 2022
M. oleifera
Rai C16:0 - 26,00%; Amaglo et al., 2010
aiz
C18:1 - 37,30%;
C16:0 - 68,14 + 11,04%; Ryu et al., 2016
Folha C18:1- 6,38 + 3,89 %;
S. bicolor C18:3 —16,05 £3,64%;
Rai C18:2 - 46,1 +1,2%; Peixoto; Cambraia, 2009
aiz
C16:0 - 24,8 +1,9%;
C18:3-21,1a246,1% De Albuquerque Fernandes,
Folha C18:2 - 23,5 a 25,6% 2007
C16:0 -21 a 36,7%
U. brizantha
C18:1-15+7 % Texeira, 2022
Raiz C16:0-29+6 %

C20:0-7£2 %

Legenda: C16:0- Acido palmitico; C18:1 — Ac. oléico; C18:2 —Ac. linoleico; C18:3 — Ac. linolénico; C20:0
- Acido Araquidénico.

FONTE: BARBOSA, MXS (2023).
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Apéndice Tabela 2. Teor de lipidios (%) na parte aérea e no sistema radicular dos

hospedeiros em fungao de diferentes Fungos micorrizicos arbusculares.

Parte aérea Raiz
HOSPEDEIRO
AL CE GA RC AL CE GA RC
Moringa oleifera 7,46 7,09 8,31 8,17 1,19 1,11 1,14 1,02
Sorghum bicolor 4,27 4,73 4,21 4,22 1,50 1,94 1,66 1,58
Urochloabrizantha 3,75 4,00 3,35 3,75 4,22 4,05 3,39 5,11

Legenda: AL- Acaulospora longula; CE — Entrophospora etunicata; GA — Gigaspora albida; e RC-
Rhizoglomus clarum.

FONTE: BARBOSA, MXS (2023).

Apéndice Tabela 3. Conteudo de lipidios totais na raiz dos hospedeiros.

Conteudo
Planta
Folha Raiz
M. oleifera 28,78 12,73
S. bicolor 79,57 24,34
U. brizantha 47 11 74,41

FONTE: BARBOSA, MXS (2023).
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Apéndice Tabela 4. Esporulacdo de fungos micorrizicos arbusculares (FMA)

associados a brachiaria (U. brizantha), moringa (M. oleifera) e sorgo (S. bicolor).

Numero de glomerospos (esp./g)

HOSPEDEIRO
AL EE GA RC
Moringa oleifera 17,28 12,22 4,59 9,44
Sorghum bicolor 74,70 3,96 7,39 9,21
Urochloa brizantha 16,60 3,53 2,23 2,26

Legenda: AL- Acaulospora longula; EE — Entrophospora etunicata; GA — Gigaspora albida; e RC-
Rhizoglomus clarum.

FONTE: BARBOSA, MXS (2023).

Apéndice Figura 1. Passo a passo da realizagdo da analise de lipidios totais durante

a execucgao do experimento.

Legenda: A - As raizes séo lavadas apds a coleta e posteriormente pesadas, sendo entdo direcionadas
para secagem em estufa de circulagao forgada de ar a 45 °C por 72 horas; B - As amostras secas sao
processadas em moinho de facas do tipo Willye R-TE-650/1; C - Apds a adi¢cao dos ingredientes
(amostra seca + solugdes) e agitagcao, ocorre a separacgao das fases; D - Filtragem da camada inferior
(cloroférmio + lipidios extraidos) utilizando papéis filtro comuns; E - As amostras sdo deixadas sobre a
bancada para evaporizagdo do cloroférmio; F - Os lipidios totais sdo obtidos apds a etapa de
evaporizagdo do cloroférmio, aferidos em balanga analitica; G - Transferéncia dos lipidios para o
microtubo; H - A amostra final, contendo os lipidios totais, € destinada ao armazenamento em freezer.

FONTE: BARBOSA, MXS (2023).
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Apéndice Figura 2. Cultivo indoor, sala de crescimento do laboratério de

Biotecnologia da Embrapa Semiarido em Petrolina — PE, 2023.

Legenda: A- sala de crescimento com a luz fluorescente branca; B- Sala de crescimento com a luz
vermelha e azul; C- Desenvolvimento do tomate-cereja sob a luz florescente branca, com 33 dias apés
o transplante de mudas; D- Desenvolvimento do tomate cereja sob luz vermelha e azul, com 106 dias
apos o transplante das mudas.

FONTE: BARBOSA, MXS (2023).



97

ANEXOS

ANEXO A- Método da analise quinzenal, para monitorar o comprimento e a largura

das folhas, em plantas de tomate-cereja em sala de crescimento.

FONTE: GratisPNG - https://www.gratispng.com/png-0b5g6i/

ANEXO B- Método para espagamento entrends e da contagem de botéo floral por

planta.

FONTE: a) Vita Oliva Garden; b) BARBOSA, MXS (2023).
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ANEXO C- Analise da area foliar realizada por meio do programa ImageJ em plantas

de tomate-cereja.

Fie Edit Image Pmcess &ahze Phgins Window Help
Ooiawl/Le A plal L o sl

1S4 (Smsis-chch b = =T 1]

[T
Fio Edt Font Resits
[Ama  Mean TMin Mas |
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FONTE: Programa ImageJ.



