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“After sleeping through a hundred million centuries

We have finally opened our eyes on a sumptuous planet, sparkling with color, bountiful with life
Within decades we must close our eyes again

Isn't it a noble and enlightened way of spending our brief time in the sun

To work at understanding the universe and how we have come to wake up in it?”

(Musica The Greatest Show on Earth — Nightwish & Richard Dawkins)



RESUMO

O fésforo (P) € um recurso finito que frequentemente limita a producédo vegetal, uma
vez que a disponibilidade deste nutriente no solo € frequentemente baixa. O P
organico (Po) pode compreender mais de 50% do P total de solos naturais e ndo pode
ser diretamente absorvido por raizes de plantas, precisando ser mineralizado. Este
processo € desempenhado por diferentes enzimas fosfatases, que sdo capazes de
hidrolisar o P ligado a compostos organicos, e podem ser secretadas pelas raizes e
pela microbiota do solo constituida de bactérias, fungos e outros microrganismos. Os
fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) sdo organismos biotroficos obrigatorios que
se associam as raizes de plantas e desempenham papel importante na aquisicdo de
P pelas plantas hospedeiras. O objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade de
duas espécies de eucalipto em utilizar P de fontes organicas ou pouco sollveis, assim
como avaliar a contribuicdo da simbiose com o FMA Rhizophagus intraradices na
aquisicdo de P destas fontes. Foram realizados concomitantemente dois
experimentos em esquema fatorial 7 x 2, com dez repeticdes, totalizando 140 parcelas
experimentais cada um. O experimento 1, teve como planta estudo Eucalyptus
globulus (Gl) e o experimento 2 plantas de E. grandis (Gr). Os fatores em estudo
foram: as sete diferentes fontes de P: glucose-6-fosfato (G); fitato (F); RNA de
levedura torula (R); ATP (A); necromassa de Pseudomonas putida (N); fosfato de
potassio (C) e fosfato de ferro Il (Fe) e a inoculagéo (M) ou ndo (NM) do FMA. Para
as sete fontes, a concentracao de P foi de 0,1 mM. As plantas foram crescidas por 12
semanas e irrigadas diariamente. Avaliamos a producao de biomassa de parte aérea
e raiz, a atividade fitase e fosfatase radicular (rAPase) e do micélio externo (mAPase),
o comprimento do micélio externo, a concentracéo e contetdo de P das plantas, bem
como eficiéncia de absorcdo (PUpE) e de uso de P (PUE). Observamos que plantas
de E. globulus foram mais eficientes no uso e na absorcdo de P que plantas de E.
grandis. A inoculacdo do FMA aumentou o PUpE e o conteddo de P das plantas
hospedeiras em geral, além de ter aumentado a atividade fitase e APase das plantas
sob algumas fontes de P, como fitato. Plantas que receberam fitato e fosfato de ferro
tiveram menos contetdo de P e produziram menor biomassa, apesar da intensa
atividade APase, indicando resposta da planta a baixa concentracdo de P, e a
recalcitréancia dessas duas fontes de P. No entanto, as fontes de G6P e fosfato de
potassio se mostraram mais suscetiveis a utilizacdo pelas plantas de eucalipto. A
necromassa bacteriana teve grande influéncia no aumento da extensao do micélio
externo, bem como na mAPase, possivelmente devido a presenca de outros nutrientes
capazes de contribuir na melhora do status nutricional das plantas e possivelmente no
recrutamento de microrganismos com atividade fosfatase. Concluimos que as
espécies de plantas diferem na capacidade de utilizar as diferentes fontes de P e isso
esta relacionado com suas atividades enzimaticas radiculares; o FMA contribui de
forma importante na aquisicdo de P de fontes organicas pelas plantas de eucalipto
associadas, conferindo maior PUpE da planta; e que a necromassa bacteriana pode
fornecer elementos como N, P e C influenciando a atividade das hifas fungicas e,
possivelmente, de microrganismos associados ao micélio, contribuindo positivamente
com a mAPase e o crescimento do micélio do FMA associados as plantas de eucalipto.



ABSTRACT

Phosphorus (P) is a finite resource that often limits agricultural production since most
of this element is in forms unavailable to plants. Organic P (Po) can constitute up to
50% of the total P in natural soils and cannot be directly absorbed by plant roots. Po
needs to undergo a mineralization process carried out by phosphatase enzymes
(APases) or phytases, which are capable of hydrolyzing P from phytate molecules, and
which can be secreted by the plant roots themselves and/or by the soil microbiota
constituted of bacteria, fungi, and other microorganisms. Arbuscular mycorrhizal fungi
(AMFs) are obligate biotrophic organisms which associates with plant roots and play
an important role in the P nutrition of host plants while receiving photoassimilates that
ensure the symbiotic relationship. In this work, we aimed to evaluate the ability of two
eucalyptus species to use P from organic or poorly soluble sources, as well as to
evaluate the contribution of symbiosis with AMF Rhizophagus intraradices in the
acquisition of P from these sources. Two experiments were carried out concomitantly
in a 7 x 2 factorial scheme, with ten replications, totaling 140 experimental plots each.
Experiment 1 had as study plant Eucalyptus globulus (Gl) and experiment 2 plants of
E. grandis (Gr). The factors under study were: 7 sources of P: glucose-6-phosphate
(G); phytate (F); torula yeast RNA (R); ATP (A); Pseudomonas putida necromass (N);
potassium phosphate (C) and iron phosphate (Fe) and inoculation (M) or not (NM) of
AMF. For all P sources, P concentration was 0.1 mM. The plants were grown for 12
weeks and daily irrigated. We evaluated the production of shoot and root biomass, root
phytase and phosphatase activity (rAPase) besides external mycelium phosphatase
activity (mAPase), outer mycelium length, plants P concentration and content, as well
as plants P uptake efficiency (PUpE) and use (PUE). We observed that E. globulus
plants were more efficient in P use and absorption than E. grandis plants. AMF
inoculation influenced the increase of PUpE and P content of host plants in general, in
addition to increasing the phytase and APase activity of plants under some P sources,
such as phytate. Plants which received phytate and iron phosphate accumulated less
P content and biomass, despite intense APase activity, indicating plant response to
low P concentration and the recalcitrance of these two P sources. However, the
sources of G6P and potassium phosphate were more susceptible to be used by
eucalyptus plants. Bacterial necromass had a great influence on the increase in the
extension of the outer mycelium, as well as the APase of the mycelium, possibly due
to the large amount of nutrients other than P in this P, source, capable of contributing
to the nutritional status of plants and in the recruitment of microorganisms with APases
to the hyphosphere. We conclude that plant species differ in their ability to utilize
different P sources, and this is related to their root enzymatic activities; AMF plays an
important role in the P acquisition from organic sources to the associated eucalyptus
plants, improving plants PUpE and that bacterial necromass can provide elements
such as N, P and C influencing mycelium and possibly, associated mycelium
microorganisms activities, contributing positively to the mAPase and to the growth of
the AMF mycelium associated with eucalyptus plants.
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1. Introducéo
1.2. Fosforo no solo

1.2.1. Fésforo inorgéanico do solo

No geral, o fésforo (P) do solo tem sua origem nas rochas parentais que
através da chuva, sol e vento, no processo de intemperismo, liberam formas
inorganicas de P de forma muito lenta e que podem ser utilizadas diretamente por
raizes de plantas e outros organismos (Lambers, 2022). O P inorganico (Pi) pode ser
encontrado em varias formas no solo (Tiessen & Moir, 2008; Richardson & Simpson
2011; Yang & Huang 2014) incluindo:

e Ortofosfato (H2PO4 e HPO4?) — E a forma mais comum de Pi no solo, e é a
forma primaria de P absorvida pelas plantas. O ortofosfato é sollvel na agua
do solo e é a forma de P mais suscetivel a lixiviagdo e escoamento superficial.
O H2PO4 se movimenta no solo por meio de difusdo, em um processo muito
lento de apenas 107 m s sendo a concentracdo de Pi na solucédo do solo

relativamente baixa, entre 2 e 10 uM (Lewis & Quirk, 1967; Gebrim et al., 2010).

e Polifosfato — os polifosfatos sdo polimeros de moléculas de ortofosfato que
podem conter de dezenas a centenas de grupos fosfato unidos por atomos de
oxigénio em ligagdes fosfoanidridas, as quais sao consideradas ligagbes de
“alta energia”. Os polifosfatos podem ser moléculas lineares, ramificadas ou

ciclicas (Marschner, 2023).

e Minerais de fosfato - O Pi também pode estar presente no solo na forma de
varios minerais, incluindo, por exemplo, apatita, variscita, vivianita e estrengita.
Esses minerais contém formas relativamente insolUveis de P que ndo estdo

prontamente disponiveis para as plantas.

No solo, a disponibilidade de Pi para as plantas varia de acordo com o pH,
umidade e contetdo de matéria organica do solo, por exemplo (Lambers et al., 2015).
Componentes da matéria organica podem conter P em sua composi¢éo, ligado a
cadeias de carbono, sendo entdo conhecido como P orgéanico (Po) (Lambers et al.,
2015). Assim, a concentracéo de P total em solos naturais depende da concentracao
de P das rochas parentais e de suas transformacdes quimicas e biolégicas, em um

processo natural e de longo prazo conhecido como pedogénese (Turner & Cordon,
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2013). O processo de pedogénese € caracterizado pela rapida deplecdo de minerais
de P e pelo simultaneo acumulo de Po e de minerais secundarios de P que estdo
retidos em oxidos e hidroxidos de ferro (Fe) e aluminio (Al) (Figura 1). O processo de
pedogénese, a longo prazo, pode levar a acidificacdo do solo e, consequentemente,
a um declinio na concentracédo total de P de um solo, o que pode ser mais evidente
em solos tropicais, altamente intemperizados e que resulta frequentemente em solos
com concentracdes de P disponivel menores do que 10 mg kg* (Marschner, 2011;
Yang & Post, 2011). Assim, solos mais jovens se mostram geralmente mais ricos em
P do que solos antigos (Marschner, 2011; Yang & Post, 2011).

Em solos tropicais, que sdo altamente intemperizados e &cidos, ha uma
grande taxa de adsorcdo de P nas superficies minerais que incluem Oxidos e
hidroxidos de Fe e Al, adsorvendo o P na forma de fosfato de Fe, fosfato de Al ou
ainda como fosfato de manganés (Mn); em solos mais alcalinos o P é fixado na forma
de fosfatos de célcio (Ca) (Figura 1) (Lambers et al., 2015). A alta taxa de adsorcao
do P em formas néo sollveis no solo interfere diretamente na nutricdo fosfatada das
plantas, considerando que as raizes absorvem o elemento apenas na forma
inorganica como ortofosfato ou dihidrogénio fosfato (H2PO4~) (Hanyabui et al., 2020;
Lambers et al., 2015).

1.2.2. Fésforo organico do solo

O P ainda pode ser encontrado em formas orgénicas no solo, que podem
ser relativamente mais méveis que formas de Pi, e com maior risco de lixiviacao (Hedin
et al., 2003). Annaheim et al., (2015) observaram, por exemplo, que a adicdo de
fertilizantes organicos por longos periodos teve pouco efeito sobre o perfil de Po do
solo provavelmente devido sua perda por lixiviagdo. O Po no solo tem sua origem em
organismos vivos que geram residuos ricos no elemento, estes residuos podem ser
provenientes de folhas de arvores ou mesmo de outros tecidos degradados por fungos
e bactérias presentes no solo (Lambers et al., 2015). O P, no solo é encontrado em
uma variedade de formas que incluem:

e Fitatos — S&o0 a forma mais abundante de P, no solo, variando de 5% a 80% da
fracdo de P total dos solos (Giles et al., 2017). Estdo presentes em tecidos
vegetais, residuos vegetais e animais, e sdo lentamente mineralizados,

principalmente, por microrganismos do solo. O fitato € relativamente imével no
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solo (Anderson et al., 1974), e consititui uma importante fonte de P para plantas
e microrganismos. A estrutura complexa do fitato o torna bastante resistente a
guebra enzimatica e, portanto, € uma forma de P menos disponivel para plantas
do que as formas inorganicas de P (Giles et al., 2017). Além de seu papel como
fonte de P, o fitato também pode influenciar a fertilidade do solo ao formar
complexos com metais como ferro (Fe), zinco (Zn) e célcio (Ca), o que pode
afetar sua disponibilidade para absorcéo pelas plantas (Lopez-Arredondo et al.,
2014). Compreender a dinamica do fitato no solo e os fatores que influenciam
sua mineralizacdo pode contribuir com o desenvolvimento de préaticas de

manejo de nutrientes e promover uma agricultura mais sustentavel.

Fosfolipidios — S8o compostos organicos da classe dos lipideos que contém P
na forma de fosfato, o que lhes confere seu carater anfifilico. Os fosfolipideos
sdo componentes importantes das membranas celulares dos organismos vivos.
Os fosfolipidios estdo presentes na microbiota do solo e contribuem para o pool
de Pono solo (Joergensen, 2022).

Acidos nucleicos - Os &cidos nucleicos (DNA e RNA) e os nucleotideos (ATP,
UTP, ADP, entre outros) contém P na forma de grupos fosfato ligados por
ligacbes fosfodiéster a pentose do nucleosideo. Esses tipos de compostos
estdo presentes em residuos vegetais, animais e microbianos no solo, e sdo
lentamente mineralizados por enzimas (nucleases) presentes em

microrganismos do solo (Persoh et al., 2008).

Fosfoproteinas - S&o proteinas que contém P e estdo presentes em residuos
vegetais e microbianos no solo. Elas sdo lentamente mineralizadas por

microrganismos do solo (Ghahremani & Plaxton, 2020).

Fosfonatos - S&o compostos organicos que contém um grupo funcional
fosfonato (—PO3sH2) e sGo comumente encontrados em solos. Os fosfonatos sao
menos sollveis na agua do solo e menos prontamente disponiveis para as

plantas do que o ortofosfato (Kononova & Nesmeyanova, 2002).

Outros compostos organicos - O Po no solo também pode estar presente ligado
a uma variedade de outros compostos, incluindo acidos organicos, derivados

de aminoacidos e acucares.
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O Po ndo pode ser diretamente absorvido pelas raizes das plantas
(Lambers, 2022), tendo que passar por processos de mineralizacdo que levam a
hidrolise de grupos fosfatos presentes em moléculas organicas de P como acidos
nucleicos, ATP, ADP, acUcares-fosfato ou fosfolipidios, por exemplo, que podem estar
presentes no solo (Lambers, 2022; Turner & Condron, 2013). O processo de
mineralizacdo do P envolve mecanismos das préprias plantas (Kavka et al., 2021), e
da microbiota do solo (Figura 1) (Joner & Johansen, 2000).

A proporc¢ao de Po e Pino solo varia significativamente dependendo do tipo
do solo, do clima ao qual este estd submetido e do seu uso. Em solos de florestas
tropicais, 0 Po pode representar mais de 50% do P total em camadas mais superficiais
(Vincent et al., 2010), enquanto em solos com intensa atividade agricola a presenca
de Po é geralmente observada em menores propor¢des. Sabe-se que regides
temperadas possuem solos com maior disponibilidade de Po, quando comparado a
regides de clima tropical (Yang et al., 2013). Nos solos brasileiros, a concentracao de
P total em suas camadas mais superficiais (0 - 30 cm) se mostra maior na regiao sul,
com concentragcdes maiores que 500 mg kg?, quando comparada com as demais
regides do pais, com concentracdes em torno de 200 mg kg* (Pavinato et al., 2020;
Quesada et al., 2010). De acordo com dados da Companhia Nacional de
Abastecimento (CONAB), a média nacional de P no solo é de 11,5 mg/dm3, sendo que
a disponibilidade de P pode variar de 2 a 30 mg/dm3, dependendo do tipo de solo e
regido (CONAB, 2021).

Em resumo, o P pode estar presente no solo nas formas inorganicas como
ortofosfatos, pirofosfatos, polifosfatos; e organicas, como fosfoésteres, fosfonatos,
acidos organicos, acucares fosfato, fosfolipidios, entre outras formas (Turner &
Condron, 2013). Como dito acima, considera-se que a maior parte do Po disponivel no
solo seja constituido por fitatos, acidos nucleicos, fosfonatos e fosfolipidios, no entanto
h& uma grande quantidade de formas organicas de P néo identificadas (Spohn, 2020).

As formas orgénicas de P no solo sdo importantes para a nutricdo das
plantas porque podem representar uma fragdo significativa do P total e podem
contribuir para a fertilidade do solo a longo prazo (Oberson et al., 2010). Oberson et
al., (2010) descobriram que o P orgéanico contribui significativamente para a nutricao
fosfatada das plantas de milho e que é importante considerar as formas organicas e

inorganicas de P ao desenvolver recomendacdes de fertilizantes.
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1.2.3. Ciclagem de P no solo

A ciclagem do P no solo € um processo complexo que envolve uma
variedade de reacdes quimicas e bioldgicas (Sharpley et al., 2014). Compreender a
dindmica da ciclagem de P no solo € importante para otimizar praticas de manejo de
nutrientes na agricultura e mitigar impactos ambientais como a eutrofizacao de corpos
d'agua (Turner & Haygarth, 2001). Como dito anteriormente, o P no solo pode estar
presente em formas inorganicas, como fosfato (POa4), e formas organicas, como fitato
e outros compostos orgéanicos de P. A ciclagem de P entre essas diferentes formas
no solo € influenciada por uma série de processos, como sorcdo e dessorcao,
precipitacédo e dissolucédo, atividade microbiana e a atividade de raizes, entre outros
(Richardson & Simpson, 2011) (Figura 1).

Alguns exemplos de microrganismos envolvidos na ciclagem de P do solo
sdo as bactérias solubilizadoras de P (Khan et al., 2007) e bactérias mineralizadoras
de P (Smith & Read, 2008), que incluem bactérias dos géneros Pseudomonas,
Bacillus e Rhizobium. Outro grupo de microrganismos envolvidos na ciclagem de P do
solo séo os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) (Bunn et al., 2019).

Varios estudos investigaram os fatores que influenciam a ciclagem de P no
solo e o potencial de diferentes praticas de manejo para melhorar a disponibilidade de
P para absorcéo pelas plantas (Sainju et al., 2002; Sharpley et al., 2014). Por exemplo,
0 aumento do teor de matéria organica do solo pode melhorar a disponibilidade de P,
aumentando a atividade microbiana do solo e reduzindo a adsor¢cdo de P pelas
particulas do solo (Sainju et al., 2002). Outro estudo investigou o potencial de
diferentes estratégias de fertilizacdo, como o uso de fertilizantes fosfatados de
liberacao lenta ou de aditivos organicos, para melhorar a disponibilidade de P e reduzir
o risco de poluigdo ambiental (Sharpley et al., 2014).

A ciclagem Po do solo depende em grande parte do pool de P microbiano
do solo, que juntamente com o rapido tempo de ciclagem da microbiota, representa
uma fonte potencial de P para as plantas e outros organismos (Richardson & Simpson,
2011). Por ser um elemento essencial a vida, grande parte do P no solo esta ligada a
matéria organica ou a biomassa microbiana. Considera-se que o P constitui em torno
de 24% do total da biomassa microbiana em florestas naturais (Spohn, 2020). As bio-
e necromassa microbiana, desta forma, tém grande relevancia na nutricdo vegetal,

ainda mais pela velocidade de sua ciclagem.
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Ainda, a imobilizacdo de P pode ocorrer quando 0s microrganismos
absorvem e armazenam P em sua biomassa (Richardson & Simpson, 2011). Esse
processo pode ocorrer por assimilacdo de Pi ou Po. Os microrganismos que sao
eficientes na imobilizagdo de P incluem aqueles que produzem substancias
poliméricas extracelulares, como exopolissacarideos, que podem ligar P e outros
nutrientes (Richardson & Simpson, 2011).

Estudos investigaram os fatores que influenciam a ciclagem de fitato no
solo e seu potencial como fonte de P disponivel para plantas. Por exemplo, Kuo et al.
(2015) descobriram que a atividade fitase microbiana foi um fator chave na
determinacdo da taxa de mineralizacdo do fitato no solo e que foi influenciada por
fatores como o pH do solo e o teor de umidade. Outro estudo de Li et al. (2020) aponta
gue a adicdo de inoculantes microbianos contendo enzimas fitase melhorou o
crescimento das plantas e a absorcao de P em solos com baixo teor de P disponivel.
Em um outro estudo, a adicdo de bactérias produtoras de fitase ao solo resultou em
um aumento significativo na disponibilidade de P e no crescimento das plantas
(Hameeda et al., 2016).

esterco animal
e/ou fertilizantes
organicos

residuos de plantas

Mineral primario

=y rocha parental)
absorgao pelas ralzes/ﬁ\ escoamento
) e erosdo
e(\6
\(\QQ /
% desorgao Superficie mineral

imopi—— (argila, 6xidos e

lizaco ‘ I adsorcao hidroxidos

de Fe e Al)

Figura 1: Ciclo do fésforo resumido. P,: fosforo organico; Pi: fosforo inorganico. Adaptado de
Turner & Condron (2013).

1.3. P nas plantas
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A importéncia do P para os organismos esté ligada ao fato deste elemento
estar presente em moléculas e estruturas essenciais que constituem a vida. O P na
forma de fosfato € capaz de formar ligacbes quimicas que possuem grande
estabilidade (Kamerlin et al., 2013). As ligacdes fosfodiéster estaveis permitem a
codificacdo da informagdo genética em &cidos nucleicos, e a0 mesmo tempo, a
transferéncia rapida e reversivel de grupos fosforilados para proteinas por quinases e
fosfatases permitem a regulacdo dos processos de sinalizacdo celular e do
metabolismo central (Kamerlin et al., 2013). Desta forma, o P € requerido na formacéo
de membranas, constituindo a fase hidrofilica desta estrutura; possui funcdes
bioenergéticas, constituindo moléculas como ATP; o elemento esta relacionado
também com a estrutura de moléculas portadoras de informacdes genéticas como
DNA e RNA (Ham et al., 2018; Cuiyue Liang et al., 2010).

A absorcdo de P pelas raizes de plantas se mostra maior em solos mais
acidos (Dunlop & Bowling, 1978), em contrapartida em solos acidos também é
observada maior retencdo do elemento nas superficies minerais (Barrow, 2017). As
raizes de plantas absorvem P de forma mais rapida do que a reposi¢ao do fosfato por
difuséo, por este motivo se criam areas de deplecdo em torno das raizes (Lewis &
Quirk, 1967). A area de deplecao corresponde a area em imediata proximidade da raiz
onde ndo h& algum determinado recurso (Bhat & Nye, 1974).

Na solucao do solo, o P disponivel para absorcao de raizes de plantas esta
na faixa de 0,1 a 1 pmol L (Lynch, 2011). A maioria das culturas agricolas tém sua
produtividade limitada pelo P (Cordell et al., 2009) ja que este elemento estda em sua
maioria em formas indisponiveis para as plantas no solo. Com o inicio das atividades
industriais, houve o aumento e a aceleracdo de entrada de P na biosfera, fato atrelado
a necessidade do uso de fertilizantes fosfatados para a manutencdo da producao
agricola intensiva a partir do século XX (USDA, 2019). A maior parte do Pj utilizado
como fertilizante, por exemplo, pode ser adsorvido as superficies minerais e em
consequéncia se torna indisponivel as plantas (Darch et al., 2014; Yli-Halla, 2016). E
observado que somente dentre 15% a 30% do P de fertilizantes fosfatados aplicados
nos solos é utilizado pelas culturas no ano de sua aplicacédo (USDA, 2019). Ainda,
além da possibilidade de eutrofizacdo de ambientes aquaticos devido a lixiviagdo do
P (Conley et al., 2009), a fertilizagédo fosfatada pode levar ao acimulo de elementos

toxicos como cadmio, selénio e arsénio no solo (Alori et al., 2017).
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Ainda, ha controvérsias sobre o pico de utilizacao de fertilizantes fosfatados
ja que o P € um elemento finito e ndo substituivel (Beardsley, 2011). Alguns estudos
sugerem que as reservas globais de rocha fosfatica podem se esgotar nos préximos
50 a 100 anos se as taxas atuais de extragcdo e consumo continuarem no ritmo atual
(Cordell et al., 2009; Vaccari, 2009). Apenas de 0,05% a 0,015% do P presente no
solo esta disponivel para ser absorvido pelas raizes de plantas (Hesterberg, 2010).
Além disso, a utilizacéo de fertilizantes inorganicos a longo prazo pode diminuir a taxa
de matéria organica do solo, contribuindo para a degradacdo do solo (Bhatt et al.,
2019) e a reducéo de sua diversidade microbiana.

1.3.1. Resposta a deficiéncia de P

A faixa adequada de concentracdo de P nos tecidos vegetais varia
amplamente dependendo da cultura e do estagio de crescimento, mas normalmente
varia de 0,1% a 0,5% com base no peso seco (Marschner, 2023).

Caracteristicas tipicas de deficiéncia de P em plantas séo a reducao do
crescimento, o acumulo de antocianinas, malformacéo de folhas, manchas necroticas
nas folhas e senescéncia de folhas mais velhas, além da producéo de caules delgados
a arroxeados (Taiz et al., 2015).

E comum entre as plantas privadas de P a alteracdo da arquitetura radicular
através da atenuacao do crescimento primario das raizes (Gruber et al., 2013; Bichara
et al., 2021), pela rapida supressdo do alongamento das células de sua zona de
transicéo, bem como a inibicdo progressiva da divisdo celular dos meristemas apicais
e a formacdo de pelos radiculares e raizes laterais que possibilitem uma maior
exploracéo da solucédo do solo (Baker et al., 2015; Balzergue et al., 2017). No nivel
molecular, esta inibicdo de alongamento e de divisdo celular nas raizes de plantas
deficientes em P parecem estar ligados ao gene LPR1 (LOW PHOSPHATE ROOT),
gue codifica enzimas na parede celular com atividade de ferroxidase, levando a
deposicao de calose nas paredes celulares da zona de transic&o da raiz (Muller et al.,
2015). Junto a isto, ha mudancas na fisiologia de algumas plantas com raizes em
agrupamentos densos de raizes laterais que intensificam a formacdo de pelos
radiculares (Lambers et al., 2015; Wang & Lambers, 2020). Estes agrupamentos sao
capazes de exsudar fosfohidrolases capazes mobilizar P de fontes organicas, e acidos

carboxilicos, que levam a solubilizacdo e dessor¢éo de formas insoltveis de P ligadas
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a oxidos e hidroxidos de Fe e Al (Lambers et al., 2015), através de troca de ligantes,
complexacdo com cations e solubilizacdo mineral (Wang & Lambers, 2020). Raizes
de plantas ndo-micorrizicas, como Arabidopsis thaliana podem apresentar potencial
caracteristico de exsudacao de citrato, malato e/ou oxalato a fim de liberar P através
da quelacéo de Fe, Al e Ca (Meyer et al., 2010), além de induzir, nessas condicdes, a
expressdo de transportadores de fosfato da familia PHT1 (PHOSPHATE
TRANSPORTER) com alta afinidade por Pi (Lapis-Gaza et al., 2014).

Sob baixa disponibilidade de P no solo, a expressdo de genes de
transportadores de P como o LaPT1 (PHOSPHATE TRANSPORTER) de tremoco-
branco (Lupinus albus) é induzida em raizes desta proteacea (Liu et al., 2001).
Existem transportadores de membrana de alta e baixa afinidade por P, e esses
transportadores sé@o ativos na absorcéo e translocacao de Pi dentro da planta (Jia et
al., 2011). A inducéo da expressao desses genes € uma resposta adaptativa de nivel
genbmico para sobrevivéncia em ambientes com P variavel, regulando a homeostase
de P na planta (Jia et al., 2011) e que pode contribuir para a otimizacéo na eficiéncia
da absorcéao (PUpE) e do uso (PUE) de P.

A maioria dos genes de transportadores da familia PHT1 sdo especificos
de raizes, sendo expressos principalmente em células epidérmicas radiculares
(Mudge et al., 2002) ou em células corticais, podendo ser mais expressos apos a
colonizagéao por FMAs, que podem modular a expresséo dos genes transportadores
das plantas e induzir transportadores especificamente expressos durante a simbiose
(Bucher, 2007).

Outra estratégia para aumentar o PUE em plantas sob baixa disponibilidade
de P é a remodelacao dos lipideos das membranas. Fosfolipidios das membranas
podem ser substituidos por sulfolipidios ou galactolipidios em resposta a deficiéncia
de P (Veneklaas et al., 2012). No entanto, essa remodelacdo dos lipideos das
membranas pode resultar em mudangas funcionais, como alteragdo na fluidez e no
aumento do vazamento de eletrélitos, e influenciando a tolerédncia a baixas
temperaturas, por exemplo (Hurry et al., 2000).

Plantas com deficiéncia de P podem redistribuir o elemento de tecidos fonte
para tecidos dreno pela ativacao de enzimas capazes de mobilizar o P internamente,

como fosfatases (Baker et al., 2015), e de transportadores de membrana que
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transportam o P entre as células, como os que atuam no carregamento de P no floema
(Jia et al., 2011).

N&o obstante, durante a aclimatacéo ao baixo P, na tentativa de otimizar o
uso do elemento, a parte aérea tende a remobilizar agUcares para a raiz com o fim de
realocar fontes de carbono para o crescimento radicular (Hermans et al., 2006). A
translocacado de acucares via floema também tem o potencial de iniciar cascatas
sinalizadoras que alteram a expressdo de genes envolvidos nas respostas ao baixo
P, que incluem o aumento de expresséo e atividade de transportadores de P, a maior
secrecdo de enzimas hidroliticas e a exsudacao de acidos organicos (Hammond &
White, 2011). As cascatas de sinalizagdo que promovem o crescimento incluem o
sensor de glicose HXK1 (ARABIDOPSIS HEXOKINASE) e o sinal da trealose-6-
fosfato (Smeekens et al., 2010). Desta forma, carboidratos derivados da parte aérea
possuem um duplo papel, disponibilizando substratos intermediarios para o
metabolismo e atuando como moléculas sinalizadoras (Smeekens et al., 2010).

O RNA constitui até 85% do pool de acidos nucleicos em células vegetais,
sendo principalmente RNA ribossémico (rRNA), que é uma molécula muito rica em P
(Veneklaas et al., 2012). Algumas plantas da familia das Proteaceae, altamente
eficientes no uso de P, apresentam menores niveis de rRNA do que plantas de outras
familias (Sulpice et al., 2014). Isto pode causar efeitos metabdlicos no
desenvolvimento da planta como a menor sintese de proteinas; menor propor¢cédo de
fotossistemas | e Il nos cloroplastos; um maior intervalo de tempo para o
esverdeamento em folhas jovens e maiores taxas de fotossintese em folhas maduras
(Sulpice et al., 2014). O P também esta presente no DNA e espécies com genomas
maiores ou com maior numero de ploidia podem ser menos eficientes no uso de P do
gue espécies com genomas menores (Veneklaas et al., 2012).

As respostas moleculares a deficiéncia de P sao reguladas por fatores de
transcricdo como PHR1 e LPRs, que estdo envolvidos na regulacdo de genes
responsaveis pelo transporte e remobilizagédo do P interno, pela inducéo da expresséo
de transportadores de alta afinidade de P, pela formacéao de associacdes das raizes
com microrganismos, ou pelo aumento no comprimento e densidade de pelos
radiculares, por exemplo (Rongsawat et al. 2020; Ruiz et al. 2020; Bates & Lynch
2001). Mudancas na morfologia radicular e proliferacdo de raizes secundarias sao

promovidas pelo aumento da sintese de etileno sob deficiéncia de P (Baker et al.,
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2015). A sinalizacao do estresse de P entre a parte aérea e as raizes pode ocorrer
por meio de microRNAs (Baker et al., 2015). Essa série de respostas objetiva
promover uma nova homeostase de P na planta, para que esta seja capaz de
sobreviver em condi¢des de baixa disponibilidade do elemento (Baker et al., 2015).

Conforme aumenta o pool de P na planta, € observado o aumento da
guantidade de Pi no citoplasma e € induzido o armazenamento de Pi no vacuolo
(Veneklaas et al., 2012). O Pi armazenado nos vacuolos pode ser exportado em casos
de deficiéncia de P (Baker et al., 2015).

1.4. Aquisicao de P por raizes

Plantas podem exsudar acidos carboxilicos capazes de solubilizar o P
imobilizado em superficies minerais e secretar enzimas com atividade fosfatase e
disponibilizar Pi oriundo de fontes orgénicas presentes na rizosfera (Lambers et al.,
2008). Essa estratégia € frequentemente observada em plantas ndo-micorrizicas de
regides com solos extremamente empobrecidos em P, ou com P altamente retido nas
superficies minerais, ja que plantas ndo-micorrizicas podem acessar e absorver
apenas o P préximo as suas raizes. Essas estratégias de plantas ndo-micorrizicas
tém sido bastante estudadas na familia Proteaceae que exibe uma modificacédo
radicular de agrupamento de raizes (“clusters roots”) capazes de exsudar grandes
guantidades de carboxilatos solubilizadores de P (Shane & Lambers, 2005). Essa
adaptacao para aquisicdo de nutrientes em solos empobrecidos também pode ser
observada em familias como Casuarinaceae, Fabaceae e Myricaceae (Shane &
Lambers, 2005). Ndo obstante, algumas raizes de plantas micorrizicas, como
Eucalyptus patens, exibem exsudagcdo de carboxilatos em alta quantidade sem a
presenca de estruturas radiculares especializadas (Lambers et al., 2021).

Desta forma, compostos com grupos carboxilicos exsudados pelas raizes
tém a capacidade de mobilizar fontes organicas de P adsorvidas a constituintes do
solo, como a mobilizacao de glicose-6-fosfato por acidos organicos como o oxalato e
ascorbato (Goebel et al., 2017). A mobilizacao de P via acidos organicos por plantas
de Nicotiana tabacum resultou na maior aquisicdo de P a partir da combinacao de
citrato, com a secrecao de enzimas fosfatases e fitases (Giles et al., 2017).

Plantas ndo-micorrizicas sem estratégia especifica para aquisicdo de P

como em Brassicaceae, oriundas de regibes com solos ricos em nutrientes, nao
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exibem estratégias adaptativas das raizes, e sdo conhecidas como fosfofilas
(Lambers, 2008).

Em resumo, para obter o Pi necessario para o crescimento, as plantas
desenvolveram respostas genéticas intrincadas e coordenadas para melhorar a
aquisicdo do elemento, a0 mesmo tempo em que conservam e remobilizam os
depdsitos internos de Pi.

Uma outra estratégia apontada por Lambers (2008) para obtencao de P em
solos empobrecidos se baseia na exploragéo de um maior volume da solucéo do solo
através da simbiose com FMA capazes de obter o P presente além da area de
deplecdo de P formada ao redor da raiz. Entdo, além da absorcao direta de P, as
plantas também realizam uma troca de recursos subterraneos, adquirindo Pi pela via
micorrizica. No entanto, em concentra¢cdes muito baixas de P na solucéo do solo, a
colonizacdo por fungos micorrizicos € inibida (Abbott et al., 1984), o que leva a
hipotese de que estratégias de mineralizacdo e absor¢cdo direta de P sejam mais

efetivas nestas condicoes.

1.4.1. Exsudacdo radicular

Como dito acima, as raizes de plantas sob baixa disponibilidade de P
podem exsudar compostos que potencializam a sua absor¢do (Lambers, 2022). A
exsudacao radicular tem custo alto em termos de C, compreendendo entre 5% e 10%
do C liquido fixado na fotossintese. Entre os compostos exsudados estdo acidos
organicos, acucares, aminoacidos, acidos graxos, fendis, flavondides, esterdis,
horménios, vitaminas e até proteinas/enzimas (Ait Lahmidi et al., 2016; Harrison,
1993; Kretzschmar et al., 2012). Alguns compostos exsudados podem atrair
microrganismos capazes de se associar com as raizes e/ou disponibilizar o P retido
no solo (Yuan et al., 2015). Compostos fendlicos como a rutina, demonstram potencial
guimiotaxico, estimulando o crescimento de hifas micorrizicas em E. globulus
(Lagrange et al., 2001). Flavonoéides como catequina e quercitina apresentam relagéo
com a melhora da toxicidade por metais como Al (Kidd et al., 2001) através da sua
quelacdo no meio intracelular, promovendo detoxificacdo celular, ou
extracelularmente, evitando a absorcdo do metal (Barcelé & Poschenrieder, 2002).
Ainda, a grande diversidade de exsudatos radiculares inclui compostos com funcéo

de defesa, como o diterpeno rizataleno A, que tem acdo contra insetos herbivoros
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(Baetz & Matrtinoia, 2014). Os exsudatos radiculares tém sua liberagcdo associada com
familia de transportadores ABC e MATE, conforme os estimulos externos de
disponibilidade nutricional, por exemplo (Baetz & Martinoia, 2014).

Além da capacidade conhecida dos acidos madlico, citrico, oxalico,
succinico e fumarico em solubilizar o P por processos de troca de ligantes e
complexacédo de cations, também foi observado o papel quimiotaxico desses acidos
no recrutamento bactérias promotoras de crescimento vegetal na rizosfera (Yuan et
al., 2015). A maioria desses acidos se encontram como anions totalmente dissociados
devido ao pH do solo e suas propriedades de dissociacao. Aproximadamente 99% do
acido malico, por exemplo, se exibe na forma do anion malato em pH 7 (Ryan et al.,
2001). Recentemente foi observado que sob limitacdo de P espécies de eucalipto
apresentaram aumento significativo da exsudacao de acidos organicos, apresentando
maior quantidade de acido citrico e isocitrico nos exsudatos radiculares (Andrade et
al., 2022).

Mucilagens e mucigel sdo secretados pelas raizes através de processos
envolvendo o complexo de Golgi de células da coifa radicular hipersecretoras, como
no caso do acido poligalacturénico (Vermeer & McCully, 1981). Além disso, as células
epidérmicas e pelos radiculares também podem secretar mucilagem (Vermeer &
McCully, 1981). A mucilagem e o mucigel podem néo apenas proteger o meristema
da raiz, mas também melhorar o contato da raiz com o solo por inclusédo e agregacao
de particulas do solo (Carminati et al., 2017; McCully, 1999). O contato préximo entre
as particulas do solo e a superficie da raiz via mucilagem pode ser de consideravel
importancia na absorcdo de nutrientes, particularmente micronutrientes e P
(Marschner, 2023). Possiveis funcdes dos surfactantes de fosfatidilcolina da
mucilagem radicular na mobilizacdo de P, inibicdo da nitrificacdo e modificacdo da
retencdo de agua no solo tém sido discutidas por Read et al. (2003).

ATPases de membranas plasmaticas radiculares estdo envolvidas na
exsudacao de prétons na rizosfera reduzindo o pH (Shen et al., 2006). A privacéo de
P pode induzir um aumento transitorio de acido indol-3-acético enddégeno (AlIA) em
raizes de soja, aumentando a exsudacao de H* pelas raizes (Shen et al., 2006). A
diminuicdo do pH citoplasmético e a despolarizacdo da membrana estimulam H*-

ATPase da membrana plasmatica que bombeia prétons para fora da célula para
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manter o pH intracelular e, assim, fornecer a forga motriz para a absorgéo de fosfato
(Ullrich et al., 1984).

Os anions organicos, bem como protons exsudados, no caso de solos mais
basicos, podem ocupar sitios de adsor¢cdo em minerais do solo que poderiam ser
ocupados por ions fosfato ou compostos de Po. Uma vez liberado dos sitios de
adsorcdo, o Pi pode ser diretamente absorvido pelas raizes, em contrapartida, as
formas de Po dissociadas dos sitios de sor¢cado ndo podem ser absorvidas diretamente

pela planta pois precisam ser antes mineralizadas (Wang & Lambers, 2020).
1.4.2. Enzimas extracelulares secretadas pelas raizes

Em resposta a deficiéncia de P, as plantas desenvolveram a capacidade de
secretar enzimas como fosfatases, ribonucleases (RNases), apirases e até proteases
na rizosfera para promover a mineralizagao do Po no solo e aumentar a absorcao de
Pi (Tadano & Sakai, 2012).

As fosfatases acidas sao constituidas por uma diversa familia de enzimas
intra- e extracelulares capazes de liberar o fosfato ligado a véarias formas organicas e
desempenham papel tanto na aquisicdo quanto na remobilizacdo de P, especialmente
em condi¢des de baixa disponibilidade do nutriente (Zhu et al., 2020; Veneklaas et al.,
2012; Liu et al., 2018). Considerando a grande guantidade de P presente em &cidos
nucleicos de células, a atividade da fosforilase da RNase intracelular durante a
senescéncia de 6rgados ou em condi¢des de baixo P contribui para a remobilizacéo do
P e o maior PUE (Bariola et al., 1999). Enzimas RNases e fosfodiesterases podem ser
secretadas por raizes de plantas privadas de P (Jost et al., 1991; Nurnberger et al.,
1990), promovendo a mineralizagéo de fontes de Po na rizosfera. As fosfatases acidas
atuam sobre compostos fosfoésteres como acucares fosfato, disponibilizando o Pi a
partir da hidrolise do acucar (Hayes et al., 2000).

Da mesma forma, as fosfatases acidas purpuras (PAPs) — considerado o
maior grupo de fosfatases em plantas - desempenham um papel importante na
hidrolise de P a partir de uma ampla gama de compostos de Po, incluindo
mononucleotideos derivados da quebra de acidos nucleicos (Plaxton & Tran, 2011).
As PAPs extracelulares podem liberar Pi de fontes organicas de P no solo,
potencializando a atividade fosfatase da superficie das raizes e a aquisicdo do

elemento em condi¢gbes de baixa disponibilidade de P (Kavka et al., 2021). As PAPs
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extracelulares ainda se mostram capazes de mobilizar P presente em moléculas de
ATP no meio externo (Kavka et al., 2021). Os genes GmPAP7a e GmPAP7b quando
superexpressos em raizes podem contribuir para a utilizacdo de P de moléculas de
ATP (Zhu et al., 2020), que podem ter sua origem no solo a partir da atividade
metabdlica de microrganismos rizosféricos (Scheerer et al., 2019). Foram identificados
38 membros de PAPs em soja (Zhu et al. 2020), 29 em Arabidopsis (Li et al., 2002), e
33 em milho (Gonzélez-Mufioz et al., 2015) e dlamo, que se expressam em diferentes
0rgados e em resposta a sinais ambientais ou do desenvolvimento (Kavka et al., 2021).

Dentro do grupo das fosfatases, estdo as fitases que hidrolisam Pi da
molécula de inositol hexafosfato, conhecida como fitato ou &cido fitico, e portadora de
seis grupos fosfato (Giles et al., 2017; Hayes et al., 2000). Nas plantas, em torno de
75% do fitato estd localizado nas sementes. Desta forma, a atividade fitase é
observada durante o inicio da germinacao de sementes (Secco et al., 2017). O fitato
também ocorre em outros tecidos, mas em concentracdes menores, e diversos
inositéis fosfato participam de cascatas de sinalizacdo molecular. Em suma, a planta
€ uma importante fonte de fitato do solo (Liu et al., 2022). O fitato do solo, por sua vez,
tem sua origem nos residuos vegetais ou do metabolismo microbiano. O fitato é
estavel em solos devido principalmente a sua complexag¢do com varios metais e sua
forte ligacdo a componentes dos solos. Devido a sua alta densidade de carga,
conferida pelos grupos fosfato, o fitato liga-se a 6xidos de Fe e Al em solos acidos e
a minerais de Ca e magnésio (Mg) em solos alcalinos, e se liga fortemente a matéria
organica do solo. O acumulo de fitatos nos solos tem sido estimado em 51 milhdes
toneladas métricas anuais, correspondendo a aproximadamente 65% do P adicionado
como fertilizante (Liu et al., 2022). Assim, grande parte do Po encontrado no solo é
constituido por fitato, constituindo, por exemplo, cerca de 18% do Po em solos
superficiais australianos e canadenses (Williams & Anderson, 1968; McKercher &
Anderson, 1968) e até 80% da fracdo de P total dos solos (Giles et al., 2017). Desta
forma, o fitato representa uma fonte potencial de P para plantas, uma vez que as
raizes podem ter atividade fitase extracelular (Secco et al., 2017). No entanto, a alta
guantidade de fitato acumulado no solo esta relacionada com sua resisténcia em ser
mineralizado (Anderson, 2015), em contraste com outras formas de Po como acidos

nucleicos e fosfolipidios (Dalai, 1977).
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Algumas plantas podem apresentar fitases em raizes e exsudatos
radiculares, mas na maioria das vezes as raizes exibem baixa atividade fitase
tornando-as relativamente ineficazes na hidrélise do fitato do solo e, portanto, em
utilizar o P contido nele (Hayes et al., 1999; Richardson et al., 2000). No entanto, o
crescimento e a nutricdo fosfatada de plantas de Arabidopsis supridas com fitato
melhoraram significativamente quando foram geneticamente transformadas com o
gene da fitase (phyA) do fungo Aspergillus niger (Richardson et al., 2001). N&o
obstante, Giles et al., (2017) observaram um aumento na atividade fitase extracelular
de Nicotiana tabacum na presenca do citrato, concluindo que a exsudacao co-
localizada de citrato e fitase por linhagens cruzadas de plantas é mais eficaz do que
o cultivo consorciado de duas plantas com caracteristicas Unicas contrastantes.

No solo, a fitase é produzida principalmente por microrganismos, incluindo
bactérias de géneros como Bacillus e Pseudomonas e fungos como Aspergillus e
Penicillium (Hameeda et al., 2016). Os estudos genéticos das fitases comecaram em
1984, e a primeira fitase comercial, produzida por microrganismos geneticamente
modificados, apareceu no mercado em meados da década de 1990 (Yanming et al.,
1999). Assim, como meios para 0 aumento da atividade fitase em plantas sao
indicados: a inoculacdo de microrganismos produtores de fitase no solo (Bashan et
al., 2013) e as préticas de manejo do solo, como a adicdo de matéria organica,
composto ou esterco, que podem aumentar as populacdes microbianas que produzem
fitase no solo. Além disso, manter um pH do solo neutro ou ligeiramente acido pode
promover a atividade da fitase no solo (Richardson et al., 2001) e/ou tratamentos
guimicos, como o uso de acidos organicos ou enzimas, que também podem aumentar
a atividade fitase nas plantas (Kanwar et al., 2017).

A atividade fosfatase nas raizes das plantas pode ser influenciada por uma
série de fatores, incluindo pH do solo, disponibilidade de P e espécies de plantas
(Richardson et al., 2011; Vance et al., 2003; Lambers et al., 2012). Por exemplo, a
atividade fosfatase é geralmente maior em solos acidos, onde a disponibilidade de P
€ baixa, pois as plantas precisam contar com a atividade da fosfatase para mobilizar
o P de fontes organicas (Richardson et al., 2011). Além disso, diferentes espécies de
plantas demonstraram ter niveis variados de atividade fosfatase, com algumas
espécies exibindo niveis mais altos de atividade enzimética do que outras (Vance et
al., 2003).
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No geral, as fosfatases sdo enzimas essenciais nas raizes das plantas,
desempenhando um papel critico na aquisicdo e mobilizacdo de P, um macronutriente
crucial necessario para o crescimento e desenvolvimento das plantas (Veneklaas et
al., 2012). Compreender os fatores que influenciam a atividade da fosfatase nas raizes
das plantas pode ajudar a otimizar as praticas de manejo do solo e das plantas para
melhorar a PUE e consequentemente a produtividade das culturas.

Outros tipos de enzimas extracelulares séo as proteases e peptidases, que
sdo capazes de mineralizar proteinas e peptideos no ambiente da rizosfera,
produzindo aminoacidos e peptideos de menor tamanho (Vranova et al., 2013). As
plantas de habitats naturais e agricolas podem absorver aminoacidos do solo, e esses
aminoacidos sao fontes potencialmente importantes de N para as plantas. Desta
forma, Godlewskie & Adamczyk (2007) concluiram com seus estudos que plantas
podem desenvolver estratégias para aumentar ativamente o nivel de aminoéacidos
livres na solucao do solo como fonte de N.

Existem varios tipos de proteases, como as exopeptidases que agem nas
ligagBes peptidicas dos aminoacidos terminais das cadeias peptidicas, bem como no
carbono ou no N terminais, sendo capazes de remover um, dois ou trés aminoacidos
do lado N-terminal, enquanto as endopeptidases (sinbnimo de proteinases) catalisam
a hidrélise das ligacdes peptidicas internas (Landi et al., 2011).

As endopeptidases sdo reconhecidas de acordo com a natureza quimica
dos grupos responsaveis pela atividade catalitica (Landi et al., 2011) e séo divididas
em quatro classes distintas: serina, cisteina, aspartica e metaloendopeptidases
(Kalisz, 1988, Page e Di Cera, 2008). Godlewskie & Adamczyk (2007) demonstraram
a producdo de proteases cisteina por raizes de plantas agricolas cultivadas
assepticamente, onde nenhuma proteina foi necesséria para induzir sua secre¢éo. A
secrecdo de protease difere dependendo do local da raiz, sendo que os apices
secretam proteases mais intensamente em comparag¢ao com partes maduras, e pode
ser afetada por estresses, incluindo herbivoria (L6pez-Bucio et al, 2003; Singh et al.,
2009). O conhecimento acerca das proteases extracelulares de plantas na nutricao
vegetal de N ainda € escasso apesar de todos os trabalhos tratados sobre proteases
do solo. Em estudo recente se concluiu que a proteina do solo tem que estar de forma
muito proxima a superficie da raiz para que a absorcao de N oriundo de proteinas seja

significativa (Greenfield et al., 2020). Nesse mesmo trabalho também se concluiu que
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a falta de inducéo de proteases na deficiéncia de N sugere que a atividade protease

nao esta relacionada a um aumento na aquisicao de N (Greenfield et al., 2020).

1.4.3. Absorcao de formas organicas de nutrientes pelas plantas

O nitrogénio (N) entra no solo principalmente através da fixacdo de
dinitrogénio (N2) e da deposicédo atmosférica. O N esta relacionado a estrutura das
plantas por constituir moléculas fundamentais a vida como &cidos nucleicos,
aminoacidos e proteinas. As plantas podem usar uma ampla gama de formas
guimicas de N, variando de compostos inorganicos de N, como amonio (NH4*) e nitrato
(NO3), e formas organicas como aminoacidos e peptideos, sem necessidade de
assisténcia de microrganismos do solo (Paungfoo-Lonhienne et al., 2008). Entretanto,
assim como ocorre no caso da deficiéncia de P, para lidar com a deficiéncia de N,
grandes quantidades de fertilizantes comerciais sdo usadas na agricultura e na
silvicultura. O uso excessivo de fertilizantes inorganicos nitrogenados resulta em
poluicdo ambiental, bem como em efeitos adversos a saide humana e animal (Gruber
& Galloway, 2008). Formas de N inorganico como nitrato e amonio sdo as principais
formas absorvidas pelas plantas na maioria dos solos. No entanto, a contribuicdo do
N oriundo de aminoacidos para a nutricdo da planta pode ser mais relevante do que
inicialmente suposto, principalmente em solos de regides mais frias com maior
acumulo de matéria organica (Larcher, 2001).

As plantas possuem proteinas inter-membranas para transporte de
aminoacidos com diferentes especificidades de substrato e padrées de expressao
dependendo do 6rgdo e do tecido (Tegeder & Masclaux-Daubresse, 2018). Em
Arabidopsis thaliana existem mais de 100 genes que codificam para transportadores
de aminoacidos (Schwacke et al., 2003) classificados em duas familias principais: ATF
(AMINO ACID TRANSPORTER FAMILY) e APC (ACID-POLYAMINE-CHOLINE
FAMILY) (Rentsch et al., 2007). A familia de transportadores ATF se divide em seis
subfamilias, onde uma delas, LHT (LYSINE HISTIDINE TRANSPORTER), com 10
membros, é responsavel por processos, que variam desde o desenvolvimento de
polen (Lee & Tegeder, 2004) a absor¢do de aminoacidos pelas raizes (Svennerstam
et al., 2007). Os genomas das arvores em geral podem conter dezenas de genes que
codificam a familia de transportadores LHT (Madeira et al., 2019). Foi observado

especificamente que AtLHT1 de A. thaliana estd envolvido na absorcdo de
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aminoacidos neutros e acidos em solos de sistemas naturais (Svennerstam et al.,
2011) e em solos agricultados (Ganeteg et al., 2017). Recentemente foi identificado
PtrLHT1.2, um gene homélogo de AtLHT1 em um hibrido de alamo (Populus tremula
L. x P. tremuloides Michx), indicando sua funcdo na nutricio de N em espécies
arbéreas (Gratz et al., 2021).

A permease AAP5 (AMINO ACID PERMEASE 5) esta envolvida na
absorcao de aminoacidos catidnicos como L-arginina e L-lisina tanto em alta quanto
em baixas concentracdes externas a raiz (Nasholm et al.,, 2009; Rui et al., 2022;
Svennerstam et al., 2008). Além disso, foi observado que transportador de prolina
ProT2 (PROLINE TRANSPORTERS 2) estad envolvido na absorcdo radicular de
aminoacidos (Hirner et al., 2006; Lee et al., 2007; Lehmann et al., 2011; Svennerstam
et al., 2007). Também foi observado que a disponibilidade de N pode afetar a formacéo
de raizes e de transportadores de peptideos como os da familia PTR (PEPTIDE
TRANSPORTER) (Paungfoo-Lonhienne et al., 2009), e que PTR1, transportador de
nitrato, di- e tripeptideos, € codificado pelo gene LATD/NIP, que tem papel na
formacao de raizes laterais e primarias em Medicago truncatula (Harris & Dickstein,
2010).

Em solos superficiais de regides temperadas e umidas, entre 90 e 98% do
enxofre (S) esta geralmente presente em formas organicas. Assim como no caso do
P, ndo se conhecem exatamente as formas quimicas de S orgéanico no solo (Zhao et
al., 2006). Entretanto, se sabe que o S pode estar na matéria organica: em sua forma
mais reduzida, em compostos como sulfetos, dissulfetos, tibis e tiofenos; no estado
redox intermediario, incluindo sulfoxidos e sulfonatos nos quais o enxofre esta ligado
ao carbono, mas também ao oxigénio e em formas altamente oxidadas de S formando
sulfatos de éster (Zhao et al., 2006). Diferentemente do N, ndo ha registros da
absorcéo direta de S orgéanico pelas raizes. Entretanto, aminoacidos como cisteina,
cistina e metionina, possuem S e possivelmente podem ser absorvidos pelos
transportadores de aminoacidos presentes em membranas de células das raizes.
Portanto, a maior parte de S encontrado na matéria organica do solo precisa ser
mineralizada pela microbiota do solo, disponibilizando S em sua forma de sulfato para
absorcao e assimilacao pelas plantas (Narayan et al., 2022).

O P, por sua vez, pode estar presente no solo numa grande variedade de

compostos organicos. Utilizando ATP marcado com 33P como Unica fonte de P, foi
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observado que plantas do hibrido Populus x canescens aclimatadas a condi¢cfes de
baixo Pi apresentaram maior atividade fosfatase quando expostas ao ATP, no entanto,
guando aclimatadas a altas concentracdes de Pitiveram baixa atividade fosfatase
guando expostas ao ATP (Kavka et al., 2021). Liang et al., (2010) caracterizaram o
gene de uma fosfatase &cida (PvPAP3) que é ancorada na membrana plasmatica de
células epidérmicas e secretada no apoplasto de plantas de Phaseolus vulgaris. O
produto de PvPAP3 foi associada a utilizacdo de ATP extracelular como fonte de P
em plantas com superexpressao do gene. George et al. (2008) utilizaram glucose-6-
fosfato e RNA como Unicas fontes de P in vitro e observaram o aumento na atividade
fosfodiesterase e fosfomonoesterase associada a raiz e secretada em plantas de trigo
(Triticum aestivum L.).

A absorgcéo do P em sua forma organica nao tem sido descrita, uma vez
que as raizes absorvem o fosfato liberado apdés a mineralizacdo de compostos
organicos com P. Entretanto, Scheerer et al. (2019) sugeriram que tanto a adenosina
monofosfato (AMP) quanto o ADP poderiam ser absorvidos integralmente por raizes
de &lamo (Populus x Canescens) sem prévia hidrélise de grupos fosfatos, mas a
evidéncia com nucleosideos e nucleotideos marcados com 2P e >N confirmou a

absorcao do nucleosideo adenosina, o qual ndo contém P.
1.5. Microrganismos rizosféricos: solubilizacdo e mineraliza¢do do P,

Em ecossistemas naturais e agricolas, as plantas existem em intima
associacdo com uma miriade de microrganismos (Oulhen et al., 2016). O microbioma
da planta é constituido por todos 0s microrganismos presentes nas superficies e no
interior dos tecidos dos 6rgaos vegetais; desde a superficie das folhas, a filosfera; em
tecidos internos da planta, a endosfera, e na superficie da raiz, rizoplano, assim como
a regido do solo sob influéncia da raiz, a rizosfera (Andreote et al., 2014). Bactérias,
archaea, fungos, oomicetos, metazoarios e virus residem na rizosfera (Philippot et al.,
2013).

Como dito acima, alguns microrganismos do solo podem ser patogénicos
as plantas, no entanto, grande parte fornece beneficios aos vegetais (Jacoby et al.,
2017). Destacam-se como microrganismos rizosféricos benéficos as plantas os fungos
micorrizicos, as bactérias capazes de fixar N2, além de fungos e rizobactérias

promotoras do crescimento de plantas (RPCPs) (Jacoby et al., 2017).
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O recrutamento de microrganismos benéficos para a rizosfera é realizado
através da exsudacdo radicular de compostos especificos com propriedades
semioquimicas (Jacoby et al., 2017). Os exsudatos radiculares, além de fornecerem
C para os microrganismos heterotroficos, sdo fonte de sinais moleculares que
permitem que 0S microrganismos e a planta se comuniquem através de interagdes
guimicas. Alguns compostos dos exsudatos radiculares podem apresentar atividade
hormonal como no caso das estrigolactonas que iniciam a cascata de sinalizacdo que
permite o estabelecimento da simbiose com FMAs (Jacoby et al., 2017).

As RPCPs apresentam varios mecanismos que podem promover o
crescimento das plantas, como a fixagdo de Nz; a solubilizacdo de P e K de fontes
minerais pouco soluveis; a producdo de sideroforos capazes de diminuir a
disponibilidade de nutrientes para plantas competidoras ou microrganismos
patogénicos (Blindauer & Schmid, 2010; Jacoby et al., 2017). Diversas espécies de
RPCPs, dos géneros Pseudomonas, Bacillus e Rhizobium, por exemplo, séo capazes
de solubilizar o P adsorvido as superficies minerais através do metabolismo
respiratorio, que acidifica 0 meio e dessorve o fosfato. Bactérias e fungos podem
mineralizar fontes organicas de P através de fosfatases acidas, alcalinas ou pela acéo
de fitases e ribonucleases. Como grande parte do Po presente no solo é constituida
pela biomassa microbiana (Spohn, 2020), a capacidade destes microrganismos de
mineralizar o Po esta relacionada com a ciclagem de P do solo, o que é importante
para a nutricdo das plantas.

Acidos organicos sdo produzidos no espaco periplasmatico pela via de
oxidacao direta (Zhao et al., 2014) e juntamente com seus ions carboxila e hidroxila
guelam cations ou reduzem o pH para liberar P (Seshachala & Tallapragada, 2012).
A excrecdo desses acidos organicos € acompanhada por uma queda no pH que
resulta na acidificacdo das células microbianas e do ambiente (Goldstein, 1994). Um
mecanismo alternativo a producdo de &cidos organicos para solubilizagdo de fosfatos
minerais € a liberacdo de H* para a superficie externa em troca da captacdo de
cations, papel de H*-ATPases (Rodriguez & Fraga, 1999). A assimilacdo de NH4*
dentro das células microbianas € acompanhada pela liberacdo de protons e isso
resulta na solubilizacdo do P (Sharma et al., 2013).

O é&cido glucénico é o acido organico produzido por bactérias mais

frequente na solubilizagéo de minerais fosfato, quelando os cations ligados ao fosfato
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e disponibilizando as plantas (Goldstein & Krishnaraj, 2007). Goldstein (1996) propés
a oxidacao direta da glicose em acido glucénico como o principal mecanismo para a
solubilizacédo do fosfato mineral em bactérias gram-negativa. A biossintese do acido
glucbnico é realizada pela enzima glicose desidrogenase (GDH) e pelo cofator
pirroloquinolina quinona (PQQ).

Os genes mps (mineral phosphate-solubilizing) e pK1M10 produzem acido
gluconico e solubilizam Pi além de provavelmente estarem envolvidos na sintese de
PQQ (Goldstein & Liu, 1987). J& os genes gabY e pKG3791 também produzem &cido
glucdnico e solubilizam Pi, mas ndo tém homologia com genes de PQQ (Babu-Khan
et al., 1995; Y.-O. Kim et al., 1998; Krishnaraj & Goldstein, 2001).

A solubilizacdo de minerais fosfato por microrganismos também pode
ocorrer através da producdo de acidos inorganicos como acido sulfarico, nitrico e
carbdnico, além da producédo de substancias quelantes (Kim et al., 1997). Entretanto,
€ observado que a producdo de acidos inorganicos e substancias quelantes séo
menos efetivas na solubilizacdo de fosfato mineral do que acidos orgéanicos (Kim et
al., 1997).

Bactérias ainda podem mineralizar o P ligado a compostos organicos no
solo através de diferentes enzimas (Alori et al., 2017). O P pode ser liberado de
compostos organicos no solo por trés grupos de enzimas: (1) fosfatases inespecificas
(NSAPs), que realizam a desfosforilacdo de ligacbes fosfoéster ou fosfoanidrido na
matéria organica, (2) fitases, que causam especificamente a liberacao de P do &cido
fitico e (3) fosfonatases e C—P liases, enzimas que realizam a clivagem de ligacoes
C-P em organofosfonatos (Rodriguez et al., 2006). Dentre as NSAPs estdo as
fosfomonoesterases que podem ser acidas ou alcalinas (Jorquera et al., 2011). Nos
solos a principal atividade de mineralizagéo de P, corresponde as fosfatases acidas e
fitases devido a presenca predominante de seus substratos no solo e ao pH da maioria
dos solos ser de acido a neutro (Rodriguez and Fraga, 1999).

Grande parte do Po no solo € constituido por fitato, desta forma, genes de
fitase termicamente estaveis de Bacillus sp. DS11 (Kim et al., 1998) e de B. subtilis
VTT E-68013 (Kerovuo et al., 1998) foram clonados. Os genes da fosfatase acida-
fitase de E. coli (genes appA e appA2) também foram isolados e caracterizados
(Golovan et al., 2000; Rodriguez et al., 1999). A dupla funcionalidade dessas enzimas

as torna de potencial interesse biotecnoldgico para fins de solubilizacdo de Po no solo.
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Além disso, fitases neutras podem ter grande potencial para transformacéo genética
de plantas, uma vez que fitases fungicas possuem menor especificidade de substratos
do que fitases neutras bacterianas (Tye et al., 2002).

A utilizagdo de microrganismos solubilizadores de P como inoculantes
microbianos é um novo horizonte para uma melhor produtividade vegetal. Esta
tecnologia pode contribuir para sistemas agricolas de baixo consumo possibilitando
uma produtividade mais eficiente na utilizacao de nutrientes (Kirui et al., 2022).

No fim da vida, a biomassa microbiana contribui para a impressao
molecular microbiana na formacdo de matéria organica do solo com propriedades
especificas na forma de necromassa microbiana, como por exemplo: sequestro de C,
retencdo de nutrientes e agua, habitat para organismos, entre outros (Baveye et al.,
2016). Efeitos positivos da necromassa microbiana na dinamica do carbono organico
do solo e no acumulo de lignina foram observados (Li et al., 2020), bem como sua
influéncia na formacéo da matéria organica do solo, contribuindo com a ciclagem de
nutrientes (Kastner et al.,, 2021; Chao Liang et al., 2020). Entretanto, o papel da

necromassa microbiana como fonte de P para as plantas nao tem sido explorado.
1.5.2. Fungos micorrizicos arbusculares: absorcao e mineralizacéo de P

Entre os microrganismos do solo, os FMAs sao capazes de estabelecer
associacdes micorrizicas com raizes de cerca de 80% das plantas vasculares
(Brundrett & Tedersoo, 2018). Nesta associacdo a planta fornece C para o FMA,
enquanto o FMA em troca, disponibiliza nutrientes minerais e agua (Evert et al., 2013).

Registros fosseis do Devonico, ha 400 milhdes de anos, sugerem que 0s a
relacdo simbidtica entre FMAs e plantas j4 estava presente em espécies da flora
terrestre primordial, indicando a origem ancestral tanto dos fungos quanto da simbiose
num processo de coevolucao (Strullu-Derrien, 2018).

Estudos filogenéticos recentes revelam que a auséncia de simbiose com
FMAs em espécies nao-micorrizicas esta associada a perda de genes reguladores da
relacdo simbidtica (Bravo et al., 2016). A associagdo micorrizica arbuscular também
pode conferir aumento de resisténcia a estresses ambientais, além de contribuir com
a estabilidade do solo, o que sugere que os FMAs sejam 6timos aliados a agricultura
sustentavel (Gianinazzi et al., 2010).

O estabelecimento da associagcdo micorrizica arbuscular ocorre a partir de

um didlogo molecular pré-simbiético entre planta e fungo, onde as raizes liberam
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compostos como flavonoides e estrigolactonas (SLs), que podem ou n&o ser uma
resposta da planta ao baixo P dependendo da intensidade (Montero et al., 2019).
Esses compostos sdo percebidos pelo FMA, que por sua vez libera os chamados
fatores Myc, que sé&o lipoquitooligossacarideos (LCOs), que sdo detectados pelas
raizes (Harrison, 1993; Kloppholz et al., 2011; Kretzschmar et al., 2012; E. Wang et
al., 2012). Este processo ativa uma via de sinalizacdo de simbiose, conhecida como
rota simbidtica comum, através de uma cascata de respostas génicas que promovem
a acomodacao intracelular do simbionte (Camps et al., 2015). O hifopédio, uma hifa
especializada ramificada e inchada, se forma ao contato com a superficie da raiz e a
percepcao do hospedeiro desencadeia o crescimento de hifas e ramificacbes do FMA.
Além disso, estudos recentes em arroz demonstraram que o regulador transcricional
de resposta a baixo P PHOSPHATE STARVATION RESPONSE 2 (PHR2) regula o
estabelecimento da associacao micorrizica arbuscular, sendo um gene requerido para
a colonizacao radicular (Das et al., 2022). Uma vez que o FMA penetra as células
epidérmicas da raiz, a planta direciona, através da expressdo de varios genes e
fatores de transcrigdo, o crescimento do fungo, eventualmente formando os
arbusculos, hifas altamente ramificadas que invaginam a membrana de células
corticais e que sdo considerados os sitios de troca de nutrientes entre hdspede e
hospedeiro (Gutjahr & Parniske, 2013). Concomitantemente podem ser formadas
outras estruturas fungicas intrarradiculares, as vesiculas, que atuam como
reservatério de lipidios (Gutjahr & Parniske, 2013).

Os FMAs pertencem ao phylum Glomeromycota, subphylum
Glomeromycotina, e constitui um grupo com cerca de 300 espécies conhecidas
(Stirmer & Kemmelmeier, 2021). Outros autores com base em analises filogenéticas
colocam o subfilo Glomeromycotina dentro do filo Mucoromycota (Spatafora et al.,
2016). A planta hospedeira fornece carbono na forma de hexoses e &cidos graxos
para o FMA, e que é utilizado para crescimento e manutencdo do fungo (Ait Lahmidi
et al., 2016; Bravo et al., 2016; Jiang et al., 2017). Estima-se que até 22% do carbono
fixado na fotossintese pelas plantas € direcionado ao FMA como permuta da
transferéncia de P pelo fungo. Os fungos importam acidos graxos da planta, uma vez
gue sdo auxotréficos para estes compostos, utilizando transportadores dependentes
de RAM2 (REQUIRED FOR ARBUSCULAR MYCORRHIZATION 2) e dependente da
via de exportacao de lipidios vegetais mediada por transportadores de ATP (Jiang et
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al., 2017). As hexoses sao transportadas através de transportadores MST como o
caso de RIMST5 e RiIMST6 de Rhizophagus irregularis (Ait Lahmidi et al., 2016).

A via micorrizica de absorcao de P pode ser capaz de suprir a necessidade
total do elemento na planta (Chiu & Paszkowski, 2019). Desta forma, a relacdo entre
FMA e plantas terrestres é dependente do status nutricional da planta e da
disponibilidade de P no solo (Lambers et al., 2020). Sob alta disponibilidade de Pipode
ocorrer a inibicdo do estabelecimento da associacdo micorrizica arbuscular (Breuillin
et al., 2010), da mesma forma, a alta deficiéncia do elemento também inibe a relacao
simbidtica (Abbott et al., 1984).

Os FMAs tém a capacidade de absorver o P na forma de fosfato, atraves
das hifas do micélio extrarradicular que pode se estender além da area de deplecao
de P formada ao redor das raizes. Estima-se que esses fungos aumentem o potencial
da raiz de exploracdo do solo, aumentando-o em até seis vezes (McCormack &
Iversen, 2019). Uma vez absorvido o fosfato, os FMAs sintetizam cadeias de
polifosfato através de proteinas VTC (vacuolar transporter chaperone) (Bhalla et al.,
2021). O P é transportado na forma de polifosfato até as hifas intrarradiculares, no
interior da raiz hospedeira (Smith & Read, 2008), onde € hidrolisado e o fosfato
transferido as células da planta por transportadores especificos na interface simbiética
(Ezawa & Saito, 2018).

Mesmo em solos com quantidades relativamente altas de P, FMAs podem
causar deplecédo do elemento no solo (Wei-ge et al., 2022). Além de FMA facilitar a
absorcao de P pelas plantas, podem regular a sua absorcédo, como observado em
plantas de Eucalyptus marginata crescendo em solos com altos niveis de P, e evitando
a toxicidade por P (Tibbett et al., 2021).

Hifas de FMA também possuem atividade de fosfatase acida (Joner &
Johansen, 2000) e ha indicios de que hifas do FMA R. irregularis apresentem atividade
fitase (Koide & Kabir, 2000), mas a duvida da origem da atividade permanece uma
vez que bactérias da hifosfera como Pseudomonas alcaligenes, associadas as hifas
do fungo, possuem atividade fitase (Zhang et al., 2014). Um estudo recente de
caracterizacdo de perfis funcionais do microbioma rizosférico observou que R.
irregularis recruta um microbioma especifico na hifosfera que promove perfis
funcionais relacionados a utilizacdo de Po, aumentando a utilizacdo do P de fitato

(Wang et al., 2023). Tem sido apontado que o core do microbioma da hifosfera de
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FMAs €& taxonomicamente conservado e fornece funcbes relacionadas a
mineralizacdo do Po complementando o potencial funcional de FMA (Wang et al.,
2023).

Zhou et al., (2022) observaram em plantas de milho que FMA tém um papel
mais relevante do que os pelos radiculares na modula¢cédo da comunidade microbiana
rizosférica e aumenta a mineralizagdo de Po da rizosfera. As hifas de FMA podem
recrutar bactérias com atividade fosfatase alcalina, fornecendo outra funcdo que esta
ausente nas hifas (Zhang et al., 2018).

FMAs também estdo associados com a formacdo e estabilizacdo da
matéria organica do solo (Frey, 2019), uma vez que espécies de plantas que fazem
associac6es com FMA podem alocar carbono mais facilmente a sua rizosfera através
de exsudacao (Frey, 2019; Jeewani et al., 2021; Kaiser et al., 2015). Sugere-se que a
exsudacao de compostos de baixo peso molecular por raizes e hifas micorrizicas é a
rota dominante pela qual carbono atmosférico entra no solo (Kuzyakov, 2002), o que
pode estimular o crescimento microbiano e maiores atividades enzimaticas
relacionadas com a mineralizacdo da matéria organica (Pan et al., 2023; Zheng et al.,
2023).

Desta forma, além da capacidade dos FMA de mineralizacdo de Po e
transporte de P para plantas, estes fungos exercem grande influéncia sobre o bioma
da rizosfera, moldando-o de forma a potencializar processos associados a nutricao
das plantas hospedeiras (Duan et al., 2023; Wang et al., 2023; Zhang et al., 2018;
Zhou et al., 2022).

Em um estudo em sistema com diferentes compartimentos para raizes
micorrizadas e para hifas extrarradiculares de FMA foi avaliado o papel do FMA
Glomus versiforme na disponibilizagcdo de P oriundo de lecitina, RNA ou fitato para
plantas de Trifolium pratense e observou-se que a contribuicdo das fontes de Po
utilizadas no P acumulado pelas plantas foi de até 31% (Feng et al., 2003). A
inoculacdo do FMA Funneliformis mossae em Camellia oleifera resultou em maior
conteudo de P na parte aérea e raiz e maiores atividades fosfatase e fitase na raiz do
gue plantas nao inoculadas, sugerindo que a associacéo potencializa as atividades de
mineralizacao de Po no solo.

A capacidade dos FMA em promover a mineralizagdo de formas de Po,

pode contribuir positivamente com a nutricdo da planta e sugere que a promocéo da
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simbiose é uma forma sustentavel para producéo vegetal (Sulieman & Miihling, 2021).
Neste sentido de sustentabilidade de sistemas de producéo, a capacidade de FMAs
em promover maior crescimento de plantas de tomate, Solanum lycopersicum,
supridas com P na forma de estruvita, indica a inducao da solubilizac&o deste tipo de
fertilizante fosfatado (Di Tomassi et al., 2021).

1.6. Eucalyptus: origem, importancia comercial e ecolégica

Os eucaliptos sdo um grupo de vegetais arbéreos da familia Myrtaceae que
compreende sete géneros até entdo: Angophora Cav., Allosyncarpia S.T. Blake,
Eucalyptus L’'Hérit, Corymbia K.D. Hill; L.A.S Johnson, Stockwellia Carr, Carr &
Hyland, Eucalyptopsis C.T. White e Arillastrum Pancher ex Baill. (Bayly et al. 2013).
Os eucaliptos tém grande distribuicdo geogréafica, ocupando nichos ecoldgicos
diferentes, se estendendo desde zonas tropicais até zonas temperadas. As mais de
800 espécies descritas hoje compdem principalmente florestas, bosques e matagais
de regides da Austrdlia, Timor-Leste, Papua-Nova Guiné e Tasméania (Flores et al.
2016).

Os eucaliptos sdo espécies arboreas perenes, geralmente com fuste ereto
e alta taxa de crescimento, podendo atingir alturas de mais de 80m. Além disso,
glandulas localizadas nas folhas de véarias espécies de eucaliptos produzem 0leos
volateis e aromaticos mono- e sesquiterpenos com propriedades medicinais (Goodger
et al. 2018). As folhas geralmente apresentam anatomia e morfologia diferentes ao
longo do seu desenvolvimento de planta jovem para adulta, com folhas grossas e
resistentes.

A arvore de eucalipto foi descrita em 1777 pelo botanico francés Charles
Louis L'Héritier de Brutelle, no qual usou um hol6tipo de Eucalyptus obliqua para
identificagéo (Hall 1978). O termo “eucalyptus’ significa “bem (eu) coberto (kalypto)”,
em referéncia aos opérculos dos botbes florais do grupo (Youl 1996).

O género Eucalyptus apresenta cerca de 600 espécies, que na sua grande
maioria sdo nativas da Australia. O género foi introduzido inicialmente no Brasil com
finalidades como paisagismo, formacédo de barreiras quebra-ventos e obtencéo de
Oleos essenciais (Junior & Silveira, 2021). Hoje, a cultura do género é de grande
relevancia econémica para o pais por estar relacionada ao abastecimento de matéria-

prima de empreendimentos industriais de base florestal, como a industria de celulose
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e papel, e a siderurgia a carvao vegetal (Resende & Alves, 2021). Segundo Alves e
Resende (2021), o plantio de eucaliptos “contribui para a conservagao ambiental e de
espécies nativas via a minimizacao da pressao extrativista sobre os recursos florestais
autoctones”. Os cultivos de eucaliptos, dependendo da forma de manejo -
considerando o0s conceitos de ecologia da paisagem, como protecao de
remanescentes, corredores de vegetacao natural, compondo uma riqueza maior de
espécies arbéreas, além da manutencdo da matéria organica e da porosidade do solo
- representam servigos ecossistémicos como: producdo de fibras; prevencdo de
erosao; manutencdo da fertilidade do solo; recursos genéticos; manejo de pragas e
doencas; ciclagem de nutrientes e conservacdo da biodiversidade (Vargas et al.,
2021).

Em solos com alta disponibilidade de P folhas de espécies de Eucalyptus
apresentam altas concentragfes de acido fitico a fim de manter o equilibrio celular de
P (McQuillan, 2020). Com a queda da folha ao solo o fitato armazenado nas folhas
representa uma fonte potencial de Po (Watson et al., 2019), o que sugere que solos
de florestas de Eucalyptus possam estar enriquecidas em Po € com microrganismos
capazes de mineralizar esta forma de P (Waithaisong et al., 2020).

Espécies de Eucalyptus apresentam teores adequados de P nas folhas
entre 0,9 e 1,3 g kg%, e, no geral, apresentam sintomas de deficiéncia abaixo desta
faixa e de toxicidade de P quando acima destas concentracdes (Raij et al., 1996).

Recentemente alguns trabalhos acerca da relacao entre plantas jovens de
eucaliptos e nutricdo de P tém sido publicados pelo nosso grupo de pesquisa
(Bulgarelli et al., 2019; Bichara et al., 2021). Bulgarelli et al., (2019), por exemplo,
avaliaram um total de 24 espécies de eucaliptos e suas capacidades em crescer sob
baixa disponibilidade de P, ilustrando a diversidade de respostas a baixa
disponibilidade de P dentro deste grupo de espécies. Bichara et al., (2021) avaliaram
as mudancas morfolégicas de raizes de cinco espécies eucaliptos sob baixa
disponibilidade de P, concluindo que o comprimento e densidade de pelos radiculares
sé8o a resposta mais comum a baixa concentragdo de P. Andrade et al., (2022)
observaram que a baixa disponibilidade de P aumenta a exsudacgdo radicular em
espécies de eucalipto. Além disso, de Oliveira et al., (2022) puderam concluir que a
inoculacdo do FMA R. irregularis em plantas de E. grandis reduziu o estresse das

plantas causado pelo baixo P.
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2. Objetivos

O presente trabalho tem como objetivo avaliar a capacidade de duas
espécies de eucalipto, E. grandis e E. globulus, em utilizar fontes organicas de P a
partir de diferentes fontes de P isoladas, assim como avaliar a contribuicdo da
associagao de eucalipto com FMASs na utilizacdo de P a partir destas diferentes fontes
de P.

3. Hipoteses

e A presencga da micorriza arbuscular influencia positivamente a utilizagao de Po
alterando a absorcao e acumulo de P e modificando a atividade enzimatica das
raizes;

e Espécies de eucaliptos diferem na sua capacidade de utilizar fontes de Po, e
isto esta associado com a atividade das enzimas secretadas na sua rizosfera e
de sua interagdo com FMA;

e A espécie com maior eficiéncia na capacidade de utilizar P de fontes de Po €
menos dependente da disponibilidade de Pi no meio.

4. Materiais e Métodos

4.1. Instalacdo e conducgao do experimento

Neste trabalho utilizamos as espécies E. grandis e E. globulus, por serem
espécies de relevante interesse comercial e por apresentarem respostas diferentes a
baixa disponibilidade de P no solo (Bulgarelli et al., 2019). E. grandis tem seu genoma
completamente sequenciado, possibilitando uma fonte de informacdo genética
(Myburg, 2014). Além disso, ambas as espécies sdo capazes de estabelecer
associac0es micorrizicas e crescem em ambientes naturais com presenca de diversas
formas de P, o que viabiliza a avaliacdo proposta neste trabalho. A espécie de FMA
utilizada foi Rhizophagus intraradices, espécie disponivel como inoculante comercial

aprovado atualmente pela ANVISA no Brasil (NovaTero, 2019).
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Foram realizados concomitantemente dois experimentos com
delineamento totalmente ao acaso, e em esquema fatorial 7 x 2, com dez repeticoes,
totalizando 140 parcelas experimentais cada um. O experimento 1, teve como planta
estudo Eucalyptus globulus (Gl) e o experimento 2 plantas de E. grandis (Gr). Os
fatores em estudo foram: 7 fontes de P: glucose-6-fosfato (G); fitato (F); RNA de
levedura torula (R); ATP (A); necromassa de Pseudomonas putida (N); fosfato de
potassio (C) e fosfato de ferro Il (Fe) e a inoculacdo (M) ou ndo (NM) do FMA
Rhizophagus intraradices.

Para obtencao das plantulas foram preparadas sementeiras utilizando areia
autoclavada como substrato. As sementes de E. globulus e E. grandis foram
desinfetadas superficialmente com etanol 70% por 30 s, lavadas com agua estéril,
imersas em solucé@o de hipoclorito de sédio 2,5% por 10 min e lavadas novamente
com agua estéril, para posterior semeadura. O substrato das sementeiras foi areia
grossa (granulometria de entre 0,5 e 1 mm), a qual foi analisada quimicamente quanto
ao teor de P disponivel, extraido com resina de troca ibnica, e contendo 2 mg dm- de
P. Por ocasido da semeadura foi adicionado o in6culo de FMA, utilizando em torno de
100 mg de inéculo comercial de Rhizophagus intraradices nos tratamentos M.

Uma semana antes do transplante foram coletadas plantas das duas
espécies dos tratamentos com e sem inoculacédo do FMA para verificar a colonizacao
micorrizica, que se mostrou presente nos tratamentos inoculados com o fungo. O
transplante das plantulas para tubetes de 100 mL com o mesmo substrato das
sementeiras ocorreu quatro semanas apos a germinacao das plantulas, com uma
plantula por tubete.

As plantulas foram cultivadas em condicbes de casa de vegetacdo, com
condi¢cBes naturais de luz e temperatura. A irrigacéo foi realizada de forma manual e
diariamente com o auxilio de seringas de 10 mL de capacidade. Foram adicionados a
cada semana em torno de 15 mL das soluces 0,1 mM L* de fontes de P. Uma vez
na semana foi adicionada solucao de Hoagland meia-for¢ca (Hoagland & Arnon, 1938)
e sem fonte de P. Durante a irrigacdo tomou-se o cuidado de evitar a percolagéo de
solucéo. Durante o periodo de experimentacdo o volume das solucdes das fontes de
P adicionadas a cada planta foram anotados, totalizando 166 mL de solugéo e um

total de 0,514 mg de P adicionado com cada fonte durante o periodo do experimento.
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Apos 12 semanas do inicio do tratamento com as fontes de P, as plantulas
foram coletadas em duas semanas subsequentes, cada semana com dois dias de
coleta consecutivos, totalizando 5 repeticdes de cada tratamento por semana. Na
primeira semana de coleta, foram coletadas as plantas que foram usadas para coleta
dos exsudatos radiculares. Na segunda semana de coleta, as outras 5 repeti¢cdes de
cada tratamento foram coletadas para a determinacdo imediata de atividade
enzimatica radicular. Para isto as raizes foram lavadas e aliquotas de
aproximadamente 100 mg foram retiradas, colocadas no gelo e utilizadas
imediatamente na avaliacdo das atividades da fitase e da fosfatase. A parte aérea
dessas plantas foi separada da raiz, guardada em sacos de papel e seca em estufa a
60 °C. O volume total de substrato de cada tubete foi guardado em sacos plasticos e
armazenado em camara fria a 4 °C para extragcdo do micélio externo do FMA. O
restante das raizes foi guardado em sacos de papel e posto para secar em estufa para

posterior pesagem.

4.2. Obtencgao de necromassa bacteriana

Para obtencdo de necromassa bacteriana foram utilizadas culturas de
Pseudomonas putida, a qual foi utilizada posteriormente como fonte de Po no
experimento deste estudo. Para isto foi utilizado um isolado de Pseudomonas putida
originalmente obtido da rizosfera de milho e identificado como IAC-RBmil (nimero de
acesso KJ590507) e gentilmente cedido pela Dra. Adriana Parada Dias da Silveira, do
Instituto Agronémico (IAC), em Campinas, Sao Paulo. O isolado foi crescido em meio
liquido Luria Bertani (LB). Ao todo, foram preparados 15 L de meio de meio de cultura
LB, contendo 10 g de caseina peptona, 5 g de extrato de levedura, e 10 g de NaCl,
por litro de agua destilada, e com pH ajustado a 7,0. 150 mL do meio de cultura foram
distribuidos em frascos erlenmeyer de 250 mL de capacidade e autoclavados a 120 °C
e 1 atms por 25 min. A inoculagéo do isolado foi realizada em cémara de fluxo
mantendo os protocolos de assepsia. Os frascos contendo o inéculo de P. putida
foram transferidos para incubadora de crescimento a 37 °C, com agitacao de 60 rpm
e mantida por 14 dias.

Para separacao da biomassa bacteriana produzida, o volume dos frascos
foi transferido a tubos de centrifuga e centrifugado por 6 min a 10.000 rpm. O

sobrenadante dos tubos foi descartado e o pellet, biomassa bacteriana, ressuspenso
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em agua destilada estéril com auxilio de vortex. Este processo de lavagem foi repetido
cinco vezes. Os tubos com os pellets lavados foram transferidos para estufa a 60 °C,
onde permaneceram por 2 dias até a completa secagem da massa microbiana. O
pellet seco foi macerado a p6 fino com o auxilio de N2 liquido e homogeneizado. Uma
subamostra da necromassa bacteriana foi enviada para analise elementar (Tabela 1).

Tabela 1. Concentracdo elementar da necromassa de Pseudomonas putida.

Elemento N P K Ca Mg S Cu Fe Na Zn Mn
g kg™ mg kg™
104,4 16,0 3,11 3,70 1,51 3,0 14 172 7400 198 14

4.3. Preparo das solugdes de fontes de P

Para preparacdo das solucbes com as diferentes fontes de P foram
utilizados reagentes de grau Sigma: fitato Sigma-Aldrich P8810, fosfato de ferro llI
Sigma-Aldrich 436011, RNA de Torula Sigma-Aldrich R6625 e glucose-6-phosphate
Sigma-Aldrich 10127647001. Foram feitas solucdes-estoque de 1 mM L1 de P para
posteriormente serem diluidas para solugbes de trabalho de 0,1 mM L1 de P, a
concentracdo definida para fornecimento as plantas. No caso do fosfato de ferro lll,
gue é insoluvel, foi calculada a quantidade correspondente de P que seria adicionada
cumulativamente até o final do experimento fornecendo uma solucdo de 0,1 mM L
de P, considerando um volume total de 150 mL até o fim do experimento, de 12
semanas de duracdo. A massa correspondente do reagente foi homogeneizada com
a areia dos tubetes antes do transplante das mudas. Todas as solu¢des-estoque foram
armazenadas em geladeira. Utilizamos a concentracédo de P a 0,1 mM L%, pois é uma
concentragcao que nao inibe a colonizagao por FMAs e alguns trabalhos sob condi¢des
semelhantes utilizaram esta faixa de concentracéo (Steidinger et al., 2015; Hayes et
al., 2000).

4.4. Determinacao da producédo de biomassa de parte aérea e raiz
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Apoés secagem, a parte aérea de 10 e a raiz de 5 repeti¢cdes (plantas) por

tratamento foram pesadas em balanca analitica.

4.5. Andlise dos parametros morfolégicos da raiz

O sistema radicular das mesmas cinco plantas de cada tratamento que
foram utilizadas para coleta de exsudatos radiculares, foi utilizado para determinacéo
dos parametros morfolégicos da raiz. As raizes foram escaneadas com resolucéo de
600 dpi em escaner (Epson Expression 12000XL) e as imagens digitalizadas foram
analisadas com o software WinRhizo (Regent Instruments Inc.). O comprimento total,

a area superficial e o diametro médio ponderado das raizes foram determinados.

4.6. Avaliagao de pigmentos das folhas

Dois dias antes da coleta, os indices de clorofilas, antocianinas e flavondis
foram medidos com um sensor portatil Dualex Scientific+ ™ (ForceA, Franca), usando
o lado adaxial das folhas totalmente expandidas (folhas maduras) e o terceiro par de
folhas sob o apice (folhas jovens). O indice de balanco de nitrogénio (NBI) é fornecido

pelo equipamento como a razéo entre os indices de clorofila e flavondis.

4.7. Avaliacdo da colonizag¢@o micorrizica

Para avaliacdo de colonizacdo da raiz pelo FMA, as raizes foram
previamente diafanizadas com KOH 10%, e posteriormente coloridas com solugéo 5%
de tinta de caneta (Pelikan preto) em vinagre (Vierheilig et al., 1998) para posterior
avaliacdo de colonizacdo micorrizica pelo método de Trouvelot et al. (1985). Foram
avaliados, sob microscépio 6ptico com aumento de 10x a 40x, 30 fragmentos de raiz

de aproximadamente 1 cm em 5 plantas de cada tratamento.

4.8. Quantificacdo do comprimento do micélio externo

Para determinar a extensdo do micélio externo de FMA foi utilizado o
método descrito por Melloni & Cardoso (1999), onde foram peneirados através de
peneiramento umido 30 mL de substrato dos tubetes em peneiras de 250 um,
utilizando 1500 mL de agua destilada e jarra de liquidificador de 2 L de capacidade.

Apoés o peneiramento a solugéo foi agitada na menor velocidade do liquidificador por
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30 s e deixada em repouso por 2 min. ApGs este tempo, 500 mL da solugéo foi
peneirada em malha de 44 um, onde o retido na malha foi transferido com 11 mL de
agua destilada para tubo Falcon de 15 mL de capacidade. 5 mL da solucao final foi
filtrada a vAcuo em membrana de nitrocelulose quadriculada com 64 campos (8x8)
previamente delimitados, o micélio foi corado com tripan blue 0,05%, e observado em
microscopio com ocular reticulada em aumento de 10x, contando as intersec¢des das
hifas com as linhas do reticulado da ocular nos 64 campos previamente delimitados.
O numero de intersecc¢des foi multiplicado pelo fator 0,021387 (Melloni & Cardoso,
1999) e dividido pelos 30 mL correspondente a quantidade de substrato utilizado, a

extensdo do micélio externo foi expressa em m mL* substrato.

4.9. Determinacao da concentracao de P na parte aérea

A parte aérea seca foi moida em moinho de bancada e 30 mg foram
utilizados para determinacéo do P total de acordo com o método descrito em Thirkell
et al., (2020). Apéds a digestédo do tecido vegetal com acido sulftrico e peroxido de
hidrogénio 35% (v/v), no digerido foi determinada a concentracéo de P pelo método
colorimétrico do azul de molibdato (Murphy & Riley, 1962), a absorbancia da reacao
lida a 882 nm em espectrofotbmetro leitor de microplacas (modelo EspectraMax M
Series). Para a curva padrao foram utilizadas concentra¢des de 0, 0,5, 1, 1,5, 2, 3, 4,
5,10 e 15 ppm de P L. A concentracéo de P foi expressa em g kg. O contetido de
P acumulado foi calculado multiplicando a concentracdo pela quantidade de biomassa
de parte aérea produzida por cada planta e expresso em mg planta.

A eficiéncia de uso de P (PUE, g MS g P) foi calculada utilizando a
seguinte equacao (Siddigi & Glass, 1981):

PUE =

[P]
A eficiéncia de absorcéo de P (PUPE, g Pparte asrea §™* Psubstrato) foi calculada
utilizando a seguinte equacao (Gerloff, 1977):

[P]xMS

PUpE =
p Pdisp

Onde MS indica a massa seca total das plantas, [P] a concentracao de P

na parte aérea e Pdisp o P disponivel no substrato e foi considerado como a



45

guantidade de P adicionada até o fim do experimento, ou seja, 0,514 mg de P, e que

foi a mesma para todas as fontes de P utilizadas.

4.10. Determinacgéo do conteudo de N das plantas

Foram pesados 50 mg de massa seca moida da parte aérea das plantas
gue foram digeridas por 48 h com NaOH 0,1 M. Depois do digerido centrifugado, 10
pL do sobrenadante foi diluido 10 vezes e a proteina total quantificada diretamente
por método de Bradford (1976) e a proteina foi convertida a contetdo de N pelo fator

de conversao 6,25.

4.11. Avaliagéo da atividade fitase extracelular nas raizes

Imediatamente apos a coleta foram realizados os ensaios enzimaticos nas
raizes. Aproximadamente 100 mg de raizes frescas foram acondicionados em
eppendorfs de 1,5 mL e adicionados 500 pL de tampéao 15 mM MES/Ca com 2 mM de
acido fitico (mio-inositol hexakisfosfato) como substrato da reacdo. As raizes foram
entdo incubadas a 37 °C por 3 h em termobloco Eppendorf ThermoMixer C. Apds a
incubacéo, a reacao foi parada com 500 pL de TCA 10% gelado.

Para quantificar a liberacdo de ortofosfato originado da hidrélise do acido
fitico foi seguido o método descrito (Asmar, 1997; Liu et al., 2018; Richardson et al.,
2000), no qual 100 pL do tampéao anteriormente incubado foi incubado novamente por
15 min a 50 °C em 900 pL de solucédo de azul de molibdato (Murphy & Riley, 1962).
Apés a reacdo 250 pL da solucdo foram pipetados em placa de 96 pocos e a
absorbancia lida a 820 nm em leitor de microplacas EspectraMax M Series. Para a
curva padréo foram utilizadas concentragées de 0, 5, 10, 20, 30 e 40 ug L de P.

As aliguotas de raizes utilizadas para determinacdo da atividade fitase
foram recuperadas do meio de reacao e escaneadas. As imagens digitalizadas foram
analisadas no software WinRhizo para obtencdo da area superficial de raiz, a qual foi

utilizada para o célculo da atividade fitase que foi expressa em ng Pi cm? min.

4.12. Avaliacao da atividade fosfatase secretada nas raizes (rAPase)

A determinacéo da atividade fosfatase acida secretada foi realizada no dia

da coleta das plantas através do método fluorométrico descrito por German et al.
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(2011) e Lugli et al. (2020), onde 10 mg de raizes foram incubadas em 1 mL de tamp&o
Na-acetato 100 mM e 0,25 mL de solucao de fosfato de 4-metilumbelliferona (MUF-P)
2 mM por 30 min a 25 °C em termobloco Eppendorf ThermoMixer C. ApGs a incubacéo
a reacao foi parada com 50 pL solucado de NaOH 1 M. Logo depois 250 pL da solucéo
de reacao foi pipetada em placa de 96 pocos preta (Greiner Black) e a fluorescéncia
gerada pela reacédo lida a 360 nm excitacdo e 460 nm de emissdo em leitor de
microplacas EspectraMax M Series. Para a curva padrdao foram utilizadas
concentracbes de 1000, 750, 500, 250, 125, 62,5, 31,25 e 15,625 puM de 4-
metilumbeliferona (MUF).

As aliquotas de raizes utilizadas para determinacéo da atividade fosfatase
extracelular foram recuperadas do meio de reacdo e escaneadas. As imagens
digitalizadas foram analisadas no software WinRhizo para obtencdo da é&rea
superficial de raiz. A atividade fosfatase acida foi expressa em nmol de MUF cm? hL,

4.13. Avaliacéo da atividade fosfatase do micélio externo (mAPase)

A determinacdo da atividade fosfatase acida do micélio externo do FMA foi
realizada conforme descrito por Deng et. al. (2013) e Dick et al. (2013) para solo, com
algumas modificac6es. O micélio externo foi extraido por peneiramento imido dos 50
mL de substrato de cada tubete, utilizando peneiras de 250 e 42 um de abertura de
malha, o micélio foi recolhido com agua destilada em um volume de 5 mL.

No escuro, diretamente em placa de 96 pocos (Greiner Black) foram
pipetados com pipeta multicanal 50 pL de solu¢do tampéao universal modificado (MUB)
aquecida a 37 °C em todos o0s pocgos a serem ocupados na placa. Posteriormente
foram adicionados a cada poco 100 pL de suspensdo do micélio recém agitada e
aquecida a 37 °C, por ultimo, adicionou-se 50 yL de MUF-P 2 mM logo antes da
incubacgéo a 37 °C por 1 h em termobloco Eppendorf ThermoMixer C. A reagéao foi
parada com 50 pL de THAM 0,1 M pH 10.

Para a curva padréao foi utilizado 50 yuL de MUB, 100 pL da suspenséao de
micélio recém agitada e concentracdes de 0, 5, 10, 20, 30 e 50 uM de MUF para
verificar concentracdes de MUF liberadas pela reacdo de cada tratamento especifico.
Por ultimo, a fluorescéncia gerada pela reacao foi lida a 360 nm de excitacéo e 460
nm de emisséo em leitor de microplacas EspectraMax M Series. A atividade fosfatase

acida do micélio externo foi expressa em nmol de MUF gt hl.
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4.14. Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a analise da variancia (two-way
ANOVA) para avaliar o efeito das fontes de P (Fonte P), da inoculacédo do FMA (FMA)
e da sua interacdo (Fonte P * FMA), para cada uma das espécies separadamente.
Quando a interacao (Fonte P * FMA) foi significativa, as médias foram comparadas
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Para as variaveis relacionadas com a
colonizacdo extra- e intrarradicular do FMA foi realizada andlise da variancia
(ANOVA), para cada uma das especies separadamente, para avaliar o efeito das
fontes de P. Para avaliar se as variaveis analisadas diferiram em resposta a espécie
de eucalipto os dados dos experimentos 1 e 2 foram considerados de forma conjunta
e utilizado o teste F, usando o software Sisvar (Ferreira et al., 2011). Foi realizada
analise multivariada dos dados através da analise de correlacdo de Pearson e a
analise de componentes principais (PCA) usando os softwares RStudio e Minitab® 17,

respectivamente.

5. Resultados

5.1. Producao de biomassa da parte aérea e raiz

Avaliando o efeito das fontes de P e da inoculacdo do FMA no acumulo de
biomassa da parte aérea, observa-se que houve interacdo significativa entre a
inoculacdo de FMA e as fontes de P apenas em E. grandis (Tabelas 2 e 3).

Em E. globulus houve efeito significativo da fonte de P (Tabela 2), com
significativamente maior producdo de biomassa da parte aérea quando as plantas
receberam fosfato de potassio ou necromassa bacteriana como Unica fonte de P,
condi¢Bes nas quais as plantas acumularam 0,34 g e 0,39 g de biomassa da parte
aérea, respectivamente; enquanto a menor producdo de biomassa de parte aérea
ocorreu quando as plantas receberam fitato como Unica fonte de P, acumulando em
média 0,22 g por planta (Figura 2.a).

Em E. grandis as plantulas, tanto M como NM, irrigadas com fosfato de
potassio, RNA, ATP, necromassa e glucose-6-P apresentaram maior crescimento da
parte aérea do que as irrigadas com fosfato de ferro e fitato (Figura 2.b). As plantas

gue receberam fitato como Unica fonte de P foram as que tiveram a menor producdo
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de biomassa da parte aérea (Figura 2.b). Plantulas de E. grandis NM que receberam
necromassa bacteriana ou fosfato de ferro como Unica fonte de P apresentaram 38%
e 238% maior producdo de biomassa da parte aérea do que as homodlogas M,
respectivamente (Figura 2.b).

No geral, as plantulas de E. globulus apresentaram 64% maior produgéo
de biomassa da parte aérea do que plantulas de E. grandis (F=116, P<0,001), com
meédia 0,32 g de biomassa de parte aérea em E. globulus, e de 0,19 g em plantas de

E. grandis.
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Tabela 2. Analise de variancia, two-way ANOVA, dos parametros medidos em plantas
de Eucalyptus globulus que receberam sete diferentes fontes de P (Fonte P) como
Unica fonte do nutriente e com (M) ou sem inoculacdo (NM) do fungo micorrizico

arbuscular (FMA) Rhizophagus intraradices.

Variavel FMA Fonte P Fonte P * FMA

MSPA (g) 0,9183 < 0,001 0,3187
MSR (9) 0,9020 < 0,001 0,2328
Comprimento raiz (cm) 0,2471 0,6829 0,5331
Area superficial raiz (cm?) 0,6769 0,5398 0,5518
Didmetro raiz (mm) <0,04 0,3909 0,9498
Conteudo de P (mg/planta) <0,02 < 0,001 0,5288
Concentracéo de P (g/kg) <0,02 < 0,001 0,3603
NBI 0,2406 0,1442 0,3784
Clorofilas 0,1890 0,1312 0,2783
Antocianinas 0,3815 < 0,001 0,0972
Flavonoéis 0,8448 0,2154 0,4049
Fitase (ng Pi/lcm?/min) <0,05 0,1515 <0,01
Fosfatase (nmol/cm?/h) 0,2040 < 0,001 0,1108
Fosfatase do micélio (nmol < 0,001 < 0,001 < 0,001
MUF/g/h)

PUE (g MS g2 [P]parte aérea) 0,5545 < 0,001 0,3277
PUpE (g Pparte a¢rea g‘l PSubstrato) < 0,02 < 0,001 0,5288
Contetdo de N (ug? g MS™?) <0,001 < 0,05 0,1070

AbreviacBes: MSPA: massa seca da parte aérea; MSR: massa seca radicular; NBI: nitrogen balance index, PUE:

eficiéncia de uso de P, PUpE: eficiéncia de absor¢éo de P.
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Tabela 3. Analise de variancia, two-way ANOVA, dos parametros medidos em plantas
de Eucalyptus grandis que receberam sete diferentes fontes de P (Fonte P) como
Unica fonte do nutriente e com (M) ou sem inoculacdo (NM) do fungo micorrizico

arbuscular (FMA) (Rhizophagus intraradices).

Variavel FMA Fonte P Fonte P * FMA
MSPA (g) <0,03 < 0,001 <0,01
MSR (9) <0,02 < 0,001 0,2010
Comprimento raiz (cm) 0,5429 < 0,001 < 0,001
Area superficial raiz (cm?) 0,1201 < 0,001 < 0,001
Diédmetro raiz (mm) <0,01 <0,02 0,4564
Contelido de P (mg/planta) < 0,001 < 0,001 < 0,001
Concentracéo de P (g/kg) < 0,002 < 0,001 0,9557
NBI 0,6833 < 0,002 0,2757
Clorofilas 0,0968 < 0,001 0,2399
Antocianinas < 0,001 0,6148 0,5412
Flavonois <0,01 0,3832 <0,02
Fitase (ng Pi/lcm?/min) 0,0615 0,4332 0,3659
Fosfatase (nmol/cm?/h) 0,2271 < 0,001 0,5609
Fosfatase do micélio (nmol MUF/g/h) < 0,001 < 0,001 < 0,001
PUE g MS g—2 [P]Parte aérea 0,5023 < 0,001 0,2691
PUPE (g Prarte asrea ™ Psubstrato) 0,2458 < 0,001 < 0,001
Conteldo de N (ug' g MS) < 0,001 < 0,02 0,1671

Abrevia¢cBes: MSPA: massa seca da parte aérea; MSR: massa seca radicular; NBI: nitrogen balance index, PUE:

eficiéncia de uso de P, PUpE: eficiéncia de absor¢éo de P.
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Figura 2. Producdo de biomassa na parte aérea em plantas micorrizadas (M) e n&o-
micorrizadas (NM) de E. globulus (a) e E. grandis (b) que receberam diferentes fontes de P.
C: fosfato de potassio, F: fitato, R: RNA, A: ATP, N: necromassa bacteriana, G: glucose-6-
fosfato, e Fe: fosfato de ferro lll. Em a) a auséncia de letras ou asteriscos indica intera¢do nao
significativa entre fontes de P e inoculagdo ou ndo do FMA. Em b) o asterisco indica diferenca
significativa entre plantas M e NM, dentro de uma mesma fonte de P pelo teste de Tukey, p <
0,05. Letras diferentes representam diferencas significativas entre as fontes de P dentro da
mesma espécie, em plantas M (mindsculas) e NM (mailsculas) pelo teste de Tukey p < 0,05.

Analisando o efeito das fontes de P e da inoculacdo do FMA na producéo
de biomassa radicular observamos que n&do houve interagdo significativa entre a
inoculacdo do FMA e as fontes de P em nenhuma das espécies (Tabelas 2 e 3).

Observamos que em plantulas de E. globulus houve efeito significativo da
fonte de P (Tabela 2). Plantas de E. globulus que receberam necromassa microbiana
apresentaram maior producao de biomassa radicular, com média 0,14 g, enquanto
plantas que receberam fitato apresentaram os menores valores de biomassa radicular,
com média de 0,07 g (Figura 3.a). No geral, plantas de E. globulus M e NM
apresentaram producéo de biomassa de raiz similar (Tabela 2, Figura 3.a).

Para E. grandis houve efeito significativo do fator FMA e do fator Fonte P
na producdo de biomassa de raiz (Tabela 3). Plantas NM de E. grandis produziram
12% mais biomassa radicular do que plantas M, com em média 0,09 g e 0,08 g,
respectivamente (Figura 3.b). Em relagcédo as fontes de P e independentemente da
inoculacdo, as plantas que receberam fosfato de potassio foram as que produziram
maior biomassa radicular (0,14 g), enquanto as plantulas irrigadas com fitato foram as
gue produziram menor biomassa radicular (0,02 g) (Figura 3.b).

No geral, as plantulas de E. globulus apresentaram 27% maior producéo

de biomassa radicular do que plantulas de E. grandis (F=13,38, P <0,001), com média
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de 0,11 g de massa da matéria seca radicular, enquanto plantulas de E. grandis

tiveram em média de 0,09 g.
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Figura 3. Producéo de biomassa radicular em plantas micorrizadas (M) e ndo-micorrizadas
(NM) de E. globulus (a) e E. grandis (b) que receberam diferentes fontes de P. C: fosfato de
potassio, F: fitato, R: RNA, A: ATP, N: necromassa bacteriana, G: glucose-6-fosfato, e Fe:
fosfato de ferro Ill. Em a) e b) a auséncia de letras ou asteriscos indica interagcdo nado
significativa entre fontes de P e inocula¢cdo ou ndo do FMA.

5.2. Caracteristicas morfolégicas do sistema radicular

O comprimento total da raiz teve efeito significativo da interacdo entre a
inoculacdo de FMA e as fontes de P apenas em E. grandis (Tabelas 2 e 3).

Para E. globulus os fatores em estudo (inoculacdo de FMA e fontes de P)
nao influenciaram significativamente o comprimento radicular (Tabela 2, Figura 4.a).

Plantas M de E. grandis que receberam fitato, fosfato de ferro e necromassa
bacteriana tiveram menores comprimentos radiculares que plantas que as receberam
as demais fontes de P; ja plantas NM tiveram maiores comprimentos radiculares
guando receberam fosfato de potassio e glucose-6-fosfato, enquanto as que
receberam fitato tiveram menor comprimento radicular (Figura 4.b). As plantas NM de
E. grandis que receberam fosfato de ferro como unica fonte de P apresentaram 192%
maior comprimento de raiz do que plantas M, ja quando receberam ATP as raizes M
apresentaram 93% maior comprimento do que as NM (Figura 4.b).

No geral, as plantulas de E. globulus tiveram 26% maior comprimento
radicular do que plantas de E. grandis (F=10,49, P<0,01) com média de 1299 cm,

enquanto raizes de E. grandis apresentaram em meédia 1029 cm.
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Figura 4. Comprimento radicular de plantas micorrizadas (M) e ndo-micorrizadas (NM) de E.
globulus (a) e E. grandis (b) que receberam diferentes fontes de P. C: fosfato de potassio, F:
fitato, R: RNA, A: ATP, N: necromassa bacteriana, G: glucose-6-fosfato, e Fe: fosfato de ferro
lll. Em a) a auséncia de letras ou asteriscos indica interacdo néo significativa entre fontes de
P e inoculacdo ou ndo do FMA. Em b) o asterisco indica diferenca significativa entre plantas
M e NM, dentro de uma mesma fonte de P pelo teste de Tukey, p < 0,05. Letras diferentes
representam diferengas significativas entre as fontes de P dentro da mesma espécie, em
plantas M (minuUsculas) e NM (maiusculas) pelo teste de Tukey p < 0,05.

A area superficial radicular das plantas teve efeito significativo da interacao
entre a inoculacdo de FMA e as fontes de P (FMA * Fonte P) somente em E. grandis
(Tabelas 2 e 3). A area superficial de raiz em plantulas de E. globulus ndo apresentou
diferencas significativas em funcéo das fontes de P ou da inoculacédo de FMA (Tabela
2).

Em E. grandis, plantulas que receberam fitato tiveram menor é&rea
superficial radicular do que as que receberam as outras fontes de P (Figura 5.b). As
raizes de plantulas NM que receberam necromassa bacteriana e fosfato de ferro
tiveram 81% e 257% maior éarea superficial que raizes de plantulas M,
respectivamente. Ja as plantulas M irrigadas com ATP tiveram 66% maior area
superficial de raiz do que as NM (Figura 5.b).

No geral, as plantulas de E. globulus apresentaram 35% maior area
superficial radicular do que plantulas de E. grandis (F=18,79, P<0,001), com em média

99 cm? enquanto as raizes de E. grandis apresentaram em média 73 cm?.
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Figura 5. Area superficial radicular de plantas micorrizadas (M) e n&o-micorrizadas (NM) de
E. globulus (a) e E. grandis (b) que receberam diferentes fontes de P. C: fosfato de potassio,
F: fitato, R: RNA, A: ATP, N: necromassa bacteriana, G: glucose-6-fosfato, e Fe: fosfato de
ferro Ill. Em a) a auséncia de letras ou asteriscos indica interagcao néo significativa entre fontes
de P e inoculag&o ou ndo do FMA. Em b) o asterisco indica diferenca significativa entre plantas
M e NM, dentro de uma mesma fonte de P pelo teste de Tukey, p < 0,05. Letras diferentes
representam diferencgas significativas entre as fontes de P dentro da mesma espécie, em
plantas M (minasculas) e NM (mailsculas) pelo teste de Tukey p < 0,05.

O diametro médio ponderado das raizes nédo teve efeito da interacéo entre
os fatores estudados (FMA * Fonte P) em nenhuma das espécies (Tabela 2 e 3). Em
E. globulus, apenas a inoculacdo do FMA teve efeito significativo no diametro da raiz
(Tabela 2), onde plantas NM apresentaram 9% maior diametro radicular que plantas
M, onde raizes de plantas NM tiveram em média didametro de 0,25 mm e as M de 0,23
mm (Figura 6.a).

Em E. grandis tanto a inoculacdo de FMA quanto a fonte de P tiveram efeito
significativo no diametro médio ponderado das raizes (Tabela 3). Plantas que
receberam fitato como Unica fonte de P apresentaram 22% menor didmetro radicular
gue plantas que receberam outras fontes de P, onde raizes de plantas supridas com
fitato tiveram em média de 0,18 mm de didametro radicular, e as que receberam as
outras fontes de P apresentaram em média de 0,23 mm. J& raizes NM de E. grandis
tiveram 9% maior diametro do que as raizes M, sendo que raizes de plantas M e NM
tiveram em média de 0,21 e 0,23 mm de diametro, respectivamente.

No geral, plantulas de E. globulus apresentaram 9% maior diametro
radicular que plantas de E. grandis (F=18,61, P<0,001), com média de 0,24 e 0,22 mm

de diametro em E. globulus e E. grandis, respectivamente. Da mesma forma, plantas
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NM tiveram 9% maior diametro radicular do que plantas M (F=10,99, P<0,01) com em

meédia de 0,24 e 0,22 mm em raizes NM e M, respectivamente.
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Figura 6. Diametro radicular de plantas micorrizadas (M) e ndo-micorrizadas (NM) de E.
globulus (a) e E. grandis (b) que receberam diferentes fontes de P. C: fosfato de potassio, F:
fitato, R: RNA, A: ATP, N: necromassa bacteriana, G: glucose-6-fosfato, e Fe: fosfato de ferro
IIl. Em a) e b) a auséncia de letras ou asteriscos indica interagdo nao significativa entre fontes
de P e inoculacdo ou ndo do FMA.

5.3. Conteudo de pigmentos foliares e indice de balanco de nitrogénio (NBI)

Considerando o efeito da inoculagéo e das fontes de P no indice de clorofila
foliar observa-se que nao houve interagao significativa entre a inoculacdo de FMA e
as fontes de P (FMA * Fonte P) em nenhuma das espécies (Tabelas 2 e 3).

O indice de clorofila de folhas de E. globulus ndo apresentou efeito
significativo das fontes de P, nem da inoculagdo do FMA (Tabela 2).

Plantulas de E. grandis apresentaram efeito significativo das fontes de P no
indice de clorofilas (Tabela 3). Independentemente da inoculacdo com o FMA, as
plantulas de E. grandis que receberam necromassa microbiana como Unica fonte de
P tiveram 25% maior indice de clorofila foliar que plantas que receberam fosfato de
potassio, apresentando valores meédios de 21 de indice de clorofila quando supridas
com necromassa microbiana, enquanto as que receberam fosfato de potassio tiveram
0s menores indices de clorofila, com média de 14 (Figura 7.b).

No geral, folhas de plantulas de E. globulus tiveram 17% maior indice de
clorofila que folhas de plantas de E. grandis (F=26,42, P<0,001), com uma média de

20 de indice de clorofila, enquanto folhas de E. grandis apresentaram em média 17.
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Da mesma forma, plantulas NM tiveram 6% maior indice de clorofila foliar que plantas
M (F=4,02, P<0,05), onde plantulas NM tiveram média de 19 e plantas M tiveram
média de 18.
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Figura 7. indice de clorofila em folhas de plantas micorrizadas (M) e ndo-micorrizadas (NM)
de E. globulus (a) e E. grandis (b), que receberam diferentes fontes de P. C: fosfato de
potassio, F: fitato, R: RNA, A: ATP, N: necromassa bacteriana, G: glucose-6-fosfato, e Fe:
fosfato de ferro Ill. Em a) e b) a auséncia de letras ou asteriscos indica interagdo n&o
significativa entre fontes de P e inocula¢do ou ndo do FMA.

No indice de antocianinas, ndo houve interacdo significativa entre a
inoculacdo de FMA e as fontes de P (FMA * Fonte P) em nenhuma das espécies
(Tabelas 2 e 3).

Em plantas de E. globulus houve efeito significativo das fontes de P no
indice de antocianinas foliares (Tabela 2). Plantas de E. globulus que receberam RNA
apresentaram maior indice de antocianinas nas folhas, com média de 0,25 enquanto
plantas que receberam ATP tiveram os menores indices de antocianinas com média
de 0,19 (Figura 8.a).

Em plantulas de E. grandis o indice de antocianina foliar teve efeito
significativo da inoculacdo do FMA (Tabela 3), onde folhas de plantulas NM
apresentaram 20% maior indice de antocianina foliar do que folhas de plantas M, com
plantulas NM apresentando indices de antocianina de em média 0,42, enquanto em
plantulas M a média foi de 0,35 (Figura 8.b).

No geral, as folhas de E. grandis tiveram 76% maior indice de antocianinas
gue folhas de E. globulus (F=253, P<0,001), folhas de E. grandis tiveram um indice
de em média 0,39 enquanto folhas de E. globulus apresentaram em média 0,22. No
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geral, as plantas NM tiveram 10% maior indice de antocianinas em relagéo as plantas
M (F=8,84, P< 0,01) com um indice de 0,32, enquanto plantas M apresentaram um

indice de 0,29, em média.
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Figura 8. indice de antocianinas em folhas de plantas micorrizadas (M) e n&o-micorrizadas
(NM) de E. globulus (a) e E. grandis (b), que receberam diferentes fontes de P. C: fosfato de
potassio, F: fitato, R: RNA, A: ATP, N: necromassa bacteriana, G: glucose-6-fosfato, e Fe:
fosfato de ferro Ill. Em a) e b) a auséncia de letras ou asteriscos indica interagdo n&o
significativa entre fontes de P e inoculagéo ou ndo do FMA.

Analisando os fatores de inoculacdo de FMA e fontes de P no indice de
flavondis observamos que houve interacao significativa entre a inoculacdo do FMA e
as fontes de P (FMA * Fonte P) apenas na espécie de E. grandis (Tabelas 2 e 3).

O indice de flavondis de folhas de E. globulus ndo apresentou efeito
significativo de nenhum dos fatores estudados (Tabela 3, Figura 9.a). As plantulas NM
de E. grandis que receberam fitato como unica fonte de P tiveram 6% maior indice de
flavondis do que plantulas M que receberam a mesma fonte de P (Figura 9.b).

No geral, folhas de plantulas de E. globulus tiveram 20% maior indice de
flavonois que folhas de E. grandis (F= 200, P<0,001), com em média 1,90, enquanto

a média para plantas de E. grandis foi de 1,58.
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Figura 9. indice de flavonois em folhas de plantas micorrizadas (M) e ndo-micorrizadas (NM)
de E. globulus (a) e E. grandis (b), que receberam diferentes fontes de P. C: fosfato de
potassio, F: fitato, R: RNA, A: ATP, N: necromassa bacteriana, G: glucose-6-fosfato, e Fe:
fosfato de ferro Ill. Em a) a auséncia de letras ou asteriscos indica interagdo nao significativa
entre fontes de P e inoculagéo ou ndo do FMA. Em b) o asterisco indica diferencga significativa
entre plantas M e NM dentro de uma mesma fonte de P pelo teste de Tukey, p < 0,05.

O NBI néo teve influéncia significativa da interacdo entre a inoculacao de
FMA e as fontes de P (FMA * Fonte P) em nenhuma das espécies (Tabelas 2 e 3). O
NBI de plantulas de E. globulus ndo teve efeito significativo de nenhum dos fatores
estudados (Tabela 2, Figura 10.a). J4, o NBI de plantulas de E. grandis apresentou
efeito significativo da fonte de P (Tabela 3). Plantas de E. grandis supridas com
necromassa bacteriana como Unica fonte de P tiveram 52% maior NBI que as que
receberam fosfato de potassio, sendo as plantas supridas com fosfato de potassio as
plantas com menor NBI (Figura 10.b). Plantas que receberam necromassa microbiana
apresentaram em média NBI de 13,59 enquanto plantas que receberam fosfato de
potassio tiveram média de 8,9.

No geral, ndo houve diferencas significativas no NBI das duas espécies

estudadas (F=0,581, P=0,4467) ou no NBI de plantas M e NM (F=0,838, P=0,3608).
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Figura 10. indice de balanco de nitrogénio (NBI) em folhas de plantas micorrizadas (M) e n&o-
micorrizadas (NM) de E. globulus (a) e E. grandis (b), que receberam diferentes fontes de P.
C. fosfato de potassio, F: fitato, R: RNA, A: ATP, N: necromassa bacteriana, G: glucose-6-
fosfato, e Fe: fosfato de ferro Ill. Em a) e b) a auséncia de letras ou asteriscos indica interacdo
nao significativa entre fontes de P e inoculagcéo ou ndo do FMA.

5.4. Colonizacdo Micorrizica

As raizes de plantas que ndo receberam inoculacdo do FMA mostraram
auséncia de qualquer estrutura tipica da colonizacao micorrizica arbuscular. No geral,
as plantas de E. globulus ndo mostraram diferencas significativas na frequéncia de
estruturas fungicas tipicas da simbiose micorrizica arbuscular (F%) em fragmentos de
raizes de plantas sob diferentes fontes de P (Figura 11.a) e mantiveram a frequéncia
de colonizacdo em torno de 50%. Ja as raizes de E. grandis apresentaram influéncia
significativa das fontes de P na frequéncia micorrizica, sendo maior quando as plantas
receberam ATP, necromassa bacteriana, RNA ou fosfato de ferro do que raizes que
receberam fosfato de potassio, fitato ou glucose-6-fosfato (Figura 11.b). Em E. grandis

a frequéncia de colonizag&o micorrizica foi em média de 60%.
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Figura 11. Frequéncia micorrizica em raizes de plantas de E. globulus (a) e E. grandis (b),
gue receberam diferentes fontes de P. C: fosfato de potassio, F: fitato, R: RNA, A: ATP, N:
necromassa bacteriana, G: glucose-6-fosfato, e Fe: fosfato de ferro Ill. Letras diferentes
representam diferencgas significativas entre as fontes de P dentro da mesma espécie, em
plantas M pelo teste de Tukey, p < 0,05.

Em relacdo a intensidade micorrizica no sistema radicular (M%), no geral,
em plantulas de E. grandis foi 28% maior do que em plantulas de E. globulus (F=4,101,
P<0,05). A intensidade micorrizica (M%) das raizes de plantulas de ambas as
espécies teve influéncia significativa das fontes de P (Figura 12). As raizes de E.
globulus tiveram maior intensidade de colonizacdo quando receberam necromassa
bacteriana do que quando receberam outras fontes de P (Figura 12.a). Raizes de E.
grandis tiveram maior intensidade de colonizacdo quando receberam necromassa
bacteriana, RNA, ou ATP como Unicas fontes de P do que quando receberam fosfato
de potassio, fitato ou glicose-6-P (Figura 12.b). Plantulas irrigadas com glucose-6-
fosfato tiveram menos de 2% de intensidade de colonizacdo, sendo a menor

intensidade entre as diferentes fontes de P (Figura 12.b).
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Figura 12. Intensidade de colonizagdo micorrizica em raizes de plantas de E. globulus (a) e
E. grandis (b), que receberam diferentes fontes de P. C: fosfato de potassio, F: fitato, R: RNA,
A: ATP, N: necromassa bacteriana, G: glucose-6-fosfato, e Fe: fosfato de ferro Ill. Letras
diferentes representam diferencas significativas entre as fontes de P dentro da mesma
espécie, em plantas M pelo teste de Tukey, p < 0,05.

N&o houve diferencas significativas na abundancia de arblsculos (A%)
entre o sistema radicular das duas espécies de eucalipto (F=0,684 P=0,4110). Plantas
de E. globulus que receberam necromassa bacteriana como unica fonte de P tiveram
maior abundancia de arbusculos nas raizes do que plantas que receberam as outras
fontes de P (Figura 13.a). Raizes de E. grandis tiveram maior abundancia de
arbusculos quando irrigadas com necromassa bacteriana e fosfato de ferro do que

guando irrigadas com glucose-6-fosfato (Figura 13.b).
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Figura 13. Abundancia de arbusculos em raizes de plantas de E. globulus (a) e E. grandis (b),
gue receberam diferentes fontes de P. C: fosfato de potassio, F: fitato, R: RNA, A: ATP, N:
necromassa bacteriana, G: glucose-6-fosfato, e Fe: fosfato de ferro Ill. Letras diferentes
representam diferengas significativas entre as fontes de P dentro da mesma espécie, em
plantas M pelo teste de Tukey, p < 0,05.
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5.5. Comprimento do micélio externo do FMA

Em substratos onde cresceram plantas ndo inoculadas nao foram
observadas hifas com caracteristicas compativeis com FMA. Nao houve diferenca
significativa no comprimento do micélio externo entre as espécies de eucalipto
(F=0,006, P=0,9382). Tanto em E. globulus quanto em E. grandis a extensdo do
micélio externo foi maior em plantulas que receberam necromassa bacteriana com
Unica fonte de P (Figura 14). Em E. grandis o comprimento do micélio externo foi
significativamente menor quando as plantas receberam fitato e glucose-6-P do que

guando receberam as outras fontes de P (Figura 14.b).
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Figura 14. Comprimento do micélio externo do FMA ligado a raizes de plantas micorrizadas
de E. globulus (a) e de E. grandis (b) que receberam diferentes fontes de P (c). C: fosfato de
potassio, F: fitato, R: RNA, A: ATP, N: necromassa bacteriana, G: glucose-6-fosfato, e Fe:
fosfato de ferro Ill. Letras diferentes representam diferencgas significativas entre as fontes de
P dentro da mesma espécie, em plantas M pelo teste de Tukey, p < 0,05.

5.6. Concentracdo de P na parte aérea

A concentracdo de P nao teve efeito significativo da interacdo entre a
inoculacdo do FMA e as fontes de P (FMA * Fonte P) em nenhuma das espécies
estudadas (Tabelas 2 e 3, Figura 15). Mas em ambas as espécies a concentragao de
P de apresentou efeito significativo da inoculacdo de FMA e das fontes de P (Tabelas
2 e 3, Figura 15). Independentemente da fonte de P plantas M de E. globulus tiveram
11% maior concentracdo de P que plantas NM, onde plantas M apresentaram média

de 0,61 g kg de P, enquanto plantas NM 0,55 g kg de P. Da mesma forma, plantas
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M de E. grandis tiveram 15% maior concentracao de P do que as NM, com em média
0,73 g kg* de P na parte aérea de plantas M e 0,63 g kg* em plantas NM.

Independentemente da inoculacdo do FMA, as plantas que receberam
fosfato de potassio e glucose-6-fosfato como Unicas fontes de P tiveram maior
concentracédo de P na parte aérea, apresentando médias de 0,73 g kg e 0,77 g kg™
de P na parte aérea, respectivamente, enquanto as que receberam fitato
apresentaram menor concentracdo de P, com média de 0,47 g kg* de P na parte
aérea.

No geral, plantulas de E. grandis tiveram 16% maior concentragéo de P na
parte aérea do que plantulas de E. globulus (F = 18,27, P < 0,001), com 0,6861 g kg
1 de P na parte aérea de plantulas de E. grandis e 0,5867 g kg de P na parte aérea
de plantulas de E. globulus. Em geral, plantulas M tiveram 13% maior concentracéo
de P na parte aérea do que as NM (F=12,82, P < 0,001), com 0,67 g kg de P na parte

aérea de plantulas M e 0,59 g kg em plantulas NM.
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Figura 15. Concentracdo de P na parte aérea de plantas micorrizadas (M) e ndo-micorrizadas
(NM) de E. globulus (a) e E. grandis (b) que receberam diferentes fontes de P. C: fosfato de
potéssio, F: fitato, R: RNA, A: ATP, N: necromassa bacteriana, G: glucose-6-fosfato, e Fe:
fosfato de ferro Ill. Em a) e b) a auséncia de letras ou asteriscos indica interagdo n&o
significativa entre fontes de P e inocula¢édo ou ndo do FMA.

5.7. Conteudo de P nas plantas

O conteudo de P teve efeito significativo da interacao entre a inoculacao de
FMA e as fontes de P (FMA * Fonte P) apenas na espécie de E. grandis (Tabelas 2 e

3, Figura 16). Entretanto, em ambas as espécies o conteudo de P teve efeito
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significativo dos outros dois fatores em estudo: a inoculagdo do FMA e a fonte de P
(Tabelas 2 e 3).

No geral, independentemente das fontes de P, as plantulas M de E.
globulus tiveram 17% maior acumulo de P que plantulas NM, com média de 0,20 mg
de P por planta em plantulas M e 0,17 mg planta! em plantulas NM. Plantas de E.
globulus que receberam fosfato de potassio e glucose-6-fosfato (0,24 mg planta* de
P) acumularam 172% maior conteudo de P do que as que receberam fitato (0,09 mg
planta’ de P) como Unica fonte de P.

Em E. grandis as plantulas M que receberam fosfato de potassio, ATP e
glucose-6-fosfato tiveram 29%, 23% e 16% maior acumulo de P na parte aérea que
plantulas homoélogas NM, respectivamente (Figura 16.b). No entanto, plantas NM que
receberam fosfato de ferro como Unica fonte de P tiveram 72% maior acumulo de P
gue plantulas M que receberam a mesma fonte de P (Figura 16.b). Plantas NM de E.
grandis irrigadas com glucose-6-fosfato tiveram mais P acumulado na parte aérea que
as irrigadas com RNA, ATP, necromassa bacteriana, fitato e fosfato de ferro (Figura
16.b).

Em geral, considerando os dados dos experimentos 1 e 2, as plantulas de
E. globulus acumularam 46% maior conteudo de P que as de E. grandis (F=40,70, P
< 0,001), com 0,19 mg de P por planta em E. globulus e 0,13 mg de P por planta em
E. grandis. No geral, plantulas M acumularam 6% mais P do que as NM (F=40,5,
P<0,01), onde plantas M apresentaram em média 0,18 mg de P e plantas NM em
meédia 0,16 mg de P.
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Figura 16. Conteldo de P em plantas micorrizadas (M) e ndo-micorrizadas (NM) de E.
globulus (a) e E. grandis (b), que receberam diferentes fontes de P. C: fosfato de potassio, F:
fitato, R: RNA, A: ATP, N: necromassa bacteriana, G: glucose-6-fosfato, e Fe: fosfato de ferro
lll. Em a) a auséncia de letras ou asteriscos indica interacdo nédo significativa entre fontes de
P e inoculacdo ou ndo do FMA. Em e b) o asterisco indica diferenca significativa entre plantas
M e NM dentro de uma mesma fonte de P pelo teste de Tukey, p < 0,05. Letras diferentes
representam diferengas significativas entre as fontes de P dentro da mesma espécie, em
plantas M (minUsculas) e NM (maiusculas) pelo teste de Tukey, p < 0,05.

5.8. Eficiéncia de absor¢ao de P (PUpE)

Analisando os efeitos da inoculacdo do FMA e das fontes de P na PUpE
observa-se que houve efeito significativo da interacdo entre a inoculacdo de FMA e as
fontes de P (FMA * Fonte P) apenas em plantulas de E. grandis (Tabelas 2 e 3).

A PUpE de plantas de E. globulus apresentou efeito significativo da
inoculacao do FMA e das fontes de P (Tabela 2). Plantas M de E. globulus tiveram 8%
maior PUpE do que plantas NM, com PUpE médio de 0,38 e de 0,35 em plantas M e
NM, respectivamente. Quanto ao efeito da fonte na PUpE, plantulas de E. globulus
gue receberam glucose-6-P e fosfato de potassio tiveram respectivamente 155% e
172% maior PUpE do que plantas que receberam fitato como unica fonte de P, onde
plantas supridas com glucose-6-fosfato e fosfato de potassio tiveram PUpE média de
0,47 e plantas supridas com fitato PUpE média de 0,18 (Tabela 4).

As plantulas de E. grandis que receberam glucose-6-P e fosfato de potassio
tiveram maior PUpE que as plantas que receberam outras fontes de P (Tabela 4), e
plantas que receberam fitato como Unica fonte de P tiveram menor PUpE (Tabela 4).
Plantas NM de E. grandis que receberam fosfato de ferro tiveram 157% maior PUpE

gue plantas M que receberam a mesma fonte de P (Tabela 4). Ja quando plantas M
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de E. grandis receberam fosfato de potéssio tiveram 25% maior PUpE que as NM com
a mesma fonte de P (Tabela 4).

No geral, as plantas de E. globulus tiveram 42% maior PUpE que E. grandis
(F= 108, P<0,001), com PUpE média de 0,37 e 0,26 em E. globulus e E. grandis
respectivamente. Plantas M tiveram 6% maior PUpE em relagcdo as plantas NM
(F=6,96, P<0,05), com 0,32 e 0,30 de PUpE em plantas M e NM, respectivamente.

Tabela 4. Eficiéncia de absorcéo de P (PUPE) (g Prarte a¢rea §~* Psubstrato) €m E. globulus
e E. grandis, em plantas micorrizadas (M) e ndo-micorrizadas (NM) que receberam

diferentes fontes de P.

Fonte de P E. globulus E. grandis
M NM M NM
G 0,48 0,45 0,45a 0,38 A
F 0,17 0,21 0,04d 0,05D
R 0,37 0,33 0,31 bc 0,27 BC
A 0,44 0,37 0,35ab 0,29 AB
N 0,42 0,38 0,22 ab 0,27C
C 0,53 0,45 045a* 0,34 A
Fe 0,33 0,25 0,07 cd 0,18 D *

F: fitato, R: RNA, A: ATP, N: necromassa bacteriana, G: glucose-6-fosfato, e Fe: fosfato de ferro lll. Letras
diferentes representam diferengas significativas entre as fontes de P dentro da mesma espécie, em plantas M
(minusculas) e NM (maiusculas) pelo teste de Tukey p < 0,05. O asterisco indica diferenca significativa entre
plantas M e NM dentro de uma mesma fonte de P pelo teste de Tukey, p < 0,05.

5.9. Eficiéncia de uso de P (PUE)

A PUE nao teve efeito significativo da interacao entre a inoculagédo de FMA
e as fontes de P (FMA * Fonte P) em nenhuma das espécies (Tabelas 2 e 3).

A PUE de plantas de E. globulus apresentou efeito significativo das fontes
de P (Tabela 2), com plantas que receberam necromassa bacteriana apresentando
158% maior PUE que plantas supridas com fitato, as quais tiveram também os
menores valores de PUE, com média de 0,12 (Tabela 5).

Em plantas de E. grandis a PUE apresentou efeitos significativos das fontes
de P (Tabela 3), com plantas que receberam RNA e fosfato de potassio apresentando
0s maiores valores de PUE (0,11 e 0,12, respectivamente), enquanto as que

receberam fitato tiveram os menores (0,07) (Tabela 5).
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No geral, considerando os resultados dos experimentos 1 e 2, plantas de
E. globulus tiveram 162% maior PUE que plantas de E. grandis (F=119, P<0,001),
apresentando valores médios de 0,21 e 0,08 em E. globulus e E. grandis,

respectivamente.

Tabela 5. Eficiéncia de uso de P (PUE) (g MS g2 [P]prarte acrea) €m E. globulus e E.
grandis, em plantas micorrizadas (M) e nao-micorrizadas (NM) que receberam

diferentes fontes de P.

Fonte de P E. globulus E. grandis

M NM M NM
G 0,17 0,21 0,08 0,10
F 0,09 0,15 0,00 0,01
R 0,21 0,29 0,11 0,12
A 0,19 0,22 0,08 0,09
N 0,34 0,28 0,05 0,13
C 0,21 0,15 0,10 0,12
Fe 0,21 0,19 0,07 0,08

F: fitato, R: RNA, A: ATP, N: necromassa bacteriana, G: glucose-6-fosfato, e Fe: fosfato de ferro Ill. A auséncia de
letras ou asteriscos indica interagao nao significativa entre fontes de P e inoculagdo ou ndo do FMA.

5.10. Contelido de N

O conteudo de N da parte aérea das plantas nao teve efeito significativo da
interacdo entre a inoculacdo de FMA e as fontes de P (FMA * Fonte P) em nenhuma
das espécies (Tabelas 2 e 3). O conteudo de N teve efeito significativo da inoculacao
de FMA e da fonte de P (Tabelas 3 e 4).

No geral, plantas M de E. globulus tiveram conteddo de N 64% maior que
plantas NM, com em média 3,58 ug gt de N, enquanto plantas NM apresentaram 2,17
ug g*. Plantas M de E. grandis tiveram 140% maior contetido de N que plantas NM,
com 4,24 e 1,76 ug gtde N, em M e NM respectivamente (Tabela 6). Plantas que
receberam necromassa bacteriana tiveram até 58% maior conteudo de N do que
plantas supridas com fitato, com 3,85 e 2,43 ug g*de N, respectivamente (Tabela 6).

Considerando os resultados dos experimentos 1 e 2, ndo houve diferencas
significativas no conteudo de N entre as espécies de eucalipto (F=0,208, P=0,6489).
E no geral, as plantas M tiveram 99% maior contetdo de N que plantas NM (F=81,5,
P<0,001), com 3,91 e 1,96 ug g*de N, respectivamente (Tabela 6).
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Tabela 6. Contelido de nitrogénio (ug g* MS) em E. globulus e E. grandis, em plantas

micorrizadas (M) e ndo-micorrizadas (NM) que receberam diferentes fontes de P.

Fonte de P E. globulus E. grandis

M NM M NM
G 3,26 2,17 3,95 0,33
F 4,30 0,66 4,20 2,54
R 3,73 2,50 3,94 1,77
A 3,25 1,67 3,82 1,82
N 4,09 3,13 5,92 2,26
C 2,10 2,04 4,31 1,53
Fe 4,34 2,99 3,56 2,05

F: fitato, R: RNA, A: ATP, N: necromassa bacteriana, G: glucose-6-fosfato, e Fe: fosfato de ferro lll. A auséncia de
letras ou asteriscos indica intera¢do nao significativa entre fontes de P e inoculagdo ou ndo do FMA.

5.11. Atividade fitase extracelular em raizes

A atividade fitase teve efeito significativo da interacao entre a inoculacéo do
FMA e as fontes de P em E. globulus; em plantas de E. grandis nem os fatores nem a
interacao dos fatores tiveram efeito significativo na atividade da fitase (Tabelas 2 e 3).

As plantulas M de E. globulus que receberam glucose-6-fosfato, fitato e
ATP apresentaram 50%, 76% e 53% maior de atividade fitase do que plantulas NM,
respectivamente (Figura 17.a). Em plantas NM de E. globulus a atividade fitase foi em
média 39% maior quando receberam glucose-6-fosfato, necromassa bacteriana,
fosfato de ferro ou RNA como Unicas fontes de P do que nas quando receberam outras
fontes de P (Figura 17.a).

A atividade fitase das raizes de E. grandis ndo apresentou diferencas
significativas em resposta a inoculacao ou a fonte de P (Tabela 3, Figura 17.b).

Em geral, a atividade fitase de raizes de E. grandis e de E. globulus néo

apresentou diferencas significativas (F=0,165, P=0,6856).
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Figura 17. Atividade fitase em raizes de plantas micorrizadas (M) e ndo-micorrizadas (NM)
de E. globulus (a) e E. grandis (b) que receberam diferentes fontes de P. C: fosfato de
potassio, F: fitato, R: RNA, A: ATP, N: necromassa bacteriana, G: glucose-6-fosfato, e Fe:
fosfato de ferro Ill. Em a) o asterisco indica diferenca significativa entre plantas M e NM, dentro
de uma mesma fonte de P pelo teste de Tukey, p < 0,05. Em b) a auséncia de letras ou
asteriscos indica interagdo nédo significativa entre fontes de P e inoculagdo ou ndo do FMA.
Letras diferentes representam diferencgas significativas entre as fontes de P dentro da mesma
espécie, em plantas M (mindsculas) e NM (mailsculas) pelo teste de Tukey, p < 0,05.

5.12. Atividade fosfatase acida secretada nas raizes (rAPase)

A atividade rAPase nao teve efeito significativo da interacdo entre a
inoculacdo de FMA e as fontes de P (FMA * Fonte P) em nenhuma das espécies
estudadas (Tabelas 2 e 3). No entanto, a fonte de P teve efeito significativo na
atividade rAPase em plantulas de E. globulus e E. grandis (Tabelas 2 e 3).
Geralmente, plantas que receberam fitato, necromassa microbiana e fosfato de ferro
como Unicas fontes de P apresentaram até 112% maior atividade rAPase que plantas
supridas com fosfato de potassio, apresentando em média atividades rAPase de 1774,
1611 e 1458 nmol/cm?/h, respectivamente, enquanto as que receberam fosfato de
potassio apresentaram a menor atividade rAPase (835 nmol/cm?/h) (Figura 18).

No geral, ndo houve diferenca significativa na atividade rAPase de plantulas
de E. globulus e E. grandis, (F=0,001, P=0,9759) e raizes M e NM mostraram atividade
APase similar (F=3,191 P=0,0762).
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Figura 18. Atividade rAPase em plantas micorrizadas (M) e ndo-micorrizadas (NM) de E.
globulus (a) e E. grandis (b) que receberam diferentes fontes de P. C: fosfato de potassio, F:
fitato, R: RNA, A: ATP, N: necromassa bacteriana, G: glucose-6-fosfato, e Fe: fosfato de ferro
IIl. Em a) e b) a auséncia de letras ou asteriscos indica interag&do ndo significativa entre fontes
de P e inoculacdo ou ndo do FMA

5.13. Atividade fosfatase acida do micélio externo (mAPase)

Em relacdo a atividade mAPase houve efeito significativo da interacédo entre
a inoculacao do FMA e as fontes de P (FMA * Fonte P) em ambas as espécies, assim
como também da inoculacédo do FMA e da fonte de P (Tabelas 2 e 3).

Como esperado, em plantas NM a atividade mAPase da solucéo extraida
do substrato onde as plantas cresceram foi muito baixa (Figura 19), pois ndo houve
presenca de hifa de FMA. Em substratos onde cresceu E. globulus a maior atividade
mAPase foi observada quando as plantas receberam necromassa bacteriana como
Unica fonte de P, enquanto a menor atividade foi quando as plantulas receberam
fosfato de potassio e glucose-6-P (Figura 19.a).

Nos substratos onde cresceu E. grandis a maior atividade mAPase também
foi observada quando as plantulas receberam necromassa bacteriana, e as menores
guando as plantulas receberam glucose-6-P e fitato (Figura 19.b).

N&o houve diferencga significativa na atividade mAPase entre as espécies
de eucalipto estudadas (F=0,013, P=0,9093).
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Figura 19. Atividade fosfatase 4cida do micélio externo (mAPase) do FMA em substrato onde
cresceram plantas micorrizadas (M) e ndo-micorrizadas (NM) de E. globulus (a) e E. grandis
(b) que receberam diferentes fontes de P. C: fosfato de potassio, F: fitato, R: RNA, A: ATP, N:
necromassa bacteriana, G: glucose-6-fosfato, e Fe: fosfato de ferro lll. Em a) e b) o asterisco
indica diferenca significativa entre plantas M e NM, dentro de uma mesma fonte de P pelo
teste de Tukey, p < 0,05. Letras diferentes representam diferengas significativas entre as
fontes de P dentro da mesma espécie, em plantas M (minUsculas) e NM (mailsculas) pelo
teste de Tukey, p < 0,05.

5.14. Andlise de correlacao de Pearson e PCA

Considerando as variaveis analisadas em plantas M e NM foi realizada a
analise de correlacao de Pearson com os resultados para plantas de E. globulus e E.
grandis conjuntamente (Figura 20). Destaca-se que as atividades rAPase e fitase se
correlacionaram positiva e significativamente entre si em plantas M (r = 0,44, p< 0,001,
Figura 20.a) e NM (r = 0,44, p < 0,001, Figura 20.b). A rAPase se correlacionou
negativamente com o contetdo de P em ambas as condi¢cdes M (r = 0,46 p <0,001,
Figura 20.a) e NM (r = 0,39 p < 0,001, Figura 20.b). O contetdo de P também teve
correlacdo positiva significativa com a biomassa radicular em plantas M (r = 0,63 p
<0,001, Figura 20.a) e NM (r = 0,56, p < 0,001) e com biomassa de parte aérea em
plantas M (r = 0,82 p < 0,001, Figura 20.a) e NM (r = 0,78, p < 0,001, Figura 20.b)

Em plantas M, a mAPase teve correlacdo positiva com a extensao do
micélio extrarradicular (r = 0,958, p <0,001, Figura 20) e com a intensidade de

colonizagao micorrizica (r = 0,565 p <0,001, Figura 20).
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Figura 20: Matriz baseada nos coeficientes de correlacdo de Pearson derivados dos valores de variaveis analisados em plantas de E. globulus
e E. grandis micorrizadas (a) e ndo-micorrizadas (b). Circulos rosas indicam correlacdo negativa e circulos verdes indicam correlagdes positivas.
Abreviagdes: P: concentracdo de P; PUE: eficiéncia de uso de P; ant: indice de antocianinas; RD: didmetro radicular; ContP: contetdo de P;
Cont N: contetido de N; SDW: biomassa da parte aérea; RDW: biomassa radicular; AS: area superficial radicular; RL: comprimento radicular;
flav: indice de flavondis; PUpE: eficiéncia de absorcdo de P; clor: indice de clorofilas; rAPase: APase radicular; MET: comprimento do micélio
externo; mAPase: APase do micélio externo; F: frequéncia micorrizica; A: abundancia de arbusculos; M: intensidade de colonizacdo micorrizica.
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A PCA de todos os parametros estudados € apresentada na Figura 21. Nas
plantas micorrizadas o primeiro (PC1) e segundo (PC2) componentes explicaram
38% e 25% da variacao total, respectivamente (Figura 21.a e c). Ja se tratando das
plantas NM, os primeiros dois componentes explicaram mais de 65% da variagcao
de dados total, com PC1 e PC2 explicando 45% e 20,9% da variacdo (Figura 21.b
e d).

As espécies de plantas supridas com diferentes fontes de P e a variagéo
de distribuicdo ao longo do primeiro componente revelaram que plantas M supridas
com fitato e fosfato de ferro como Unicas fontes de P tiveram tendéncia a se
agruparem, sendo que apenas a espécie de E. globulus suprida com fosfato de
ferro se separou das demais plantas que receberam estas fontes de P; este
agrupamento se mostrou influenciado pela atividade da rAPase (Figura 21.a e c).

Plantas NM supridas com fosfato de ferro e fitato também se agruparam
devido a atividade rAPase, no entanto a espécie de E. globulus suprida com fitato
se separou das demais plantas supridas com mesma fonte e fosfato de ferro, se
agrupando com outras E. globulus que receberam as demais fontes de P,
influenciado pelo indice de flavonais e clorofilas (Figura 21.b e d).

Além disso, tanto em plantas M como NM, plantas supridas com fosfato de
potassio e glucose-6-P tiveram tendéncia a se agruparem no mesmo quadrante

devido aos seus valores de contetdo de P semelhantes (Figura 21).
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Figura 21: Analise de componentes principais combinando varidveis relacionadas ao crescimento, nutricdo e mineralizacdo de P em plantas de Eucalyptus
globulus (GL) e E. grandis (GR), micorrizadas (M) e ndo-micorrizadas (NM), crescidas com diferentes fontes de P. Os niumeros em parénteses indicam o
percentual da variacdo do primeiro (PC1) e segundo (PC2) componente principal. a) e b) mostram os scores e c) e d) mostram os loading plots. Abreviaturas
das fontes: C: fosfato de potassio; G: glucose-6-P; F: fitato; R: RNA; A: ATP; N: necromassa bacteriana; Fe: fosfato de ferro; APase-M: atividade fosfatase do
micélio; MET: comprimento do micélio externo; M: intensidade de colonizagdo micorrizica; F: frequéncia de colonizagdo micorrizica; A: abundéancia de
arblsculos; APase-R: atividade fosfatase radicular; Fitase: atividade fitase radicular; ant: indice de antocianinas; flav: indice de flavondis; clor: indice de
clorofilas; NBI: indice de balanco de N; RD: diametro radicular; SDW: biomassa da parte aérea; AS: area superficial radicular; RL: comprimento radicular;
CONTP: conteudo de P; RDW: biomassa radicular; P: concentragéo de P.
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6. Discusséo

6.1. Capacidade de uso de P por plantulas de eucalipto: influéncia da espécie,

fonte de P e micorrizagao

Os resultados obtidos mostram que as plantulas de eucalipto podem usar
o P presente em diferentes fontes de P, mas essa capacidade de usar o P depende
da espécie de eucalipto e da fonte de P (Figuras 2, 15 e 16, Tabelas 4 e 5).

Plantas de E. globulus tiveram, no geral, uma maior PUpE (Tabela 4) do
gue plantas de E. grandis, especialmente quando as plantas foram expostas a fontes
menos recalcitrantes de P como fosfato de potassio e glucose-6-fosfato. Da mesma
forma, plantas de E. globulus apresentaram maior PUE que plantas de E. grandis,
principalmente quando foram supridas com necromassa microbiana como Unica fonte
de P (Tabela 5). Isto pode indicar que as plantas de E. globulus possuem uma maior
capacidade de absorver e utilizar P em comparacdo com as plantas de E. grandis.
Estes dados sugerem que as plantas de E. globulus podem ser mais adaptadas a
ambientes com disponibilidade limitada de P, o que pode ser uma vantagem em
condi¢cBes de solo com baixos niveis desse nutriente. Além disso, essa maior PUE
pode ter implicacdes para o aumento da produtividade e a sobrevivéncia das plantas
de E. globulus em diferentes ecossistemas, especialmente aqueles com restricdes de
nutrientes. No entanto, € importante continuar a investigar mais a fundo essas
diferencas entre as espécies e compreender como elas afetam as dinamicas dos
ecossistemas em que essas plantas estdo presentes.

A inoculacdo do FMA também influenciou a capacidade das plantas utilizar
o P de algumas das fontes estudadas, modificando a atividade rAPase e fitase das
raizes, o que foi evidente no caso de E. globulus, em gque plantas M que apresentaram
maiores atividades enzimaticas do que plantas NM (Figuras 17 e 18), o que pode ter
resultado na maior concentracdo de P na parte aérea destas plantas (Figura 15).
Entretanto, em plantas M a atividade rAPase se mostrou negativamente
correlacionada com o contetdo de P (r = 0,43, p < 0,001 Figura 20.a) e sem correlacdo
com o0s parametros relacionados com a micorrizagdo, indicando que a atividade
enzimatica esta mais relacionada com a necessidade de P da planta do que com a
presenca da micorriza. A secrecao de fosfatases pela raiz é considerada uma resposta

geral das plantas ao estresse por deficiéncia de P, o que pode promover a
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mineralizacao de fontes organicas de P na rizosfera e melhorar a aquisi¢cao de P pelas
raizes (Lambers, 2022).

As atividades rAPase e fitase das raizes se correlacionaram positivamente
em plantas M e NM (Figura 20), o que era de certa forma esperado uma vez que
fitases sdo um tipo de fosfomonoesterases que hidrolisam fitato (Ye et al., 2017).

No geral os resultados suportam a hipétese de que a atividade fosfatase
das raizes de eucalipto € maior quando as plantas estdo expostas a fontes de P mais
recalcitrantes, como o fitato, ou menos soluveis, como o fosfato de ferro, condi¢cbes
nas quais as plantas tém baixo acumulo de P, o que pode levar a expressar de forma
mais intensa estratégias de resposta a deficiéncia por P (Lambers, 2022).

Por outro lado, a alta atividade fosfatase em raizes de plantas supridas com
necromassa bacteriana como Unica fonte de P poderia estar relacionada a maior
guantidade de nutrientes supridos com esta forma, o melhor status nutricional da
planta e a maior disponibilidade de nutrientes como N (Tabela 6) pode ter favorecido
a sintese de fosfatases, que sédo proteinas (Olander & Vitousek, 2000; Guilbeault-
Mayers et al., 2020; Ao et al., 2020).

A menor atividade rAPase de plantas irrigadas com fosfato de potassio em
relacdo ao observado em plantas com outras fontes menos acessiveis de P era
esperada pois plantas supridas com esta fonte inorganica de P apresentaram maior
conteudo de P, o que pode reprimir a sintese de fosfatases (Kavka et al., 2021; Yadav
& Tarafdar, 2001).

A atividade mAPase medida a partir de substratos onde cresceram as
plantas inoculadas com o FMA foi significativamente maior do que mAPase do extrato
de substratos das plantas néo inoculadas, mostrando a contribuicdo substancial das
hifas de FMA com a atividade detectada (Figura 19).

Devido a dificuldade em coletar biomassa fungica extrarradicular suficiente
para determinar atividade fosfatase, medi¢cbes anteriores de mAPases de FMA em
solo livre de raizes foram feitas considerando que diferencas na atividade enzimatica
entre 0os solos com e sem hifas de FMA séo causadas pela exsudacao direta de
fosfatases ou por fosfatases ligadas a parede externa do micélio do FMA (Joner et al.,
1995; Tarafdar & Marschner, 1994). Entretanto, a presenca de APase em FMA tem
sido assunto bastante controverso, onde alguns autores indicaram que hifas

extrarradiculares de FMA possuem fosfatases acidas, as quais estao principalmente
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na superficie das hifas associadas a parede celular do fungo (Joner & Johansen, 2000;
Sato et al., 2015). No entanto, estudos recentes tém mostrado que FMAs tém
capacidade reduzida de mineralizar Po, com auséncia de genes de fosfatases
secretadas e fitases no genoma do isolado DAOM 197198 de R. irregularis (Tisserant
et al., 2013). Isto tem reforcado a hipétese de que a capacidade de FMAs utilizar Po
provém de funcdes do microbioma associado as hifas (Zhang et al., 2019).

Este estudo foi conduzido em condi¢cdes de baixa carga microbiana, mas
ndo axénicas, pelo que ndo s o substrato utilizado para o crescimento das plantas,
mas também as proprias raizes e o micélio extrarradicular do FMA estavam
provavelmente associados a microrganismos, e considerando que o in6culo de FMA
utilizado também néo era livre de outros microrganismos. Sabe-se que 0 microbioma
associado a hifosfera de FMAs proporciona fun¢des relacionadas a mineralizacéo do
Po que podem estar ausentes no proprio FMA (Wang et al., 2022; Wang et al., 2023).
Microrganismos associados a hifosfera de FMAs tém sido considerados o “segundo
genoma” de FMAs (Zhang et al., 2022) com hifas de FMAs promovendo a capacidade
de solubilizacédo e mineralizacdo de Po através de exsudacdo de compostos ricos em
C e sinalizadores que induzem a expresséo de fosfatases bacterianas (Zhang et al.,
2018). Ainda assim, consideramos que a colonizacdo de outros microrganismos no
substrato deste experimento tenha sido baixa, considerando que a maior atividade
fitase de solos naturais é desempenhada por microrganismos (Kuo et al., 2015) e aqui
no presente estudo tivemos baixa utilizacdo do P do fitato e poucas diferencas no uso
do P do fitato entre plantas M e NM. Por estes motivos a atividade fitase que pode ser
atribuida essencialmente a atividade das raizes.

A inoculacdo do FMA contribuiu para a absorcao e acumulo de P na parte
aérea (Figuras 15 e 16), indicando que o micélio extrarradicular contribuiu para
aquisicao de P pelas raizes, assim como ja observado em outros trabalhos (Bagyaraj
et al, 2015). Da mesma forma, em E. globulus a micorrizacdo influenciou
positivamente o PUpE (Tabelas 2 e 4), o que pode ser atribuido ao fato de os FMA
serem mais eficientes na captacéo de P do que as raizes devido as hifas micorrizicas
terem menor didmetro do que as raizes (Silveira & Cardoso, 2004; Freschet et al.,
2021). Além disso, FMAs podem modificar as raizes funcionalmente, ampliando sua

capacidade em adquirir diferentes formas de P no solo (de Vries et al., 2021).
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Em substratos onde cresceram plantas micorrizadas, a atividade mAPase
variou dependendo da fonte de P, com menor atividade no micélio de plantas com
glucose-6-P e fitato, no caso de E. grandis, e com fosfato de potassio e glucose-6-P,
em E. globulus (Figura 19). A maior atividade mAPase foi em plantas supridas com
necromassa bacteriana em ambas as espécies (Figura 19), que também foram as
plantas que apresentaram maior comprimento de miceélio externo do FMA (Figura 14)
e maior contetdo de N (Tabela 6). Ja a menor atividade mAPase foi em substratos de
plantas M supridas com glucose-6-P como fonte de P, provavelmente associada a facil
mineralizacao deste fosfomonoéster (Hayes et al., 2000), o que pode demandar menor
producdo destas enzimas. O substrato utilizado para determinacdo da atividade
APase em raizes e micélio do FMA é um analogo de fosfomonoésteres, o 4-
methylumbelliferyl fosfato (MUF-P), que s&o considerados os principais componentes
do pool de Po em algumas florestas tropicais Umidas, por exemplo (Turner &
Engelbrecht, 2011). Estes resultados corroboram com a explicacdo de Joner &
Johansen (2000) em que a sintese enzimatica é regulada por inducao e represséao, de
acordo com a presenca do substrato (Po) e produto (Pi), respectivamente.

Ja a menor atividade mAPase de E. grandis que receberam fitato pode
estar relacionada com a baixa extensao do micélio externo (Figuras 19.b e 14.b), uma
vez que plantas com esta fonte de P tiveram baixa producéo de biomassa de raiz e
baixa colonizacao por fungo capaz de produzir micélio externo (Figuras 3.b e 12.b).

A mAPase esteve fortemente correlacionada com o comprimento de micélio
extrarradicular do FMA (r = 0,958, p <0,001, Figura 20), indicando que a atividade
aumentou conforme a extensao de hifas extrarradiculares produzidas pelo fungo,
como foi o caso de plantas que receberam necromassa bacteriana como Unica fonte
de P (Figuras 19, 14 e 20). Quanto maior a colonizacao intrarradicular e a abundancia
de arbusculos no cortex da raiz, maior o comprimento de micélio externo produzido (r
= 0,665 p < 0,001, Figura 20) e maior a atividade fosfatase do micélio (r = 0,565 p
<0,001, Figura 20). Isto pode sugerir que a transferéncia bidirecional de recursos entre
hospede e hospedeiro favorece o estabelecimento do fungo na raiz e em
consequéncia a transferéncia de C para o crescimento de hifas extrarradiculares, as
quais podem exsudar diferentes compostos sustentando a atividade de
microrganismos com atividade de mineraliza¢do de compostos organicos com P (Frey,
2019; Lambers 2022; Wang et al., 2023).
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A inoculacéo das plantulas de eucalipto com o FMA n&o promoveu o
crescimento de parte aérea ou raizes em relacdo ao observado em plantas nao
inoculadas. Esta auséncia de resposta a micorrizacdo pode estar relacionada ao
estadio das plantas que estavam em fase inicial de desenvolvimento, ainda com baixo
namero de folhas e um custo maior em termos de C para manter o fungo micorrizico,
uma vez que parte significativa do C fixado pelas plantas € direcionada ao FMA
(Olsson et al.,, 2010). No entanto, plantas micorrizadas apresentaram maior
concentracdo e acumulo de P e N na parte aérea e, no geral, maior PUpE do que
plantas ndo micorrizadas (Figuras 15 e 16, Tabela 4).

Em geral, as diferencas de biomassa tanto radicular quanto de parte aérea
(Figura 20) estéo diretamente relacionadas ao suprimento de P da planta. Em plantas
NM de E. grandis supridas com necromassa microbiana ou fosfato de ferro como
Unicas fontes de P, a producé@o de biomassa de raiz foi maior do que em plantas M
(Figura 3). Alguns trabalhos indicam que plantas em simbiose com FMAs apresentam
menor crescimento das raizes, uma vez que 0 micélio extrarradicular tem a
capacidade de se expandir além da area de deplecao da raiz e capturar nutrientes que
sdo transportados através de suas hifas até a interface simbi6tica na raiz (Cosme et
al., 2018; O’Keefe & Sylvia 1991; Bruce et al., 1994). Nao obstante, plantas NM de E.
grandis que receberam fosfato de ferro e necromassa bacteriana também
apresentaram menor biomassa de parte aérea que seus pares M. Alguns trabalhos
apontam ocorréncias em que a associagcdo micorrizica arbuscular pode causar
diminuicao de crescimento das plantas hospedeiras (Smith et al., 2009) indicando que
h& uma variacdo de respostas nutricionais nos vegetais, que podem depender de

fatores como a alocacao de C dos hospedeiros para os fungos simbiontes.

6.1. Avaliacdo da eficacia das plantas em utilizar fontes organicas de P: impacto

na nutricao fosfatada e interagdo com FMA

Em relagéo a capacidade das plantas utilizarem o P de fontes orgéanicas,
observamos que as plantas que receberam fitato como Unica fonte de P apresentaram
0S menores conteudos e concentracdes de P na parte aérea (Figuras 15 e 16),
indicando a baixa capacidade das raizes de eucalipto em hidrolisar o fosfato contido

na molécula de fitato (Osborne & Rengel, 2002; Hayes et al., 2000), apesar da
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substancial expressédo das atividades fitase e APase nas raizes quando as plantas
foram expostas a esta fonte de P (Figuras 17 e 18). Assim, e como consequéncia
dessa baixa capacidade de usar o P do fitato e em resposta a baixa concentracéo
interna de P, houve indug&o da secrecao de enzimas envolvidas na mineralizagéo de
P (Ojeda Riveira et al., 2022). Fica em aberto se a exposi¢cdo das plantas ao fitato
como unica fonte de P induziu a exsudacdo de acidos organicos de baixa massa
molecular (Ojeda Riveira et al., 2022).

A quantidade acumulada de P absorvido pelas plantas cultivadas com fitato
(Figuras 15 e 16), foi quase quatro vezes inferior as de plantas expostas com outras
fontes de Po. Plantulas de E grandis tiveram menor capacidade de utilizar o P do fitato
do que plantulas de E. globulus, as quais conseguiram acumular maiores contetdos
de P, talvez relacionado também com o maior comprimento das raizes de E. globulus
0 que pode facilitar a absorcdo de P uma vez mineralizado (Pang et al.,, 2015;
Schwerdtner et al.,, 2022). Em plantulas de E. globulus expostas ao fitato, a
micorrizacao reduziu a producéo de biomassa e aumentou a atividade de hidrélise de
P, mas sem resultar em alteracdo dos contetidos de P em relagdo ao observado em
plantas NM (Figuras 2, 15, 16, 17 e 18). Contudo, existe uma relacdo entre a
capacidade de utilizar fitato e a concentracdo disponivel no meio, sendo que quanto
maior a concentracdo do fitato como unica fonte de P, maior o P utilizado da fonte e
maior o ganho relativo de biomassa (Hayes et al., 2000). Desta forma, no nosso estudo
a concentracao de P na forma de fitato foi de 0,1 mM, o que comparativamente com
o estudo de Hayes et al. (2000) pode ser considerada baixa, ja que eles utilizaram
concentracfes dentre 0,5 mM e 6 mM de P-fitato, o que pode ter contribuido para a
baixa utilizacdo do P do fitato no nosso trabalho. Além da secrecdo de fitases a
exsudacao de acidos organicos, como o citrato, pode contribuir na solubilizacdo do P
do fitato (Wouterlood et al., 2004; Steffens et al., 2010).

Sabe-se que devido a suas propriedades polianidnicas, conferidas pela
presenca das cargas negativas dos 6 grupos ortofosfato e os 12 prétons ionizaveis, o
fitato tem forte afinidade a ser adsorvido a fases solidas e formar quelatos com ions
metalicos, que podem formar precipitados pouco soluveis (Liu et al., 2022). O fitato
nao se liga apenas as particulas minerais do solo, mas também se incorpora as
estruturas da matéria organica via pontes de Fe/Al (Liu et al., 2022). Turner et al.,

(2003) relataram que hexafitatos s&o fortemente ligados a fase solida do solo e a
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adsorcao de fitatos aumenta com o aumento dos parametros de adsorcdo de P em
oxidos de Fe/Al e argila. Desta forma, o fitato adsorbe-se a 6xidos metalicos,
argilominerais e matéria organica, com até 4 vezes maior afinidade que formas de Pi
(Celi & Barberis, 2005).

No entanto, ainda ha muitas inconsisténcias na literatura avaliando a
eficacia das plantas quanto ao uso do fitato como fonte de P. Adams & Pate (1992)
em um estudo utilizando fitato, RNA e glicerofosfato, com 0,5 mM de P, como fontes
de P em Lupinus spp., apontaram que as plantas que receberam fitato cresceram
tanto quanto as que receberam as outras fontes de P, indicando que a diferenga na
disponibilidade das diferentes fontes de P esteve relacionada a sua solubilidade no
solo, e ndo somente a suscetibilidade as fosfatases.

No nosso trabalho plantas que receberam fitato tiveram parte area e
sistema radicular menores que plantas que receberam as demais fontes de P (Figuras
2 e 3), 0 que provavelmente afetou a quantidade de micélio externo produzido pelo
FMA inoculado (Figura 14) e a sua atividade mAPase (Figura 19).

Plantas expostas ao fosfato de ferro como Unica fonte de P tiveram a menor
producdo de biomassa apds as expostas a fitato, mostrando também a recalcitrancia
do P desta fonte de baixa solubilidade. Em solos, as propriedades da superficie dos
minerais de fosfato de ferro desempenham um papel crucial em sua recalcitrancia.
Geralmente essa molécula tem area superficial baixa e reatividade superficial limitada
o que dificulta a interacdo entre este composto inorganico e componentes da solucao
do solo ou da atividade radicular (Violante et al., 2010). De forma similar ao observado
no caso do fitato, plantulas de E. globulus foram mais eficientes na utilizagdo do P do
fosfato de ferro do que plantulas de E. grandis (Figura 16), o que pode estar
relacionado com o maior comprimento das raizes de E. globulus (Figura 4), que
favorece a absorcéo de P mineralizado dessas fontes (Pang et al., 2015; Schwerdtner
et al., 2022). Estes resultados indicam que as diferentes fontes de P influenciaram a
nutricdo fosfatada de acordo com suas suscetibilidades as enzimas fosfatases, o grau
de solubilidade no substrato e a capacidade das plantas em produzirem um sistema
radicular que potencialize o efeito de mineralizagcéo e solubilizacéo de fontes de P.

Na PCA, os tratamentos de E. grandis com fitato e fosfato de ferro se
agruparam no mesmo quadrante (Figura 21), provavelmente devido a resposta similar

das plantas frente a dificuldade de utilizarem o P contido nessas duas fontes.
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Entretanto, os tratamentos de E. globulus com fosfato de ferro e fitato se agruparam
de forma mais proxima com tratamentos com outras fontes de P, como ATP e
necromassa bacteriana, corroborando a capacidade dessa espécie utilizar o P de
fontes menos sollveis e mais recalcitrantes (Figura 21).

Plantas que receberam fontes orgéanicas de P com ligacdes fosfomono- e
diéster, como glucose-6-P, ATP e RNA apresentaram acumulo de biomassa
semelhante e proximo das plantas que receberam a fonte solavel de Pi (Figura 2).
Além disso, plantas que receberam ATP e RNA apresentaram conteudo de P
semelhantes (Figura 16), o que é corroborado na PCA (Figura 21), onde tratamentos
com estas duas fontes se agruparam juntas frequentemente nas duas espécies
estudadas. Da mesma forma, o contetdo de P de plantas irrigadas com glucose-6-
fosfato e com fosfato de potassio foi semelhante (Figura 16), o que foi corroborado na
PCA, onde estas duas fontes se agruparam juntas tanto nas duas espécies estudadas
guanto em relacdo a micorrizacao (Figura 21). A capacidade de utilizar P da glucose-
6-fosfato também foi observado em plantas de trigo sarraceno (Fagopyrum
esculentum) que apresentaram maiores contetdos de P do que plantas que
receberam Pi (Amann & Amberger, 1989). Utilizando glucose-6-fosfato como fonte de
P, foi indicado uma alta hidrolise da molécula, ao qual foi atribuida ao aumento da
atividade fosfatase acida “soluvel”’ nos exsudatos radiculares de F. esculentum
presentes na rizosfera (Amann & Amberger, 1989). Corroborando com nossos
resultados, estudos indicam que compostos como glucose-6-P, acidos nucleicos e até
fosfolipidios tém maior propensdo a serem mineralizados e utilizados do que
moléculas de fitato (Park et al., 2022; Dalai, 1977; Hayes et al., 2000).

A atividade fitase em raizes micorrizadas de E. globulus irrigadas com
fitato, ATP e glucose-6-P foi maior que a atividade apresentada em plantas
micorrizadas com as demais fontes (Figura 17), o que pode indicar que estas fontes
de Po tm maior propenséo a serem mineralizadas na presenca de FMAs, uma vez
gue o composto organico em conjunto com o FMA pode representar uma forma de
recrutar microrganismos com esta atividade enzimatica (Frey, 2019; Zhang et al.,
2018). Mesmo que o presente o experimento tenha sido realizado com substratos
estéreis e que a irrigacdo das plantas, realizada com solu¢des nutritivas e agua
estéreis, as plantas foram mantidas em condi¢des de casa de vegetagao e a superficie

do substrato pode ter sido uma fonte de entrada de microrganismos para o substrato.
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As sementes utilizadas foram desinfestadas superficialmente, com presenca de
possiveis microrganismos em tecidos internos ao tegumento, ainda, o inéculo de FMA
utilizado pode ter contribuido também ao estabelecimento de uma microbiota no
ambiente da raiz. Por estes motivos o sistema utilizado foi considerado de baixa carga
microbiana e nédo realizado totalmente em condi¢Bes estéreis. Portanto, algumas das
respostas observadas podem estar relacionadas a presenca de microrganismos na
superficie da raiz com capacidade solubilizadora e mineralizadora das fontes de P.
Contudo, a atividade de enzimas secretadas em raizes de plantas M e NM foi em
varios casos similar sugerindo que ndo houve contribui¢do significativa de possiveis
microrganismos adicionados junto ao in6culo de FMA na capacidade de plantas
usarem o P de fontes organicas.

Plantas de E. globulus supridas com necromassa bacteriana como fonte de
P produziram maior biomassa, além de apresentarem maior PUE que plantas que
receberam as demais fontes de Po (Figuras 2 e 3, Tabela 5); e em ambas as espécies
esta fonte de P resultou em raizes com maior intensidade de colonizacdo micorrizica
e maior comprimento do micélio externo de FMA, com maior atividade mAPase
(Figuras 12, 14 e 19).

As necro- e biomassa microbianas presentes na rizosfera e no solo tém
grande influéncia na ciclagem de nutrientes e na formacdo da matéria organica do
solo, pois representam estagios intermediarios de imobilizacdo C, P, S e N e de
energia retida antes de sua mineralizacdo (Kastner et al., 2021). Ou seja, a
necromassa bacteriana além de fornecer potencialmente P, pode fornecer outros
nutrientes como N e micronutrientes, que podem ter contribuido com a nutricdo da
planta e com elementos essenciais ao FMA, como o Na, por exemplo, que se mostrou
numa quantidade relativamente alta na necromassa bacteriana utilizada no presente
estudo (Tabela 1) (Garcia et al., 2016). Além disso, a necromassa bacteriana pode ter
sido fonte de C hidrolisavel, estimulando o crescimento de microrganismos
heterotréficos. Recentemente foi descrito um co-transportador de alta afinidade de
Na*/Piem FMAs, o RiPT5, que além de permitir a absorcao de Pi em uma ampla faixa
de pH do solo, podem exibir uma correlacdo positiva com a aquisicdo micorrizica de
Pi (Garcia et al., 2016; Wipf et al., 2019). Desta forma, a alta quantidade de Na

presente na necromassa bacteriana pode ter resultado na maior expressao dos genes
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gue codificam para este transportador, promovendo a absor¢do de P nas plantas M
supridas com esta fonte de P.

Os FMAs séo organismos biotréficos obrigatérios, que utilizam o C fixado
pela planta na forma de &cidos graxos e de hexoses como fonte de C para construcdo
da sua prépria biomassa e como fonte de energia para seus processos metabdlicos.
E observado que ha uma relacdo positivamente proporcional entre o crescimento do
micélio do FMA e a quantidade de matéria organica presente no substrato (Ravnskov
et al., 1999; Joner & Jakobsen 1995; Hodge et al., 2001). Um estudo apontou que a
necromassa da levedura Sacharomyces cerevisiae aumentou o crescimento do
micélio externo de Glomus intraradices (Ravnskov et al., 1999). Ndo obstante, Joner
& Jakobsen (1995) observaram que a densidade do micélio de FMA foi duas vezes
maior em solo com maior conteddo de matéria organica do que em solos com menor
conteldo de matéria organica. Da mesma forma, no presente estudo observamos
maior crescimento do micélio do FMA em substratos irrigados com necromassa
bacteriana (Figura 14).

As hifas de FMA possuem capacidade de fornecer N para as plantas
hospedeiras, uma vez que possuem transportadores para diferentes formas de N
(Leigh et al., 2008). No presente estudo, plantas M apresentaram no geral maiores
contetdos de N, principalmente quando supridas com necromassa bacteriana como
Unica fonte de P (Tabela 6). Com isso, outra possibilidade para o maior crescimento
do micélio externo do FMA em plantas supridas com necromassa bacteriana esta
relacionada a maior disponibilidade de N nesta fonte, que pode se apresentar tanto
em formas organicas quanto inorganicas. As hifas de FMAs carecem de exoenzimas
capazes de acessar diretamente formas organicas de N ou de outros nutrientes, no
entanto, é observado que a interrelacao das hifas com seu microbioma esta envolvida
na utilizacdo de formas organicas de N pelo fungo (Rozmos et al., 2022; Bucking &
Kafle, 2015; Hodge et al., 2001).

A maior atividade fosfatase no micélio externo de plantas supridas com
necromassa bacteriana pode estar relacionada a maior extensédo do micélio externo
produzido nesse tratamento, corroborado pela correlacéo positiva e significativa entre
estas duas variaveis (r = 0,95 p < 0,001, Figura 20.a). A maior atividade rAPase pode
também estar relacionada a maior disponibilidade de N para sintese de enzimas, o

gue pode ser observado nas propor¢cbes de maior atividade rAPase em plantas
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expostas a necromassa bacteriana, que por sua vez, tiveram maior contetdo de N
(Tabela 7, Figura 18). Além disso, a necromassa bacteriana pode ter influenciado no
crescimento de microrganismos associados ao fungo capazes de contribuir com a
mineralizacdo de compostos organicos e estimular o crescimento e atividade do
micélio, podendo resultar no incremento da capacidade de fornecer mais P a planta
(Sangwan & Prasanna, 2022; Frey, 2019).

6.3. Concluséao

Os resultados obtidos apontam que: (1) espécies de eucaliptos diferem na
sua capacidade de utilizar fontes organica e pouco soltveis de P, e isto estad associado
com a atividade das enzimas secretadas pela raiz; (2) plantulas da espécie E. globulus
se mostraram mais eficientes no uso de P proveniente de diferentes fontes do que
plantulas de E. grandis e isso se reflete na maior capacidade de E. globulus em utilizar
P de fontes mais recalcitrantes ou menos sollveis; (3) compostos organicos de P
podem ter um bom potencial em suprir a necessidade nutricional de P de plantas de
eucalipto, dependendo da sua susceptibilidade a mineralizacdo pelas enzimas
fosfatases secretadas tanto pelas raizes quanto a devida a atividade de hifas do FMA,
(4) o FMA contribui de forma importante na aquisicdo de P de fontes organicas pelas
plantas de eucalipto associadas, conferindo maior PUpE da planta; (5) as diferentes
fontes de P utilizadas neste experimento supriram em diferentes graus a demanda de
P das plantas, sendo o fitato e fosfato de ferro as fontes de P mais recalcitrantes e
indisponiveis para as plantas, enquanto glucose-6-P, fosfato de potassio e até mesmo
RNA e ATP as fontes que melhor forneceram P para as plantas de eucalipto; (6) a
necromassa bacteriana pode fornecer elementos como N, P e C influenciando a
atividade das hifas flungicas e, possivelmente, de microrganismos associados ao
micélio, contribuindo positivamente com a mAPase e o crescimento do micélio do FMA
associados as plantas de eucalipto; (7) a necromassa bacteriana pode contribuir no
aumento do conteudo de N das plantas supridas com esta fonte de P, o que pode
levar também ao aumento da atividade APase das raizes.

Para contribuir no entendimento de processos que levam a maior nutricao
de P em plantas de eucalipto, podem ser feitos estudos que avaliem os genes que

codificam fosfatases nestas plantas, bem como estudos que investiguem a nivel
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molecular a capacidade do micélio de FMA e microrganismos associados em utilizar
nutrientes disponibilizados pela necromassa bacteriana e como esta influencia o
desenvolvimento do microecossistema rizosférico.

Apesar deste experimento ter sido conduzido em casa de vegetacdo e com
areia de quartzo como substrato, aqui demonstramos fendmenos possiveis em
ambientes naturais como florestas ou plantacdes de eucalipto, que podem ser de
grande importancia para uma melhor producdo agricola de um grupo vegetal de

relevante interesse comercial.
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