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Resumo
COLODETE, Carlos Moacir, M.Sc., Universidade Vila Velha - ES, marco de 2013.

AlteracGes bioquimicas e da comunidade microbiana da rizosfera de plantas
transgénicas de tomateiro super-expressando a H*-PPase vacuolar. Orientador:
Dr.Alessandro Coutinho Ramos.

No presente trabalho, avaliou-se a colonizagdo micorrizica inoculados por Glomus
intraradices e atividades enzimaticas de estresses oxidativos em raizes transgénicas de
tomateiro (AVP1OX) e silvestre (Wt), inoculadas ou ndo com fungos micorrizicos
arbusculares (FMAs) (G.intraradices e Scutellospora heterogama). Para estas avaliacoes,
utilizou-se  um  arranjo  fatorial  2x3x1, (AVP1OX-Wt/Controle-S.heterogama-
G.intraradices/70 dias ap0s inoculacdo (d.a.i.)), com cinco repeticGes. Para avaliacdo da
alteracdo microbiana na rizosfera de AVP1OX, utilizou-se um arranjo fatorial 2x2x1,
(AVP1OX-Wt/Controle-S.heterogama/70 d.a.i.), com cinco repeticOes, através de rizotubos.
Os resultados revelaram que a inoculacdo micorrizica em raizes de AVP1OX com
G.intraradices, induziram aumentos significativos de 17% na colonizacdo micorrizica em
comparacdo com Wt e claras evidéncias de alongamento celular. Além disso, comportamentos
ndo usuais como o engrossamento das hifas e presenca de arbusculos abortados foram
observados em AVP1OX, indicando envolvimentos nos mecanismos de defesa de natureza
genética, bioquimica, fisica e fisiologica. Nas atividades enzimaticas, AVP10OX inoculados ou
ndo, apresentaram reducbes da CAT, evidenciando menor mecanismo de defesa. AVP10OX
inoculados com G.intraradices obtiveram reducdes significativas da CAT em 48,25% e
inversamente proporcional, mas em menor grandeza em 31,75% quando inoculados com
S.heterogama. Para AcP, Wt inoculados com G.intraradices e S.heterogama obtiveram
aumentos significativos de 61% e 88% respectivamente, em relacdo aos seus controles. Por
outro lado, AVP10X inoculados por G.intraradices revelaram reducdes da AcP em 36%, mas
de forma inversa, quando inoculados por S.heterogama em 25%. S.heterogama foi o in6culo
gue mais favoreceu as atividades de defesas oxidativas em AVP1OX, revelando seu carater
biorregulador. A AIP em AVP1OX inoculados com G.intraradices obtiveram aumentos
significativos de 272%. Similarmente, mas em menor grandeza, ocorreu com S.heterogama
com 189%. Estes resultados corroboram com o mecanismo proposto para a atividade da AlP,
sendo 0 mesmo considerado bom indicador de colonizag&o micorrizica. Descobrimos que no
solo rizosférico, AVP10OX favorecem mais a densidade total de fungos que bactérias e as

mesmas quando inoculadas, responderam de forma invertida.

Palavras-chave: colonizacdo micorrizica, CAT, AcP, AIP, AVP10X



Abstract
COLODETE, Carlos Moacir, M.Sc., University Vila Velha - ES, March 2013. Changes of
biochemical and microbial community in rhizosphere of transgenic plants tomato super-

expressing vacuolar H*-PPase. Advisor: Dr.Alessandro Coutinho Ramos.

In this study, we evaluated the inoculated mycorrhizal colonization by Glomus
intraradices and enzymatic activities of oxidative stress in transgenic tomato roots (AVP10X)
and wild (Wt) or not inoculated with arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) (G.intraradices and
Scutellospora heterogama). For these evaluations, we used a 2x3x1 factorial arrangement,
(AVP1OX-Wt/Controle-S.heterogama-G.intraradices/70 days after inoculation (d.a.i.)), with
five replicates. To evaluate the changes in the rhizosphere microbial AVP10X, used a 2x2x1
factorial arrangement, (AVP1OX-Wt/Controle-S.heterogama/70 d.a.i.), with five replicates
through rizotubos. The results showed that inoculation with mycorrhizal roots with AVP10X
G.intraradices, induced significant increases of 17% in colonization compared to Wt and
clear evidence of cell elongation. Furthermore, unusual behavior as thickening of the presence
of hyphae and arbuscules aborted AVP10X were observed, indicating involvement in the
defense mechanisms of genetic nature, biochemical, physiological and physical. Enzymatic
activities, AVP10OX inoculated or not, showed reductions of CAT, showing a decreased
defense mechanism. AVP1OX inoculated with G.intraradices obtained significant reductions
in CAT 48.25% and inversely proportional, but in smaller quantity in 31.75% when
inoculated with S.heterogama. For AcP, Wt inoculated with G.intraradices and S.heterogama
significant increases of 61% and 88% respectively, compared to their controls. Moreover,
AVP10X inoculated by G.intraradices showed reductions of AcP in 36%, but in reverse,
when inoculated S.heterogama 25%. S.heterogama the inoculum was the most favored
activities oxidative defenses in AVP1OX, revealing his character bioregulator. AlP in
AVP10OX inoculated with G.intraradices significant increases of 272%. Similarly, but to a
lesser magnitude, occurred with S.heterogama with 189%. These results support the proposed
mechanism for the activity of AIP, being even considered good indicator of mycorrhizal
colonization. We found that the rhizosphere, AVP10X favor over the total density of bacteria
and fungi that the same when challenged, responded reversed.

Key words: mycorrhizal colonization, CAT, AcP, AIP, AVP10X



1. FUNDAMENTACAO TEORICA

AlteracOes na exsudacéo de fitoquimicos em plantas transgénicas e da comunidade

microbiana da rizosfera colonizadas com micorrizas arbusculares*
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1. Biotecnologia e energética da interagdo MA

A perspectiva de crescimento populacional para os proximos anos possibilita
antever que a demanda por alimentos sera cada vez maior. Para produzir alimentos em
quantidade que atendam a populacdo, o melhoramento genético das plantas tem papel
fundamental. Segundo Ahmad et al., 2011, um aumento de 94 vezes na area plantada de 1,7
milhdes de hectares em 1996 para 160 milhdes de hectares em 2011, torna as culturas GM, as
mais adotadas na histdria da agricultura moderna.

Com a tecnologia do DNA recombinante através do desenvolvimento de plantas
geneticamente modificadas (PGMSs), torna-se possivel incrementar a dindmica das pesquisas
cientificas e que vem tornando uma poderosa ferramenta na obtencdo de conhecimentos mais
detalhados sobre 0s mecanismos bioquimicos e fisiologicos de plantas e das interacdes planta-
microrganismos (Gaxiola et al., 2005; 2007; 2011; 2012; 2013).

Nesse contexto, a superexpressdo da H*-pirofosfatase (H*-PPase), gene AVP10X,
em Arabidopsis thaliana resultaram na homeostase ionica, aumento das divisoes celulares,
hiperplasia (aumento do numero celular), crescimento vegetal via um maior desenvolvimento
radicular, maior absor¢cdo de agua e nutrientes, elevacdo da auxina com consequente
alongamento celular, maior atividade da H*-ATPase e tolerancia ao estresse salino (Gaxiola et
al., 2007; 2011; 2012; 2013).

Segundo Gaxiola et al., (2007), mudancas na expressdao do AVP10OX afetaram a
abundancia e a atividade da H*-ATPase da membrana plasmatica, alterando o pH do
apoplasto e o transporte de auxina em plantas. Testes moleculares, bioquimicos e fisioldgicos
realizados com A.thaliana demonstraram um aumento na tolerdncia a salinidade devido a
maior absor¢io e acumulacio de ifons Na® em seus vaclolos e consequentemente uma
elevacdo na capacidade osmorregulatoria. Sendo assim, AVP10X revelaram uma habilidade
em resistir a diferentes condicdes de estresses.

Anteriormente, Park et al., (2005) realizaram pesquisas sobre a superexpressdo da
H*-PPase vacuolar em raiz de tomateiro (Solanum lycopersicum) AVP10X. Estes estudos
bioquimicos e de transporte, confirmaram a expressdo funcional desta proteina recombinante
na linhagem dos tomateiros GM. DeterminagGes da atividade hidrolitica da H*-PPase do
tonoplasto de raizes de duas linhagens representativas XAVP1D e plantas controles,
mostraram que as plantas GM obtiverem em média 56% de aumento de sua atividade em
relagdo as plantas controles, enquanto a H*-ATPase vacuolar, ndo sofreram modificacdes
significativas. Quando submetidas ao estresse hidrico, AVP10OX demonstraram rapida

recuperacao apos reidratacdo, ou seja, apos interrupcao do estresse.
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Ramos et al., (2005) realizaram estudos associando a atividade de H*-ATPases da
membrana plasmatica e vacuolar e também da H*-PPase vacuolar em plantas de milho (Zea
mays L.) inoculadas com dois FMAs (Glomus clarum e Gigaspora margarita). Estes autores
observaram que nas raizes de milho colonizadas pelos FMAs apresentavam significativos
incrementos na nutricdo mineral e na atividade das H'-ATPases na fase de estabelecimento da
interagdo. Por outro lado, foi relatado que a atividade da H*-PPase vacuolar foi fortemente
estimulada nas fases iniciais da simbiose. Sendo assim, pode ser feita uma analogia entre
micorrizagio e AVP10X (super-expressando a H*-PPase vacuolar), pois ambas promovem
efeitos semelhantes nos individuos. Dados moleculares demonstraram anteriormente a mesma
capacidade do FMAs em induzir o aumento da expressdo do gene H*-ATPase da membrana
plasmaética da planta hospedeira, tal como acontece com AVP10X (Ferrol et al., 2002).

2. Impacto das PGMs sobre a colonizagdo micorrizica:

Alteracdes e reducdes na colonizacdo micorrizica radicular inoculados com FMAS
em algumas PGMs foram observadas (Tabela 1).

Powell et al., (2007) demostraram que em quatro variedades de soja Glycine max
- CP4-EPSPS (2602R, 2702R, AG1901 e DKB06-52) obtiveram efeitos significativos sobre a
colonizacdo micorrizica nas raizes de soja, no entanto, em nenhum caso a variacdo foi
significativamente associada com a modificacdo genética. Além disso, foram realizados
experimentos com tabaco Nicotiana tabacum do tipo silvestre, PGMs NahG (PGMs de tabaco
expressando o gene NahG bacteriana) e tabaco GM CSA, que foram inoculadas com o G.
mosseae. Durante o inicio do desenvolvimento, as plantas NahG obtiveram melhores niveis
de colonizacao radicular, enquanto que, em plantas de CSA, a micorrizacao foi reduzida.

No entanto, no final do experimento, a colonizacdo foi semelhante em ambas as
PGMs e silvestres, indicando que o aumento dos niveis de acido salicilico (AS). O acimulo
de AS foi proposto como um marcador enddgeno para a resisténcia das plantas, ligando
melhorados niveis AS em plantas, para uma susceptibilidade reduzida destas plantas aos
patdégenos podem, por vezes, atrasar a colonizagcdo do FMA nestas raizes, mas, neste Gltimo
caso, eles ndo afetaram o nivel de colonizagdo radicular (Medina et al., 2003). Algumas

literaturas relevantes e os seus principais resultados estéo listados na (Tabela 1)



Tabela 1. Visdo geral das pesquisas sobre os efeitos de PGMs na coloniza¢do dos FMAS

Plantas GM  Modificagfes  Principais resultados Autores

Arroz Chitinase A taxa de colonizagdo radicular diminuiu Yangetal.,
(RC24) significativamente; (2002)

Tabaco NahG PGMs de tabaco CSA, as micorrizacdes foram Medinaetal.,

reduzidas. A colonizacdo radicular nas plantas (2003)
silvestres e GM (NahG e CSA) com G.mosseae,
foram semelhantes;

Milho CrylAb PGMs de milho Btl76  reduziram Turrinietal.,
significativamente o crescimento das hifas na (2004a)
fase pré-simbidtica e o desenvolvimento de
apressorios por G. mosseae;

Milho CrylAb Foram detectados baixos niveis de colonizacdo Castaldini et al.,
micorrizica nas raizes de milho GM Btl176, (2005)
inoculadas por G.mosseae;

Milho CrylAb PGMs de milho, contendo genes do solo FlieBbach et al.,
Bacillus thuringiensis (Bt) ou ndo-(Bt), a (2012)
colonizacdo destas raizes com FMAs variaram
entre 19% e 39%;

3. PGMs e alteracdes na comunidade microbiana da rizosfera

Vaérios estudos tém se dedicado a comparar os efeitos da exsudacéo radicular de
PGMs e suas consequentes alteracGes na comunidade microbiana da rizosfera (Ceccherini et
al., 2003; Bruinsma et al., 2003; Liu, 2010; Bouasria et al., 2012; Chaparro et al., 2013).
Além disso, 0s mesmos autores demonstraram avancos significativos na avaliacdo de riscos
ambientais, especialmente através da possivel transferéncia horizontal de genes (THG)
(Ceccherini et al., 2003) das PGMs, na microbiota dos solos.

A atividade microbiana tem como principal fonte de nutrientes os compostos
organicos excretados principalmente pelas raizes na forma de exsudatos (Singh et al., 2007;
Chaparro et al., 2013). No entanto, reduzidas revisdes abrangem os efeitos de PGMs em
comunidades de FMAs. Nos ultimos anos, a importancia do FMAs nas avalia¢fes de riscos
ecologicos, foi destacada por alguns autores (Bruinsma et al., 2003; Liu, 2010; Chaparro et
al., 2013).
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Hannula et al., (2010) relataram que FMAs (Ascomycota, Basidiomycota e
Glomeromycota), sdo propostos como potenciais indicadores biolégicos de perturbacéo e
agentes Uteis em estratégias de monitoramento ap6s a introducdo de PGMs, como de batata
(Solanum tuberosum L.) na rizosfera de solos in situ. Os fatores determinantes na composicao
destas comunidades, esta no crescimento das plantas e na propriedade do solo. Outros estudos
tém abordado os efeitos destes transgenes nas estruturas das comunidades de fungos
(Verbruggen et al., 2010).

Milling et al., (2004) observaram tendéncias nas alteracBes dos perfis da
comunidade bacteriana total e de grupos especificos, como alfa e betaproteobacterias,
actinomicetos e pseudomonas, na rizosfera de batatas GM (S. tuberosum L.) com composigéo
de amido alterada. Este estudo demostrou que a transgenia pode diretamente ou indiretamente
modificar a estrutura de comunidades especificas do solo. Entretanto, outros estudos
investigaram os efeitos das PGMs nas estruturas das comunidades bacterianas (Rasche et al.,
2006; Weinert et al., 2009) e funcionamento (Verbruggen et al., 2010).

Bruinsma et al., (2003) pesquisaram os efeitos das PGMs sobre os
microrganismos do solo (fungos e bactérias), através de técnicas tradicionais como: nimero
mais provavel (NMP), seguida de “Pour Plate” de contagem em placas de Petri, ou de
técnicas moleculares: PCR, ERIC-PCR, T-RFLP, SSCP e DGGE, detectando amplas
variag0es ou tendéncias diferentes em extenséo e intensidade. Outros estudos demostraram
efeitos transitérios e temporarios da atividade enzimatica no solo e da estrutura bacteriana
associada a rizosfera (Rasche et al., 2006).

Chaparro et al., (2013) observaram que os exsudatos de Arabidopsis, in vitro,
colhidas em diferentes fases de desenvolvimento e analisados por Cromatografia Gasosa e
Espectrometria de Massa (CG-EM), revelaram que a composicdo dos exsudatos das raizes
destas plantas, variaram em cada fase do desenvolvimento. JA 0s niveis de secrecdo
cumulativa de acUcares e alcoois foram maiores nos pontos de tempo iniciais e diminuiu ao
longo do desenvolvimento. Em contraste, os niveis de secrecdo de aminoécidos e compostos
fenolicos aumentaram ao longo do tempo.

De maneira geral, as alteragdes de uma populagéo refletem na combinacdo dos
efeitos das condigdes de recursos, migracdo, competicéo (intra e interespecifica), mutualismo,
predacdo e parasitismo (Neal et al., 2012). Entretanto, para o fornecimento de respostas
completas a essas variantes, faz-se necessario conhecer as condi¢des fisicas e quimicas, o
nivel de recursos disponiveis, o ciclo de vida dos organismos e a influéncia de competidores,
predadores e parasitas. Paralelamente, os microrganismos que habitam o solo estdo em

constante disputa por agua, nutrientes e energia (Neal et al., 2012). Esse fator também
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delimita sua capacidade competitiva, pois na rizosfera a fonte de carbono (C) liberada pela
planta é limitada.

As plantas estdo expostas a uma grande variedade de microrganismos
ubiquamente distribuidos, sendo que os mesmos possuem fungdes-chave nos ecossistemas,

dentre estes, destacam-se 0s FMAs (Soares e Carneiro, 2010; Ramos et al., 2011).

4. Biologia e desenvolvimento das micorrizas arbusculares (MAS)

Estudos de fosseis de plantas da era Devoniana evidenciam que a associacao
micorrizica arbuscular existe hd pelo menos 400 milhdes de anos (Remy et al., 1994; Ramos
et al., 2011). Estimativas feitas com o reldgio molecular (18S rRNA), calibrado com esse
dado fossil e taxas de substituicdo de nucleotideos dessa sub-unidade menor do gene
ribossomal, apontam que a origem dos principais grupos de fungos terrestres
(glomeromicetos, ascomicetos e basidiomicetos) ocorreu ha mais de 600 milhdes de anos
(Redecker, et al., 2000a), porém ndo foi encontrado sinal de simbiose. Os FMAs, Filo
Glomeromycota, Classe glomeromycetes, sdo uma das mais antigas, conspicuas e
ecologicamente importantes simbioses da terra (Ramos et al., 2011). Sua ocorréncia € notavel
nos ecossistemas, associando-se com mais de 80% das espécies de plantas, formando assim,
uma relacdo simbidtica mutualistica denominada MAs (Ferreira et al., 2012).

Os FMAs sdo recentemente classificados em 5 ordens, 14 familias e 26 géneros,
com pouco mais de 230 espécies descritas (Stlrmer, 2012) (Tabela 2).

A genética desses fungos ainda é pouco conhecida (De Souza et al., 2008). Até
recentemente, os glomeromycetos eram considerados organismos exclusivamente clonais (De
Souza et al., 2008). Os esporos sdao multinucleados e podem conter, dependendo da espécie,
centenas a milhares de nuacleos (Pawlowska e Taylor, 2004). Outros glomeromicetos
estudados apresentam genomas com tamanho maior (ver detalhes De Souza et al., 2008).

Os FMAs séo considerados biotroficos obrigatorios (Folli-Pereira et al., 2012).
Essa caracteristica é esperada em simbioses altamente evoluidas, em que o microsimbionte se
torna totalmente dependente do macrosimbionte. Como consequéncia, esses fungos precisam
esta- belecer simbiose com raizes de plantas compativeis para que possam completar seu ciclo
de vida. Geralmente mostram-se pouca especificidade, e os fatores que determinam se
micorrizas sdo formadas ou ndo, parecem depender do genétipo da planta hospedeira. A

evidéncia para isso é a existéncia de espécies de plantas GM ndo nodulantes (nod’) sdo
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incapazes de formar simbiose MA, sendo denominadas (myc’), sugerindo que a parte das vias

de transdug&o de sinais ambos os simbiontes sdo analogas (Ramos et al., 2011).

Tabela 2. Classificacdo atual dos FMAS no reino fungi

Filo-Classe-Ordem Familias Géneros

Claroideoglomeraceae Claroideoglomus

Viscospora

Redeckera

Entrophosporaceae Entrophospora

Kuklospora

Ordem: Gigasporales Gigasporaceae Gigaspora

Orbispora

Cetraspora

Fuscutata

Classe: Archaeosporomycetes
Ordem: Archaeosporales Archaeosporaceae Archaeospora

Ambisporaceae Ambispora

Classe: Paraglomeromycetes
Ordem: Paraglomerales Paraglomeraceae Paraglomus
Modificado (Stirmer, 2012).
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Dentro do reino fungi, glomerosporos sdo assexuais (Goto e Maia, 2006). Na
reproducdo assexual os organismos tendem a acumular mutacdes deletérias devido as falhas
durante o crescimento somatico. As vesiculas sdo estruturas globosas que ocorrem intra e
extracelularmente, com funcdo de reserva (lipideo) para o fungo, as quais sdo formadas em
apenas alguns géneros (Bonfante-Fasolo, 1984). As hifas sdo importantes na aquisicdo e
translocacdo de metabdlitos do solo para a planta (Folli-Pereira et al., 2012). O micélio é
asseptado (cenocitico) (Moreira e Siqueira, 2006). Essas hifas diferenciam-se em apressorios
na superficie da raiz e colonizam o tecido cortical, tanto intercelular quanto intracelularmente
(Kiriacheck et al., 2009). Dependendo do genotipo vegetal em certas células do cortex, hifas
intracelulares se diferenciam em arbusculos, que formam invaginac6es no interior das células
do parénquima cortical radicular vegetal, podendo assumir um padrdo Arum ou Paris, sendo
circundados por uma membrana plasmatica diferenciada de origem vegetal, chamada Peri-
arbuscular (Folli-Pereira et al., 2012). Sdo importantes nos processos de troca de nutrientes
entre simbiontes em até 80% de P, 60% de cobre (Cu), 25% de nitrogénio (N), 25% de zinco
(Zn) e 10% de potassio (K) (Moreira et al., 2010). Nesta troca de nutrientes, as H*-ATPase da
membrana plasmatica da planta e fungo (Figura 1) séo responsaveis pelo efluxo unidirecional
de fons H" a catalise de moléculas de ATP, denominado de transporte primario de H* (Figura
1). Assim o gradiente eletroquimico gerado pelas ATPases impulsionam o influxo de
macromoléculas e outros nutrientes via transportadores de membrana, representado pelo

transporte secundario (Figura 1) (Ramos et al., 2011).
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Figura 1. Transporte primario e secundario pela membrana plasméatica. O gradiente
eletroquimico criado pela H'*-ATPase é usado por transportadores secundarios para
movimentar ions e compostos organicos pela membrana. O transporte de &gua pelas
aquaporinas pode ndo responder diretamente ao gradiente eletroquimico de H*, todavia
responde ao potencial osmotico e dessa forma, ao movimento de solutos. Modificado
(Morsomme e Boutry, 2000).

Aqui sdo propostos modelos inéditos, do transporte primario e secundario pela
membrana plasmaética (Figura 1) e as etapas de desenvolvimento dos FMAs (Figura 2).

Apesar da colonizagdo dos FMAs se restringirem ao ambiente da raiz, respostas
ecofisioldgicas diversas podem ser observadas na parte aérea do hospedeiro (Sena et al.,
2004). Dentre estas respostas, estdo as alteracbes no processo fotossintético (Sena et al.,
2004), crescimento vegetal (Tabela 3), reducdo na incidéncia de ataques patdgenos nas raizes
(Borges et al., 2007), resisténcia ao déficit hidrico (Moratelli et al., 2007), tolerancia das
plantas a condicdes de estresse (Folli-Pereira et al., 2012) e acumulacdo da biomassa

microbiana em solos (Olsson e Wilhelmsson, 2000).

Tabela 3. As utilizagdes dos FMAS no crescimento vegetal

Utilizacéo Mecanismos principais

Biofertilizadora Acessos a nutrientes pouco disponiveis;

Maior absorcao e utilizacdo de nutrientes do solo;
Amenizagéo de estresses nutricionais e nutricdo balanceada;
Favorecimento da nodulacéo e fixacdo de N, em leguminosas;

Biorreguladora Atua na producdo e acumulo de substancias reguladoras do
crescimento;

Interfere favoravelmente na relagdo agua-planta (aumenta tolerancia
a déficit hidrico);

AlteracBes bioguimicas e fisiologicas (acimulo de certos
metabolitos secundarios);

Biocontroladora Efeitos benéficos na agregacéo das particulas do solo por meio da
producéo e liberacdo denominada glomalina, melhora a conservagéo
da 4agua e do solo;

Acdo de biocontrole sobre certos patdgenos e pragas;
Reducéo de danos causados por pragas e doencas;
Amenizacédo de estresses causados por fatores diversos como metais
pesados e poluentes organicos;
Modificado (Siqueira et al., 2002).



http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0005273600001280
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0005273600001280
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O desenvolvimento das MAs € um processo complexo e assincrono (Ramos et al.,
2011). Segundo Siqueira et al., (2007), o estabelecimento e desenvolvimento MA ¢é
caracterizado com as seguintes fases: (i) assimbidtica pela germinacdo de esporos e
crescimento do tubo germinativo (Figura 2), (ii) pre-simbidtica na ramificacdo das hifas
esporofiticas em resposta a fatores de ramificacdo produzidos pelas plantas (Figura 2), (iii)
simbidtica através da diferenciacdo do apressorio, penetracdo, colonizacdo intraradicular e
diferenciacdo e funcionamento do arbusculo (Figura 2) e (iv) esporulacéo — o ciclo do fungo
se completa, com a formacdo de novos esporos, 0S quais podem perdurar cComo esporos

viaveis por longo tempo no solo.

Solo
Assimbioético
Pré-simbidtico
; .
Membrana plasmatica _;‘ ,r" . = -\‘.I
|II f \\I |
Paredecelular o f | ]
[ y.
| |
Membrana Peri-arbuscular |
Parede do arbuisculo Simbidtico
Membrana do arbisculo . w - ) ‘
| | & -, J
\ o o ’ |
| ™ |
., , K
\ ]
/ — — .
Raiz

Figura 2. Etapas de desenvolvimento dos FMAs (Assimbiotico, Pré-simbidtico e Simbiotico)
associados a diferenciacdo do apressorio (Ap), desenvolvimento do arbusculo (Arb) e
formacdo das interfaces de troca em célula cortical vegetal radicular; O espaco entre a
Membrana Peri-arbuscular e a Parede do arbusculo € denominado de interface arbuscular. Os
circulos, representam a localizacio das H'-ATPases da membrana Peri-arbuscular e os
tridangulos, as H'-ATPases dos FMAs. Modificado (Ramos et al., 2005).

5. Mecanismo de defesa das plantas durante os estagios de interacao planta-FMAs.

O estabelecimento dos FMAs envolvem complexos processos de
desenvolvimento, concomitantemente nas alteragdes bioquimicas, fisiologicas e moleculares
em ambos os simbiontes (Moreira e Siqueira, 2006). Modificagdes na fisiologia da planta

apos a colonizagdo micorrizica ativam mecanismos de defesa e pode explicar, pelo menos
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parcialmente, a diminuicdo da suscetibilidade das plantas a patdgenos. Esses efeitos podem
surgir por meio de mudancgas na formacao de lignina (Saldajeno et al., 2008), na producédo de
compostos fenolicos (Zeng, 2006) e aparecimento de novas isoformas das enzimas
hidroliticas, como quitinase e $-1,3-glucanase. Proteinas relacionadas a patogénese, acumulos
de fitoalexinas e lignificacdo da parede celular tém sido relatadas em plantas micorrizadas em
locais distantes dos sitios de infeccdo, indicando assim a ocorréncia de resisténcia sistémica
(Selosse et al., 2004).

Os modos de acdo e estratégias envolvidos na supressdo de patdgenos pelos
FMAs podem ser resumidos em quatro grupos: (i) competicdo direta entre FMAS e patdgenos;
(if) regulagdo da populagdo microbiana no solo em torno do sistema radicular; (iii)
modificagdes no crescimento, nutricdo e morfologia vegetal; (iv) e alteracbes de ordens
bioquimicas e moleculares nos hospedeiros vegetais (Costa e Lovato, 2011).

Plantas com maior atividade de enzimas antioxidativas mostram-se mais
tolerantes a diferentes estresses, e as micorrizas induzem aumento da atividade das enzimas
antioxidativas, como peroxidase (PO), catalase (CAT) e superéxido dismutase (SOD)
(Arfaoui et al., 2007).

Espécies reativas de oxigénio (EROs), como radical superdxido (O;"), peréxido de
hidrogénio (H20,) e radical hidroxila (OH), ocorrem normalmente no metabolismo celular;
podendo causar sérios danos ao metabolismo normal, por meio de danos oxidativos a lipidios,
proteinas e acidos nucleicos. A inducdo de enzimas antioxidantes que eliminam EROs, como
SOD, PO e CAT, é um mecanismo de desintoxicacdo mais comum e que ocorre durante as
respostas ao estresse oxidativo (Mittler, 2002). Em raizes de feijdo (Phaseolus vulgaris L.)
colonizadas por Glomus clarum, SOD e CAT foram induzidas em raizes na fase final de
desenvolvimento da simbiose, sob baixo nivel de P (Lambais et al., 2003).
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4. Conclusodes

Apesar dos avangos nos conhecimentos biotecnologicos de PGMs e bioquimicos
da microbiota dos solos associados aos FMAs, esforcos adicionais sdo necessarios para
elucidar tais mecanismos, como por exemplo, em avancos metodoldgicos especialmente na
introducdo de técnicas de biologia molecular, baseadas na analise do &cido
desoxirribonucleico (DNA) ou ribonucleico (RNA), aléem das vantagens de ser um processo
rapido e de alta sensibilidade. Aliados a isso, 0 uso de controles apropriados nos
procedimentos de avaliacdo de impacto e a determinacdo de variagdes que possam ocorrer
naturalmente, séo fatores-chave para uma boa interpretacdo dos resultados. As conclusdes e
sugestBes sobre o0s avancgos dos conhecimentos e aplicacbes metodoldgicas mencionados nesta
fundamentacdo tedrica, ndo devem ser visto como absoluto ou definitivo.

Trabalhos futuros, sobre os efeitos de esxudatos alterados em PGMs nos
microrganismos do solo, devem envolver experimentos que utilizem ferramentas moleculares,
baseadas na amplificacdo dos acidos nucleicos pela Rea¢do em Cadeia da Polimerase (PCR-
Polimerase Chain Reaction), permitindo assim o avango no conhecimento sobre: diversidade
genética, caracterizacdo, estrutura, dinamica, variabilidade genética das populacbes de
microrganismos e seus habitats e melhor compreensdo da relagcdo destes com as plantas.
Abstendo-se dos detalhes, a eficiéncia desta técnica resume-se no uso de DNA em quantidade
e qualidade adequadas para amplificacdo e a escolha de primers especificos para a regido a ser
estudada. Portanto, destacamos a auséncia de uma técnica perfeita. Cabe ao pesquisador
decidir qual o método ou conjunto de métodos mais adequados para responder as questdes

cientificas propostas.
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1. Introducéo

Andlises baseadas nos ualtimos relatérios do Servigo Internacional para a
Aquisicédo de Aplicacdes em Agrobiotecnologia (ISAAA), demontram que entre 2011 e 2012,
as areas plantadas com transgénicos no mundo cresceram 6%, passando de 160 milhdes de
hectares para 170,3 milhdes um incremento de 10,3 milhdes. No mesmo periodo, o Brasil
aumentou em 6,3 milhGes de hectares o cultivo de plantas geneticamente modificadas
(PGMs). As espécies de PGMs incluem principalmente o tomateiro (Solanum lycopersicum),
milho (Zea mays L.), algodao (Gossypium hirsutum L.) e soja (Glycine max).

A relacdo entre PGMs e microrganismos do solo, tem se discutido nos ultimos
anos (Chaparro et al., 2013). Entretanto, esta relacdo ainda ndo é bem compreendida (Neal, et
al., 2012). Alguns estudos envolvendo andlises de fitoquimicos revelaram que a distribuico
na densidade de microrganismos na rizosfera, sdo influénciados diretamente pelos exsudatos
das plantas (Bouasria et al., 2012; Neal, et al., 2012; Chaparro et al., 2013). Dentre as
inimeras relagbes bioldgicas ubiqguamente encontradas no solo, destacam-se as simbioses
mutualistas entre fungos e raizes de plantas, denominados FMAs (Stiirmer, 2013). Neste
contexto, os FMAs podem alterar a densidade das populacGes de fungos e bactérias da
rizosfera e hifosfera (Chaparro et al., 2013) e consequentemente, as atividades bioguimicas da
microbiota do solo.

Os FMAs, Filo Glomeromycota (Stlirmer et al., 2013) sdo organismos biotroficos
obrigatdrios, suscetiveis a maioria das raizes de plantas vasculares, sendo uma das mais
antigas, conspicuas e ecologicamente importantes simbioses da terra, formando uma relagédo
mutualista denominada micorriza arbuscular (MA). A principal caracteristica desta associacdo
¢ a formacdo no cortex radicular das plantas em arblsculos, estruturas micorrizicas
responsaveis pelo movimento bidirecional de nutrientes absorvidos do solo para a planta,
notadamente o fosforo (P) e a transferéncia aclcares derivados do processo fotossintético ao
fungo (revisado por Ramos et al., 2011). Além do aumento nutricional (biofertilizadora),
plantas micorrizadas apresentam maior resisténcia aos agentes patogénicos e menor estresse
(biocontroladora), regulacdo das alteragdes bioquimicas e fisiologicas (biorreguladora)
(Siqueira et al., 2002). Estudos citoquimicos tém mostrado que na simbiose micorrizica,
gradientes intra e extracelulares de prdotons (H") estdo associados com o crescimento
polarizado em celulas de plantas (Feijo et al., 2004) e fungos (Ramos et al., 2008a,c). Os
transportadores secundarios necessitam de um aporte de energia que € fornecido pelos
sistemas de transporte primarios localizados na membrana plasmatica (H*-ATPases do tipo P)
(Morsomme e Boutry, 2000) e no tonoplasto (H*-ATPases do tipo V e H*-PPase) (Rea et al.,
1992).
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A penetragdo intrarradicular de plantas pelos FMAs promovem sequéncias
bioquimicas diversas (Song et al., 2011). Estes eventos incluem a percepcao, transducéo de
sinais e ativacdo de genes de defesa (Song et al., 2011). Apo6s a percep¢do de um indutor,
mudancas na permeabilidade idnica da membrana plasmatica sdo observadas, como ativacao
de enzimas ligada a membrana, quinases e fosfatases (Kong et al., 2012). As fosfatases séo
enzimas que contribuem positivamente na maior absor¢cdo de P no solo (Lundmark et al.,
2011). Nesse contexto, uma etapa do processo de mineralizacdo e agdo de enzimas que
hidrolisam fosfato ligado organicamente no solo, estdo as AcP ou AlP, sendo respectivamente
classificadas como acida ou alcalina de acordo com o seu pH ideal para catalise (Kong et al.,
2012).

A explosdo oxidativa é uma resposta de defesa da planta ap6s o reconhecimento
do patdgeno, conduzindo a reacdo de hipersensibilidade (HR). Esta resposta é devido a
geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) tais como ion superdxido (O), peroxido de
hidrogénio (H20,), radical hidroxila (OH) (Song et al., 2011). Quando em excesso, podem
levar a oxidagdo de proteinas, acidos graxos insaturados e DNA, causando danos e eventual
morte da célula (Tian et al., 2013). Para evitar tais danos, as plantas promovem eficientes
sistemas antioxidantes, tais como superoxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX),
glutationa redutase (GSH), peroxiredoxina (Prx) e principalmente CAT (Tian et al., 2013).
Plantas que aumentam a produgdo de enzimas antioxidativas, mostram-se mais tolerantes a
diferentes estresses e as MAs podem induzir ha aumentos das atividades e consequente nas
atenuacdes bioquimicas e fisiologicas (Latef e Chaoxing, 2011). Em associa¢des micorrizicas,
as EROs atuam como mensageiro secundario e as alteracbes na expressdo das enzimas
antioxidativas, estdo relacionadas com o desenvolvimento da simbiose.

Nossa hipbtese sugere que G.intraradices BEG 24, apresentem alteracfes
morfologicas em suas hifas asseptadas durante seu processo de colonizacdo radicular em
AVP10OX. Além disso, esperamos que AVP1OX possam modular a densidade microbiana
(fungos e bactérias) na rizosfera, e que apresentem baixos niveis nas atividades enzimaticas
de estresse oxidativos, inoculados ou nédo por G.intraradices BEG 24 e S.heterogama PNB
102 A. Sugerimos ainda, que G.intraradices BEG 24 e S.heterogama PNB 102 A possam
revelar seu carater biorregulador, suplementando as atenuagdes nas atividades bioquimicas em
AVP10X.

Este trabalho tem como objetivos, avaliar a colonizagdo micorrizica inoculadas
por G.intraradices BEG 24, atividades enzimaticas da CAT, AcP e AIP em raizes de
AVP10X e WHt, inoculados ou ndo com G.intraradices BEG 24 e S.heterogama PNB 102 A e

o efeito da inoculagdo micorrizica nestas plantas na alteragdo microbiana da rizosfera.
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2. Material e Métodos

2.1. Materiais vegetais e fungo micorrizico arbuscular

As sementes de tomateiro (Solanum lycopersicum) transgénicos (AVP1OX) e
silvestres (Wt) foram gentilmente concedidas pelo Dr. Roberto Gaxiola da Universidade do
Arizona (EUA). Os indculos S.heterogama PNB 102 A (Sh), foram obtidos da Colegéo
Internacional de Culturas de Glomeromycota — (CICG) do Dr. Sidney Luiz Stirmer e os de
G.intraradices BEG 24 (Gi), adquiridos do Bank Exchange of Glomales (BEG, Dijon —
Franca).

Tanto os indculos S.heterogama PNB 102 A, quanto o de G.intraradices BEG 24,
foram multiplicados em associacdo com raizes de Brachiaria brizanta em vasos contendo
areia e vermiculita 1:1 (v/v) como substrato e cultivadas na casa-de-vegetacdo da
Universidade Vila Velha-UVV, Espirito Santo (ES), Brasil (BR).

2.2. Condicdes experimentais

As sementes AVP10X e Wt foram inicialmente desinfestadas em hipoclorito de
sodio 10% por 5 minutos, transferidas para alcool 70% por 3 minutos e lavadas
sucessivamente em agua deionizada estéril. Apos esterilizacdo, as sementes foram semeadas
em bandejas de polipropileno JKS® contendo 15 cm® de um substrato esterilizado, composto
de areia (quartzo 12/20):terra vegetal, na propor¢do 1:2 (v/v). As plantulas foram crescidas em
sala de crescimento com fotoperiodo de 16/8 h (dia/noite), intensidade luminosa de 250- 300
pmol m?s™? e temperatura de 25 + 1°C. Ap6s 20 dias, as plantulas que apresentavam trés
folhas verdadeiras foram transplantadas para vasos plasticos de 3L, contendo substrato
composto de areia (quartzo 12/20):solo argiloso (Latossolo Vermelho-Amarelo Distréfico), na
proporcéo 2:1 (v/v). Foi coletado 100g de solo argiloso de barranco (0-20 cm) de camada, no
municipio de Laranja da Terra-ES (19°53'38"S, 41°3'42"0) a 182 m, sendo seco ao ar,
destorrado e passado em peneira 2 mm. ApOs preparada, a mistura foi esterelizada,
autoclavada 1h a 121°C e armazenada em temperatura ambiente.

A inoculagéo das plantas com os FMAs foram feitas no transplantio, aplicando-se
30 mL dos indculos de S.heterogama PNB 102 A ou G.intraradices BEG 24, compostos por
uma mistura de solo, esporos fungicos e fragmentos de hifas e raizes de B. brizanta
colonizadas, obtidas dos vasos de multiplicacdo. Os tratamentos foram definidos como: néo
inoculado (Controle), inoculado com S.heterogama PNB 102 A e inoculado com
G.intraradices BEG 24. Os tratamentos ndo inoculados receberam o mesmo substrato, poréem

30 mL de areia (quartzo 12/20) (em substitui¢do aos inoculos), previamente autoclavados 1h a
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121°C. Semanalmente, as plantas foram suplementadas com solucdo de Clark (Clark, 1975) %

da forca (Tabela 1).

Tabela 1. Solugdo modificada de Clark, diluida em ¥ da forga, utilizada nos experimentos

com micorrizas.

- Concentracao  Concentraca tidad
Composicio cao Quantidade a
F,) _ K Estoque Final adicionar
Quimica Macronutrientes?
--------- Y I T
NaH,PO4 0.037 0.056 0.5
MgSO. 1 0.6 0.6
NHsNO3 1 0.9 0.9
KCL 1 0.5 0.5
KNO3 1 1.3 1.3
Ca(NOs), 1 253 253
Sol. 1mL
Sol. Fe-EDTA 1mL
MES*(optativo) 50 mM 0.05 mM 1mL
Micronutrientes”
-------- mM IV T I —
Micronutrientes - - 1,00
H3;BO3 13,3 13,3 -
MnC|2 .4 H,0 7 7 -
ZnS0O4 . 7 H,O 2 2 -
CuS0O,.5H,0 0,5 0,5 -
(NH4)sM07024
0,086 0,086 -
4H,0
Na,FeEDTA® 82,35 - 1,00

%SolugBes de macronutrientes independentes; “Solucdo contendo todos

micronutrientes (exceto Ferro); “Solucdo de Fe-EDTA independente, adicionada

por ultimo.

As avaliagdes foram feitas no Laboratorio de Microbiologia e Biotecnologia

Ambiental (LMAB), aos 70 d.a.i e as raizes foram lavadas em &gua corrente e 0 excesso de

umidade foi removido com papel absorvente.
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Foram retirados pequenos fragmentos de 2-3 cm ao longo de toda a raiz, para
avaliacdo da colonizacdo micorrizica. As raizes restantes foram imediatamente congeladas em

N liquido e armazenadas em ultrafreezer a -80 °C para as anélises enzimaticas.

2.3. Determinacédo da taxa de coloniza¢do micorrizica

Aos 70 d.a.i, avaliaram-se as taxas de colonizagdo micorrizica em raizes de
AVP10X e Wt, determinadas conforme método de Koske e Gemma, (1989) e Grace Stribey,
(1991).

A porcentagem do comprimento de raizes colonizadas, foram avaliadas pelo
método da interseccdo em placa quadriculada como descrito por Giovanetti e Mosse (1980),
adaptado a partir do método de medidas de comprimento de raizes, através de um
microscopico estereoscopio Bel Photonics, Suica. Fordo avaliados o numero de hifas,
arbasculos, vesiculas, células auxiliares nas respectivas raizes, levando-se em consideracdo os

(ue possuem estas estruturas, no LMAB, UVV, ES/BR.

2.4. Atividades de enzimas do estresse oxidativo

Para a realizacdo das atividades enzimaticas, foram maceradas 0,3 g de raizes em
nitrogénio liquido.

Em seguida, foi adicionado 0,9 mL de um tampé&o de extracdo adaptado de Bor et
al., (2003), constituido de 883,8 pL de tampao fosfato 0.1M pH 7, 9 uL. de EDTA 0,1M, 3.6
pL de DTT 0.5 M, 7.2 uL de PMSF 0,1M e 18 mg de PVPP.

Apdbs homogeneizacdo, o extrato enzimatico foi centrifugado a 15.000 g, por 15
minutos, a 4°C. A concentracdo de proteina foi determinada de acordo com metodologia
descrita por Lowry et al., (1951) usando gama globulina sérica bovina como padrdo (BSA).
Posteriormente, o sobrenadante foi coletado e procedeu as determinacGes das atividades das
enzimas CAT, AcP e AIP , no LMAB, UVV, ES/BR.

2.4.1. Catalase (E.C. 1.11.1.6)

As atividades da CAT foram determinadas como descrito por Beutler, (1975),
adicionando-se em 20 pL do extrato enzimatico, 0.98 mL de tampé&o fosfato de sddio 50 mM
pH 7.0 e 12.5 mM de H,0, dissolvido em tampdo adaptado por Madhusudhan et al,. (2003).

As atividades enzimaticas foram determinadas pelo acompanhamento da queda da
absorbancia a 240 nm, a 25°C, por 2 minutos, em intervalos de 15 segundos, e calculada com

base no fator de extincdo de 36 mM™ cm™.
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2.4.2 Fosfatase acida (E.C. 3.1.3.2) e alcalina (E.C. 3.13.1)

As atividades das AcP e AIP, foram determinadas de acordo com Barred, (1972)
utilizando para-nitrofenilfosfato (pNPP) como substrato. Amostras de extrato enzimaético
foram incubadas por 10 minutos em meio de reacdo contendo 20 mM tampdo, 10 mM MgCl,,
100 mM pNPP e acetato de sédio pH 5.0, para a atividades de AcP e 20 mM de tampao
bicarbonato de sddio pH 9.2 para as atividades da AIP. Ambas atividades enzimaticas, foram
determinadas com base na formagdo de P-nitrofenol (pNPP) a 40 nM. Uma unidade foi
definida como a quantidade de enzima capaz de formar 1 uM de pNPP/Mg proteina/minuto, a

25°C. A reacdo foi interrompida pela adi¢do de 1 mM NaOH.

2.5. Montagem dos vasos tipo Rizotubo

oOwP

Figura 1. Rizotubo - Os espagos entre os compartimentos (A/B/C). O compartimento (A) foi
estabelecido, somente como o local de crescimento em plantas transgénicas de tomateiro
AVP10X e tipo silvestre Wt inoculados ou ndo, com FMA S.heterogama. O compartimento
(B) adjacente ao central, amostrado como rizosfera do solo e o compartimento (C)

estabelecido como solo adjacente.

A montagem dos vasos em rizotubo (Figura 1), através do conjunto de tubos PVC
(cloreto de polivinila) (Figura 2) (AVP10X/AVP10X+Sh/Wt/Wt+Sh), com cinco repeticoes,
contendo trés compartimentos (Figura 2), com diferentes tamanhos e didmetros (Figura 2).
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942 em 7.21 cm

:
@)

20 cm
19 cm
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Figura 2. Um conjunto de tubos de PVC com trés compartimentos, de diferentes tamanhos e
diametros (Modelo 4). Modelo proposto para analise na dindmica da populacdo microbiana
(fungos e bactérias) em plantas transgénicas de tomateiro AVP1OX e tipo silvestre Wt,
inoculado ou ndo com FMA S.heterogama (AVP1OX/AVP10X+Sh/Wt/Wt+Sh). Dos trés
tubos, somente o (Modelo 2) e (Modelo 3) foram utilizados nylon com tela Millipore de 50
pum, sendo o tomateiros crescidos nos compartimentos centrais (Modelo 3). Nos espacos entre
os compartimentos (A/B/C) (Modelo 4), o (A) determinado como rizoplano e atribuido como
local de crescimento em plantas transgénicas de tomateiro AVP10OX e tipo silvestre Wt,
inoculados ou ndo com S.heterogama. Ja o (B) adjacente ao central foi amostrado como solo

rizosférico e o (C) como solo adjacente.

A montagem dos vasos (Figura 1) e conjuntos de tubos (Figura 2) objetivou
avaliar os efeitos da micorrizacdo do in6culo S.heterogama PNB 102 A, sobre a densidade da
microbiota do solo (fungos e bactérias), em diferentes planos (rizoplano/rizosfera/solo
adjacente) e distancias das raizes de AVP10X. Todo solo do compartimento A (Figura 1)
(Figura 2), foram autoclavados e os demais sem autoclavagem, ou seja, com a microbiota
natural.

Dos trés tubos (1, 2 e 3) (Figura 2), o compartimento central (A) rizoplano (Figura
1), foi envolto com uma tela Millipore de nylon de 50 um de didmetro e contendo na parte
central as AVP10X e Wt, inoculados ou ndo com FMA.

Esta tela Millipore de nylon 50 pum permite apenas a passagem de hifas do FMA e
impede a passagem de raizes das plantas. Ja& o compartimento (B) (Figura 1), de menor
espessura, adjacente ao central (A), foi denominado de rizosfera do solo, e por fim o

compartimento (C) (Figura 1) como (solo).
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2.6. Contagem da populagdo microbiana

Para a determinacdo das populacbes de fungos e bactérias foram realizadas
utilizando-se a técnica de numero mais provavel (NMP), seguida de “Pour Plate” de
contagem em placas de Petri sgundo Fredslund et al., (2001).

Preparou-se uma diluicdo seriada decimal em serie, adicionando-se 10g da
amostra de solo (contendo raizes de tomateiro colonizadas ou ndo) em Erlenmeyer contendo
90 mL de agua peptonada 0,1% estéril. Apds agitacdo da mistura, prepara-se a partir desta,
diluicdes de 10% a 10 pelas sucessivas transferéncias de 1,0 ml de suspensdo mais
concentrada de solo, para tubos de ensaio contendo 9,0 ml de agua peptonada a 0,1% estéril.
Da diluicdo 107, transferiu-se 0,2 ml para placas de Petri estéreis, contendo agar Padréo para
contagem de bactérias (PCA) ou &gar Sabouraud com Cloranfenicol para contagem de
fungos, empregando-se um ligeiro movimento em forma de oito para melhor homogeneizacéo
do indculo.

Em seguida, as placas para contagem de bactérias foram incubadas em estufa a
35°C por 48 horas e as placas para contagem de fungos em Estufa Incubadora para B.O.D. por
cinco dias a 25°C. O processo de contagem foi realizado por meio de método direto com o
auxilio do Contador de Colbnias CP-602, em contraste com 0 meio opaco da cultura. As
placas foram escaneadas, as imagens invertidas para negativo e as col6nias contadas por meio

do Software ImageJ©, como contagem adicional.

2.7. Andlises Estatisticas

Para a determinacdo da taxa de colonizacdo micorrizica e atividades enzimaticas
da CAT, AcP e AIP, utilizou-se um delineamento experimental inteiramente casualizado em
arranjo fatorial 2x3x1, constando de 2 materiais vegetais AVP1OX/Wt, 3 tratamentos
microbiol6gicos Controle, S.heterogama PNB 102 A e G.intraradices BEG 24, 1 época de
amostragem 70 d.a.i., com cinco repeticdes.

Para avaliacéo da alteragdo microbiana na rizosfera de plantas AVP10X, utilizou-
se um delineamento experimental inteiramente casualizado em arranjo fatorial 2x2x1,
constando de 2 materiais vegetais AVP1OX/Wt, 2 tratamentos microbioldgicos
Controle/S.heterogama PNB 102 A, 1 época de amostragem 70 d.a.i., com cinco repeticdes,
por meio de modelos inéditos, denominados rizotubo (Figura 1).

Os resultados foram analisados por meio de teste t-student ou analise de variancia
seguida de comparacdo de médias pelo teste de Tukey a 5% de nivel de significancia,

utilizando o programa computacional SAEG-UFV (Euclydes, 1983).
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3. Resultados e discussao

3.1. Colonizag&o micorrizica radicular

a a a

Wt+Gi AVP1OX+Gi Wt+Sh  AVP1OX+Sh

100 -

(o)
o
I

o))
o
I

Colonizacdo Micorrizica (%)

N
o

Tratamentos

Figura 3. Porcentagem de colonizacdo micorrizica de plantas transgénicas de tomateiro
AVP10X e tipo silvestre Wt, inoculadas com FMAs G.intraradices e S.heterogama aos 70
dai. Médias seguidas por uma mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.

Os resultados da colonizacdo micorrizica, demostraram que AVP1OX inoculadas
com G.intraradices (AVP10X+Gi) (Figura 3), apresentaram aumentos (P<0,05) significativos
de 17% em comparacdo com Wt inoculadas com G.intraradices (Wt+Gi) (Figura 3),
indicando comportamentos positivos de AVP1OX+Gi. Estes resuldatos estdo de acordo com
David-Schwartz et al., (2001). Os mesmos autores também evidenciaram efeitos
significativamente positivos na colonizacdo por Glomus intraradices em raizes de tomateiro
GM (Lycopersicon esculentum), Micro-Tom, gene M161. Entretanto, no mesmo periodo,
plantas inoculadas com S.heterogama, (Wt+Sh) ou (AVP10OX+Sh), ndo apresentaram
diferengas significativas (P<0,05) (Figura 3).

Esta diferenca entre as espécies de FMAs (Figura 3) podem ser explicadas, pelo
fato de fungos do género Scutellospora ndo formarem vesiculas intrarradiculares (Silveira et
al., 2002; Sturmer et al., 2013). Muitos autores acreditam que a espécie G.intraradices,
devido a presenca de vesiculas, com fungdo de reserva energética (lipideo), tenham potencial
de resposta no hospedeiro, superior a espécie Scutellospora spp. (Sturmer et al., 2013).

Adicionalmente, especulamos através de nossos resultados (Figura 3), possiveis
aumentos nos processos relacionados a defesa do hospedeiro durante as interacGes fungo-
planta (Dumas-Gaudot et al., 2000; Tian et al., 2013).


http://www.plantphysiology.org/content/127/4/1493.full#ref-9
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Curiosamente, Shaul et al., (2000) discutiram o possivel envolvimento de um
mecanismo de supressao na espécie G.intraradices na interacdo ao tabaco silvestre (Nicotiana
tabacum L.). J& Vierheilig et al., (1995) demonstraram que as plantas de tabaco GM que
sobre-expressam alguns dos genes com propriedades antimicrobianas ndo continham
colonizacdo micorrizica. FlieRbach et al., (2012) demonstraram que em plantas GM de milho,
contendo genes do solo Bacillus thuringiensis (Bt) ou ndo-(Bt), a colonizacdo destas raizes
com FMA variaram entre 19% e 39%. Essas inconsisténcias na expressdo de genes com
propriedades antimicrobianas revelaram que as reacdes de defesa, ndo respondem a invasdo
de fungos (Dumas-Gaudot et al., 2000).
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Figura 4. Micrografia éptica nas raizes das plantas de tomateiro do tipo silvestre Wt,
colonizada pelo FMA G. intraradices, mostrando: (a) Hifas externa (eh), bar = 50 um. (b),
Arbusculos (*), bar = 50 um. (c) Um Unico apressorio (com seta) formado pela hifa externa
(eh) com arbusculos (*), = bar = 50 um e (d) Vesiculas (com setas) e esporos (spo), bar = 50

um.

Pode-se concluir que o reconhecimento dos sinais pelo hospedeiro, néo

provoquem respostas de defesa, ou estas respostas sdo rapidamente reprimidas pelo
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mecanismo induzido por G.intraradices. A existéncia de plantas que apresentam respostas de
defesa e plantas que ndo, assim como plantas que suprimem suas reagdes de defesa durante a
formagdo da micorriza, sugerem o envolvimento de processos coevolutivos no

desenvolvimento desta simbiose.

Figura 5. Micrografia dptica nas raizes das plantas de tomateiro do tipo silvestre Wt,
colonizada pelo FMA G. intraradices, mostrando: (a) As raizes com arbusculos (*), Esporos
(spo), Vesiculas (ves) e hifa externa (eh), bar = 50 um. (b) Esporos (spo) com hifas externas
(eh), bar = 50 um. (c) As vesiculas isoladas (com seta), bar = 50 um. (d) arbusculos isolados

(*) e hifas externas (eh), bar =50 pm.

Raizes de Wt colonizadas com G.intraradices, apresentaram um grande ndmero
de arbusculos (Figura 4b, Figura 4c, Figura 5a), esporos (Figura 5d, Figura 5a e Figura 5b),
vesiculas (Figura 4d e Figura 5a) e vesicula individual (Figura 5¢). As hifas demonstraram um
comportamento normal e sem engrossamento (Figura 4a, Figura 4c, Figura 5a, Figura 5b e
Figura 5d), inclusive com formacdo de apressérios (Figura 4c). Vale ressaltar que as
estruturas dos fungos obtiveram distribuicdo homogénea pelas raizes (Figura 5a) indicando

uma colonizagdo micorrizica normal.
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Figura 6. Micrografia Optica nas raizes de plantas transgénicas de tomateiro AVP1OX
superespressando a H*-PPase, colonizada pelo FMA G. intraradices, mostrando: (a) e (b)
Vesiculas (ves) e alongamento celular (estrela), bars = 50 um. (c) Arbasculos em formagéo

(com setas) e (d) Arbusculos (arb), bar =50 pum.

A colonizagdo micorrizica nas raizes de AVP10X, inoculadas com G.intraradices
(AVP1OX+Gi), mostraram elevado o numero de vesiculas, situados ao longo do parénquima
cortical (Figura 6a e Figura 6b), seguido pela presenca de arbisculos em determinadas regies
da raiz (Figura 6d e Figura 7e), inimeras hifas asseptadas (Figura 7c), esporos (Figura 7b) e
evidéncias de alongamento celular (Figuras 6a, Figura 6b e Figura 7d).

Uma hipédtese para explicar tal evidéncia (Figuras 6a, Figura 6b e Figura 7d), esta
no efeito da auxina na promocdo do alongamento celular, conhecida como “hipdtese do
crescimento acido”. Esta hipotese estabelece que a auxina proporcione um aumento no efluxo
de H*, com consequente queda no pH do apoplasto. Isto ativa inicialmente as expansinas que
atuam quebrando as pontes de hidrogénio das ligacfes cruzadas entre as microfibrilas de
celulose e as hemiceluloses (Swarup et al., 2007; Cleland, 2010). Lodo apds, outras enzimas

sdo ativadas (hidrolases, pectinases, celulases e hemicelulases) que podem atuar sobre os
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componentes da parede celular, provocando seu afrouxamento e aumentando sua

extensibilidade.

Figura 7. Micrografia Optica nas raizes de plantas transgénicas de tomateiro AVP1OX
superespressando a H'-PPase, colonizada pelo FMA G. intraradices, mostrando: (a) Hifa
grossa (ht), bar = 50 um. (b) Esporos (spo), bar = 50 pum. (c) Hifa externa (eh), bar = 50 um.
(d) Arbusculos abortadados (com setas) e alongamento celular (estrela), (e) Arbdsculos

(asterisco), bar = 50 pum.

Entretanto, de acordo com esta hipdtese, a auxina poderia aumentar a taxa de
efluxo de H" através da membrana plasmatica agindo sobre o0s seguintes processos:
aumentando a atividade da H*-ATPase ou aumentando a sintese da H*-ATPase. Resultatos
similares foram encontrados em Arabidopsis thaliana (Swarup et al., 2007). Com base nos
resultados encontrados neste trabalho (Figura 6a, Figura 6b e Figura 7d), aos de Swarup et al.,
(2007) e Cleland, (2010), sugerimos que a partir do aumento no estimulo da biossintese da
auxina em raizes de AVP10X, devido a sua superexpressio da H'-PPase (Gaxiola et al.,

2007), resultem em significativos alongamentos celulares, comprovados neste trabalho
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(Figuras 6a, Figura 6b e Figura 7d). Nas raizes laterais de AVP10OX observamos arbusculos
em formagéo, ao longo do parénquima (Figura 6c), demonstrando que a colonizacdo ocorre
em periodos iniciais de formac&o do cortex radicular.

Entretanto, comportamentos ndo usuais (efeitos negativos de micorrizacdo ou
resisténcias de colonizagdo), também foram observados nestas raizes de AVP10X, como 0
engrossamento das hifas asseptadas do fungo simbionte (Figura 7a) e presenca de arbusculos
abortados (Figura 7d) incapazes de estabelecimentos normais de colonizagdo. Os resultados
aqui apresentados (Figura 7a e Figura 7d), estdo de acordo com os estudos de David-Schwartz
et al., (2001).

Os mesmos autores tambem evidenciaram em tomateiro GM Lycopersicon
esculentum, Micro-Tom, gene M161, tais resisténcias (efeitos negativos de micorrizagdo) de
colonizacdo, na presenca de esporos Glomus intraradices. Foi também revelado resisténcias a
micorrizacdo na fase pré-simbidtica e simbiotica por Glomus mosseae e Gigaspora margarita.
Durante a avaliacdo dos estagios de pré-infeccdo na rizosfera do tomateiro GM, a germinacéo
de esporos e a formacdo de apressorio G. intraradices foram inferiores em 45% e 70%,
respectivamente, do que as taxas obtidas com as plantas do tipo selvagem. Entretanto estes
resultados revelaram a acdo de mecanismos genéticos do tomateiro GM, controlando o
processo de colonizacdo pelos FMAs e reduzindo assim, significativamente os estagios de
infecgdo pré-micorrizicos.

Sagan et al., (1995) no entanto, indicaram ainda dois tipos de genes (myc + 1 e
myc + 2) que afetaram a simbiose micorrizica em leguminosas. O mutante do tipo myc £ 1 é
encontrado em outras espécies de leguminosas, bloqueando os estagios iniciais de colonizagédo
e de formacdo do apressério na epiderme da raiz (Sagan et al., 1995; David-Schwartz et al.,
2001). J& os do tipo (myc + 2) séo restritos aos estagios (simbidticos) posteriormente, ao
desenvolvimento de vesiculas, mas as primeiras fases de colonizacdo parecem progredir
normalmente (Gianinazzi-Pearson, 1996). Os papéis exatos dos genes myc + 1 e myc + 2 em
plantas, ainda ndo foram caracterizados, mas sugerimos estar localizado em loci diferentes
(Gianinazzi- Pearson, 1996).

No presente estudo, AVP1OX+Gi demonstramos alguma susceptibilidade a
infeccdo quando colonizadas com hifas externas (Figura 7c), vesiculas (Figura 6a, Figura 6b)
e arbusculos (Figura 6d). Isto sugere que as propriedades que regem o0s estagios pos-infeccao
de coloniza¢do micorrizicas sdo normais, tornando esta associagdo com AVP1OX myc + 2
improvavel. Além disso, AVP1OX resistentes a colonizacdo (Figura 7a, Figura 7d) e com

engrossamento de hifas (Figura 7a), sugerem mecanismos anormais. Se um alguns tipos de
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sinais estdo envolvidos ou se estas respostas morfologicas sdo simplesmente dose-dependente
e ainda precisam ser elucidados.

Adicionalmente, sugerimos a existéncia de mecanismos de defesa em raizes de
AVP10X. O primeiro é de natureza bioquimica/fisiolégica como por exemplo, na producéo de
exsudatos radiculares e mudancas fotossintéticas foram confirmados (Sobrinho et al., 2005;
Rui et al., 2005). Além do aparato bioguimico de resisténcia, as plantas podem reagir a
colonizacdo sintetizando substancias que reforcem a parede celular devido a uma maior
producdo de microfibrilas e ligninas impedindo o avan¢o dos FMAs por um efeito puramente
fisico ou através de um desbalanco de citocininas (Rui et al., 2005; Saldajeno et al., 2008). O
objetivo final desses diferentes mecanismos € evitar ou atrasar o processo de colonizacdo dos
FMAs no interior das plantas, bem como criar condi¢Ges adversas para a colonizagdo dos
tecidos vegetais pelo mesmo (Labanca, 2002; Cleland, 2010).

Os resultados aqui apresentados sdo consistentes e adequados com a hipotese de
que o FMA G.intraradices BEG 24 apresentem alterages morfologicas em suas hifas
asseptadas durante seu processo de colonizacédo radicular em AVP10X, confirmado (Figura 7a

e Figura 7d), no presente trabalho.

3.2 Respostas na atividade de enzimas do estresse oxidativo
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Figura 8. Atividades da enzima Catalase (CAT) em plantas transgénicas de tomateiro
AVP10X e tipo silvestre Wt inoculadas ou ndo com FMAs G. intraradices ou S.heterogama.
Médias seguidas por uma mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.
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Estudos recentes revelaram que o0s eventos bioquimicos sdo regulados pela
interacdo planta-fungo (Costa e Lovato, 2011; Tian et al., 2013). Neste sentido, FMAs podem
proporcionar atenuacdes significativas nos danos oxidativos em plantas (Tian et al., 2013).

Segundo Caverzan et al., (2012), PGMs apresentaram alteraces nas atividades
enzimaticas de estresse oxidativos, confirmado (Figura 8) no presente trabalho, onde AVP10X
inoculadas ou ndo, apresentaram redugdes (P<0,05) nos niveis das atividades enzimaticas da
CAT, evidenciando menor mecanismo de defesa.

Nossos estudos (Figura 8), reforcam o potencial homeostatico da super-expressao
da H'-PPase vacuolar em AVP10X e portanto reduzindo o potencial de extresse oxidativo
(Gaxiola et al., 2007; 2013), o que foi consistente com outros estudos nas reducOes
significativas nas atividades enziméticas da CAT em PGMs, como em tomateiro
(Lycopersicon esculentum Mill.-8245), através da caracterizacdo eletroforética mdltiplas,
revelou reducdes de até oito vezes na atividade da catalase (Kerdnaimongkol e Woodson,
1999), batata (Solanum tuberosum L.) (Bajji et al., 2007) e tabaco (Nicotiana tabaccum L.)
(lannome et al., 2010). Curiosamente, em PGMs de mandioca (Manihot esculenta L.),
inoculadas ou ndo com MAs, obtiveram maiores atividades enzimaticas da CAT (Xu et al.,
2013).

AVP10X inoculadas com G. intraradices (AVP1OX +Gi) (Figura 8), observaram-
se reducdes (P<0,05) de 48,25% nas atividades enziméaticas da CAT em compara¢do ao
controle AVP10OX. Os resultados obtidos (Figura 8), estdo de acordo com Guenoune et
al., (2001) que relataram respostas significativamente reduzidas nas atividades enzimaticas da
CAT em PGMs de alfafa (Rhizoctonia solani) colonizadas por G. intraradices. Estes
resultados indicam que a colonizagdo micorrizica por &cido jasmdnico poderia ocorrer por
regulacdo oxidativa, que ocorre de forma reduzida, sendo confirmado pelo presente trabalho
(Figura 8) (P<0,05) em raizes de plantas colonizadas por G. Intraradices (AVP10X +Gi).

AVP10X inoculadas com S.heterogama (AVP10X+Sh) (Figura 8), demonstraram
aumentos (P<0,05) significativos de 31,75% nas atividades da CAT em relagdo ao controle.
Entretanto, sabe-se que MAs apresentam grande promocao na metabolizagéo de sinalizadores
hormonais, confirmado neste trabalho os melhores resultados (Figura 8), onde S.heterogama
foi 0 in6culo micorrizico de escolha, favorecendo maiores atividades de defesa em AVP10X.

Estes resultados corroboram aos encontrados por Noctor et al., (2002), que
observaram reducdes nas atividades da CAT em plantas GM de cevada (Hordeum vulgare L.),
trigo (Triticum aestivum), batata (Solanum tuberosum L.), milho (Zea mays) e tabaco
(Nicotiana tabacum). Bor et al., (2003) demonstraram que a beterraba (Beta maritima L.)

tolerante a salinidade, apresentaram aumentos nas atividades da CAT e um melhor
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mecanismo de protecdo contra danos oxidativos. Com base nos resultados encontrados neste
trabalho (Figura 8), aos de Noctor et al., (2002) e Bor et al., (2003) sugerimos que a regulagéo
nas atividades da CAT foram reduzidas em AVP1OX, devido a alta superexpresséo do gene da
H'-PPase vacuolar, e consequentemente, maior eficiéncia fisioldgica, bioquimica e
homeostatica (Gaxiola et al., 2013; Ramos et al., 2011).

Nossos resultados (Figura 8) indicam ainda, que G. Intraradices consiga superar
as defesas de AVP10X de foma mais eficiente do que S.heterogama. Tal indicacdo baseia-se
no potencial de resposta da espécie Glomus spp. no hospedeiro, seja superior a espécie
Scutellospora spp., devido a presenca de vesiculas com funcéo de reserva energética e maior
potencial de regulacdo pelo sistema de defesa vegetal (Lambais et al., 2003; Sturmer et al.,
2013).

Paralelamente, Wt inoculadas por G. intraradices (Wt+Gi), obtveram reducéo
(P<0,05) de 56,97% (Figura 8) quando comparados ao controle ndo inoculado (Wt).
Respostas semelhantes tém sido relatadas na reducdo nas atividades da CAT em plantas
silvestres com Rice-Evans et al., (1991), que demonstraram efeitos ndo significativos nas
atividades de CAT apds a inoculacdo de G. intraradices.

Por outro lado, trabalhos futuros envolvendo a possivel existéncia de genes que
codificam outros sistemas antioxidantes em células radiculares de AVP1OX (por exemplo:
SOD, APX, GSH, Prx), com FMAs, bem como os seus padrdes de expressao, devem ser

examinados.
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Figura 9. Atividades da enzima fosfatase acida (AcP) em plantas transgénicas de tomateiro

AVP10X e tipo silvestre Wt inoculadas ou ndo com FMAs G. intraradices ou S.heterogama.

Médias seguidas por uma mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.
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As fosfatases sdo enzimas que contribuem positivamente na maior absorcao de P
no solo (Lundmark et al., 2011). Nesse contexto, uma etapa do processo de mineralizagdo e
acao de enzimas que hidrolisam fosfato ligados organicamente no solo, estédo as AcP e AIP
(Kong et al., 2012). Estas sdo respectivamente classificadas como acido ou alcalino, de
acordo com o pH ideal para a catalise (Kong et al., 2012). A AcP geralmente ndo sdo
especificas. Em contraste, as AIP em plantas geralmente exibem especificidade ao substrato e
desempenham funcdes definidas no metabolismo (Lundmark et al., 2011).

Wt inoculados por G. intraradices (Wt+Gi), obtveram aumentos (P<0,05)
estatisticamente significativos de 61% (Figura 9), nas atividades da AcP em relacdo ao seu
controle Wt. Além disso, quando as mesmas inoculadas por S.heterogama (Wt+Sh),
revelaram maior capacidade de estimulagéo (P<0,05) em 88% (Figura 9).

AVP10X inoculados por G. intraradices (AVP1OX+Gi), obtveram reducdes
(P<0,05) significativas de 36% (Figura 9) em relagdo ao controle AVP1OX. Estes dados estdo
de acordo com Senoo et al., (2007), utilizando-se coloracdo histoquimica em raizes de
leguminosa GM (Lotus japonicus - Ljsym78-2) colonizadas por Glomus, demonstrando
redugdes (P<0,05) de 91% (Figura 9) nas atividades da AcP, em comparagao ao tipo silvestre.

Entretanto, quando AVP10OX foram inoculados por S.heterogama (AVP10X+Sh),
obtveram resposta inversa, promovendo aumentos (P<0,05) significativos de 25% (Figura 9) e
por apresentarem estatisticamente equivalentes (P<0,05) ao silvestre inoculado (Wt+Gi)
(Figura 9), favorecendo a planta de forma superior ao controle (Wt). Nossos resultados
(Figura 9) revelaram estatisticamente, o grande potencial da S.heterogama, proporcionando
maiores incrementos em tais atividades enzimaticas nas (AVP10OX+Sh) e (Wt+Sh).

Por conseguinte, respostas em AVP1OX inoculados ou n&o, mostraram-se
menores (P<0,05) (Figura 9) nas atividades enzimaticas da AcP, comparando-se aos Wt
inoculados ou n&o.

Para Hammond e Branco, 2008 o que controla as expressdes dos genes envolvidos
na captacao de P € a oscilacdo de agucares e fitorménios. (i) Agucares translocados através do
floema, tem o potencial para iniciar a cascata de sinalizacdo, que alteram a expressao de genes
envolvidos resposta das plantas a baixa disponibilidade de P. (ii) Fitorménios controlam a
expressdo de genes envolvidos na captagcdo de P. Entretanto as alteragdes na concentragdo
local de transporte, ou a sensibilidade de auxinas, etileno e citocinina tém sido implicados na
execucdo das respostas das plantas a rizosfera ou estado da planta de P, incluindo o
desenvolvimento de pélos radiculares, raizes laterais, embora alguns estudos fornecem

resultados conflitantes (Rubio et al., 2009). Analises detalhadas de estrutura do sistema
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radicular em Arabidopsis tém sugerido que uma alteracdo no transporte de auxinas tem um
papel importante na iniciagdo do primdrdio laterais raiz (Nacry et al., 2005).

Segundo Gaxiola et al., (2007; 2013), AVP1OX resultam de modo geral, na
elevacdo da cascata de sinalizacdo de acucares e de auxinas. Portanto, reforca-se a teoria de
que as alteracdes nas atividades de AcP em AVP1OX sugerem ser meramente devido aos
niveis de aclcares (Lundmark et al., 2011) e fitormonios (Miura et al., 2011) na formac&o de
MA:s.
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Figura 10. Atividades da enzima fosfatase alcalina (AIP) em plantas trangénicas de tomateiro
AVP10X e tipo silvestre Wt inoculadas ou ndo com FMAs G. intraradices ou S.heterogama.
Meédias seguidas por uma mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

A AIP é uma fosfomonoesterase de importancia na mineralizacdo do P organico
(Po) do solo. A atividade desta enzima ¢ um dos poucos métodos de coloracdo, que use a
reacdo bioquimica, por defini¢cdo no envolvimento da transformacéo de Po.

Wt inoculados com G. Intraradices (Wt+Gi), obtveram reducdes (P<0,05)
estatisticamente significativos de 49% (Figura 10) nas atividades enzimaticas da AIP em
relacdo ao seu controle (Wt). Além disso, quando as mesmas foram inoculadas por S.
heterogama (Wt+Sh), obtiveram reducdes (P<0,05) ainda maiores das atividades enzimaticas
em 79% (Figura 10). Estes dados indicam o menor potencial de incremento pelos dois
indculos (Gi/Sh) em Wt. Nossos resultados (Figura 10) demonstram a menor (P<0,05)
contribuicdo enzimatica das micorrizas nestas plantas.

Sabe-se que FMAs contribuem diretamente no aumento de enzimas antioxidantes

em plantas, proporcionando atenuagdes significamente positivas (Tian et al., 2013). Os
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resultados em AVP1OX revelaram uma resposta inversa (P<0,05) (Figura 10). Quando as
mesmas foram inoculadas por G. Intraradices (AVP10X+Gi) obtiveram aumentos (P<0,05)
significativos de 272% (Figura 10) em relagdo ao seu controle, mas estatisticamente
equivalentes (P<0,05) ao (Wt+Gi) (Figura 10).

Similarmente, mas em menor grandeza (P<0,05), aconteceu com S. heterogama
com 189% (Figura 10). Estes resultados corroboram aos de outros autores (Tian et al., 2013).
Joner e Johansen, (2000) relataram que atividades da AIP em plantas de trevo (Trifolium
subterraneum L.) obtiveram aumentos duas vezes maiores, quando inoculados com G.
intraradices. Estes autores acreditam que esta enzima seja um bom indicador metabdlico de
resisténcia contra estresses ambientais (bidticas e abioticas). Os resultados (Figura 10)
(P<0,05) estédo de acordo com Joner et al., (2000), que demonstram que atividades da AlP,

sirvam de bons indicadores da colonizacdo micorrizica.

3.3. Alteracdo microbiana (fungos e bactérias) no rizoplano, rizosfera e solo adjacente em
Wt e AVP10X inoculados com S.heterogama.

De acordo com nossos resultados, através dos modelos em rizotubo (Figura 1) o
compartimento (A), atribuido como rizoplano, em Wt e AVP10OX, foi observado reducdes
(P<0,05) significativas e semelhantes em ambos os tratamentos, na densidade total de fungos
(Figura 12a) em 21% e 17,22% e bactérias (Figura 11a) em 5% e 11% respectivamente, em
relacdo aos controles com a presenca do indculo S.heterogama (FMA+ AVP10X) (FMA+Wt).

Nesse sentido, para Bouasria et al., (2012) as reducdes nas densidades
microbianas (fungos e bactérias) sejam devido a disponibilidade de nutrientes nos
determinados compartimentos do solo, pela especificidade das interagfes (Millard et al.,
2010) e esxudatos radiculares (Zinger et al., 2011). Além disso, as composi¢des destas
comunidades microbianas, respondem diretamente as alteracdes, devido crescimento de
plantas e alocacdo de carbono (Bouasria et al., 2012).

Com base nos resultados acima (Figura 1la e Figura 12a), acreditamos numa
possivel competicdo interespecifica por recurso entre microrganismos do solo (fungos e
bactérias) e FMA (S.heterogama), essenciais ao desenvolvimento e multiplicacdo. Além
disso, plantas sendo mediadas sobre os efeitos das altera¢cbes na comunidade microbiana, sdo

consideradas fundamentais na elucidacéo das respostas nos ecossistemas em mudancas.
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Figura 11. Distribuicdo na densidade total de bactérias. O compartimento (A) foi
determinado como rizoplano, em plantas de tomateiro silvestre Wt e transgénicas AVP10X,
inoculados ou ndo com FMAs S.heterogama (Wt/Wt+Sh/AVP10OX/AVP10X+Sh). No
compartimento (B) foi determinado como rizosfera em plantas de tomateiro silvestre Wt e
transgénicas  AVP10X, inoculados  ou néo  com FMA  S.heterogama
(Wt/Wt+Sh/AVP1OX/AVP10X+Sh). Ja no compartimento (C) foi determinado como solo.
Médias seguidas por uma mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.

Estes resultados estdo de acordo com os trabalhos de Joergensen e Witchern,
(2008) e Bouasria et al., (2012). Devido a intrinseca interacdo (rizoplano) entre plantas e
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microrganismos, estas conspicuas simbioses sdo muito sensiveis a alteracdes ambientais
podendo ser bidticas e abidticas (Andreote et al., 2006) ou pela alteragdo da planta cultivada.

Bruinsma et al., (2003) pesquisando os efeitos das PGMs sobre os
microrganismos do solo, através de técnicas tradicionais como: nimero mais provavel
(NMP), seguida de “Pour Plate” de contagem em placas de Petri, ou de técnicas moleculares:
PCR, ERIC-PCR, T-RFLP, SSCP e DGGE, demonstraram 0 efeito direto na composic¢ao da
comunidade. Segundo os mesmos autores, o efeito de PGMs como em canola (Brassica napus
L.), tabaco (Nicotiana tabacum L.), alfafa (Medicago sativa) e batata (Solanum tuberosum),
sobre microrganismos do solo, foram detectados variacbes ou tendéncias diferentes em
extensdo e intensidade.

Outros estudos demonstraram efeitos transitorios e temporérios da atividade
enzimatica no solo e da estrutura bacteriana associada a rizosfera (Rasche et al., 2006), ou
efeitos variaveis entre os estagios de desenvolvimento da planta, como demonstrado para
estrutura de perfis da comunidade bacteriana por Milling et al., (2004).

Os resultados (Figura 11a) evidenciam aumentos (P<0,05) significativos de
15,22% na densidade total de bactérias em compartimento (B), denominado rizoplano em
AVP10X em comparagdo com controle Wt.

Nesse sentido, segundo trabalho de Somers et al., (2004), na composicdo dos
exsudatos, variaram com a espécie e estadio de crescimento da planta e que em suas
diferentes fases altera qualitativa e quantitativamente a abundancia da comunidade
microbiana na grande proximidade da raiz.

Oger et al., (2002) compararam plantas modificadas (Lotus corniculatus) na
producdo de opinas e selvagens (Lotus corniculatus cv.) em casa-de-vegetacdo. Segundo o
mesmos autores, depois de 20 semanas, a contagem de bactérias totais em plantas
transgénicas foram superiores em até 475 vezes na superficie das raizes em relacdo a controle
silvestre. Entretanto, quando plantas transgénicas foram substituidas por controles, os
nameros destas bactérias reduziram drasticamente.

Alguns estudos relataram que as comunidades bacterianas sdo claramente
alteradas por plantas transgénicas (Lee, et al., 2011). Em contraste, outros estudos
demonstraram que as mudancas estatisticamente ndo significativas (Dunfield e Germida,
2004).
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Figura 12. Distribuigcdo na densidade total de fungos. O compartimento (A) foi determinado

como rizoplano, em plantas de tomateiro silvestre Wt e transgénicas AVP1OX, inoculados ou
ndo com FMAs S.heterogama (Wt/Wt+Sh/AVP1OX/AVP10X+Sh). No compartimento (B) foi
determinado como rizosfera em plantas de tomateiro silvestre Wt e transgénicas AVP10X,
inoculados ou ndo com FMA S.heterogama (Wt/Wt+Sh/AVP1OX/AVP10OX+Sh). J& no

compartimento (C) foi determinado como solo. Médias seguidas por uma mesma letra, ndo

diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Os resultados deste trabalho (Figura 12) demonstram redugdes (P<0,05) nas

populagbes de fungos no rizoplano, rizosfera do solo em AVP1OX. Por outro lado, os

nameros de bactérias no rizoplano e na rizosfera destas plantas, obtiveram significativos
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aumentos (P<0,05), mas inversamente (P<0,05) quando inoculadas com S.heterogama
(AVP1OX+FMA) (Figura 11a,b).

Lugtenberg e Kamilova, (2009) afirmaram que a concentragdo bacteriana no
rizoplano, se apresenta de 10 a 1000 vezes maior que no restante do solo. Berg, (2009) relata
que no rizoplano, efeitos benéficos exercidos pelas bactérias associadas as plantas sdo
realizados por meio do estimulo ao crescimento da planta ou por protecdo microbioldgica. Ja
Compant et al., (2010) observaram, que também sdo encontradas bactérias neutras, e as que
apresentam interacdo negativa com as plantas, como fitopatogenos.

Através do rizotubo (Figura 1) no compartimento (B), atribuido como rizosfera,
em Wt e AVP10X, foram observados comportamentos diferenciados entre 0s microrganismos
do solo. Para a densidade total de fungos (Figura 12b) em Wt inoculadas ou n&o, foram
observados redugbes (P<0,05) significativas e semelhantes, em ambos os tratamentos.
Paralelamente, mas de forma inversa em AVP1OX observou-se grande aumento (P<0,05)
destas plantas submetidas a inoculagdo de S.heterogama (Sh+AVP10X). As mudancas nos
padrdoes da comunidade de fungos, provavelmente ocorrem por causa da mudanga de
morfologia radicular (Gaxiola et al.,, 2007) e nos padroes de exsudacdo durante o
desenvolvimento das plantas (Brimecombe et al., 2001). A liberacdo de substancias organicas
pelas raizes das plantas tem um aspecto ecoldgico interessante, uma vez que influem a
disponibilidade de nutrientes na rizosfera e indiretamente, atua sobre os microrganismos do
solo, que por sua vez influéncia o crescimento das plantas (Yang e Crowley, 2000).

A (Figura 11b) revelou que para densidade total de bactérias, obtiveram reduc@es
(P<0,05) significativas em Wt e AVP10OX na presenca do inéculo S.heterogama (FMA+Wt)
(FMA+AVP10X). Evidenciamos aumentos (P<0,05) acentuados e significativos em AVP10X.

Para Milling et al., (2004) PGMs tém exsudatos alterados e sdo interessantes
sistemas modelos para estudar efeitos especificos da transgenia no metabolismo radicular e
ecologia da rizosfera.

Resultados similares foram observados por Donegan et al., (1995) avaliando
PGMs em dois hibridos de algoddo (Gossypium hirsutum L.), observaram um aumento de
bactérias totais em solo rizosférico. Rui et al., (2005) relataram maiores numeros de bactérias
funcionais em algoddo GM (Gossypium hirsutum) em solo rizosférico. Devare et al., (2004)
observaram em plantas de milho (Zea mays L.) Bt-cry3Bb alteracdes significativas nas
comunidades bacterianas em solo rizosférico.

Yang e Crowley, 2000 em estudos com PGMs de mamao (Carica papaya L.)
resistente a virus, observaram aumentos significativos nos numeros de bactérias em solo

rizosférico.
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De acordo com o rizotubo (Figura 1) e compartimento (C), atribuido como solo
adjacente, em Wt e AVP1OX, foram observados comportamentos diferenciados em
microrganismos do solo.

Para a densidade total de fungos (Figura 12c) em Wt ndo inoculados, obtiveram
aumentos (P<0,05) significativos de 11% em relacdo as mesmas inoculadas com
S.heterogama (Wt+FMA).

Paralelamente, mas de forma inversa em AVP1OX inoculadas ou nédo (AVP10OX)
(AVP1OX+FMA), obtiveram redugdes (P<0,05) significativas e estatisticamente semelhantes.
Estes dados denotam respostas diferencidas de comunidades microbianas (fungos e bactérias)
em diferentes hospedeiros, possivelmente relacionados aos niveis fisioldgicos, bioquimicos e
bioenergéticos (Ramos et al., 2011; Gaxiola et al., 2013). Tais resultados estdo de acordo com
Bouasria et al, (2012).

Ja para densidade total de bactérias (Figura 11c) obtveram respostas inversas de
maneira geral em todos os tratamentos inoculados ou ndo, em comparagdo com as mesmas em
solo rizosférico (Figura 11b); onde Wt e AVP10OX inoculadas com S.heterogama (Figura 11c),
obtiveram aumentos (P<0,05) significativos e semelhantes, de aproximadamente 90% para

ambos os tratamentos, em comparagdo com 0s tratamentos controles.
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4. Conclusodes

A colonizagdo micorrizica em AVP10OX inoculadas por G.intraradices (AVP10X+Gi)
aumentou em 17% em comparacdo com Wt inoculadas pelo mesmo FMA (Wt+Gi), indicando
que o género Glomus devido a presenca de vesiculas, tenha potencial de resposta no
hospedeiro superior a espécie Scutellospora spp. AVP10OX inoculados com G.intraradices
mostrou evidéncias de alongamento celular, indicando estar relacionado o aumento no
estimulo da biossintese de auxina em raizes de AVP10X, devido a sua superexpressio da H*-
PPase.

G. intraradices mostrou habilidade em modificar-se morfologicamente, através do
engrossamento de suas hifas, em raizes de AVP1OX, indicando estar envolvidos por
mecanismos de resisténcias (genéticos) e defesas de natureza bioquimica, por exemplo, na
producdo de exsudatos radiculares e fisica na producédo de microfibrilas, ligninas e desbalango
de citocininas e fisioldgica como mudancas fotossintéticas.

AVP10OX inoculadas ou ndo, apresentou baixos niveis nas atividades enziméticas da
CAT, evidenciando menor mecanismo de defesa. O resultado reforca o potencial
homeostatico da super-expressdo da H'-PPase vacuolar em AVP10X e portanto reduzindo o
potencial de extresse oxidativo. A atividade AcP nestas plantas inoculadas ou ndo, também
mostrou-se reduzida, mas inversamente e com maior grandeza a AlP, demonstrando que esta
sirva como indicador de colonizacdo micorrizica. S.heterogama € o inéculo micorrizico que
mais favoreceu as atividades de defesa do extresse oxidativo em AVP1OX, revelando um
carater “biorregulador”, suplementando a atenuacdo nas atividades bioquimicas.

As atividades microbianas sofreram redugdes gradativas e flutuagdes ao longo dos
compartimentos  (rizoplano/rizosfera/solo  adjacente), respectivamente em AVP1OX,
demonstrando assim, alteracdes diretas dos exsudatos radiculares na distribuicdo na densidade
total de fungos e bactérias, relacionando-os as suas distancias a partir da raiz. Para
distribuicdo na densidade de fungos, houve aumento quando inoculados pela S.heterogama
em solo rizosférico e inversamente para bactérias, obtendo-se maior aumento quando néo
inoculado. AVP10X favoreceu significativamente a densidade total de fungos que bactérias e

as mesmas quando inoculadas, responderam de forma invertida.
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