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RESUMO 

 

DELL SANTO, Vanessa B.R. Centro Universitário de Vila Velha, Março de 2011. 

Respostas de plantas de tomate (Solanum lycopersicum) com superexpressão da 

H+-Pirofosfatase à inoculação com fungos micorrízicos arbusculares. Orientador: 

Prof. Dr. Alessandro Coutinho Ramos. 

 

Neste estudo avaliou-se aspectos da dinâmica populacional microbiana da 

rizosfera de plantas de tomateiro mutante (Solanum lycopersicum L.) com 

superexpressão da proto-pirofosfatase (AVP1OX) inoculadas individualmente com 

os fungos micorrízicos arbusculares Glomus intraradices Schenck & Smith, 

Scutellospora heterogama Walker & Sanders, ou da dupla inoculação. Os resultados 

mostraram que o mutante superexpressor da proto-pirofosfatase (proto-PPase) 

responde diferencialmente aos tratamentos microbiológicos.  O AVP1OX apresentou 

o mesmo perfil de colonização quando inoculado com Scutellospora heterogama ou 

Glomus intraradices, evidenciado um possível controle sobre a colonização do fungo 

micorrízico o maior crescimento foi observado no AVP1OX independente da 

inoculação individual, porém a dupla inoculação induziu uma significativa inibição no 

seu crescimento. A população de fungos na rizosfera foi estimulada nos tratamentos 

AVP1OX com inoculação individual, por outro lado os mutantes inoculados tiveram 

uma significativa redução na população de bactérias. Todos os tratamentos 

submetidos à inoculação, avaliados no presente estudo, induziram alterações na 

atividade de enzimas de estresse oxidativo (catalase e fosfatase ácida) sugerindo 

que alterações na fisiologia da planta são devido ao fungo micorrízico arbuscular. 

Essas alterações fisiológicas podem estar relacionadas com mudanças no padrão de 

exsudação radicular e por conseqüência induzindo alterações na microbiota do solo. 

Com isso especular que a especificidade na interação entre mutantes comerciais e 

fungos micorrízicos arbusculares é fundamental no desempenho da interação 

simbiótica. 

 

Palavra-chave: fungos micorrízicos arbusculares, mutantes AVP1OX, tomateiro 

Solanum lycopersicum L., nutrição, microbiota. 
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ABSTRACT 

 
DELL SANTO, Vanessa B.R. Centro Universitário de Vila Velha, Março de 2011. 

Responses of tomato plants (Solanum lycopersicum) whith overexpression of the H+-

Pyrophosphatase to inoculation whith arbuscular mycorrhizal fungi. Advisor: Prof. Dr. 

Alessandro Coutinho Ramos. 

 

This study evaluated feature on population dynamics of microbial rhizosphere of 

tomato plants (Solanum lycopersicum L.) with overexpression of proto 

pyrophosphatase (AVP1OX) individually inoculated with mycorrhizal fungi Glomus 

intraradices Schenck & Smith, Scutellospora heterogama Walker & Sanders, or dual 

inoculation. The results show that the mutant overexpressing the H+-

pyrophosphatase (H+-PPase) responds differentially to microbial treatments. The 

AVP1OX showed the same profile of colonization when inoculated with Glomus 

intraradices and Scutellospora heterogama, provide whith possible control of 

mycorrhizial fungi colonization. The major growth observed on AVP1OX independent 

of individual inoculation, but the dual inoculation induced a significant inhibition in 

their growth. The population of fungi in the rhizosphere was stimulated in treatments 

inoculated AVP1OX individual; however, inoculated mutants have a significant 

reduction in bacteria population. In all inoculated treatments evaluated in this study, 

induced changes in enzyme activies of oxidative stress (catalase and acid 

phosphatase), suggesting that changes in plant physiology are due to AM fungi.  

These physiological changes may be related to changes in the pattern of root 

exudation and thus inducing changes in soil microbes. Thus speculate that the 

specificity in the interaction between mutants and commercial mycorrhizal fungi is 

crucial in the performance of symbiotic interaction.  

 

Keyword:  arbuscular mycorrhizal fungi, mutants AVP1OX, tomato Solanum 

lycopersicum L., nutrition, microbiology. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Desde o início do século passado, o processo de degradação ambiental vem 

aumentando com uso de adubos, pesticidas, desenvolvimento industrial e 

desmatamentos resultando em perdas irreversíveis e induzindo importantes 

degradações ambientais. Historicamente, quanto maior o progresso técnico humano 

e quanto mais rápido o crescimento econômico, maior tem sido o ritmo de alterações 

provocadas no meio ambiente. Diante deste cenário ocorre uma necessidade 

sustentável de pesquisas em recuperação de áreas degradadas e melhor manejo 

em áreas produtivas. 

No século 21, as alterações climáticas particularmente nas regiões tropicais e 

subtropicais são previstas por resultarem drásticas secas e inundações, 

comprometendo o fornecimento mundial de alimentos (Battisti & Naylor, 2009). 

Nesse contexto, alternativas para aumentar a produtividade e qualidade das 

colheitas no campo, bem como, a limitação global de recursos naturais como os 

fertilizantes são o foco da atualidade na busca da sustentabilidade (Cordell et al., 

2009). 

Dentre as diversas relações ecológicas existentes entre plantas e 

microrganismos, destaca-se a simbiose micorrízica (Harley & Smith, 1983; Botha et 

al., 2011) que é a união orgânica entre raízes das plantas e fungos do solo, com 

dependência fisiológica íntima e recíproca, seguida pelo crescimento dos simbiontes 

(Siqueira & Franco, 1988; Berbara et al., 2006). A micorriza arbuscular endotrófica 

(MA) é a mais comum, ocorrendo em mais de 80% das espécies de plantas 

(Schübler et al., 2001). 

As micorrizas constituem parte da microbiota do solo degradados que 

influenciam no aumento da produtividade, facilitam a recuperação de solos 

dregradados e biorremediam espaços contaminados, atuando na agregação do solo. 

Estas associações simbióticas, denominadas simplesmente de micorrizas, ocorrem 

de forma generalizada na natureza e estão amplamente distribuídas nos mais 

diversos ambientes terrestres, e na grande maioria (90%) das espécies vegetais 

conhecidas (Trappe et al., 1982; Linderman, 1994; Fitter et al., 1996, Smith & Read, 

2008). Existem evidências que os exudatos radiculares das plantas contêm 

moléculas sinalizadoras que estimulam a ramificação das hifas (Buée et al., 2000). 

Assim, o fungo micorrízico responde positivamente e acontece uma cascata de 
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sinais envolvendo a ativação de genes específicos do hospedeiro em função da 

simbiose (Chabaud et al., 2002; Kosuta et al., 2003).  

Na associação entre FMAs e bactérias promotoras de crescimento (BPC), 

Mäder et al. (2011) evidenciaram um aumento de produção por hectare em valor 

nutricional por grão em cultivo de trigo; um equivalente em energia diária suficiente 

para suprir 25,5 pessoas (safra sem inóculo de FMA e BPC) para 36,1 

pessoas/diariamente com colheitas inoculadas com FMAs e as BPCs. Isto equivale a 

suprir 1/3 de energias calóricas diárias requeridas; devido a um aumento de 

nutrientes nos grãos cultivados com inóculos associados. O aumento na 

produtividade foi evidenciado também em arroz entre 11 e 14%; com G. intaradices 

e com redução de 50% do P recomendado para aplicação, e um aumento de 23% 

quando inoculado (Jha et al., 2009) 

Os transgênicos no mundo tem sido desenvolvidos e testados para aumentar 

a performance no campo (Badri et al., 2009), neste contexto, mutantes super-

expressando a pirofosfatase representam uma promissora alternativa para resolver o 

problema de áreas com intensa variação climática. 

As FMAs são incapazes de crescer na ausência de raízes vivas, e sua 

germinação começa por um esporo assexual no solo, independente da presença de 

hospedeiro, podendo ocorrer até na água. Entretanto o crescimento da hifa só 

ocorrerá após a percepção de sinais moleculares sintetizados pela planta, através de 

flavonóides estimuladores que não estão completamente elucidados na atualidade 

(Badri et al., 2009). 

Acredita-se que os diferentes fotoassimilados que chegam às raízes podem 

atuar regulando a atividade de diversas enzimas, bem como a presença de açúcares 

e aminoácidos, o que pode favorecer determinadas espécies de fungos 

apresentarem maior crescimento que outras, o que responde a diferentes 

crescimentos em diversas associações de MAs e espécies de plantas (Berbara et 

al., 2006).  

Nesse contexto, alguns autores têm mostrado que os benefícios da 

micorrização estão diretamente relacionados à maior eficiência das proteínas de 

membrana responsáveis pelos sistemas primários e secundários de transporte de 

prótons. Muitas classes de proteínas transportadoras desempenham um importante 

papel para que as plantas absorvam nutrientes do solo, pois elas aumentam a 

movimentação de solutos pela membrana da célula (Ramos et al., 2005).  
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Estudos de Park et al. (2005) com mutantes de Arabidopsis thaliana 

demonstraram que a super-expressão do gene AVP1OX, codificando uma H+-PPase 

vacuolar, resultou em positivos e significantes incrementos no desenvolvimento 

radicular, bem como uma maior absorção de nutrientes e transporte de auxina. 

Deste modo, pode ser feito uma analogia entre micorrização e da 

superexpressão do gene AVP1OX codificando a H+-PPase baseando-se nos seus 

benefícios às plantas que são importantes a agricultura em solos pobres em 

nutrientes; estudos são necessários de forma a entender os efeitos da interação 

entre micorrizas arbusculares e mutantes superexpressando a H+-PPase nas 

respostas adaptativas das plantas aos estresses bióticos e abióticos. 
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2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

2.1.  Importância da simbiose micorrízica 

 Com o advento da genética e o desenvolvimento de mutantes tornou-se 

possível aumentar a dinâmica das pesquisas fornecendo promissora ferramenta que 

se converte em conhecimento mais elaborado dos mecanismos bioquímicos e 

fisiológicos das plantas e suas simbioses, permitindo um discernimento para o 

manejo de biotecnologias (Gaxiola et al., 1999; 2002; 2005; 2007).  

Os fungos micorrízicos arbusculares (Glomeromycota) possuem micélio 

cenocítico, sem septos, cujo principal componente estrutural da parede celular é a 

quitina, pertencem à ordem Glomales (Zygomycetos), na qual são consideradas 

duas subordens, Glominea com quatro famílias: Acaulosporaceae (Acaulospora e 

Entrosphospora), Archaeosporaceae (Archaeospora), Paraglomaceae (Paraglomus) 

e Glomaceae (Glomus) e a subordem Gigasporineae com a família: Gigasporaceae 

(Gigaspora e Scutellospora). A classificação baseia-se em características 

morfológicas das paredes dos esporos produzidos por estes fungos, permitindo 

descrever o que se denomina morfoespécies fúngicas. Recentemente dados 

moleculares, como padrão de ácidos graxos e análise filogenética baseada na 

unidade (18S) do DNA têm sido incorporados na classificação (Souza, 2000). 

 

 

Figura 1. Classificação atual dos FMAs mostrando as características que definem as 
famílias e gêneros de Glomales. Elaborada e atualizada conforme informações do INVAM.  
Fonte: (http://invam.caf.wvu.edu). 
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 Espécies de Brassicaceas, Caryophilaceas, Chenopodiaceaes e Urticaceas, 

resistem a colonização mycorrizica (Vieheilig et al., 1994), esta ligação pode estar 

em sua deriva ou especialização observado pelo habitat (Fitter & Moyersoen, 1996). 

O surgimento das hifas a partir de apressórios é a primeira indicação de 

compatibilidade entre os simbiontes, que depende dos genomas do fungo 

micorrízico e da planta hospedeira (Lambais, 1996). 

Estas simbioses são especialmente adaptadas a ambientes ricos em matéria 

orgânica que não existiam na terra antes do desenvolvimento das MAs. Interessante 

observar que forças seletivas conduziram a coexistência do mutualismo pelas duas 

partes, fungo e planta hospedeira. Algumas plantas existem sem o fungo, porém 

sofrendo a falta de nutrientes e água em solos pobres, os fungos que precisam das 

plantas por um ciclo de vida obrigatório. 

 

 

A B 

 

Figura 2. Esquematização entre associação de fungos micorrízicos a raízes. (A) Fungo 
ectomicorrízico, evidenciando a formação da rede de Hartig e o manto fúngico. (B) Fungo 
micorrízico arbuscular, evidenciando os arbúsculos na célula e as vesículas. 
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2.2. Exudação radicular em plantas micorrizadas 

 

 A presença de FMAs em associações as raízes da planta afeta 

quantitativamente e qualitativamene os exsudatos radiculares, o que 

conseqüentemente altera a microbiota associada à micorrizosfera, de forma 

diferente daquela onde só as raízes estão presentes (Lindermann, 1988). 

A formação de micorrizas altera o padrão de exsudação radicular (Graham et 

al., 1981), bem como a prioridade de ocorrência de outros fungos/bactérias. As 

alterações ambientais favorecem a ocupação de determinadas espécies de fungos. 

Exsudatos de raiz de plantas fosfato-deficientes são mais ativas em crescimento de 

hifas e elongação do esporo de Glomus fasciculatus que exsudatos de plantas 

sensíveis a fosfato (Elias & Safir, 1987).  

É sugerido um “efeito micosférico” para descrever o aumento de comunidades 

microbianas de certos microrganismos próximos às estruturas fúngicas do solo. 

Tem-se observado que enquanto alguns grupos de microorganismos são 

favorecidos pelos exsudatos dos fungos, outros são inibidos (Linderman, 1988). 

Os exudatos liberados pelas plantas quando estimuladas pela FMAs 

aumentam a imobilização de metais, cuja presença altera os níveis hormonais e as 

reações de defesa. Sabe-se que flavonóides são promotores de germinação de 

esporos de MAs fungos em raízes de plantas (Gianinazzi-Pearson et al., 1989). 

O evento inicial da interação planta-microrganismo, pelo menos nos 

ambientes saturados com água, envolve a quimiotaxia por exsudatos de raízes. 

Substâncias tais como açúcares, aminoácidos, vários ácidos dicarboxílicos como 

succinato, malato, fumarato, e compostos aromáticos incluindo shiquimato, quinato, 

vanilato, catecol, luteolin entre outros atraem microrganismos diversos (Robinson & 

Bauer, 1993). No caso de fungos micorrízicos arbusculares (FMA) sabe-se que o 

CO2 e fatores radiculares ainda não caracterizados são necessários para a 

quimiotaxia (Becard et al., 2004).  

Nos exudatos radiculares foram detectados a presença de BF (branching 

factores) por Nagahashi & Douds, (1999) e Tawaraya et al. (1998). Ensaios 

posteriores evidenciaram que os BFs só estão presentes em exudatos de raízes de 

plantas com micorrizas (hospedeiras) por Nagahashi & Douds (1999) confirmado por 

Buée et al. (2000), observações posteriores concluíram que esses fatores estavam 

presentes em condições de baixo P (fósforo) (Nair et al., 1991). Nagahashi & Douds 

(1999) concluíram que o BF é lipofílico, entretando sua baixa concentração e relativa 
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instabilidade no exsudato de raiz de L. japonicus dificultou sua purificação, mais 

tarde Akiyama et al. (2006). 

Estudos em ecologia microbiana é uma ferramenta importante na avaliação 

da transdução de sinais. A microbiota pode variar pela espécie de planta (Innes et 

al., 2004; Batten et al., 2006); pelos ecotipos ou quimiotipos entre espécies 

(Kowalchuk et al., 2006; Micallef et al., 2009), em diferentes estágios do 

desenvolvimento da planta (Mougel et al., 2006; Weisskopf et al., 2006) e diferentes 

tipos de raízes ocasionam microorganismos específicos (Yang & Crowley, 2000; 

Baudoin et al., 2002).  

O estudo com mutantes demonstrou que o gene mutante para uma dada 

função da planta influência a comunidade microbiana demonstrando não só a 

importância destes genes para a fisiologia da planta, mas também seus efeitos em 

interações com os microorganismos (Badri et al., 2009). As biotecnologias que 

incorporam FMAs e PGPR (bactérias promotoras de crescimento) sozinhas ou 

associadas têm sido amplamente pesquisadas com objetivo de aumentar a 

produtividade evitando o uso de feritlizantes (Antursson et al., 2006; Smith & Read, 

2008; Mäder et al., 2011). 

Nos ecossistemas naturais uma grande variedade de microrganismos co-

existem nas raízes das plantas. Nos solos erodidos o FMA ocasiona efeitos não só 

na composição química dos solos, mas também nas propriedades físicas e 

microbianas (Porazinska et al., 2003; Barea et al., 2004; Giri et al., 2005).   

Os fungos constituem a base de um importante canal de energia no trabalho 

de nutrição do solo, abastecendo populações de microartrópodes e outras 

mesofaunas (Hunt et al., 1987); as MAs contribuem para esse fluxo mesmo quanto 

em pequena quantidade, são de qualidade quando comparados ao fungos saprófitas 

(Klironomus & Kendrick, 1996); esses microartópodes tem importante papel no 

processamento da matéria orgânica por mecanismos físicos, químicos e biológicos 

(Wolters, 2000); mas estes dados não qualificam as micorrizas como interações com 

estas microfaunas, mas sim como liderança de modificações nas comunidades 

fúngicas determinando alterações nos processos de agregação do solo como na 

secreção de compostos (glomalina) favorecendo efeitos de aumento na população 

de artrópodes e na abundância da composição na comunidade (por qualidade dos 

efeitos alimentares) e alterações na arquitetura do micélio ocasionando respostas 

instigantes e ainda pouco exploradas (Tansley, 2006). 
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2.3. Perspectiva ecofisiológica da inoculação de mutantes com 
superexpressão da H+-PPase  

 

Park et al. (2005), realizaram estudos sobre a superexpressão da H+-PPase vacuolar 

AVP1OX em um cultivo de tomate, visando a agricultura. Estudos bioquímicos e de 

transporte confirmaram a expressão funcional da proteína recombinante na linhagem 

dos tomates mutantes. Determinações da atividade hidrolítica da H+-PPase do 

tonoplasto de raízes de duas linhagens representativas AVP1OX e plantas controles, 

mostraram que os mutantes tiverem em média 56% de aumento de sua atividade em 

relação às plantas controles, enquanto a ATPase do tipo V, não sofreu modificações 

significativas. Em seguida, as plantas foram submetidas a estresse hídrico, durante 

um período de 13 dias, resultando em afetação de ambas as plantas (transgênica e 

controle). Entretanto, as plantas mutantes demonstraram recuperação após o alívio 

do stress do déficit de água. Uma consistente explicação para tal resposta, está 

baseada no aumento do peso seco da raiz e maior acumulçaõ de Pi  na parte aérea 

das plantas mutantes AVP1OX.  

Estudos realizados em leveduras (Saccharomyces cerevisiae), realizado por 

Gaxiola et al. (1999), mostraram a existência de várias proteínas associadas à 

tolerância e desintoxicação de sal: canais de clorídeo, bombas de H+ e antiporteres 

Na+/H+. Sendo assim, pode ser sugerido, analogicamente, que o mecanismo de 

desentoxicação em leveduras e em plantas é similar. Ramos et al. (2005), realizaram 

estudos associando a atividade ATPásica e Pirofosfatásica com inoculação de 

fungos micorrízicos (Glomus clarum e Gigaspora margarita) em raízes de milho. 

Observaram que as raízes de milho, potencialmente colonizadas, tiveram atividade 

ATPásica e pirofosfatásica estatisticamente superior ao do tratamento não 

inoculado. Sendo assim, pode ser feita analogia entre micorrização e plantas 

mutantes AVP1OX (H+-PPase superexpressada), pois ambas causam efeitos 

semelhantes nos indivíduos. Dados moleculares relataram anteriormente a mesma 

capacidade do fungo micorrízico arbuscular de induzir a expressão de gene H+-

ATPase da membrana plasmática na planta hospedeira tal como nos mutantes 

AVP1OX (Murphy et al., 1996; Gianinazzi-Pearson et al., 2000; Ferrol et al., 2002; 

Krajinski et al., 2002). 

Se torna claro, que a H+- PPase do vacúolo de plantas é a enzima mais 

atrativa, especialmente, em relação a estrutura-função como um modelo de bomba 
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de prótons, a sua evolução molecular como um marcador enzimático de vacúolo de 

plantas, e a sua relação fisiológica do vacúolo de plantas. 

Toda ativação ou alteração no crescimento microbiano é relacionado à 

exsudação radicular. Assim, diversos estudos têm dedicado a comparar os efeitos 

de plantas plantas transgênicas na exsudação e alteração dinâmica populacional de 

microrganimos do solo. Rillig et al. (2004) observaram uma tendência entre os perfis 

de comunidade bacteriana total e grupos específicos, como alfa e beta, de 

Proteobacteria, Actinomicetos e Pseudomonas, comprovando que essas plantas 

podem modificar a estrutura da microbiota, embora nenhum estudo tenha avaliado 

os seus efeitos nos FMAs. 

Segundo Bruinsma et al. (2003), diversos estudos que avaliam o efeito de 

plantas geneticamente modificadas sobre microrganismos do solo, com técnicas 

distintas detectaram variações ou tendências diferentes em extensão e intensidade 

sem, entretanto, serem capazes de demonstrar efeito significativo dos transgenes. 

Outros estudos demostraram efeitos transitórios e temporários da atividade 

enzimática no solo e da estrutura bacteriana associada à rizosfera (Rasche et al., 

2006), ou efeitos variáveis entre os estágios de desenvolvimento da planta, como 

demonstrado para estrutura de perfis da comunidade bacteriana por 

Schmalenberger & Tebbe, (2002) e Milling et al. (2004). 

Destacamos que são necessários mais estudos relacionados a  H+-PPase e a 

regulação das bombas, de modo geral, para que se conheçam todos os benefícios 

de aplicações de plantas de tomate AVP1OX no ambiente. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo geral 

 

A inoculação de mutantes AVP1OX com fungos micorrízicos arbusculares é uma 

alternativa para maximizar o crescimento das plantas.  

 

3.2. Objetivos específicos 

 

1. A inoculação de mutantes AVP1OX é uma alternativa para maximizar o 

crescimento das plantas sob condições de limitação de fosfato? 

2. A produtividade de plantas de tomate seria aumentada com a inoculação com 

FMAs? 

 

3. Como se comporta a atividade de enzimas de estresse oxidativo, a microbiota e 

macronutrientes com e sem nutrição em plantas mutantes e controles 

incoculadas com FMAs? 

 

- Análise do crescimento e acumulação de macronutrientes na parte aérea de 

plantas de tomate mutantes AVP1OX e tipo selvagem, inoculadas ou não com os 

fungos micorrízicos arbusculares Glomus intraradices Schenck & Smith (Gi) ou 

Scutellospora heterogama Walker & Sanders (Sh), ou com a dupla inoculação 

(+Gi+Sh); 

 

- Análisar características do crescimento, produtividade e de enzimas de estresse 

oxidativo (catalase e fosfatases) das plantas de tomate mutantes AVP1OX e tipo 

silvestre, inoculadas ou não isoladamente com os fungos micorrízicos arbusculares 

Glomus intraradices Schenck & Smith ou Scutellospora heterogama Walker & 

Sanders, ou com a dupla inoculação; 

 

- Através da microscópica óptica, quantificar e observar a colonização micorrízica 

radicular, evidenciando as alterações celulares e estruturais nas raízes das plantas 

de tomate mutantes AVP1OX e tipo silvestre, inoculadas ou não, com os fungos 

micorrízicos arbusculares Glomus intraradices Schenck & Smith ou Scutellospora 
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heterogama Walker & Sanders, ou com o uso combinados dos dois fungos 

micorrízicos. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1. Material biológico: inóculo dos fungos micorrízico arbusculares 

 

Os esporos de Glomus intraradices foram obtidos do Bank Exchange of 

Glomales (BEG, Dijon - França) e Gigasporaceae da ESALQ; ambos Glomus 

intraradices e Scutellospora heterogama foram utilizados de vasos multiplicadores 

do próprio LMAB-UVV. Os inóculos individuais foram multiplicados e mantidos em 

vasos na casa-de-vegetação. O substrato adotado para multiplicação foi uma 

mistura de areia e solo latossolo vermelho-amarelo com baixo teor de Pi.  A areia foi 

lavada em água corrente durante 24h e o pH ajustado para 5,6. O solo foi peneirado 

em peneira de de malha 1x1cm para remoção de materiais consolidados de grande 

fração granulométrica. A mistura foi feita na proporção 3:1 (Areia: Latossolo) e em 

seguida autoclavada 2 vezes a 121ºC por 2h, em um intervalo de 24h, para posterior 

preparo dos vasos. O substrato foi distribuído em vasos de 5 litros, 100g de inóculo 

composto de raízes colonizadas, esporos e hifas fúngicas, ficaram dispostos na 

região mais superficial do vaso (cerca de 3 cm de profundidade), e coberto com uma 

fina camada de substrato, facilitando assim o contato inicial da raiz com o inóculo. 

Sementes de Brachiaria brizantha foram semeadas e após 6 meses de cultivo, suas 

raízes foram utilizadas como inóculo. 

 

 

Figura 3. Vasos multiplicadores contendo Brachiaria brizantha para produção dos inóculos de 
fungos micorrízicos arbusculares Glomus intraradices e Scutelospora heterogama. 
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4.2. Obtenção, esterilização e taxa de germinação das sementes 

 

As sementes dos mutantes AVP1OX de tomate (Solanum lycopersicum L.) 

foram gentilmente cedidas pelo laboratório do prof. Dr. Roberto Gaxiola 

(Universidade do Arizona). As sementes foram inicialmente desinfestadas em álcool 

70% por 30 segundos, lavadas em água destilada, e transferidas para placas de 

petri contendo solução de germinação de ácido bórico (0.1mM), glicose (2 g/L), 

sulfato de cálcio (500 μM) e ágar (10%), a pH 5,7. As sementes foram incubadas em 

câmara de crescimento e posteriormente, foram transferidas para os vasos contendo 

os inóculos. O plantio foi realizado em substrato de areia:vermiculita:turfa (10:10:1) 

previamente autoclavado, e distribuídos em vasos de 250ml para que favorecesse o 

contato imediato da radícula das plântulas de tomate com o fungo (Figura 4). 

Durante o desenvolvimwnto das plantas foram feitas a aplicação de solução nutritiva 

de Clark modificada (1/4 F) (duas vezes por semana). 

 

 

 
Figura 4. (A) Vasos contendo substrato areia-vermiculita-turfa (10:10:1 respectivamente) e o 
plantio da semente de tomate na camada superior. (B) Plântulas de tomate. Foto: Arthur 
Siqueira, 2010. 

 
 

4.3.  Parâmetros de crescimento 

 

Para a avaliação do crescimento as plantas, foram coletadas aleatoriamente 

(cinco plantas por tratamento) aos 140 dias após a germinação, avaliando-se a 

altura e produtividade. 
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4.4. Determinação da taxa de colonização micorrízica 

 

A avaliação da colonização micorrízica foi realizada conforme KOSKE & 

GEMMA (1989) e GRACE STRIBEY (1991). A porcentagem do comprimento de 

raízes colonizadas foi avaliada pelo método da intersecção em placa quadriculada 

como descrito por GIOVANETTI & MOSSE (1980), adaptado a partir do método de 

medidas de comprimento de raízes. Foram avaliados o número de arbúsculos, 

vesículas, células auxiliares nas respectivas raízes, levando-se em consideração, os 

que possuem estas estruturas. 

 

4.5. Contagem da população microbiana 

 

A determinação da população de fungos e bactérias foi realizada utilizando-se 

a técnica “Pour Plate” de contagem em placas de Petri. Preparou-se uma diluição  

seroada decimal em série, adicionando-se 10g da amostra de solo (contendo raízes 

de tomate colonizadas ou não) em erlenmeyer contendo 90 mL de água peptonada 

0,1% estéril. Após agitação da mistura, prepara-se a partir desta, diluições de 10-2 a 

10-3 pelas sucessivas transferências de 1,0 ml de suspensão mais concentrada de 

solo, para tubos de ensaio contendo 9,0 ml de água peptonada a 0,1% estéril. Da 

diluição 10-3, transferiu-se 0,2 ml para placas de Petri estéreis, contendo ágar 

Padrão para contagem de bactérias (PCA) ou ágar Sabouraud com Cloranfenicol 

para contagem de fungos, empregando-se um ligeiro movimento em forma de oito 

para melhor homogeneização do inóculo. Em seguida, as placas para contagem de 

bactérias foram incubadas em estufa a 35ºC por 48 horas e as placas para 

contagem de fungos em Estufa Incubadora para B.O.D. por cinco dias a 25º C. O 

processo de contagem foi realizado por meio de método direto com o auxílio do 

Contador de Colônias CP-602, em contraste com o meio opaco da cultura. As placas 

foram escaneadas, as imagens invertidas para negativo e as colônias contadas por 

meio do Software ImageJ©, como contagem adicional. 
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4.6. Avaliação das enzimas oxidativas 

 

4.6.1. Catalase (CAT E.C. 1.11.1.6) 

 

A atividade da CAT foi analisada sob metodologia descoberta por Beutler 

(1975).  Os tecidos foram homogeneizados em 50 mM tampão TRIS-HCL, pH 8,0, 

em relação 1:5 para N, e centrifugados a 15.000 x g durante 15 minutos à 4°C.  

Amostras foram incubadas em meio de reação contendo 50 mM tampão TRIS-HCL, 

pH 8,0/ 0,10 mM de H2O2. A reação foi iniciada pela adição do extrato e 

acompanhada a 240 nm, durante 30 segundos. Uma unidade de catalase foi definida 

com a quantidade de enzimas que catalisa a decomposição de 1 micromol de H2O2 

por minuto/Mg de proteína a 25°C. 

 

4.6.2. Fosfatase Ácida (ACP E.C. 3.1.3.2) 

 

A atividade da ACP foi determinada de acordo com Barred (1972), porém 

utilizando para-nitrofenilfosfato (pNPP) como substrato.  Os tecidos foram 

homogeneizados em 20 mM tampão acetato de sódio, pH 5,0,numa relação 1:5 

(p/v), e centrifugados a 15.000 g durante 15 minutos à 4°C. Amostras foram 

incubadas por 10 minutos em meio de reação contendo 20 mM tampão, acetato de 

sódio pH 5,0, 10 mM MgCl2, 100 mM pNPP e o extrato enzimático. A reação foi 

interrompida pela adição de 1 mM NaOH. A atividade foi determinada baseada na 

formação de P,nitrofenol (pNPP), a 40 SnM. Uma unidade foi definida como a 

quantidade de enzima capaz de formar 1 micromol de pNPP/Mg proteína/minuto, a 

25°C. A concentração de proteína foi determinada de acordo com metodologia 

descrita por Lowry et al. (1951), usando gama globulina sérica bovina como padrão 

(BSA). 

 

4.6.3. Fosfatase Alcalina (ALP E.C. 3.13.1) 

 

Foi descrita de acordo com Barred (1972), porém utilizando pNPP como 

substrato. A atividade da ALP foi determinada em cubetas de 1 ml, contendo 20 mM 

de tampão bicarbonato de sódio, pH 9,2, 2 mM pNPP e 100 mM MgCl2; a reação foi 

iniciada pela adição de 1M NaOH, seguida por centrifugação à 3000 rpm por 3 
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minutos. A atividade foi determinada baseada na formação de pNPP a 405 nm. Uma 

unidade de enzima foi definida como a quantidade capaz de transformar 1 micromol 

de substancia por minuto. A atividade foi expressa como micromol GSH min -1 

protein -1. 

 

4.7. Análise Estatística dos Dados 

 

Os experimentos foram realizados no delineamento experimental de blocos 

casualizados com 10 repetições, constando de 6 tratamentos (controle = Wt, Wt +Gi, 

Wt+Sh, Wt +Gi/Sh, AVP1OX+Gi, AVP1OX+Sh, AVP1OX+Gi/Sh). Os resultados 

foram analisados por meio de teste t-student ou análise de variância seguida de 

comparação de médias pelo teste de Tukey a 5% de nível de significância, utilizando 

o programa computacional SAEG – Sistema de Análise Estatística e Genética 

(Euclydes, 1983). 
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5. RESULTADOS 

 

5.1. Efeito da inoculação de mutantes AVP1OX em condições de limitação 

nutricional 

 

Durante o início do experimento, foi observado um maior crescimento dos 

tratamentos controles em relação aos tratamentos inoculados, todavia, após 

determinado 60 dias para Wt e 35 dias para AVP1OX, houve uma inversão deste 

cenário, onde as plantas micorrizadas cresceram mais do que o controle (Figura 5). 
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Figura 5. A altura média das plantas de tomate mutantes (AVP1OX) e tipo selvagem (Wt), 
inoculadas (AVP1OX+Gi; Wt+Gi) ou não (AVP1OX; Wt) com o fungo micorrízico arbuscular 
Glomus intraradices (Gi) aos 7 diferentes épocas de análise, nas condições de limitação de 
nutrientes. 

 
Especula-se que as plantas mutantes tenham sido menos afetadas pelo 

estresse nutricional, pois a superexpressão da H+-PPase, poderia conferir uma maior 

transferência de carbono na interface planta/fungo. Estes fatores podem explicar a 

inversão do padrão de crescimento ocorrido entre os tratamentos. 

Com os resultados de alto teor de P na parte aérea de plantas de AVP sob 

stress, vem a confirmar a baixa colonização com estudos de Smith & Read. (2008) 

ao verificar que quanto maior a deficiência de fósforo na planta, maior é a 

probabilidade do fungo se associar às raízes; explicando assim a menor colonização 

se manifestar no AVP1 com Glomus intraradices. 
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O fungo micorrízico utilizado nesse experimento, Glomus intraradices, 

demanda uma grande quantidade de carbono nas raízes, e poderia funcionar como 

um forte dreno. Este fator causou uma inibição do crescimento de ambos os 

tratamentos, no período inicial (Figura 6). Esta inibição foi mais evidente no 

tratamento Wt+Gi, ao passo que as plantas do tratamento AVP1OX+Gi foram menos 

afetadas.  
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Figura 6. Percentual de estimulação ou inibição na altura das plantas de tomateiro mutantes 
(AVP1OX) e tipo silvestre (Wt), inoculadas (AVP1OX+Gi; Wt+Gi) ou não (AVP1OX; Wt) com 
o fungo micorrízico arbuscular Glomus intraradices (Gi) nas 7 diferentes épocas de análise 
em condições de limitação de nutrientes. 
 

5.2. Colonização micorrízica 

 

Observou-se um padrão de colonização semelhante para ambos os 

tratamentos. Cerca de 70 dias após a inoculação do FMA ocorreu uma estabilização 

deste percentual em torno de 80% (Figura 7). Este comportamento era esperado 

para a maioria das colonizações e não houve diferença significativa entre os 

tratamentos, indicando que não há bloqueios das plantas mutantes ao fungo durante 

o processo de formação simbiótica. 
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Figura 7. Porcentagem de colonização micorrízica das plantas de tomateiro mutantes 
(AVP1OX) e tipo silvestre (Wt), inoculadas (AVP1OX+Gi; Wt+Gi) com o fungo micorrízico 
arbuscular Glomus intraradices (Gi) nas 5 diferentes épocas de análise, em condições de 
limitação de nutrientes. 

 

 

A colonização micorrízica nas raízes de tomateiros mutantes (AVP1OX), 

mostrou um grande número de vesículas (Figura 9A, Figura 9B), seguido por focos 

de arbúsculos em determinadas porções da raiz (Figura 9C, Figura 8C, Figura 8D) e 

inúmeras hifas (Figura 8G) e esporos (Figura 8E). Nas raízes laterais em 

desenvolvimento, foi possível observar arbúsculos em formação (Figura 9D) o que 

demonstra que a colonização ocorre em períodos iniciais de formação do córtex 

radicular.  Contudo comportamentos não usuais, também foram observados nestas 

raízes, como o engrossamento das hifas do fungo simbionte (Figura 8B) e arbúsculos 

abortados (Figura 8A, Figura 8F). Isso sugere que haja mecanismos de defesa nas 

raízes destas plantas mutantes que dificultam o processo de associação, tais 

mecanismos podem ser de natureza bioquímica, como, por exemplo, a produção de 

exsudatos pela raiz, ou de natureza física, como, por exemplo, o fortalecimento da 

parede celular devido a uma maior produção de microfibrilas, ou o desbalanço de 

citocininas segundo Slezack et al. (2000).  
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Figura 8. Análise da colonização micorrízica em raízes de tomateiro mutante super-
expressando a H+-PPase colonizadas com o fungo micorrízico arbuscular Glomus 
intraradices, evidenciando: arbúsuculo abortado (A) e (F), hifas de calibre grosso (B), 
arbúsculos (C) e (D), esporos (E) e hifas ao redor da raiz (G). 

 

 

 

 

 



 

32 

 

Figura 9. Análise da colonização micorrízica em raízes de tomateiro mutante super-

expressando a H+
-PPase colonizadas com o fungo micorrízico arbuscular Glomus 

intraradices, evidenciando arbúsculos (C), arbúsculos em formação (D) e vesículas (A) e (B). 
 

 

Nas raízes do tomateiro tipo selvagem também foi observado um grande 

número de arbúsculos (Figura 9B, Figura 9C, Figura 11F), esporos (Figura 10D, 

Figura 11B) e vesículas (Figura 11G, Figura 11D, Figura 11E). As hifas 

demonstraram um comportamento normal e sem engrossamento (Figura 10A), 

inclusive com formação de apressórios (Figura 10C). Vale ressaltar que as estruturas 

do fungo tiveram uma distribuição mais homogênea pela raiz (Figura 11A, Figura 

11B), indicando uma colonização normal. 
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Figura 10. Análise da colonização micorrízica em raízes de tomateiro tipo silvestre 
colonizadas com o fungo micorrízico arbuscular Glomus intraradices, evidenciando: hifas ao 
redor da raiz (A), arbúsculos (B) e (C) e vesículas e esporos (D). 
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Figura 11. Análise da colonização micorrízica em raízes de tomateiro tipo silvestre 
colonizadas com o fungo micorrízico arbuscular Glomus intraradices, evidenciando raízes 
com arbúsculos, vesículas, hifas e esporos (A), (B), (C) e (D), vesícula isolada (G), vesículas 
(E) e arbúsculo isolado (F). 
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5.3. Acúmulo de macronutrientes sob condições de stress 

 

 

Figura 12. Acúmulo de macronutrientes sob condições de stress nas plantas de tomateiro 
AVP1OX e tipo silvestre (Wt) inoculadas com o fungo micorrízico arbuscular Glomus 
intraradices (Gi) Médias seguidas por uma mesma letra, não diferem entre si pelo teste de 
Tukey a 5% de probabilidade. 
 

Observou-se que o FMA aumenta o teor de K e mantêm o teor de P e N nas 

plantas de mutantes de AVP1OX; sendo que o FMA Glomus intraradices (Gi), 

consome o Ca e o Mg, conforme literatura bastante  discutida  quanto ao 

metabolismo do cálcio pelos fungos micorrízicos (Lever et al. 1994).   

O cálcio faz parte da constituição da parede celular, ativa pontos de 

crescimento na raiz, a germinação do grão de pólen e crescimento do tubo polínico; 

sua principal função para as micorrizas é que ativa a circulação de graxas nas 

plantas e estimular seu crescimento (Kanamori et al., 2006); participa de trocas entre 

Na+ e K+; devido a favorecer a deficiência de cálcio em plantas com prejuízo do 

transporte de carboidratos (Asher et al., 1991). 

O cálcio aumenta sob condições de stress, sua absorção depende da taxa de 

transpiração que se encontram aumentada no AVP1 segundo estudos de Gaxiola et 

al. (2007); e que a síntese de AIA ativa o transporte de cálcio, também aumentado 

no AVP1 em 50%; informações que confirmam altos níveis de cálcio nos resultados 

acima. 

O aumento de P pelas plantas AVP1 favorecerá uma diminuição na 

exsudação radicular uma vez que Graham et al. (1981) e Thomson et al. (1986) 
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verificaram que o aumento de P diminui a exsudação radicular em plantas; 

justificando  também a evidencia de inibição na colonização micorrízica, com ênfase 

em sua intensa dependência (Renella et al. 2011), com maior inibição fúngica sob 

condições de estresse e menor sob condições normais de nutrição. 

 

5.4. Respostas de Colonização e Crescimento dos mutantes 
AVP1OX aos tratamentos microbiológicos 
 

A colonização micorrízica aumentou significativamente da inoculação com 

Glomus intraradices à dupla inoculação com Glomus intraradices + Scutellospora 

heterogama (Figura 13). Plantas mutantes AVP1OX foram colonizadas na mesma 

taxa, independente do FMA utilizado (Figura 13). Porcentagens de colonização 

micorrízica nos controles não-inoculados foram inferiores a 8%, não sendo suficiente 

para comprometer os resultados. 
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Figura 13. Porcentagem de colonização micorrízica de plantas de tomateiro mutantes 
AVP1OX e tipo silvestre (Wt), inoculadas ou não isoladamente com os fungos micorrízicos 
arbusculares Glomus intraradices (Gi) ou Scutellospora heterogama (Sh), ou com a dupla 
inoculação de Glomus intraradices + Scutellospora heterogama (+Gi+Sh). Médias seguidas 
por uma mesma letra, não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 

 

 Plantas de tomateiro AVP1OX não-inoculadas ou inoculadas com Glomus 

intraradices ou Scutellospora heterogama, apresentaram as maiores alturas aos 160 

dias após à inoculação (Figura 14). A dupla inoculação com Glomus intraradices e 

Scutellospora heterogama, causou uma significativa inibição no crescimento das 



 

37 

plantas mutantes AVP1OX, porém não se diferenciando do controle não inoculado 

(Figura 14).  

O gênero Scutellospora apresenta a característica de procurar locais na raiz 

de acúmulo de carbono (Varma, 1998), não encontrando, inicia o desenvolvimento 

de arbúsculos. Células com deficiência de carbono induzem o colapso destas 

estruturas, mas com maior frequência de colonização, o que pode estar relacionada 

também a produção de esporos. Os arbúsculos estão em intenso turnover. 

Sabe-se que o gênero Glomus são capazes de suportar a grandes variações 

de pH (Siqueira & Franco, 1988), são dominantes em relação aos demais gêneros; 

apresentam grande capacidade de esporulação e interessante comportamento 

estrategista em colonizar regiões abandonadas pelo gênero Scutellospora (Varma, 

1998), o que pode também ter sido um fator que favoreceu a predominância da 

colonização do presente experimento (Figura 13, 14).  
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Figura 14. Análise temporal do crescimento das plantas de tomateiro AVP1OX e tipo 
silvestre (Wt) inoculadas ou não isoladamente com os fungos micorrízicos arbusculares 
Glomus intraradices (Gi) ou Scutellospora heterogama (Sh), ou com a dupla inoculação de 
Glomus intraradices + Scutellospora heterogama (Gi+Sh). Médias seguidas por uma mesma 
letra, não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
 
 

Resultados similares foram observados por Machineski et al. (2009) que 

encontrou um menor estímulo de crescimento e produção das plantas quando 

inoculadas com Scutellospora heterogama em comparação com espécies do gênero 
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Glomus (Figura 14), porém com maiores taxas de esporulação. Comportamento 

similar foi observado anteriormente por Chu et al. (2001). Assim, o maior número de 

esporos não ocorre necessariamente devido à maior colonização radicular. 

A competição por carboidratos radiculares suprimiu arbúsculos em raízes de 

videira com fitoparasita nematóide Mesocriconema xenoplax, sem alterar a 

colonização total das raízes (Schreiner et al., 2008); o que ocorreu no presente 

experimento, com a diferença de que a competição seria por um metabolismo 

acelerado favorecido pelo AVP1OX, abortamento este que ocorre em maior grau 

com Scutellospora heterogama e em menor com Glomus intraradices, verifica-se a 

Scutellospora como inóculo de escolha neste trabalho por apresentar um 

desenvolvimento mais estável sob condições de variação de nutrientes (N e P) ao 

fungo, confirmado pelo experimentos de Gavito et al, (2008). 
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5.5. Efeito da inoculação de mutantes AVP1OX sob a produtividade 

em condições normais de nutrição 
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Figura 15. Análise da Produtividade das plantas de tomateiro AVP1OX e tipo silvestre (Wt) 
inoculadas ou não isoladamente com os fungos micorrízicos arbusculares Glomus 
intraradices (Gi) ou Scutellospora heterogama (Sh), ou com a dupla inoculação de Glomus 
intraradices + Scutellospora heterogama (Gi+Sh). Médias seguidas por uma mesma letra, 
não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
 
 

A produtividade das plantas silvestres foram fortemente estimuladas pela 

inoculação com Glomus intraradices, superando até mesmo as plantas AVP1OX 

não-inoculadas (Figura 15). A menor produtividade foi encontrada no tratamento com 

dupla inoculação em plantas AVP1OX (Figura 15). 

Diferenças ecofisiológicas entre as espécies de fungos micorrízicos quanto a 

respostas às condições ambientais determinam a prioridade de colonização. Aqui, 

uma clara concorrência de colonização entre os dois FMAs em estudo, na dupla 

inoculação, pode ter influenciado negativamente na performance das plantas.  

A inoculação com G. intraradices em plantas de milho resultou, durante os 

primeiros estádios da colonização, em aumento do ácido indol butírico (AIB), 

acompanhado por maior atividade sintetase do AIB, sendo que a concentração 

dessa substância não interferiu na colonização das raízes (Ludwig–Müller et al., 

1997). Outras substâncias podem ser produzidas em maior ou menor quantidade, 

com variações de acordo com o hospedeiro, os FMA e outros fatores. 
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Amijée et al. (1993) num experimento utilizando plantas de alho poro 

observaram que a colonização de raízes por G. mosseae e ou a adição de P no solo 

contribuíram para o aumento progressivo da concentração de carboidratos solúveis. 

A inoculação com G. etunicatum, G. intraradices e Glomus sp. induziram à produção 

de baixas concentrações de amido nas raízes fibrosas de citros (Citrus aurantium 

L.), indicando maior utilização de carboidratos não-estruturais nas raízes colonizadas 

por esses fungos, considerados colonizadores competitivos (Graham et al., 1997). 

A concentração de açúcares em raízes já foi correlacionada com a 

colonização das raízes de plantas inoculadas (Douds & Schenck, 1990), o que não 

ocorreu com a concentração de açúcares solúveis (Rapparini et al., 1994). Em 

laranjeira “Cleópatra mandarin” (Citrus reticulata Blanco) e em “Limão rugoso” (Citrus 

limon Burm.) inoculados com G. etunicatum foram detectados maiores níveis de 

açúcares redutores em relação ao controle no tratamento em solo com baixo teor de 

P, mas esse resultado não se manteve em solo com altos níveis de adubação 

fosfatada (Nemec & Guy, 1982). 

É importante destacar que plantas AVP1OX possuem elevadas 

concentrações de açúcares (Roberto Gaxiola, comunicação pessoal). Isto poderia 

comprovar as diferenças no perfil de colonização em mutantes AVP1OX. 

A influência negativa da elevada concentração de P (> 10 mg de P dm3 de 

solo) na efetividade dos FMA, também influenciada pelo genótipo do hospedeiro, 

tem sido observada em solos de várias localidades (Sylvia et al., 1993). Segundo 

Bagyraj. (1991), não é o P do solo que regula a colonização micorrízica, mas a 

quantidade de P absorvida pela planta. Outros, a exemplo de Araújo et al. (1994), 

observaram que a efetividade dos FMA sobre tomateiros foi regulada principalmente 

pelo nível de P disponível no solo. 

Há indícios de que o efeito do P sobre a colonização das raízes pelos FMA é 

indireto, podendo afetar as concentrações de carboidratos nas raízes ou a 

quantidade de exsudados radiculares, embora haja registros de isolados tolerantes 

ao P (Bagyaraj, 1991), assim como a outros elementos minerais (Bowen, 1987).  
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5.6. Respostas na atividade de enzimas de estresse oxidativo em 

mutantes AVP1OX inoculados com FMAs 

 

A verificação de alterações nos mecanismos enzimáticos de defesa ao 

estresse oxidativo torna-se uma importante ferramenta elucidativa do desempenho 

do AVP1OX e das micorrizas sob condição normal de nutrição, a fim de confirmar os 

fatores nutricionais, bem como, inferências nas relações dos tratamentos. 

 O equilíbrio entre as enzimas antioxidantes (SOD, CAT, GPx e GST) é 

fundamental para a manutenção da integridade celular. 

Sabe-se que plantas transgênicas apresentam alterações na transcrição de 

enzimas de estresse oxidativos (Badri et al., 2009), confirmado (Figura 16) pelo 

presente trabalho ocorrer com o mutante AVP1OX quanto a menor expressão de 

catalase claro resultado (Figura 16); evidenciando menor mecanismo de defesa pela 

planta mutante AVP1OX, o que confirma imperável necessidade de inóculo 

micorrízico que apresentou (Figura 16) capacidade de melhorar estas expressões ao 

presente mutante (AVP1OX + Sh). 

A atividade da catalase foi baixa nos tratamentos inoculados e no mutante 

AVP1OX (Figura 16), quando comparados ao controle. A promoção da colonização 

micorrízica por ácido jasmônico poderia ocorrer via regulação oxidativa, que ocorre 

de forma reduzida em raízes colonizadas por FMAs. Diversas hipóteses foram 

levantadas, e uma muito interessante foi descrita por Kiriachek et al. (2009). 

Segundo os autores, análises de hibridização em microarranjos de cDNA mostraram 

que o ácido jasmônico via seu éster metílico (metil-jasmonato, MeJA), induz o 

acúmulo de transcritos de genes que codificam enzimas envolvidas na degradação 

de espécies reativas de oxigênio e na morte celular programada, como catalase, 

glutationa S-transferase e cisteína protease (Schenk et al., 2000). A ação dessas 

enzimas, induzidas por jasmonato, reprimiria o efeito inibitório das de espécies ativas 

de oxigênio geradas pelo mecanismo de defesa vegetal sobre os FMAs (Hause et 

al., 2002, Lambais et al., 2003). Assim verifica-se o quanto a sinalização hormonal 

pode atuar modulando a transcrição gênica de enzimas de defesa; sabe-se que os 

FMAs apresentam grande plasticidade em promover a metabolização de 

sinalizadores hormonais, confirmado neste trabalho o melhor resultado (figura 16) 

ser AVP1OX+Sh, mais uma vez confirmando a Scutellospora como inóculo 

micorrízico de escolha que favorece maiores expressões de defesa no mutante 

AVP1OX.  
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No estudo de Blilou et al., (2000a), foram observados aumentos das 

atividades de catalase e ascorbato peroxidase em tabaco aos 3 e 5 dias após a 

inoculação com Glomus mosseae. É possível que a indução de atividades de 

catalase e ascorbato peroxidase nas raízes micorrizadas seja resultado de um 

estresse oxidativo causado por infecção pelo FMA (Blilou et al., 2000a). Há indícios 

de que o H2O2 resultante do estresse oxidativo ative o ácido benzóico 2-hidroxilase 

(AB2-Hase), essencial para a síntese de AS (León et al., 1995). Dessa forma, o 

aumento de espécies ativas de oxigênio resultaria em aumento da atividade de AB2-

Hase e, portanto, da síntese de Ascorbato sintase, aumentado a resistência à 

patógenos nas plantas mutantes inoculadas. Para o crescimento fúngico 

intrarradicular, a maior atividade de catalase e peroxidase em raízes colonizadas 

diminuiria o nível de espécies ativas de oxigênio. É possível que a diminuição da 

atividade da catalase atenue a indução da expressão de outros genes de defesa e 

isso permitiria maior colonização fúngica (Lambais et al., 2003).  

Estes efeitos confirmam mais uma vez a alta plasticidade dos FMAs em 

favorecer a transdução de sinais como abaixo (figura 16) onde os fatores que inibem 

a atividade máxima de dada espécie de fungo micorrízico como o Glomus inibe a 

Scutellospora quando inoculado juntos no AVP1OX (Figura 16) revertendo efeitos 

positivos; quanto ao resultado menor do AVP1OX +Gi, é evidente que o Glomus não 

apresenta sua expressão máxima quando aplicado ao mutante, especula-se estar 

relacionado a fatores bioquímicos (como níveis de flavonóides) (Koltai et al., 2010) 

podendo estar inibindo sua expressão máxima, confirmando mais uma vez o melhor 

desempenho da Scutellospora heterogama pelo presente trabalho, por aumentar 

níveis de catalase, que segundo Blilou et al. (2000a) pode ocorrer menores 

estímulos positivos apenas no período de estabelecimento da colonização, 

chegando a níveis pouco significativos conforme observa-se comportamento de 

(Wt+Sh) e (Wt) na (figura 15), em apresentar valores estatisticamente próximos. 
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Figura 16. Atividade da Catalase de plantas de tomateiro AVP1OX e tipo silvestre (Wt) 
inoculadas ou não isoladamente com os fungos micorrízicos arbusculares Glomus intrara 
dices (Gi) ou Scutellospora heterogama (Sh), ou com a dupla inoculação de Glomus 
intraradices + Scutellospora heterogama (+Gi+Sh). Médias seguidas por uma mesma letra, 
não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
 

 Novamente o resultado do inóculo duplo no mutante não apresenta 

favorável neste experimento, evidenciando um claro processo inibitório maximizado 

pela associação, e também novamente menor desempenho do gênero Glomus, 

devido ao claro processo inibitório sobre sua expressão no AVP1OX (figura 16) 

levantada pelo presente experimento. 
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Figura 17. Atividade da Fosfatase Alcalina em plantas de tomateiro AVP1OX e tipo silvestre 
(Wt) inoculadas ou não isoladamente com os fungos micorrízicos arbusculares Glomus 
intraradices (Gi) ou Scutellospora heterogama (Sh), ou com a dupla inoculação de Glomus 
intraradices + Scutellospora heterogama (+Gi+Sh). Médias seguidas por uma mesma letra, 
não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
 
 

Nahas et al. (1994) verificou uma correlação positiva com matéria orgânica, 

fosfatase ácida e alcalina e não significativa com fósforo orgânico, fósfoto total e pH, 

em fungos coletados da camada de 0-15 cm do solo; e nenhuma correlação com as 

bactérias quanto a estes fatores. Podemos inferir do experimento de Nahas et al. 

(1994) que à capacidade diferenciada que os fungos micorrízicos tem em manifestar 

o aumento da expressão de enzimas, como verificado (Figura18) onde o Glomus  

apresenta equivalente desempenho no silvestre (Wt), confirmando apresentar clara 

expressão sobre aumento de fosfatase alcalina.  Sabe-se que a fosfatase alcalina 

difere da ácida devido sua característica de ocorrer em diferentes pHs, podendo o 

resultado acima em comparação com os resultados da fosfatase ácida (figura 17), 

ser confirmada pelos resultados bem contrários em relação à relevar as diferentes 

espécies dos fungos quanto sua melhor  atividade em função da especificidade à 

determinado pH, conforme verificado por Souza et al., (2000). 

Segundo Joner et al. (2000) em revisão a fosfatase alcalina aumentada em 

FMAs representa início de colonização servindo como indicador de atividade 

metabólica e resistência contra tolerância a fatores estressantes como Cobre (Cu) e  

outros fatores abióticos. 
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Figura 18. Atividade da Fosfatase Ácida em plantas de tomateiro AVP1OX e tipo silvestre 
(Wt) inoculadas ou não isoladamente com os fungos micorrízicos arbusculares Glomus 
intraradices (Gi) ou Scutellospora heterogama (Sh), ou com a dupla inoculação de Glomus 
intraradices + Scutellospora heterogama (+Gi+Sh). Médias seguidas por uma mesma letra, 
não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.  

 

A produção de fosfatase ácida no AVP1OX evidenciou poder ser 

incrementada mais uma vez pelo inóculo micorrízico da Scutellospora heterogama 

evidenciado no presente experimento (figura 18), por apresentar-se estatisticamente 

equivalente ao silvestre inoculado (Wt+Gi), favorecendo a planta de forma superior 

ao controle (silvestre-Wt). 

Segundo Jain et  al. (2007) o que controla a captação de P (fósforo) é a 

oscilação de açúcares e que as ações de açúcar e auxinas  em respostas ao P não 

estão bem estabelecidas, sabe-se que o AVP1OX apresenta altos níveis de 

sacarose (Gaxiola, comunicação pessoal)  justificando a variação nos níveis de 

respostas à fosfatases ácidas pelos fungos micorrízicos no AVP1OX (figura 18); 

especulando-se ser por alterações nos níveis de açúcares na plantas devido a 

interações fungo/planta que poderão ser delineadas por futuros experimentos. 

O fósforo só é percebido pela planta se houver baixas concentrações de 

citocininas (Franco-Zorilla et al., 2002); assim podemos sugerir trabalhos futuros que 

possam delinear tais efeitos entre mutantes de citocinina em presença de fósforo e 

AVP1 com FMAs, resultando em continuação deste trabalho, que irá confirmar uma 

possível contribuição de citocininas pelos fungos Glomus e Scutellospora, 

justificando parte deste comportamento de destaque da atividade Scutellospora com 
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AVP1, bem como,  o trabalho de Slezak et al. (2000) que  evidenciou que o aumento 

de citocinina aumenta a inibição de arbúsculos. 

Lambais et al. (2003) evidenciou que o desbalanço de fitohormônios alteram a 

expressão de defesa da planta em presença de P, evidenciando também, que o ABA 

(ácido abscísico) diminui etileno e que o etileno diminui a colonização pelo FMA, 

confirmado por Ishii et al. (1996), tais dados mais uma vez justificam as variações 

dos níveis de fosfatases ácidas encontradas (figura 18) nos mutantes inoculados. 

Sugere Lambais et al. (2003), que a catalase pode participar do controle do 

crescimento intraradicular do fungo quanto ao seu desenvolvimento, em altas 

concentrações de P; detectado ao isolar H2O2 próximo a lamela média e a hifa, 

favorecendo o aumento de catalase, que aumenta a beta 1-3 gluconase e quitinases 

que podem digerir a parede celular da célula vegetal e facilitar a colonização do 

FMA. 

Atividade da fosfatase ácida aumenta nos mutantes AVP1(figura 18), 

apresentando a Scutellospora heterogama os melhores resultados, confirmando 

assim sua capacidade de estabelecimento em colonização, segundo experimentos 

de Lambais et al. (2003) e revisão de Joner et al. (2000). 

 

5.7. Contagem da População mediana de fungos e bactérias na 

rizosfera de plantas mutantes AVP1OX 

 

O presente trabalho avaliou as alterações na microbiota da rizosfera de raízes 

de tomateiro. Segundo Berbara et al. (2006) os valores de biomassa microbiana 

encontrados na literatura provavelmente estão substimados; devido aos métodos 

que discriminam essa biomassa micelial. A técnica de respiração induzida (Anderson 

& Domsch, 1978) é aplicada a amostras de terra destorroadas e peneiradas, 

destruindo hifas de FMAs e suas conexões às plantas, destruindo assim as únicas 

fontes de C, uma vez que, estes fungos são incapazes de mobilizar açúcares que 

não seja os deslocados por plantas, justificando também a inexpressão dos métodos 

de indução por adição de sacarose ao substrato. 

Considerar a avaliação da biomassa microbiana como indicador de fertilidade 

biológica do solo requér métodos mais precisos (Berbara et al., 2006). 

 



 

47 

0,00E+00

1,00E+04

2,00E+04

3,00E+04

4,00E+04

5,00E+04

6,00E+04

L
o
g

 (
U

F
C

 m
L

-1
)

Tratamentos

0.00E+00

1.00E+05

2.00E+05

3.00E+05

4.00E+05

5.00E+05

6.00E+05

7.00E+05

L
o
g

 (
U

F
C

 m
L

-1
)

Treatments

População Total de Fungos

População Total de Bactérias

A

B
B

C

D

E E
F

A

B B

C
C C

DD

 

Figura 19. População total de fungos e bactérias na rizosfera de plantas de tomateiro 
AVP1OX e tipo silvestre (Wt) inoculadas ou não isoladamente com os fungos micorrízicos 
arbusculares Glomus intraradices (Gi) ou Scutellospora heterogama (Sh), ou com a dupla 
inoculação de Glomus intraradices + Scutellospora heterogama (+Gi+Sh). Médias seguidas 
por uma mesma letra, não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
 

 

Sabe-se que a predominância fungo: bactéria é mediada pelo tipo de 

micorriza que coloniza a planta hospedeira (Joergensen & Witchern, 2008), e que 

esta micorriza é controlada pelo status de nutrientes do solo (Lambers et al., 2008), 

tais fatos conduzem a diferentes respostas dos FMAs  (figura 18) em inibir (FMAs + 

Wt) ou estimular (FMAs + AVP1OX) as respostas à bactérias e aumentar fungos (Wt 

+ FMAs) ou diminnuir aos mutantes (FMAs+AVP1OX),conforme resultado do 

presente trabalho (figura 19).  . 

A adição de P é esperado alterar a composição da comunidade diretamente 

com um aumento na abundância de bactéria em relação à fungos (Grayston et al., 
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2004) e por inibir os FMAs (Aliasharzad et al., 2001; Kahiluoto et al., 2009), estes 

dados também estão sob a ação da expressão hormonal que interage sobre a 

sensibilidade da planta ao P, conforme experimento de Franco-Zorilla, (2002); assim 

podemos concluir que a relação entre microorganismos é tênue em relação 

nutrição/hormônios, onde há necessidade de definir  qualitativa e quantiativamente 

estes limites; neste experimento podemos apenas evidenciar que o AVP1OX 

favorece mais fungos que bactérias e que as micorrizas não associadas corrigem 

tais efeitos e quando inoculadas conjuntamente apresentam esse comportamento 

invertido. 

Os compostos de carbono secretados pelas raízes agem como substratos 

para os microorganismos da rizosfera (FMAs) (Ramos et al., 2009), onde evidencia-

se que a matéria Orgânica (MO) favorece a colonização aumentando as populações 

de esporos de FMA relacionadas ao nível de aplicação de adubos orgânicos, 

melhoram o desenvolvimento micorrízico nos solos tropicais (Bagyaraj, 1991), sabe-

se que os fungos micórrizicos formam uma rede de glomalina que retem a microbiota 

fornecendo nutrientes, justificando as micorrizas aumentarem outros fungos 

conforme (Figura 19). No entanto, nem sempre são evidenciadas correlações entre 

conteúdo de matéria orgânica e a colonização (Sylvia & Williams, 1992), 

evidenciando que outros fatores também afetam a esporulação; diante de intrincada 

rede de interrelações o presente resultado evidencia a necessidade de métodos 

mais desenvolvidos e até mais específicos para delinear os efeitos da microbiota no 

solo, devido aos contraditórios resultados encontrados na literatura científica atual, e 

na (figura 19) onde resultados continuam evidenciando tais oscilações de interações 

entre fungos/bactérias e fungos micorrízicos. 

Seria interessante avaliar primeiro a microbiota presente e depois a relação 

entre elas, pois que existem bactérias que vivem dentro dos esporos das micorrizas 

e que podem não serem detectadas pelos métodos usuais e atuais. 

Reis et al. (1994) encontrou Acetobacter diazotroficus no mesófilo de folhas 

verdes, secas, apoplasto e xilema; assim podemos verificar o quanto pode variar a 

ecologia e a relação entre plantas/microorganismos;  onde o AVP1OX por aumentar 

o crescimento e o número de folhas na planta favorece uma maior serrapilheira que 

poderá estar acompanhada de maior quantidade de bactérias, assim podemos 

observar o quanto é importante avaliar a presença de determinados 

microorganismos, uma vez que estes por esta presença poderem se relacionar. 
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Assim podemos verificar que esses resultados podem não estar adequados 

por necessitar de melhores metodologias. 

Niklaus et al. (2003) verificou um aumento na dominância fúngica sob 

elevação de CO2, enquanto que, Sonnemann e Wolters (2005),  notaram um 

decréscimo nesta dominância fúngica e bacteriana. Castro et al. (2010) concluíram 

que esta dominância depende de muitos fatores, tipo de solo, temperatura, 

nutrientes  e interações; justificando assim o presente trabalho que evidencia a 

modificação desta comunidade em relação a redistribuição de nutrientes favorecida 

pelo AVP e em condições normais de nutrição (Figura 19). 

È importante destacar que o potencial de dominância do fungo:bactéria 

também é atribuída à recalcitrância da planta bem como o aumento na atividade das 

raízes (Kandeler et al., 1998), o presentge experimento apresentou a predominância 

fúngica no AVP1OX e diminuição das bactérias, que  pode ser corrigida com a 

adição de inóculos de micorríza; onde a gênero Scutellospora mais uma vez se 

destaca (figura 19).  

Estudo revelou que tanto as leveduras de ascomicetos quanto de 

basidiomicetos são capazes de estimular o crescimento de FMAs (Fracchia et al., 

2003), enfatizando o resultado acima (Figura 19) onde no silvestre (Wt) os fungos 

micorrízicos aumentam os fungos;  tal fato, confirma em como o FMA interage em 

aumentar outras microbiotas, e nos retorna com o resultado inverso no AVP1OX 

inoculado, podendo ser justificado por competição de recurso, sendo o aumento 

dominante de fungos favorecido pela associação das duas espécies, Glomus e 

Scutellospora que pode evidenciar uma possível ação invasiva disfavorável à planta 

que também se verifica pelo gráfico (figura 14) de crescimento e (figura 15) 

produtividade, bem como o gráfico (figura 16) da atividade da catalase estar 

estatisticamente menor na dupla inoculação/AVP1OX, enfatizando a ação sinérgica 

dos fungos micorrizicos quando associados em relação à planta mutante. 

 O resultado deste trabalho (figura 19) quanto às micorrizas em corrigir o 

efeito do AVP1OX por favorecerem um aumento das bactérias ao mutante; destaca 

novamente a Scutellospora e também o Glomus, verificando novamente a 

desfavorável interação de duplo inóculo pelo mutante, possível competição por 

recurso. 
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6. CONCLUÕES 

 

Plantas mutantes superexpressando a H+-pirofosfatase demonstraram melhor 

crescimento quando inoculadas sob stress e condições normais de nutrição. 

Evidenciamos uma modificação na população microbiana da rizosfera e 

especulamos que a exudação e a redistribuição de nutrientes seja influenciada 

no mutante AVP1OX e inoculado. Estudos são necessários no que diz respeito à 

simbiose: Comportamento anormal do fungo em raízes do mutante; evidenciado 

no presente trabalho ser relevante principalmente com duplos inóculos. 
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