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CAPITULO 1 - INTRODUGCAO GERAL E REVISAO BIBLIOGRAFICA






12

1.0 INTRODUCAO GERAL

A Caatinga € um ecossistema que se destaca pela heterogeneidade e por ser
uma regido semiarida, entretanto sua paisagem esta sendo muito alterada, e encontra-se
entre os ecossistemas brasileiros mais ameacados, sendo marcada pela desertificacéo,
resultante de fatores climéaticos, bem como pelas atividades humanas (COSTA et al.,
2009), as quais tem colocado muitas espécies de plantas em risco de extingdo, mesmo
antes de terem sido estudadas (CASTELETI et al., 2004).

A vasta flora da Caatinga além de ser uma inestiméavel fonte de abastecimento de
compostos quimicos naturais, sempre teve uma enorme importancia para a populacéo
regional, pois, dessas espécies sdo retirados muitos produtos que servem aos mais
diversos fins. Dentro desse contexto, as plantas medicinais e aromaticas passaram a ser
utilizadas como fonte de compostos quimicos que servem a diversos setores da
indUstria. No entanto, poucas espécies vegetais sdo utilizadas em larga escala, em
atividades que permitam grandes ganhos econémicos (PEREIRA et al., 2003).

As plantas nativas da regido semiarida podem ser utilizadas de diversas formas,
dentre elas como medicamentos. Porém, a extracdo e purificacdo de compostos, em
muitos casos, tornam-se inviaveis economicamente, devido a pequena quantidade de
principio ativo, demandando em consequéncia disso grande quantidade de material
vegetal. Além disso, as reservas vegetais nativas, apesar de serem a Unica opcao para
certas drogas, ndo sdo inesgotaveis e 0 extrativismo em demasia pode gerar
consequéncias negativas no que diz respeito a conservacao das espécies de interesse.

Apesar da Caatinga ser rica em biodiversidade, a exploracdo predatéria das
plantas medicinais e o desconhecimento das préaticas de cultivo, tém levado a reducbes
drésticas das populacdes naturais, culminando na perda de muitos metabolitos ainda ndo
estudados pela quimica e pela farmacologia (FLORES, 2006). Aliado a isso, ainda s&o
escassos 0s estudos visando uma exploracao racional, com o intuito de contribuir para a
conservacdo e manejo de muitas espécies, bem como o seu estabelecimento para o
fornecimento de matéria-prima para exploracdo comercial, evitando o extrativismo e
reduzindo, consequentemente, o risco de extingdo (MAIA, 2006).

Dentre as espécies endémicas da Caatinga, com importantes propriedades

medicinais, Varronia leucocephala se destaca. As plantas dessa espécie possuem porte
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arbustivo ou arbdreo-arbustivo, sdo encontradas em solos arenosos e pedregosos e em
areas antropizadas (VIEIRA et al., 2015). A espécie possui registro nos estados da
Bahia, Ceara, Piaui, Pernambuco e Paraiba (MELO et al., 2015), sendo também
encontrada no estado do Rio Grande do Norte.

Estudos prévios comprovaram a eficacia terapéutica da V. leucocephala em
funcdo das cordiaquinonas extraidas de suas raizes (MARINHO-FILHO, 2010). Esse
mesmo grupo quimico extraido de raizes de outras espécies de Cordia como: Cordia
corymbosa, Cordia linnaei, Cordia curassavica e Cordia leucocephala também
apresentaram atividade contra o fungo Cladosporium cucumerinum, a levedura Candida
albicans e as larvas do mosquito Aedes aegypti, transmissor da febre-amarela (IOSET et
al., 1998; IOSET et al., 2000; ARKOUDIS & STRATAKIS, 2008).

A rapida perda da viabilidade, dorméncia tegumentar, germinacdo lenta e
irregular s&o umas das dificuldades encontradas para a producdo de mudas de Cordia
trichotoma via sementes (CARVALHO, 2006; KIELSE et al., 2013). Para a erva
baleira (Varronia curassavica), a propagacao vegetativa através do enraizamento de
estacas caulinares constitui-se em um método viavel e alternativo a propagacao desta
espécie, comumente propagada via seminal (PEREIRA et al., 2016). A propagacao
vegetativa, por meio da estaquia, para algumas espécies acaba sendo uma técnica
alternativa e viavel em substituicdo a propagacao via sementes.

De acordo com alguns pesquisadores, a espécie V. leucocephala quando
reproduzidas a partir do processo de propagacdo vegetativa, apresentaram baixos
percentuais de enraizamento e de sobrevivéncia, indicando que, possivelmente, fatores
intrinsecos a espécie estdo envolvidos na sua propagacdo vegetativa por estacas
(PAULINO et al., 2011). Uma forma de contornar as dificuldades relacionadas ao
processo de iniciacdo radicular em estacas € a utilizacdo de reguladores de crescimento,
COMo auxinas.

O écido indolbutirico (AIB) tem sido a auxina mais utilizada por ser altamente
efetiva no estimulo ao enraizamento, em funcdo de sua menor mobilidade, por ser
menos toxico e por apresentar maior estabilidade quimica na planta (HARTMANN et
al., 2011). Aliada a utilizagdo do AIB na indugdo de enraizamento, também se destaca a
associacdo de fungos micorrizicos arbusculares em estacas tratadas com esse tipo de

fitorregulador. Essa associagdo pode melhorar a capacidade de enraizamento e a
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qualidade das estacas promovendo um maior nimero de sobrevivéncia das mesmas
(FATEMEH & ZAYNAB, 2014; YANG et al., 2014).

A utilizacdo de microelementos, dentre estes 0 manganés, boro, ferro e zinco,
também vem sendo muito utilizado no processo de enraizamento de estacas (REJMAN
et al., 2002). Esses compostos séo conhecidos como cofatores de enraizamento, 0s quais
atuam de forma sinérgica ou aditivamente com as auxinas no processo de formacao de
raizes (PACHOLCZAK & SZYDLO, 2008).

Diante do exposto, para V. leucocephala torna-se importante investigar a
influéncia de alguns fatores que estejam ligados ao enraizamento de estacas, uma vez

que a propagacao vegetativa € uma forma eficiente de propagacéo dessa espécie.

2.0 OBJETIVOS

2.1 Geral

Desenvolver um protocolo utilizando fitorreguladores e microelementos
associados com fungos micorrizicos arbusculares para avaliar o enraizamento e

posterior desenvolvimento de estacas de Varronia leucocephala.

2.2 Especificos

e Avaliar o tipo e a dose da auxina que proporcione maior percentual de
enraizamento e brotacdo de estacas;

e Auvaliar a influéncia do acido indolbutirico, do zinco e do boro na percentagem
de enraizamento e brotacfes em estacas;

e Analisar o desenvolvimento e crescimento das estacas tratadas com AIB e
zinco associada a fungos micorrizicos;

e Auvaliar a colonizacdo micorrizica nas raizes, bem como determinar a densidade
de esporos presentes no solo.

e Determinar os teores de macronutrientes N, P, K e Na da parte aérea e

radicular.
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3.0 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 FAMILIA BORAGINACEAE

A familia Boraginaceae possui cerca de 134 géneros e 2.650 espécies e no
Brasil j& foram registrados nove géneros dessa familia e aproximadamente 125 espécies,
sendo Cordia, Varronia e Tournefortia os géneros mais numerosos (VIEIRA et al.,
2013). Na Regido Nordeste, a familia se destaca por concentrar seis géneros e 39
espeécies, 0 que corresponde a 2,7% do numero de espécies deste bioma (GIULIETTI et
al., 2006; MELO et al., 2015). Esta familia caracteriza-se, morfologicamente, por reunir
ervas, subarbustos, lianas e até mesmo arvores. Suas folhas sdo simples; suas
inflorescéncias sdo folhosas, glomérulo-globosas e suas flores sdo pentdmeras com o
calice gamossépalo e a corola gamopétala (MELO, 2012).

Inimeras espécies pertencente a familia Boraginaceae sdo de uso popular,
muitas das quais sdo produtoras de 6leos essenciais, outras fornecem madeira de boa
qualidade, inclusive resistente ao ataque de fungos, insetos e microrganismos (SANTOS
et al., 2006). Algumas dessas espécies apresentam grande importancia econdmica,
sendo cultivadas como ornamentais, principalmente as dos géneros: Heliotropium,
Mertensia, Myosotis, Borago, Cordia e Varronia (BARROSO et al., 2002).

O género Varronia € um dos mais numerosos, juntamente com Cordia e
Tournefortia (VIEIRA et al., 2013) e muitas espécies desse género sdo utilizadas na
medicina popular, por apresentarem diversas propriedades farmacoldgicas ou bioldgicas
como: anti-inflamatdria e antialérgicas (PASSOS et al., 2007); antifungica (GUZZO et
al., 2010; HERNANDEZ et al., 2007); larvicida (SANTOS et al., 2006; FREITAS,
2010) e antimicrobiana (CARVALHO et al., 2004).

A nomenclatura de algumas espécies que antes estavam posicionadas dentro do
género Cordia foi atualizada para Varronia devido & mudanca na filogenia, incluindo
espécies como: Varronia curassavica Jacq; Varronia globosa Jacq; Varronia dardani
e Varronia leucocephala (Moric.) J.S.Mill, todas encontradas no Nordeste do Brasil.
(MELO, 2012).
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3.2 Varronia leucocephala (Moric.) J.S. Mill.

Varronia leucocephala (Moric.) J. S. Mill possui sinonimia cientifica Cordia
leucocephala Moric., endémica da caatinga, associada a caatinga arbustiva e a caatinga
arbéreo-arbustiva, sendo encontrada em solos arenosos e pedregosos e em areas
antropizadas, apresentando flores nos meses de Abril e Agosto (VEIRA et al., 2015). A
espéecie possui registros nos estados na Bahia, Ceara, Piaui, Pernambuco e Paraiba
(MELO et al., 2015), sendo também encontrada no estado do Rio Grande do Norte.

No tocante ao uso popular, suas folhas, bem como toda a planta, séo utilizadas
em infusos ou decoctos contra reumatismo, indigestdes e tonico geral (ABRANTES &
ANGRA, 2004). O xarope das flores é indicado contra o raquitismo e artritismo
(ANGRA, 1996). Estudos feitos em raizes e folhas da C. leucocephala proporcionou o
isolamento de novos metabdlitos secundarios, dentre estes as naftoquinonas
denominadas cordiaquinona L e cordiaquinona M (DINIZ et al., 2009). O 6leo essencial
de V. leucocephala é constituido principalmente de sesquiterpenoides (92,7%), onde B-
cariofileno (39,0%) e bicyclogermacrene (25,9%) se destacam (DINIZ et al., 2014).

Estudos realizados com cordiaquinonas extraidas das raizes de V. leucocephala
exibiram atividade anticancerigena em células cancerosas (MARINHO-FILHO, 2010).
Outros trabalhos tém demonstrado a atividade das moléculas de cordiaquinonas
presentes nas raizes de Cordia corymbosa, Cordia linnaei, Cordia curassavica e Cordia
leucocephala contra Cladosporium cucumerinum, Candida albicans e as larvas do
mosquito Aedes aegypti, transmissor da febre-amarela (IOSET et al., 1998; IOSET et
al., 2000; ARKOUDIS & STRATAKIS, 2008).

Devido as suas propriedades medicinais, essa espécie tem sido muito utilizada
pela populacdo e ou uso intensivo, através do extrativismo, ocasionando consequéncias
negativas para o ambiente. Com o aumento da populacdo e da tendéncia ao uso de
produtos mais naturais, tem crescido a pressao sobre determinadas espécies, podendo
levar & eliminacdo de individuos e populagdes. Diversas partes da planta, tais como
cascas, sementes e raizes tém sido extraidas, muitas vezes sem a preocupagao com a
manutencdo ou reposi¢do dos estoques naturais (MING et al., 1996).

As extracdes sem controle e sem reposicdo vém se repetindo ao longo do

tempo, sem nenhuma orientagdo a respeito do manejo e dos limites de coleta, e aliado a
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esse problema, varias espécies sdo de dificil propagacdo, provavelmente devido a
fatores intrinsecos da prépria espécie (PAULINO et al., 2011).

Em funcdo desse cenario, estudos sobre a propagacdo de espécies €
imprescindivel, sobretudo daquelas que se destacam pela sua importancia medicinal e

pela dificuldade na producéo de novas mudas, a exemplo da V. leucocephala.

3.3 PROPAGACAO VEGETATIVA E O USO DE AUXINAS

A propagacéo vegetativa através de estacas é uma técnica de multiplicacéo que
propicia maior viabilidade econdmica principalmente para o plantio comercial, pois
gera menor custo e mantém a uniformidade dos compostos de interesse. (MENDES et
al. 2014).

A estaquia, por sua vez, é uma alternativa a propagacao seminal e se baseia na
inducdo do enraizamento adventicio de segmentos destacados de uma planta matriz,
formando individuos idénticos & mesma (ou clones) (LAFETA et al., 2016). Essa
técnica permite a obtencdo de um grande volume de mudas com baixo custo durante
todo o ano, a reducgéo da juvenilidade e o aumento da uniformidade e vigor da produgéo
(Zem et al., 2015).

A formacdo de raizes adventicias em estacas envolve a formagdo de células
meristematicas, as quais passam pelo processo de diferenciacdo em primordios de raizes
e, consequentemente, o surgimento de novo sistema radicular que envolve a ruptura de
outros tecidos do caule e a formacéo de ligacdes com os tecidos vasculares condutores
(HARTMANN et al., 2011). Assim, as celulas que se tornam meristematicas dividem-se
e originam primordios radiculares, ocorrendo diferenciacédo de raizes adventicias a partir
de células adjacentes ao cambio e ao floema secundario (GOULART et al., 2014).
Estas células totipotentes possuem inclusive a capacidade de realizar a divisdo mitotica,
diferenciando-se em um novo tecido (TAIZ & ZEIGER, 2013).

Em plantas perenes lenhosas nas quais se encontra uma ou mais camadas de
tecido do floema secundario, as raizes adventicias das estacas de ramos originam-se
geralmente do tecido do floema secundario jovem (ALTMAN & WAISEL, 1996). Nas
especies de dificil enraizamento, praticamente todas as raizes se originam do tecido

cicatricial (GOULART et al., 2014). Nesse tecido as raizes surgem principalmente por



18

divisdes do cambio e do parénquima floematico ou de qualquer célula que mantenha a
capacidade de desdiferenciacdo (ALTMAN & WAISEL, 1996). Algumas espécies,
como a Hevea brasiliensis (seringueira), sdo consideradas de dificil enraizamento
devido a presenca de um cilindro quase continuo de tecidos lignificados que, juntamente
com as barreiras quimicas, dificultam a emisséo de raizes (MEDRADO et al., 1995).

Fatores endogenos da planta matriz e exdgenos afetam a capacidade das
plantas em iniciar 0 processo de enraizamento adventicio, no processo de propagacao
vegetativa (PEREIRA et al., 2016). Trata-se de uma interacdo complexa entre estes
fatores que ainda ndo estdo completamente esclarecidos (SOUZA & PEREIRA, 2007).
Entre os fatores intrinsecos relacionados a propagacdo, podem ser destacados o
gendtipo, as condicdes fisiologicas e a idade da planta matriz, o balanco hormonal, o
tipo de estaca e o estado de maturagdo em que séo colhidas. E como fatores extrinsecos,
podem ser destacadas as condi¢cGes ambientais a que as estacas sdo submetidas,
presenca ou auséncia de &gua, temperatura, dentre outros, e essa interagdo entre 0s
fatores intrinsecos e extrinsecos € utilizada como base para estudos de suas influéncias
no enraizamento (FACHINELLO et al., 2005).

O balango hormonal é um fator intrinseco relacionado & propria planta, o qual
parece ser responsavel por influenciar o enraizamento de estacas (PIO et al., 2004;
COSTA et al., 2015). A aplicacdo exdgena de reguladores de crescimento, elevando o
teor de auxinas no tecido, tem sido adotada como uma forma de contornar as
dificuldades relacionadas ao processo de iniciacdo radicular (PASQUAL et al., 2001;
FACHINELLO et al., 2005; ALCANTARA et al., 2010).

As variacOes fisiologicas que ocorrem na planta matriz durante as diferentes
estacdes do ano também podem exercer grande influéncia no enraizamento adventicio,
de forma que as épocas do ano e as condicbes ambientais especificas para o
enraizamento de estacas devem ser determinadas para cada espécie (XAVIER et al.,
2013). O processo inicial de formagdo de raizes adventicias é estimulado por niveis
adequados de auxina, classe de reguladores vegetais mais efetivos como indutores da
formacdo de raizes adventicias em estacas, pois estimulam desde a divisdo celular até a
formacdo do meristema apical da nova raiz (TAIZ & ZEIGER, 2013). As auxinas

também desempenham outros papeis criticos em quase todos os aspectos do
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desenvolvimento de plantas, incluindo embriogénese, formagéo de arquitetura da planta
e crescimento tropico (WANG et al., 2015).

O 4cido indolbutirico (AIB) e o acido a-naftaleno acético (ANA) sdo as
auxinas mais utilizadas em aplicacGes exdgenas e mostram-se bastante eficientes para
promover o crescimento de raizes (FACHINELLO et al., 2005). Entretanto, a resposta
da planta & auxina enddgena ou exogena varia tanto com a natureza do tecido, época do
ano, condicGes fisioldgicas da planta e da estaca, quanto com a concentracdo da
substancia presente (XAVIER et al., 2013).

As auxinas exogenas quando aplicadas na base da estaca sdo translocadas para
diferentes 6rgdos da planta, e posteriormente re-transportada para a base da mesma
(PEREIRA et al., 2016). Quando a auxina é aplicada na base da estaca, ela é
rapidamente transportada pela corrente de transpiracdo até as folhas, onde exerce a
funcdo de ativar maior producdo de AIA, que posteriormente serd transportado até a
regido de iniciacdo radicular (SOUSA & PEREIRA, 2007).

Em espécies mais dificeis de enraizar, como as espécies lenhosas, o AlA
enddgeno pode ser metabolizado mais rapidamente no centro de producdo, quando
comparados as espécies de mais facil enraizamento, resultando em uma baixa
concentracdo de AlA livre para ser transportado para a base das estacas onde ocorrera o
enraizamento (SOUSA & PEREIRA, 2007). As raizes adventicias podem ser originadas
em espécies lenhosas por formacdo direta de raizes, a partir de células proximas ao
sistema vascular, ou indireta, quando a divisdo celular origina tecidos chamados de
calos antes da organizacdo para iniciar o primérdio radicular (HARTMANN et al.,
2011).

Propagacdo por estaquia constitui-se em uma das principais técnicas de
propagacao vegetativa, podendo ser utilizada para fins comerciais, assim como auxiliar
no resgate e conservacdo de recursos genéticos florestais (XAVIER et al., 2013). Na
producdo de mudas por estacas, o acido indolbutirico (AIB) tem sido a auxina sintética
mais utilizada por ser altamente efetiva no estimulo ao enraizamento, em fungdo de sua
menor mobilidade, por ser menos toxico e por apresentar maior estabilidade quimica na
planta (HARTMANN et al., 2011).

Estudos feitos com Varronia curassavica demonstram que a utilizacdo do AIB

favoreceu o enraizamento em estacas desta espécie, aumentando a porcentagem de
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enraizamento (MENDES et al., 2014; PEREIRA et al., 2016). O efeito positivo da
aplicacdo do AIB no enraizamento de estacas também foi observado em estacas de
Vaccinium spp (Mirtilo) (MARANGON & BIASI, 2013) e em miniestacas apicais de
Melaleuca alternifolia obtendo um incremento de 68% de estacas enraizadas
(OLIVEIRA et al., 2012). Como também, altas concentracdes de AIB (2000 e 4000
mg/L) favoreceu a sobrevivéncia e enraizamento de estacas de Hyptis
leucocephala e Hyptis platanifolia, (OLIVEIRA et al., 2011). Os autores ainda
constaram maior percentagem de enraizamento naquelas tratadas com 2000 mg/L de
AlIB

3.4 FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES

Embora a maioria das pesquisas esteja focada nos fatores quimicos que
governam o enraizamento adventicio, interacdes biolégicas com fungos e bactérias
também tém sido descritas para melhorar a formacéo e crescimento de raizes.

Aliados a esses fatores de inducdo de enraizamento, estdo os fungos
micorrizicos arbusculares (FMAS), os quais se associam de forma simbidtica as raizes,
sendo ecologicamente vitais as espécies de plantas superiores. Esses fungos sdo
considerados essenciais para o crescimento, desenvolvimento e sobrevivéncia de varias
plantas terrestres (LONE et al., 2015). Essa simbiose € essencial para a manutencdo das
comunidades vegetais, influenciando na organizacao das espécies, na diversidade e na
estabilidade dessas comunidades, contribuindo para o funcionamento dos ecossistemas
terrestres (JOHNSON & GEHRING, 2007; FINLAY, 2008).

A micorriza arbuscular é uma das mais importantes simbioses pelos beneficios
promovidos as plantas, pelo fato de a maioria dos vegetais (mais de 80% das plantas
terrestres) formarem essa simbiose e por se tratar de uma associacdo largamente
distribuida no planeta (BONFANTE & GENRE, 2010). Essa associagédo e formada por
fungos micorrizicos arbusculares (FMAS) pertencentes principalmente ao filo
Glomeromycota, que consiste em trés classes, cinco ordens, 15 familias, 32 géneros e
mais que 250 espeécies descritas (OEHL et al., 2011; GOTO et al., 2012). Os fungos
micorrizicos ocorrem em diversas areas, desde faixas boreais e alpinas até florestas
tropicais, pastagens e cultivos (BONFANTE & GENRE, 2010).
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Dentre os beneficios promovidos pelos fungos micorrizicos, destaca-se 0 maior
aporte de nutrientes e agua para o hospedeiro, promovidos gracas ao micélio extra
radicular, constituido por hifas finas que se estendem além da zona radicular e penetram
em diferentes micrositios do solo (FINLAY, 2008). Os FMAs sdo organismos
importantes na nutricdo das plantas, pois contribuem para aumentar a absorgéo radicular
de nutrientes de baixa mobilidade no solo, como P, Zn e Cu (MIRANDA et al., 2008).

Através do aumento da absorcdo de nutrientes minerais da planta, os fungos
micorrizicos desempenham um papel fundamental no estabelecimento e na
sobrevivéncia de espécies nativas da caatinga, promovendo o crescimento das plantas e
oferecendo protecdo contra a seca e patdgenos do solo (AUGE, 2001; RODRIGUEZ et
al., 2009). Além disso, os fungos liberam sideréforos, compostos volateis e fitormonio,
que podem atuar direta ou indiretamente no aumento do crescimento da planta, em
funcdo da disponibilidade de nutrientes para o seu hospedeiro (HAAS, 2014). Na
associacao micorrizica as plantas fornecem carboidratos obtidos durante a fotossintese e
em troca os FMAs transferem para os hospedeiros nutrientes minerais, principalmente
os de baixa mobilidade, como fosforo e formas indisponiveis de nitrogénio, absorvidos
pelas hifas no solo (SILVEIRA, 1992; SIQUEIRA et al., 2010).

Os fungos micorrizicos tem trazido outros beneficios para plantas, tais como
crescimento mais acentuado, em fung@o da melhor captura de macro e micronutrientes,
melhor resisténcia contra estresses bidticos e abidticos e alternacdes em reguladores de
crescimentos em plantas hospedeiras (WATTS-WILLIAMS et al., 2014). Os fungos
podem secretar substancias que promovem o crescimento de plantas, tais como a auxina
IAA (acido indol-3-acético), que por sua vez, induz o mecanismo de resisténcia
sistémica em plantas para prevenir ataque de patdgenos (HERMOSA et al., 2012).

Recentemente, estudos com mutantes de tomate relacionados com a auxina
indicaram um importante papel desse fitohormonio na colonizagdo micorrizica (FOO,
2013), uma vez que a auxina parece regular a ramificacdo dos ramos, em parte,
regulando as estrigolactonas (BREWER et al., 2009; BEVERIDGE et al., 2010), as
quais fazem parte de um grupo recentemente descrito de horménios vegetais derivados
de carotenoides (MATUSOVA et al., 2005; ALDER et al., 2012). As estrigolactonas
regulam o desenvolvimento de plantas e interagdes simbioticas, incluindo a simbiose

com fungos micorrizicos arbusculares (FOO & REID, 2013). Esses compostos
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participam também, da regulacdo de muitos processos fisiologicos incluindo:
crescimento das raizes, alongamento dos pelos radiculares, enraizamento adventicio,
crescimento secundario, germinacdo e nodulacao de sementes (FOO & REID, 2013).

O IAA produzido por fungos pode induzir a formacéo de raizes laterais e o
desenvolvimento de pelos radiculares (SUN et al., 2014). Esta associa¢do também pode
promover modificagcdes na taxa de crescimento da raiz, melhorias no crescimento das
plantas, até mesmo em areas de baixa fertilidade ou degradadas, improprias ao seu
crescimento, além da protecdo das plantas frente a patdgeno e maior resisténcia a
estresses salino e hidrico (MIRANDA, 2005).

A inoculagdo com fungos micorrizicos em estacas tratadas com AlIB também
tem proporcionado melhorias na capacidade de enraizamento e na qualidade de estacas,
promovendo um efeito vantajoso por facilitar a sobrevivéncia de mudas ao impacto do
transplantio (FATEMEH & ZAYNAB, 2014; YANG et al., 2014).

Na propagacdo vegetativa de estacas, a colonizagdo micorrizica pode ter uma
contribuicdo maior quando o inoculo for aplicado durante a formacdo de raizes
adventicias (YANG et al., 2014). A capacidade de enraizamento em estacas de
Dalbergia melanoxylon tratadas com AIB foi consideravelmente refor¢cada quando
associada com FMAs (AMRI, 2015). A producdo de biomassa é incrementada com o
aumento dos produtos da fotossintese para as raizes, o que estimula a esporulacao,
colonizacdo micorrizica e producdo de glomalina pelo FMA associado a essas plantas
(SOUZA et al., 2012).

Os FMAs séo largamente utilizados em micropropagagdo para melhorar o
desempenho das mudas propagadas e reduzir o tempo de aclimatacdo (KAPOOR et al.,
2008). Como também, a inoculacdo de micorrizas arbusculares em plantas
micropagadas com micorrizas arbusculares resultou em sistema de raiz altamente
ramificado, contendo raizes com um didmetro maior (KAPOOR et al., 2008). Além
disso, as inoculagdes fungicas podem aumentar a capacidade da planta de superar o

estresse relacionado transplantio e ao crescimento apés o transplante (FINI et al., 2011).
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3.5 NUTRICAO MINERAL

O solo é o meio que atua como reservatorio de minerais necessarios as plantas.
Sendo assim, a solucdo do solo é o compartimento de onde a raiz retira ou absorve 0s
elementos essenciais. Os elementos minerais essenciais s@o geralmente classificados
como macro e micronutrientes, de acordo com suas concentragdes relativas no tecido
vegetal (TAIZ; ZEIGER, 2013). Além do Carbono, Oxigénio e Hidrogénio (organicos),
treze elementos (minerais) sdo considerados essenciais para o desenvolvimento das
plantas, sendo estes divididos em dois grupos: Macronutrientes: N, P, K, Ca, Mge S e
Micronutrientes: B, Cl, Cu, Fe, Mn, Mo e Zn.

Sendo organismos seésseis, as plantas sdo constantemente expostas durante o
seu ciclo de vida as condicdes adversas do ambiente, que podem afetar negativamente o
crescimento, desenvolvimento ou produtividade (HOSSAIN et al., 2012). Depois de
terem sido absorvidos pelas raizes, esses elementos sdo translocados para diversas
partes das plantas, os quais sdo utilizados em numerosas fungdes bioldgicas (TAIZ &
ZEIGER, 2013).

Os fungos micorrizicos arbusculares sdo importantes organismos do solo,
fundamentais para a nutri¢do das plantas e para a fertilidade do solo e representam uma
ponte para a translocacdo de agua e nutrientes para plantas hospedeiras e como também,
assimilados de plantas para fungos (HEIJDEN et al., 2009)

A nutricdo é um fator chave na determinacdo da morfogénese radicular através
de efeitos na formacdo de raizes laterais e no controle do comprimento e densidade
radiculares (ASSIS, 2001). Embora o enraizamento adventicio e a nutricdo mineral
estejam intimamente relacionados, poucos estudos tém tentado caracterizar os efeitos de
minerais especificos no processo de enraizamento (SCHWAMBACH et al., 2005).

A importéncia da simbiose FMA-planta esta relacionada a maior exploracédo do
solo por parte da rede de hifas que colonizam as raizes funcionando como uma extenséo
do sistema radicular, assim as plantas apresentam vantagens na absor¢cdo de nutrientes
de pouca mobilidade como o Fo6sforo (P), Cobre (Cu) Magnésio (Mg) e Zinco (Zn)
(BERBARA et al., 2006). Estendendo-se para além das zonas de deplecdo de nutrientes
minerais de raiz, os FMAs podem proporcionar as plantas hospedeiras até 80% e 25%

de suas necessidades de Fosforo (P) e Nitrogénio (N), respectivamente (LI et al., 1991;
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MARSCHNER & DELL, 1995; WEREMIJEWICZ et al., 2016). Vérios experimentos
mostraram a capacidade dos fungos micorrizicos arbusculares de absorver N, P, K, Ca,
S, Cu e Zn do solo e transloucar para plantas associadas (NOURI et al., 2014)

A planta, através da fotossintese, fornece energia e carbono para a
sobrevivéncia e multiplicagéo dos fungos, enquanto estes absorvem nutrientes minerais
e 4gua do solo transferindo-os para as raizes da planta, estabelecendo assim a simbiose
mutualistica (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).

Os nutrientes minerais tém funcbes essenciais e especificas no metabolismo
das plantas: podem funcionar como constituintes de estruturas organicas, como
ativadores de reacOes enziméticas, ou como transportadores e osmorreguladores
(MARSCHNER & DELL, 1995). Pode melhorar também a abundancia de moléculas
bioativas como aclcares, macro e microelementos e outros fitoquimicos que tem
recebido muita atencdo (LONE et al., 2015)

Os FMAs podem, ainda, promover efeitos positivos adicionais a qualidade
nutricional da planta, considerados secundarios ou de acao biorreguladora, além de
beneficios decorrentes da acdo biocontroladora, quando reduzem a severidade de
doencas ou como agentes bidticos que amenizam os danos ocasionados por estresses
abidticos; além de reduzir estresses hidricos e melhorar a agregacdo do solo
(SIQUEIRA et al., 2010).

A utilizacdo do FMA pode adquirir grande importancia as culturas que passam
pela fase de muda em substratos, os quais devem ser, segundo a recomendacéo, isentos
de microrganismos para nao transmitirem possiveis agentes patogénicos (SILVEIRA;
GOMES, 2007). Sendo assim, os FMA podem colaborar para a utilizacdo de menor
quantidade de fertilizantes e, mais adiante, de proporcionar maior desenvolvimento e
nutricdo das plantas, abreviando a época de transplantio e aumentando a sobrevivéncia
de mudas no campo (SIQUEIRA, 1996).

Diante do exposto, fica evidente a importancia das auxinas e dos
microelementos boro e zinco para o processo de enraizamento em estacas. E importante
destacar também, a importancia do incentivo as pesquisas acerca da simbiose entre 0s
FMAs e plantas que habitam regiGes que enfrentam corriqueiros fatores de estresses
ambientais, visto que esses fungos promovem melhor desenvolvimento das plantas em

seu habitat natural.
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3.6 UTILIZACAO DO ZINCO E DO BORO NO ENRAIZAMENTO

Outro fator que também pode auxiliar o enraizamento de estacas Sdo 0s
nutrientes minerais. No entanto, poucos sdo o0s estudos relacionados aos efeitos dos
micronutrientes, principalmente no que se refere a sua influéncia na atividade dos
reguladores de crescimento envolvidos nos processos de enraizamento adventicio
(NICOLOSO et al., 1999).

Os micronutrientes sdo essencialmente requeridos para balancear o crescimento
e desenvolvimento de plantas (GRAHAM et al., 2001). Qualquer nutriente associado a
diferenciacdo e a formacéo de sistema radicular é considerado essencial para a iniciacao
da rizogénese (CUNHA et al., 2009). Dentre esses nutrientes, os microelementos
manganés, boro, ferro e zinco se destacam como 0s mais ativos no enraizamento de
estacas (REJMAN et al., 2002).

O zinco € essencial para 0 metabolismo das plantas, principalmente devido a
sua atuacdo como cofator enzimatico (RUBIO et al., 2009); por regular processos
fisioldgicos e metabdlicos em plantas (RAMESH et al., 2004); desempenhar um papel
vital na divisdo e expansao celular; participar da sintese de proteinas e do metabolismo
de carboidratos, acidos nucléicos e lipidios (LEPP, 1981). Além disso, 0 zinco € um
constituinte de uma metaloenzima e cofator de vérias enzimas, tais como anidrases,
desidrogenases, oxidases e peroxidases; desempenha um importante papel na regulacdo
do metabolismo do nitrogénio, multiplicacdo celular, na fotossintese e na sintese de
auxinas em plantas (SHIER, 1994). Requerido na sintese do triptofano, o zinco também
atua como um precursor do acido indolacético, que € um fitohorménio envolvido na
formacdo de raizes adventicias (MENGEL & KIRKBY, 1979; BLAKESLEY et al.,
1991).

O mecanismo de agéo do zinco é diferente dos cofatores auxinicos tipicos, pois
quando aplicado, ele estimula a biossintese da auxina endogena, resultando na relacédo
de troca auxina/citocinina o que incrementa a formacgdo de raiz (PACHOLCZAK &
SZYDLO, 2008). Acetato de zinco amoniacal, por exemplo, pode proporcionar o
crescimento radicular em um grande numero de culturas, tais como Zea mays (milho) e
Brassica napus (canola) (PACHOLCZAK & SZYDLO, 2008). Culturas tratadas com

zinco tém apresentado maior volume de raiz, maior resisténcia a seca, proporcionando
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maior produtividade (PACHOLCZAK & SZYDLO, 2008). Doses de 30 uM de Zn
levaram ao enraizamento de 100% estacas de Eucalyptus globulus, enquanto o
tratamento com auséncia de Zn teve um enraizamento na ordem de 75%, ndo diferindo
do tratamento controle (concentracdo de 9 puM) (SCHWAMBACH et al., 2005). Os
autores ainda observaram que doses de 60 pM de Zn no meio de inducdo e de formagéo
resultaram em um maior nimero de raizes. Estudos publicados recentemente por Szydto
e Pacholczak (2007) também confirmam a estimulacdo do zinco em conjunto com a
auxina no enraizamento de estacas de arbustos ornamentais.

Porém, apesar disso, e de comprovada essencialidade do Zn em outros
processos metabdlicos da planta, pouca atencéo até o presente momento foi dispensada
ao seu possivel uso como cofator importante no enraizamento, podendo até mesmo
substituir a utilizacdo de auxinas sintéticas (NICOLOSO et al., 1999).

Outro elemento que possui uma elevada importancia no processo de
enraizamento é o boro (B) (TAIZ & ZEIGER, 2013). O B é um micronutriente de
grande importancia para as plantas por atuar, dentre outras funcbes nao totalmente
esclarecidas, na biossintese de lignina, na inducéo de raizes adventicias e germinacéo do
grdo de polen, no processo de fotossintese, metabolismo e transporte de carboidratos,
manutencdo da integridade de paredes e membranas celulares, entre outras
(MALAVOLTA, 2006). Além disso, 0o B pode otimizar a atividade da enzima oxidase
sobre AIA, regulando os niveis endogenos desta auxina (HARTMANN et al., 2011). O
boro adicionado a auxina tem como funcdo proporcionar aumento na formacgdo e
crescimento das raizes (VALMORBIDA & LESSA, 2008). Como também, o boro,
assim como 0 zinco, é tido como um cofator ativo no processo de enraizamento de
estacas (REJMAN et al., 2002).

Alguns trabalhos demonstram seu efeito benéfico no desenvolvimento de
estacas como por exemplo: Estacas de Hylocereus undatus, imersas em solugdo com
boro tiveram o crescimento e desenvolvimento da massa radicular elevada (SANTOS et
al., 2010). Para miniestacas de Eucaliptos cloeziana, Eucaliptos dunnii e Corymbia
citriodora as concentragcbes mais altas de B no tecido foliar se correlacionaram
positivamente com o0 enraizamento adventicio (TRUEMAN et al., 2013). No
crescimento de mudas clonais da Erva-mate, BENEDETTI et al. (2014) observaram que

doses proximas a 5,0 mg L™ de B na solucdo nutritiva resultaram em engrossamento das
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raizes, que pode ter sido a causa da reducdo do crescimento das mudas em doses
elevadas do micronutriente, por apresentarem menor eficiéncia na absorcdo de
nutrientes e 4gua. Estas mesmas solugdes nutritivas com 1,0 e 20 mg L™ de Zn e B
rescpectivamente associadas a aplicacdo de AIB em estacas de Eucalyptus benthamii
resultaram em acréscimo no enraizamento adventicio (BRONDANI et al., 2014). Esses
autores atribuem este efeito & demanda de Zn na sintese de triptofano, favorecendo a

sintese de auxinas endégenas promotoras da rizogénese na estaca.
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CAPITULO 2 - DESENVOLVIMENTO DE ESTACAS DE Varronia leucocephala
(BORAGINACEAE) UTILIZANDO FUNGOS MICORRIZICOS
ARBUSCULARES E AUXINA ASSOCIADAS A BORO E ZINCO
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DESENVOLVIMENTO DE ESTACAS DE Varronia leucocephala
(BORAGINACEAE) UTILIZANDO FUNGOS MICORRIZICOS
ARBUSCULARES E AUXINA ASSOCIADAS A BORO E ZINCO

RESUMO
Varronia leucocephala é uma planta utilizada pela populacdo para fins terapéuticos e

um dos maiores problemas para producdo de mudas dessa espécie é o baixo percentual
de enraizamento. Portanto, objetivou-se estabelecer um protocolo de enraizamento de
estacas de V. leucocephala utilizando fitorreguladores e microelementos associados com
fungos micorrizicos arbusculares. Em esquema fatorial (2x3), estacas de V.
leucocephala foram imersas em solugdes auxinica de Acido naftaleno acético (ANA) ou
Acido indolbutirico (AIB) nas concentracdes de: 0,5, 1,0 e 1,5 mg L™. Aos 90 dias
foram avaliadas a percentagem de enraizamento e numero de brota¢des com o intuito de
estabelecer a melhor auxina para o enraizamento das estacas. Sendo a concentracdo de
1,5 mg L™ de AIB a que proporcionou maior percentual de enraizamento, se propos,
associar os microelementos zinco (ZN) e boro (B) em concentracdes maiores de AlB
com o propoésito de aumentar o percentual de enraizamento e brotacdo. Na presenca do
Zn, observou-se incremento na percentagem de enraizamento, no entanto, esse
percentual ainda ndo foi o ideal para uma boa propagacdo. Para tanto, testou-se a
associacdo de fungos micorrizicos arbusculares junta a concentracdo de 1500 mg L™ de
AIB, para avaliar tanto o percentual de enraizamento e brotagdo quanto o
desenvolvimento posterior das plantas, oriundas das estacas. No final dessa etapa,
avaliou-se as seguintes varidveis: biomassa seca de parte aérea e raiz, relagéo raiz/ parte

aérea. Conclui-se que, a utilizagdo de zinco junto a doses mais elevadas de AIB (1500
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mg L) e associada com Fungo micorrizico arbusculares (Gigaspora albida) tornaram-
se eficientes para a propagacéo vegetativa de V. leucocephala.

Palavras-chaves: Micorrizas, Microelementos, Acido indolbutirico, Enraizamento.

ABSTRACT

Varronia leucocephala is a plant used by population for therpeutic issues, and one of its
major problems for the seedlings is the low rooting percentage. Therefore, the objective
was the stablishment of a rooting protocol for V.leucocephala cuttings, using
phytorregulators and microelements associated with arbuscular mycorrhizal fungi. In a
factorial scheme (2x3), V.leucocephala cuttings were immersed in auxinic solutions of
Naphthaleneacetic Acid (NAA) or indolbutyric acid (IBA) at doses of 0,5, 1,0 and 1,5
mg L. After 90 days, the rooting percentage and the number of shoots were evaluated.
Considering the IBA concentration of 1,5 mg L™ as the one which showed the best
rooting percentage, associating the microelements zinc (Zn) and boron (B) at the highest
IBA doses was proposed. At the presence of Zn, an increase on the rooting percentage
was observed, but still, it was not ideal for a good propagation. For such, the association
of arbuscular mycorrhizal fungi with the IBA concentration of 1500 mg L™ to evaluate
the percentage of root and sprouting, the subsequent development of the plants
originated from the cuttings, and the analysis of: total and dry biomass of root and aerial
parts, number of leaves, high, mycorrhizal colonization and dependency, spores’
density, and nutrients of branches and root. It can be concluded that that use of zinc
with the highest doses of IBA (1500 mg L™), associated with arbuscular mycorrhizal
fungus (Gigaspora albida), became efficient for the vegetative propagation of V.
leucocephala.

Key-words. Mycorrhizal, Microelements, indolbutyric Acid, Rootings.
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INTRODUCAO

As plantas medicinais sdo muito utilizadas pela populacéo, porém, os estudos
que visem uma exploragéo racional, com o intuito de contribuir para a conservagéo e
manejo de muitas espécies sdo escassos. O estabelecimento de estratégias para o
fornecimento de matéria-prima para exploracdo comercial, também se faz necessario,
com o intuito de evitar o extrativismo, de modo a reduzir os riscos de extingdo de varias
espécies vegetais (Maia 2006).

Dentre as espécies com potencialidades medicinais, destaca-se Varronia
leucocephala, pertencente a familia Boraginaceae. A espécie é endémica da Caatinga, e
ocorre principalmente nos estados do Piaui, Ceara, Paraiba, Pernambuco e Bahia (Melo
et. al. 2015), sendo também encontrada no Rio Grande do Norte.

Diversas partes da planta tém sido amplamente utilizadas na medicina popular
nordestina (Abrantes & Agra 2004). Cascas e flores séo utilizadas para reumatismo,
indigestdo, hemorragias, inflamacéo na garganta e artrites (Castro & Cavalcante 2011).
Trabalhos com raizes exibiram atividade anticancerigena (Marinho-Filho 2010).

Em funcdo da importancia medicinal que a espécie apresenta e do seu uso
intensivo pela populacdo, faz-se necessario desenvolver uma técnica de producgdo de
mudas, visto que a espécie apresenta grandes dificuldades na propagacdo vegetativa
através de estacas, provavelmente devido a fatores intrinsecos da propria espécie
(Paulino et al. 2011).

Ao longo do tempo, algumas estratégias foram desenvolvidas para maximizar o

enraizamento de estacas e dentro desse contexto, as auxinas sdo muito estudadas. O
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acido indolbutirico (AIB) e o acido a-naftaleno acético (ANA) em aplicacdo exdgena,
tém mostrado maior eficiéncia em promover crescimento de raizes (Fachinello et al.
2005). No entanto, segundo Hartmann et al. (2011), para producdo de mudas por
estacas, 0 acido indolbutirico (AIB) tém sido a auxina sintética mais utilizada por ser
altamente efetiva no estimulo ao enraizamento, em funcdo de sua menor mobilidade,
por ser menos toxico e por apresentar maior estabilidade quimica na planta.

A nutricdo das plantas torna-se um fator determinante da morfogénese das
raizes (Assis 2001), através de efeitos na formacdo de raizes laterais e no controle do
comprimento e densidade radiculares (Schwambach et al. 2005). Varios estudos tém
relatado os beneficios da utilizacdo de fungos micorrizicos arbusculares para
propagacdo vegetativa, tais como: aumento significativo da producdo, aumento nos
parametros de enraizamento e crescimento de estacas (Druege et al. 2006; Wang et al.
2008; Oseni et al. 2010). Os microelementos boro e o0 zinco também tém sido alvo de
estudos, pois s@o considerados cofatores ativos no processo de enraizamento de estacas,
sendo necessario no desenvolvimento dos primoérdios radiculares e posterior
crescimento das raizes (Hartman et al. 2011).

Outro fator que também vem contribuindo para o desenvolvimento de estacas é
a utilizacdo de Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMAS). A importancia da simbiose
FMA-planta esta relacionada a maior exploracdo do solo por parte da rede de hifas que
colonizam as raizes funcionando como uma extensdo do sistema radicular, assim as
plantas apresentam vantagens na absor¢do de nutrientes de pouca mobilidade como o
Fosforo (P), Cobre (Cu) Magnésio (Mg) e Zinco (Zn) (Berbara et al. 2006). Esta
associacdo também pode promover aumento na taxa de crescimento da raiz; incremento

no crescimento das plantas, até mesmo em areas de baixa fertilidade ou degradadas,
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improprias ao crescimento vegetal; protecdo das plantas frente a patdgenos; e maior
resisténcia a estresses salino e hidrico (Miranda 2005).

Estudos com intuito de avaliar a relacdo entre fungos micorrizicos associados a
estacas tratadas com auxinas e microelementos ainda sdo escassos. Nesse contexto, o
presente trabalho teve como objetivo estabelecer um protocolo de enraizamento de
estacas de V. leucocephala utilizando fitorreguladores, microelemento associados com

fungos micorrizicos arbusculares.

MATERIAL E METODOS
O trabalho foi realizado na Universidade do Estado do Rio Grande do Norte-
UERN, em casa de vegetacdo. Durante o periodo experimental, a temperatura média da
casa de vegetacdo foi de 35,9 °C e umidade de 68,4%. O solo utilizado no experimento
foi coletado no mesmo local de ocorréncia da espécie estudada, préximo a UERN
(05°12° 10S ¢ 37°18° 57 w) no municipio de Mossor6/RN.
Com o intuito de se estabelecer um protocolo de enraizamento de estacas de V.
leucocephala, como uma alternativa de multiplicagdo da espécie em larga escala, foram

conduzidos diferentes experimentos.

Inducéo de enraizamento com auxinas

As mudas de V. leucocephala foram obtidas a partir de estacas com
aproximadamente 15 cm de comprimento, retiradas de plantas matrizes encontradas
proximo & UERN. Apds a coleta, a base das estacas foram imersas em uma solugédo
contendo os horménios ANA ou AlB nas concentracdes de (0,5; 1,0; 1,5 mg L™) por 10

minutos. Apds o periodo de imersdo, as estacas foram plantadas em vasos de
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polietileno, com capacidade para 8 L contendo o substrato (solo natural + himus na
propor¢cdo de 3:1). O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado em esquema fatorial 2 x 3 + 1 (2 fitorreguladores ANA ou AIB x 3
concentragdes mais o controle), perfazendo um total de 7 tratamentos, com 5 repeticdes
e cada repeticdo continha 3 estacas. O experimento foi conduzido de margo a maio de
2015 e semanalmente o numero de brotagdes foi quantificado. Ao término do
experimento avaliou a percentagem de enraizamento.

Os dados obtidos foram submetidos & analise de varidncia ANOVA e as meédias
foram comparadas pelo teste de Tukey (<0,01) de significancia. A analise estatistica foi

realizada utilizando o software ASSISTAT®, versio 7.6 beta.

Avaliacdo da influéncia do é&cido indolbutirico, do zinco e do boro no

desenvolvimento das estacas

Novas estacas foram coletadas no mesmo local supracitado e tiveram suas
bases imersas em uma solucdo auxinica de AIB em diferentes concentracfes (1,5; 15;
150 e 1500 mg L), contendo 100 mg L™ de boro ou zinco, por 10 minutos. Para fins de
comparagdo, avaliou-se o tratamento controle, sem auxinas e sem 0s elementos
minerais. Apds o tempo de exposicdo a auxina e aos elementos minerais, as estacas
foram plantadas em vasos com capacidade para 8 L contendo o substrato (solo natural +
himus na propor¢do de 3:1). O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado em esquema fatorial 4 x 2 + 1 (4 concentragdes de auxina X 2
elementos minerais mais o controle), perfazendo um total de 9 tratamentos, com 5
repeticdes e cada repeticdo continha 3 estacas. No tratamento controle, as estacas foram

imersas em agua e o tempo de imersdo foi 0 mesmo dos demais tratamentos. O
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experimento foi conduzido nos meses de setembro a novembro de 2015. Semanalmente
0 numero de brotacBes foi quantificado e ao término do experimento avaliou a
percentagem de enraizamento.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia ANOVA e as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey (<0,01) de significancia. A analise estatistica foi

realizada utilizando o software ASSISTAT®, versio 7.6 beta.

Desenvolvimento de estacas tratadas com AIB, zinco e fungos micorrizicos

arbusculares

Os in6culos dos fungos micorrizicos arbusculares (FMA): Acaulospora longula,
Gigaspora albida, Glomus clarum, Claroideoglomus etunicatum cedidos pela
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). Para multiplicacdo dos fungos,
foi utilizado areia previamente esterilizada em autoclave a 121°C, 1 ATM por 1h e
colocada em estufa de circulagdo forcada a 70 °C durante dois dias e posteriormente foi
misturada a Vermiculita Expandida ®. Em casa de vegetacdo, essa mistura foi
distribuida em vasos com capacidade para 8 L nos quais foram postos para germinar
sementes de Panicum milaceum (Pain¢o), planta que € utilizada como hospedeira dos
FMAs, para promover a multiplicacdo dos mesmos.

O substrato utilizado no experimento foi resultante da mistura do solo coletado
e humus na proporcdo (3:1), que em seguida foi esterilizado em autoclave a uma
temperatura de 121 °C e pressdo de 1 ATM, durante uma hora para completa remocao
de quaisquer microrganismos. Apos a esterilizacdo, o solo foi seco por dois dias em
estufa de circulacgdo forcada de ar a 70 °C. Ap6s a preparacdo supracitada, os substratos

foram caracterizados quanto aos aspectos fisicos e quimicos, peloo Laboratério de
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Fertilidade do solo e nutricdo de plantas pertencente a Universidade Federal Rural do

Semi-Arido (UFERSA), conforme Embrapa (1997), dados apresentados na (Tabela 1).

Tabela 1- Caracteristicas fisico-quimicas dos substratos: Solo Natural (substrato antes do experimento);
Substratos apés o experimento (Tratamento 1 - sem indculo; Tratamento 2 -contendo indculo
Acaulospora longula; Tratamento 3 - contendo inéculo de Gigaspora albida; Tratamento 4 - contendo
indculo de Glomus clarum; Tratamento 5 - substrato contendo inéculo de Claroideoglomus etunicatum,
utilizados no experimento, Mossor6/ RN, 2016

Substratos
Atributos Solo Natural  T1 ™ T T4 TS
(SN)

Textura Areia Areia Areia Areia Areia Areia
Silte (%) 47 6,23 7.8 8,14 8,54 3,58
Argila (%) 0,78 1,54 1,8 2,47 2,15 0,32
Areia (%) 94,51 92,05 90,3 88,42 88,98 95,64
DA g.cm3 1,53 1,56 1,48 1,47 1,53 1,51
ST (ppt) 198,4 196,2 204 201 198,01 204
TSD (ppt) 194,8 188,0 201 197,3 202,9 212,41
N (g/kg) 3,01 4,62 2,17 1,75 1,68 2,38
pH (H,0) 7,70 7,30 7,50 7,00 7,50 7,40
Mat.Org (g/kg) 20,98 17,20 18,61 19,45 19,32 21,20
P mg/dm®) 273,6 32,8 371 2416 220,2 2422
K* (mg/dm?) 157,8 549,7 221,7 286,4 296,5 821,3
Na* (mg/dm?) 209,0 137,1 139,0 404,1 323,3 1009,9
Ca?* (cmolc/dm3) 8,40 7,40 7,00 7,60 8,60 8,90
Mg®* (cmolc/dm?) 0,80 2,50 2,20 4,10 1,70 2,40
AP (cmolc/dm3) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Cu (mg/dmd) 0,31 0,36 0,37 1,27 0,90 0,75
Fe (mg/dm3) 13,8 23,4 21,9 45,3 44,3 48,7
Mn (mg/dm3) 62,7 87,4 80,3 29,3 32,9 30,7
Zn (mg/dms3) 25,13 37,89 37,59 15,47 15,10 18,17
H+AI (cmolc/dms3) 0,00 0,00 0,00 0,33 0,00 0,00
SB (cmolc/dm3) 10,51 11,90 10,37 14,19 12,46 17,79
t (cmolc/dm3) 10,51 11,90 10,37 14,19 12,46 17,79
CTC 10,51 11,90 10,37 14,52 12,46 17,79
V % 100 100 100 98 100 100
m % 0 0 0 0 0 0
PST % 9 5 6 12 11 25

O pH em &gua foi determinado na relagdo solo/agua de 1:2,5. CE= Condutividade elétrica do extrato
solo/agua, na relagdo 1:2,5. Os elementos P, Na* e K" foram extraidos com o extrator Mehlich-1 na
relagdo solo/extrator de 1:10. O Ca®*, Mg®" e AI*" foram extraidos com KCL 1mol/L na relagdo
solo/extrator de 1:10. (H+Al) = acidez potencial extraida com acetato de Calcio 0,5mol/L na relagdo
solo/extrator de 1:15. SB = Soma de bases. t = CTC efetiva. CTC = CTC do solo ou CTC a pH 7,0. V
=Saturacdo por bases. m = Saturacdo por aluminio. PST = Percentagem de sédio trocavel. Salinidade total
(ST), Sélidos totais dissolvidos (STD) e Densidade aparente (DA).

Nesse ultimo experimento, estacas de V. leucocephala foram coletadas de

forma semelhante os experimentos anteriores e foram tratadas com solucao auxinica de
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AIB na concentragdo de 1500 mg L “acrescida de 100 mg L™ de zinco por 10 minutos.
O cultivo das estacas foi realizado em vasos de polietileno com capacidade para 8 L
contendo como substrato (solo natural + himus na proporc¢édo de 3:1) e inoculados com
uma mistura de solo indculo fornecendo 200 esporos + hifas + raizes colonizadas de
Acaulospora longula, Gigaspora albida, Glomus clarum ou Claroideoglomus
etunicatum constituindo os tratamentos (T2, T3, T4 e T5) respectivamente. Para fins
comparativos, estacas foram plantadas em vasos contendo apenas o substrato (sem
FMAS) constituindo o tratamento controle (T1). As plantas foram cultivadas em
condicdes de casa de vegetacdo e irrigadas diariamente para manter a umidade do solo.
O experimento teve duracdo de 72 dias e semanalmente o numero de brotacdes
foi quantificado. No final do experimento avaliou as seguintes variaveis: altura (cm) de
um ramo previamente selecionado, cuja medicao se deu entre a insercdo da brotacdo na
estaca e 0 meristema apical, com auxilio de fita métrica; massa seca de parte aérea
(MSPA) e radicular (MSR) quantificadas apds a secagem do material vegetal em estufa
com circulacdo forcada e renovacéo de ar a 70 °C até a massa constante; relacio raiz
parte aérea (R/PA); porcentagem de enraizamento; nimero de folhas que foram
contabilizados ao término do experimento. O somatorio da MSPA e MSR determinou a

massa seca total (MStotal). A partir da MStotal, foi determinada a dependéncia

(A-B)

micorrizica (DM) de acordo com a seguinte férmula: 100x ( ) onde A representa a

massa seca das plantas micorrizadas e B a massa seca das plantas ndo micorrizadas
(Planchette et al. 1983).

Para avaliagdo da porcentagem de colonizagdo micorrizica utilizou-se a
metodologia de Phillips & Hayman, (1970) com modificacdes, onde raizes finas foram

diafanizadas em KOH 2,5% a 90 °C em banho-maria durante 30 minutos, acidificadas
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em HCI 1% em banho-maria por 5 min e em seguida coloridas com azul de trypan 2%
em lactoglicerol a 90 °C em banho maria por 20 minutos. A taxa de colonizagdo foi
estimada pelo método de lamina, segundo método de Giovanetti & Mosse (1980).
Segmentos de raizes, de aproximadamente 1 cm de comprimento, foram avaliadas para
verificar a colonizacdo micorrizica atraves de microscopio optico, sendo analisados 100
segmentos por repeticdo. Considerou-se raiz colonizada, todos os fragmentos nos
tratamentos inoculados ou ndo, que continham pelo menos uma estrutura micorrizica
(arbusculos, vesiculas ou hifas).

A extracao dos esporos de FMAs foi feita pelo método de peneiramento umido
descrito por Gerdemann & Nicolson (1963), onde 50 g de solo foram suspendidas em 2
L de agua, que em seguida passou por peneiras de 0,42 e 0,053 um de didmetro
sobrepostas. Logo ap6s, a amostra foi centrifugada a 1106 g por 5 min. Posteriormente,
foi adicionada ao precipitado uma solucdo de sacarose a 50% e o material foi
centrifugado mais uma vez a 1106g por 3 min (Jenkins 1964). O sobrenadante foi
vertido na peneira de 0,053 um e o material retido lavado com agua de torneira para
retirar 0 excesso de sacarose, sendo depois transferido para um béquer e diluido com
agua até completar 50 mL. A partir desse volume foi retirada uma aliquota de 0,5 mL a
qual foi observada em microscopio estereoscépio (10X), sendo em seguida feita a
estimativa de esporos por g de solo utilizado em cada repeticdo (Malibari 1988).

Foram avaliados ainda os niveis de nutrientes (N, P, K e Na), sendo a
determinacdo de P, K e Na nas folhas e raizes, pelo método de digestdo umida, de
acordo com Planck (1992), a quantificacdo do P foi baseada no método de amarelo de
vanadato (Embrapa 2000) e a quantificacdo do potassio e sddio por espectrometria de

chama; a determinacdo do nitrogénio total obedeceu ao método de Semi-micro Kjeldahl
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(Aoac, 1990) e a quantificacdo foi realizada por espectrofotometria conforme descrito
por Baethgen & Alley (1989).

O experimento foi desenvolvido em delineamento inteiramente casualizado,
contabilizando cinco tratamentos com 10 repeticbes cada. Os dados obtidos foram
submetidos a analise de variancia ANOVA e as médias foram comparadas pelo teste de
Tukey (<0,01) de significancia. A analise estatistica foi realizada utilizando o software
ASSISTAT®, versio 7.6 beta.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Inducéo de enraizamento com auxinas

No presente trabalho, durante o cultivo de V. leucocephala observou-se que as
estacas tratadas com a auxina AIB a 1,5 mg L™ apresentaram maior nimero de
brotacGes e os maiores percentuais de enraizamento foram observados nas estacas
tratadas com AlIB a partir de 0,5 mg L™, com destaque para as doses de 1,0 e 1,5 mg L™
que foram as que promoveram aumento acima de 50% do percentual de enraizamento

(Figuralaeb).
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Figura 1 - Média do numero de brotacdes (a), percentual de enraizamento (b) em plantas de Varronia
leucocephala tratadas com solugdes auxinica de ANA ou AIB nas concentracdes (0,5; 1,0; 1,5 mg L ™).
Meédias seguidas de letras minusculas iguais, ndo diferem pelo teste de Tukey (p<0,01).
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O fitorregulador, acido indolbutirico (AIB), aplicado de forma exdgena, ou
seja, na base das estacas foi 0 que mais favoreceu o processo de iniciacdo de raizes
adventicias em V. leucocephala. A utilizacdo da auxina no processo de enraizamento
torna-se necessario, pois a auxina € essencial para a formacdo de raizes laterais e
adventicias, por agirem em grupo de células especiais do periciclo, estimulando a
divisdo celular, ativando em consequéncia o desenvolvimento do meristema apical de
raiz (Taiz & Zeiger 2013).

Resultados semelhantes também foram encontrados por Mendes et al. (2014),
0s quais observaram que a utilizacdo do AIB também possibilitou um maior percentual
de enraizamento como maior nimero de brotacbes em estacas de (erva-baleira)
Varronia curassavica. Os mesmos autores ainda relatam que o acido naftaleno aceético
(ANA) néo é recomendado para a inducdo radicial em estacas da erva-baleeira.

O AIB e 0 ANA tém se revelado como os fitorménios mais eficientes na
inducéo de primdrdios radiculares visando o enraizamento (Fachinello et al. 2005). No
entanto, quando aplicados em 6rgaos isolados, dependendo de sua concentracdo, pode
aumentar a resposta rizogénica até certo ponto, e acima da concentracdo ideal, pode
ocorrer efeito inibitorio (Goulart et al. 2008).

Em conformidade aos resultados obtidos nesse trabalho, outras pesquisas
comprovaram que 0 aumento na concentragdo de AIB pode proporcionar um maior
desenvolvimento de estacas. Estacas lenhosas de jabuticabeira, tratadas com AIB (6.000
mg L) tiveram sua porcentagem de enraizamento (50%) maior que as tratadas sem o
regulador (0%) (Sasso et al. 2009). Doses elevadas de AIB (2.000 mg L™) também

promoveram maior taxa de enraizamento (80%) em estacas de Gingko biloba
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(Valmorbida & Lessa 2008) e em estacas lenhosas de Bougainvillea spectabilis (Costa
2014).

Diante dos resultados obtidos nesse experimento e com base na literatura,
objetivou-se testar a imersdo de estacas de V. leucocephala em concentracbes mais

elevadas de AIB, com o intuito de aumentar o percentual de enraizamento.

Avaliacdo da influéncia do é&cido indolbutirico, do zinco e do boro no

desenvolvimento das estacas

De acordo com os resultados, 0 aumento na concentracdo de AIB acrescido do
zinco proporcionou um aumento na percentagem de estacas enraizadas e no nimero de

brotacdes (Figura 2 ae b).
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Figura 2 - Média do nimero de brotagdes (a) e percentual de enraizamento (b) em plantas de Varronia
leucocephala tratadas com soluc&o auxinica de AIB nas concentracdes (1,5; 15; 1500 mg L ™) acrescidas
de zinco ou boro. Médias seguidas de letras minusculas iguais, ndo diferem pelo teste de Tukey (p<0,01).

A concentracdo de 1500 mg L™, associadas com zinco foi a que provocou um

efeito estimulador de enraizamento adventicio para a espécie V. leucocephala (Figura
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2b). O beneficio proporcionado pelo zinco em estacas de V. leucocephala se deve a
importancia deste elemento no processo de rizogénese, pois este mineral atua como um
estimulador da biossintese de auxinas enddgenas, alterando a relagdo auxina/citocinina,
resultando por sua vez, numa producdo mais abundante de raizes adventicias
(Pacholczak et al. 2015). E importante destacar que o Zn é necessario para a biossintese
de triptofano, um precursor de auxina (Milléo & Cristdéfoli 2015). Em trabalho realizado
por Schwambach (2005), estacas de Eucalyptus globulus tratadas com 30 uM de Zn
apresentaram uma porcentagem de 100% de enraizamento, confirmando a importancia
desse elemento para 0 metabolismo da auxina.

O zinco é um elemento essencial no processo de enraizamento adventicio
(Castro et al. 2012), e também exerce um importante papel na otimizacao da atividade
da enzima oxidase sobre AIA, regulando os niveis enddgenos desta auxina (Hartmann et
al. 2011). Neste trabalho o elemento boro ndo se mostrou significativo aos resultados
do percentual de enraizamento e brotacGes em relacdo ao zinco. A adicdo de boro as
solucBes auxinica, também ndo promoveu um efeito positivo no incremento de
enraizamento de estacas de Kiwi (Ono et al. 1995). Como também, a utilizacdo de B
ndo afetou a taxa de enraizamento e de sobrevivéncia das estacas de Ginkgo biloba, ndo
sendo observada interacdo entre a concentracdo de AIB e a utilizacdo ou ndo de boro
(Valmorbida & Lessa 2008).

Desenvolvimento de estacas tratadas com AIB, zinco e fungos micorrizicos
arbusculares

A associacdo micorrizica incrementou a producdo da parte aérea e da raiz, e
por consequéncia a massa seca total (Figura 3). De acordo com os resultados obtidos,
verificou-se que os valores de MSPA, MSR, MStotal e relacdo R/PA apresentaram
diferenga significativa (p<0,01) entre os tratamentos. Através dos resultados de relacao

R/PA verificou-se que nas plantas micorrizadas com G. albida e G. clarum houve maior
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incremento de parte aérea, enquanto que nas plantas do controle a relacdo foi de
aproximadamente 1, ou seja, os valores de MSPA e MSR foram semelhantes (Figura 3
c). A eficiéncia dos fungos micorrizicos G. albida e G. clarum para o desenvolvimento

de parte aérea da espécie V. leucocephala foi comprovada.
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Figura 3. Média de massa seca de parte aérea (a), massa seca da raiz (b), relacdo raiz/parte aérea (c) e
massa seca total (d) em plantas de Varronia leucocephala associada com fungos micorrizicos
arbusculares: Acaulospora longula, Gigaspora albida, Glomus clarum e o Claroideoglomus etunicatum e
o controle (sem FMAs). Médias seguidas de letras minusculas iguais, ndo diferem pelo teste de Tukey
(p<0,01).

Os fungos G. albida e o G. clarum se destacaram, em aumentar a producdo de

massa seca da parte aérea, tendo um incremento de 400%, diferenciando-se
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significativamente em relacdo ao controle (Figura 3a). Ja a espécie C. etunicatum foi a
que proporcionou 0 menor incremento na producdo da parte aérea, no entanto, mesmo
apresentando o menor desenvolvimento de parte aérea dentre as espécies de fungos, o
C. etunicatum promoveu aumento de massa seca da parte aérea em relacdo ao controle,
confirmando dessa forma a eficiéncia dos FMAs no desenvolvimento vegetativo de V.
leucocephala. A matéria seca da parte aérea de Amburana cearenses também teve um
incremento em torno de (52%) em planta inoculadas com G. albida quando comparada
com plantas ndo inoculadas (Oliveira 2015).

Alguns autores tém relatado beneficios as espécies vegetais quando inoculadas
com mais de uma espécie de fungos micorrizicos, a exemplo de plantas de angico que
tiveram seu crescimento incrementado quando inoculadas com os fungos Glomus
etunicatum e Gigaspora albida (Suagai et al. 2011). Mudas de maracujazeiro amarelo
também tiveram seu desenvolvimento beneficiado com a inoculacdo de Gigaspora
albida e Gigaspora margarita (Cavalcante et al. 2002).

Com relacdo aos valores de massa seca da raiz (MSR), verificou-se influéncia
dos fungos micorrizicos. As maiores médias do crescimento radicular foram obtidas nas
estacas inoculadas com G. albida (3,5g) sendo este valor reduzido nas estacas nédo
inoculadas (controle) (Figura 1b). O aumento na producdo das raizes nos tratamentos
micorrizados pode estar atrelado a utilizagdo da auxina AIB, pois esse fitorregulador
pode desempenhar um papel especifico e direto no estabelecimento da simbiose entre os
fungos e as raizes das plantas, bem como estimular o fungo a formacdao de raizes laterais
em seu hospedeiro (Etemadi et al. 2014).

A massa seca total de plantas de V. leucocephala foi incrementada com a

associacdo dos FMAs (Figura 3d). Esse incremento deve-se a simbiose entre as raizes



54

da planta hospedeira e o fungo micorrizico, atraves da qual se amplia a area de absor¢éo
de nutrientes como também a absorcdo de agua, favorecendo assim a producdo de
biomassa. Uma vez dentro da raiz, o FMAs desenvolve estruturas altamente ramificadas
dentro das células corticais, os arbusculos, os quais facilitam a transferéncia de
nutrientes para a planta (Gutjahr & Parniske 2013).

A associacdo micorrizica também proporcionou uma diferenca significativa
(p<0,01) em relagdo ao tratamento controle no que diz respeito ao percentual de

enraizamento, nimero de folhas, brotacGes e altura (Figura 4).
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Figura 4. Média de porcentagem de enraizamento (a), nimero de folhas (b), brotaces (c) e altura (d) em
plantas de Varronia leucocephala associada com fungos micorrizicos arbusculares: Acaulospora longula,
Gigaspora albida, Glomus clarum e o Claroideoglomus etunicatum e o controle (sem FMAs). Médias
seguidas de letras mintsculas iguais, ndo diferem pelo teste de Tukey (p<0,01).
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Observou-se diferenca significativa entre os tratamentos micorrizados e o controle (sem
inoculacdo) no que diz respeito a percentagem de enraizamento, confirmando o
beneficio da associacdo de FMA (Figura 4a). Essa associacdo também favoreceu a
porcentagem de enraizamento de estacas de Dalbergia melanoxylon tratadas com AIB
(Amri 2015).

Os ramos brotados de estacas de V. leucocephala revelaram melhor
crescimento em altura (31 cm) quando submetidos a inoculacdo de G. albida (Figura
4d). A associacdo micorrizica proporciona efeitos positivos comprovados no
crescimento de mudas da maioria das espécies arbustivas, arbdreas tropicais e frutiferas
(Balota 2011). Respostas significativas também foram obtidas com a inoculacdo de G.
albida no crescimento de mangabeira (Costa et al. 2005).

O ndmero de folhas foi maior em estacas com FMA, confirmando que a
simbiosse entre as raizes da planta hospedeira e o fungo (Figura 4 b) proporcionou uma
maior absorcéo de nutrientes minerais, tornando possivel maior investimento de energia
metabolica para producdo de biomassa de parte aérea. Em trabalhos realizados com
Robinia pseudoacacia, Yang et al. (2014), verificaram que mesmo sob estresse hidrico
as plantas tiveram seu nimero de folhas aumentadas em plantas inoculadas com fungos
micorrizicos.

O percentual de enraizamento de estacas tratadas com AIB (sem FMAS) foi
bem inferior quando comparadas as estacas associadas com FMAs (Figura 4a). Esse
fato pode ser explicado pelo beneficio proporcionado pelo FMAS, uma vez que, estacas
mesmo tratadas com AIB podem apresentar dificuldades de enraizamento, no entanto,
quando inoculadas com fungos micorrizicos arbusculares essa capaciade de

enraizamento aumenta (Amri 2015). De forma similiar, Amri (2015) confirma que
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estacas D. Melanoxylon tratadas com IBA associada com FMA apresentaram
porcentagem de enraizamento, numero de raizes primarias e peso seco da raiz mais
elevados do que o controle (apenas IBA).

A porcentagem de colonizagdo do sistema radicular variou de acordo com o
fungo inoculado (Figura 5a). A avaliacdo da colonizacdo radicular permitiu a
identificacdo de algumas estruturas micorrizicas (arbusculo, hifas, vesiculas, células
auxiliares e hifas) nas raizes. Essa colonizacdo tornou-se eficiente para as plantas uma
vez que o sistema radicular foi ampliado em volume, possibilitando dessa forma a

absorcéo de nutrientes e consequentement um bom desenvolvimento a planta.
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Figura 5. Média da colonizagdo micorrizica (a), eficiéncia micorrizica (b) e densidade de esporos (c) em
plantas de Varronia leucocephala associada com fungos micorrizicos arbusculares: Acaulospora longula,
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Gigaspora albida, Glomus clarum e o Claroideoglomus etunicatum e o controle (sem FMAs). Médias
seguidas de letras mintisculas iguais, ndo diferem pelo teste de Tukey (p<0,01).

A imersao das bases das estacas de V. leucocephala em solucdo de AIB pode
ter contribuido para a colonizagdo micorrizica, uma vez que, as auxinas, em particular a
AIB, podem facilitar a colonizacdo do hospedeiro, aumentando o numero de raizes
laterais como locais de colonizacao preferenciais para os fungos (Fitze et al. 2005).

A colonizacdo micorrizica tornou-se mais efetiva para a espécie V.
leucocephala quando associada com ao fungo G. albida (figura 5a). Esses resultados
corroboram com os encontrados para as variaveis de massa seca da parte aérea, massa
seca da raiz, altura, numero de folhas, brotacdes e % de enraizamento, confirmando que
essa espécie de fungo foi a que proporcionou maior incremento nessas variaveis
(Figuras 3 e 4).

Esse aumento no desenvolvimento das plantas hospedeiras se deve a maior
absorcéo de nutrientes particularmente os de baixa mobilidade no solo como o fésforo,
pelo desenvolvimento de estruturas internas nas raizes e de hifas extra radiculares, as
quais funcionam como uma extensao do sistema radicular, aumentando assim a area de
exploracdo do solo em mais de cem vezes (Balota et al. 2011). Esse fato € evidenciado
qguando se observa os niveis de fésforo tanto na parte aérea quanto na radicular de
plantas associadas a FMAs, destacando-se G. albida que promoveu maior absor¢cdo do
elemento em questdo (Figura 7). A alta colonizacdo micorrizica ocorrentes em raizes de
Amburana cearensis e Libidibia ferrea associada com G. albida, também
proporcionaram um aumento no desenvolvimento destas espécies (Oliveira et al. 2015;
Silva et al. 2014).

Foi possivel observar a eficiéncia de algumas espécies de FMA em rela¢éo ao

hospedeiro testado (Figura 5b), tendo em vista que a resposta a inoculagdo resultou em
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crescimento diferenciado das mudas. Enquanto o desenvolvimento das plantas de V.
leucocephala se destacou quando inoculadas com G. albida (Figuras 3 e 4), as plantas
oriundas de estacas inoculadas com C. etunicatum, apresentaram valores similares aos
do tratamento controle no que diz respeito a biomassa seca (Figura 3 a, b e d).

A eficiéncia da maioria das espécies de FMA avaliadas neste trabalho foram
muito significativas. Diferente do tratamento controle (sem inoculacdo), cujas estacas
apresentaram desenvolvimento lento, sugerindo uma possivelmente dependéncia desta
espécie a associacao micorrizica.

Os resultados referentes a densidade de esporos na rizosfera de plantas de V.
leucocephala apresentaram diferenca significativa em relagcdo ao controle (Figira 5 d). A
duracdo do experimento (72 dias) foi considerada suficiente para provocar alteracdes na
colonizacdo e reproducdo dos fungos micorrizicos arbusculares, confirmando que o
indculo utilizado possibilitou a colonizacdo das espécies. Para alguns autores a alta
percentagem de colonizacdo micorrizica em alguns casos, esta atrelada a utilizacdo de
indculo em substrato esterilizado, uma vez que as espécies nativas de FMASs sdo
eliminadas (Oliveira et al. 2013).

No que se refere aos nutrientes minerais, verificou-se que embora ndo tenha
havido diferenca significativa entre os tratamentos, os niveis de nitrogénio (N) decairam
na parte aérea (Figura 6a). Enquanto, nas raizes houve diferenca significativa apenas
nos tratamentos (inoculados com A. longula e C. etunicatum), diferindo dos outros
tratamentos (Figura 6a). Quanto aos niveis de Fosforo nas raizes e na parte aérea, houve

apenas diferenca significativa (p < 0,01) para os teores de P na parte aérea (Figura 6b).
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Figura 6. Teores de Nitrogénio na raiz e na parte aérea (a); teores de Fosforo na raiz e na parte aérea (b) ,
em plantas de Varronia leucocephala associadas com fungos micorrizicos arbusculares: Acaulospora
longula, Gigaspora albida, Glomus clarum e o Claroideoglomus etunicatum. Tratamento controle - sem
FMAs. Letras iguais nas linhas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a (p<0,01).

A andlise fisico-quimica dos substratos (Quadrol) demonstra que os niveis de
N foram menores nos tratamentos com FMAs. Contudo, mesmo ocorrendo essa baixa
disponibilidade de N no solo, bem como diminuicdo desse elemento nas raizes e na
parte aérea, esses resultados ndo influenciaram o contetido de biomassa seca da raiz e da
parte aérea nas plantas (Figura 3a e b). Os FMAs podem estar envolvidos também no
ciclo do nitrogénio, indicando que a transferéncia de N pelo FMAs para as plantas, pode
ser um dos beneficios da colonizacdo dos FMAS nas raizes (Hodge & Fitter, 2010).

A necessidade do transporte de N via hifa fungica depende da demanda de N
na planta (Johansen et al. 1994). Esse fato foi evidenciado nesse trabalho, pois os teores
de N nas plantas micorrizadas ndo se diferenciaram significativamente em relagdo ao
controle (sem FMAS), visto que esse elemento estava bastante disponivel no solo
(Tabela 1). Para Epstein & Bloom (20086), o valor de aproximadamente 15 g. kg™ seria

0 ideal para crescimento e desenvolvimento das plantas. Assim, os valores observados
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para V. leucocephala, mesmo tendo um decaimento nos tratamentos utilizados, ainda
estdo dentro da faixa proposta por esses autores.

A simbiose mutualistica entre os fungos micorrizicos arbusculares e as plantas
sdo vantajosas para ambos 0s organismos envolvidos, uma vez que a planta proporciona
aos FMAs os produtos energéticos resultantes da fotossintese, permitindo o crescimento
e manutencdo da FMA, enquanto o FMA proporciona a planta dgua e nutrientes
minerais como fosforo e nitrogénio (Smith & Read, 2008; Hodge & Storer, 2014).
Devido ao incremento da biomassa vegetal, € natural que a demanda pelas plantas por
nutrientes também aumente e em todos os tratamentos inoculados com FMAsS,
verificou-se aumentou do teor de P nos tecidos vegetais. Sheng et al. (2008) também
observaram que plantas micorrizadas tiveram suas concentragdes de P aumentadas,
confirmando que os FMAs possuem uma capacidade em aumentar a absorcdo desse
elemento. Dessa forma, a inoculacdo de FMA torna-se uma importante ferramenta para
o0 desenvolvimento de estacas de Varronia leucocephala.

Para os teores de K, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos

nem na parte aérea e nem na raiz (Figura 7a).
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Figura 7. Teores de Potassio na raiz e na parte aérea (a); teores de Sodio na raiz e na parte aérea (b) , em
plantas de Varronia leucocephala associadas com fungos micorrizicos arbusculares: Acaulospora
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longula, Gigaspora albida, Glomus clarum e o Claroideoglomus etunicatum. Tratamento controle - sem
FMAs. Letras iguais nas linhas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a (p<0,01).

Em geral, em solos sddicos as plantas apresentam deficiéncia em K, no
entanto, verificamos que embora os niveis de Na tenham sido mais elevados nas plantas
dos tratamentos micorrizados, os niveis de K ndo diferiram significativamente entre
esses tratamentos, nos fazendo inferir que os FMAs viabilizaram a absorgéo de K apesar
das altas concentragdes de Na no solo. Confirmando que ma colonizacdo de FMAs pode
melhorar a captacdo de K em solos e impedir o transporte de Na para a parte aérea,
evitando assim o estresse salino causado pelo Na (Tallaat & Shawky 2011).

E importante destacar fato curioso que foi detectado apds a fase experimental. A
andlise do solo (Quadro 1) revelou que houve aumento na concentracdo de sodio (Na)
nos substratos micorrizados. Com C. etunicatum e G. albida, a quantidade de Na no
solo aumentou cerca de 2 e 5 vezes respectivamente, em relacdo ao tratamento solo
natural (antes do experimento). Talvez esse fato tenha influenciado na absorcéo de K
pelas plantas micorrizadas com esses FMAs. Os substratos que apresentaram maiores
niveis de Na (inoculados com C. etunicatum e G. albida) corresponderam aos
tratamentos que apresentaram queda de K nos tecidos (Figura 7a).

O Na detectado no solo (Tabela 1), foi absorvido pelas raizes e de acordo com
figura 7b é possivel observar que esse elemento se concentrou mais nas raizes que na
parte aérea. O fator de bioacumulacdo avalia a eficiéncia da planta em acumular o Sédio
em relacdo a concentracdo do solo (Sheoran et al. 2010) e foi possivel atraves desse
teste comprovar o potencial bioacumulador de V. leucocephala, onde o fator de
bioacumulacédo foi superior a 1 em todos os tratamentos. O potencial bioacumulador
também foi encontrado por Cantrell & Linderman (2001) onde observaram uma alta

retencdo de Na nas raizes em plantas inoculadas, sugerindo que o Na poderia ser retido
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em hifas intra-radiciais ou compartimentado em vacutolos das células raizes. Ja o fator
de translocacdo foi inferior a 1 em todos os tratamento, o que indica que as plantas
conseguiram armazenar 0 sO0dio em suas raizes, ou seja, ndo ocorreu a translocacéo
desse elemento para a parte aérea.

De modo geral a propagacdo vegetativa por estacas de V. leucocephala ira
garantir a conservacao, disponibilidade de mudas, como também a exploracao de forma
mais sustentavel da V. leucocephala. A domesticacdo de V. leucocephala ndo sé ira
diminuir a pressdo devido a exploracdo excessiva deste recurso na natureza, mas

também sera um meio de preservar a sua diversidade genética.
CONCLUSAO

1. A auxina AIB na concentragdo de 1500 mg L™ mostrou-se mais eficiente para o
enraizamento de estacas de V. leucocephala.

2. A combinacédo do acido indolbutirico (AIB) e o microelemento zinco aumentou
0 desempenho de enraizamento e 0 numero de brotagdes em estacas de V.
leucocephala.

3. A associacdo de fungos micorrizicos arbusculares proporcionou um incremento
significativo no desenvolvimento e crescimento das estacas de V. leucocephala.

4. Dentre as espécies avaliadas a G. albida proporcionou maior percentual de
raizes colonizadas, bem como maior densidade de esporos no solo.

5. Os teores de Nitrogénio e Fdsforo ndo foram afetados, mantendo-se ideal para o
desenvolvimento da espécie, em presenca de FMAs. O potassio foi reduzido nas

plantas micorrizadas com G. albida. Mesmo em alta concentragéo no solo, o
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sodio armazenado pelas raizes ndo afetou o desenvolvimento da parte aéreadas

estacas de V. leucocephala.
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