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RESUMO

A mangaba (Hancornia speciosa) € uma espécie nativa do Cerrado com grande
importancia ecoldgica, econbémica e medicinal, mas cuja producdo de mudas ainda
enfrenta limitagbes, especialmente pela baixa fertiidade dos solos onde ocorre
naturalmente. Nesse contexto, microrganismos, como fungos micorrizicos
arbusculares (FMA), fungos endofiticos dark septate (DSE) e bactérias do género
Bacillus, tém se destacado por sua capacidade de modular o crescimento vegetal,
influenciar a colonizagdo radicular e ativar mecanismos de defesa. A interagao
desses microrganismos com espécies nativas € complexa e ainda pouco explorada,
especialmente no que se refere a producao de latex, estrutura anatdbmica associada
a defesa vegetal. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia de
FMA, DSE e Bacillus no crescimento inicial de mudas de H. speciosa, bem como
analisar sua relacdo com a colonizagao radicular, producdo de células de latex e
atividade microbiana do solo. Para isso, o experimento foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado, com seis tratamentos (Rhizophagus clarus,
Bacilus sp., DSE |, DSE I, DSE lll e controle), avaliando altura de plantas, diametro
do caule, numero de folhas, analises microscopia de raizes e quantificacdo da
atividade respiratoria microbiana. Os resultados indicaram que o Rhizophagus clarus
aumentou significativamente a massa seca da parte aérea. A analise anatdmica
mostrou maior produgao de células de latex nos tratamentos com DSE e B. subitilis,
sugerindo ativagcdo de defesa. De modo geral, a Mangaba respondeu de forma
distinta a cada microrganismo, evidenciando o potencial dos FMA como

bioinoculantes na producéo de mudas.

Palavras-chave: Micorriza arbuscular, Rhizophagus clarus, Bacillus sp., fungos

endofiticos, Cerrado



ABSTRACT

Hancornia speciosa, commonly known as mangaba, is a native species of the
Cerrado with significant ecological, economic, and medicinal importance. However,
seedling production still faces limitations, particularly due to the low fertility of the
soils where the species naturally occurs. In this context, microorganisms such as
arbuscular mycorrhizal fungi (AMF), dark septate endophytic fungi (DSE), and
bacteria of the genus Bacillus have gained attention for their ability to modulate plant
growth, influence root colonization, and activate defense mechanisms. The
interaction between these microorganisms and native species is complex and
remains poorly explored, especially regarding latex production, an anatomical
structure associated with plant defense. This study aimed to evaluate the influence of
AMF, DSE, and Bacillus on the initial growth of H. speciosa seedlings, as well as to
analyze their effects on root colonization, latex cell production, and soil microbial
activity. The experiment was conducted in a completely randomized design with six
treatments (Rhizophagus clarus, Bacillus sp., DSE |, DSE Il, DSE lll, and a control).
Plant height, stem diameter, and number of leaves were assessed, along with
microscopic analyses of roots and quantification of soil microbial respiratory activity.
The results showed that Rhizophagus clarus significantly increased shoot dry mass.
Anatomical analysis revealed greater latex cell production in the treatments with DSE
and Bacillus subtilis, suggesting activation of plant defense responses. Overall,
mangaba displayed distinct responses to each microorganism, highlighting the

potential of AMF as promising bioinoculants for seedling production.

Keywords: Arbuscular mycorrhiza, Rhizophagus clarus, Bacillus sp., endophytic

fungi, Cerrado.
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1. INTRODUGAO

O Cerrado brasileiro € reconhecido mundialmente como a savana de maior
biodiversidade e um dos principais hotspots do planeta (Schuler; Bustamante, 2022).
Cobrindo cerca de 22% do territério nacional, esse bioma abriga milhares de
espécies endémicas. Contudo, a expansao da agricultura intensiva, agravada pela
ineficacia das politicas publicas de conservagéo, tem acelerado a fragmentacéo do

bioma e perda de biodiversidade (Strassburg et al., 2017).

Espécies frutiferas nativas de grande relevancia, como a mangaba
(Hancornia speciosa Gomes), estdo vulneraveis diante desse cenario. Essas
especies desempenham papeéis cruciais na manutengdo da biodiversidade e no
equilibrio dos ecossistemas, além de possuirem significativa relevancia
socioeconémica para comunidades tradicionais (Almeida et al., 2016). Seus frutos
sdo valorizados por serem ricos em compostos fendlicos e apresentarem potencial
antioxidante, contribuindo para a saude humana, valorizando o extrativismo e
ajudando na conservagao ecologica do bioma (Santos et al., 2021). No entanto, ha
uma caréncia de informagdes sobre o desenvolvimento inicial destas espécies em
solos com baixa disponibilidade de nutrientes.

As plantas nativas do Cerrado evoluiram em um ambiente caracterizado por
solos distroficos e acidos, resultando em espécies que geralmente sdo pouco
exigentes em adubacdo para seu crescimento. Embora o baixo teor de nutrientes do
solo nativo seja frequentemente suficiente, a exigéncia nutricional pode variar muito
entre as espécies e regides do bioma. A complexidade ambiental do cerrado ¢ alta,
com estudos indicando que, em certos casos, a deficiéncia hidrica pode ser mais
limitante para o crescimento do que a falta de nutrientes, como observado para o
pequizeiro (Gongalves, 2021).

Nesse contexto, os Microrganismos Promotores de Crescimento Vegetal
(MPCV) surgem como uma alternativa biotecnolégica viavel e sustentavel para a
producdo de mudas (Rezaee Danesh, 2025). Os MPCV atuam por diversos
mecanismos: promovem o crescimento através da fixagao bioldgica de nitrogénio e
da solubilizagdo de nutrientes essenciais (como o fdsforo), aumentando sua
disponibilidade (Oliveira-Paiva et al., 2024). Adicionalmente, produzem fitormdnios
(auxinas e giberelinas) que estimulam o desenvolvimento do sistema radicular,

resultando em mudas com maior capacidade de absor¢do de agua e nutrientes.
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Oferecem ainda protecdo por meio do biocontrole de patdgenos e da inducdo de
resisténcia sistémica, reduzindo a dependéncia de fertilizantes e pesticidas quimicos
e elevando a qualidade e resiliéncia das mudas (Rezaee Danesh, 2025).

Dentre os MPCV, as bactérias do género Bacillus sao amplamente
reconhecidas como bioinoculantes de alta relevancia, capazes de mitigar estresses
abidticos (Etesami et al. 2023). Elas sao utilizadas na produgao de mudas por sua
capacidade de fixar nitrogénio atmosférico em pequena quantidade, solubilizar
fosfato e produzir fitormonios (Rezende et al., 2021), o que resulta em um sistema
radicular mais robusto e um desenvolvimento aéreo mais rapido em diversas
culturas (Alves et al., 2021).

Outros microrganismos importantes sdo os Fungos Micorrizicos Arbusculares
(FMA), que estabelecem uma simbiose mutualistica com as raizes, estendendo suas
hifas e agindo como uma vasta rede de absorc¢ao. Isso amplia a area de contato da
planta com o solo, promovendo a captacao eficiente de nutrientes de baixa
mobilidade (fésforo) e agua, o que € crucial para o crescimento e a resisténcia a
condigcbes adversas (Akhtar et al.,, 2022). Por fim, os fungos endofiticos dark
spetates (DSE) s&do um grupo de grande interesse, especialmente em ambientes
desfavoraveis como os solos do Cerrado, pois aumentam a tolerancia a seca e a
eficiéncia nutricional através da solubilizagdo de minerais e indugao de resisténcia
sistémica (Santos et al., 2021; Huertas et al., 2024).

Portanto, a inoculacdo de H. speciosa com MCPs é uma estratégia
promissora para impulsionar o crescimento desta espécie e contribuir para sua
conservagao, valorizando os recursos genéticos do Cerrado e oferecendo
alternativas sustentaveis. Diante disso, este estudo tem como hipdtese central que a
inoculaggo com MCPs promovera um aumento significativo nos parametros de
crescimento (altura, didmetro e biomassa) das mudas de Hancornia speciosa, em
comparagao com o grupo controle (ndo inoculado). Este trabalho tem como objetivo
investigar os efeitos da inoculagdo de microrganismos promotores de crescimento
(Bacillus subtilis, Fungos Endofiticos e Rhizophagus clarus) no desenvolvimento
inicial de H. speciosa (mangaba), buscando identificar o indculo mais eficiente para a

produgao de mudas de alta qualidade.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Cerrado

O Cerrado, reconhecido como a savana de maior biodiversidade do mundo,
estende-se por uma vasta area do territorio brasileiro e representa um hotspot global
para a conservagao, porém vem enfrentando ameacgas criticas a sua integridade
(Ferreira et al., 2022). Além de sua biodiversidade unica, desempenha papel crucial
na regulagdo hidrica do pais, abrigando importantes nascentes que alimentam
bacias hidrograficas estratégicas, e fornece servicos ecossistémicos fundamentais,
como sequestro de carbono, conservacédo do solo e manutencédo de habitats para
inUmeras espécies endémicas (Strassburg et al., 2017).

A flora do Cerrado possui caracteristicas adaptativas como cascas espessas
e raizes profundas, que refletem a sazonalidade e a ocorréncia de fogo. As plantas
do Cerrado desenvolveram estratégias combinadas, como a casca grossa e isolante
e a rebrota a partir de 6rgaos subterraneos, para sobreviver a regimes de incéndios
frequentes (Chiminazzo et al., 2023). Seu solo é tipicamente acido, distréfico e com
baixa disponibilidade de nutrientes, o que representa um desafio para o
desenvolvimento vegetal, fator que molda a diversidade de espécies e suas
interagbes (Lima et al., 2024).

Historicamente, o Cerrado enfrenta uma crescente pressao antropica que
ameaca sua biodiversidade e equilibrio ecoldgico. Estudos indicam que mesmo com
a plena implementagdo do Cdédigo Florestal, o bioma pode perder até 30,6 milhdes
de hectares de vegetacdo nativa até 2070 (Colman et al., 2024). E importante
ressaltar que a degradacdo da vegetacdo no Cerrado ndo se da apenas por
desmatamento direto, mas também por processos associados ao uso prolongado e
ao manejo inadequado das pastagens. O uso cronico do fogo como ferramenta de
limpeza e abertura de areas agricolas intensifica os impactos, alterando o
comportamento do fogo e reduzindo a resiliéncia dos ecossistemas locais (Arruda et
al., 2024).

Considerando isso, as espécies frutiferas nativas do Cerrado sdo um
componente essencial para a sustentabilidade do bioma. Elas participam ativamente

da conservacédo da diversidade bioldgica e sdo indispensaveis na manutencao de



15

servigos ecossistémicos cruciais, como a regulagdgo do clima e o suporte
socioecondmico a diversas populacdes (Vargem et al., 2024).

Estas espécies possuem resiliéncia ecologica, devido a adaptacao evolutiva a
esse ambiente caracterizado por solos acidos e intensa sazonalidade hidrica, muitas
delas desenvolveram sistemas radiculares de grande profundidade e alta
capacidade de retencdo (Furquim et al.,, 2018). Estas raizes sao vitais para a
estabilidade do solo e a infiltracdo de agua, conferindo-lhes uma funcéao
insubstituivel na regulacdo hidrica ao atuarem como "bombas" naturais que
exploram e disponibilizam recursos hidricos das camadas subterraneas. Além disso,
a presenga dessas espécies lenhosas contribui significativamente para o sequestro
de carbono e a ciclagem de nutrientes no sistema solo-planta, o que é fundamental
para mitigar processos de desertificagdo (Quintdo et al., 2021; Bogiani et al., 2020).
Dentre as frutiferas nativas deste bioma, destacam-se espécies com potencial
econdmico, nutricional e ecoldgico. Uma dessas espécies de grande interesse é a

mangaba (H. speciosa).
2.2. A Mangaba

A Mangaba, pertencente a familia Apocynaceae, é uma frutifera nativa
amplamente distribuida. Do ponto de vista morfoldégico, € uma arvore ou arbusto
lactifero, com folhas deciduas em algumas regides. Seu fruto € uma baga carnosa e
amarelada (Coimbra et al., 2023). Estudos sobre Mangaba tém focado em sua
composic¢ao fitoquimica, que revela alto teor de compostos fendlicos, carotenoides e
acido ascérbico (vitamina C), conferindo-lhe importante atividade antioxidante e
potencial farmacoldgico (Almeida et al.,, 2022). Além disso, a espécie apresenta
grande potencial para o uso na restauracdo de areas degradadas devido a sua
rusticidade e adaptacéo a solos de baixa fertilidade (Alves et al., 2024).

A Mangaba desempenha papel socioecondmico importante para populagdes
tradicionais e comunidades rurais. O fruto coletado é uma fonte de renda alternativa
para familias que vivem do extrativismo ou da venda de produtos artesanais
derivados. (Costa et al., 2018) Além disso, o uso da mangaba, seja para consumo
familiar ou para preparagcdo de alimentos regionais, ajuda a manter saberes
tradicionais, fortalecendo identidades culturais ligadas ao territoério e as praticas de

uso da biodiversidade. (Oliveira et al., 2018).
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2.3. Microrganismos Promotores de Crescimento Vegetal

Apesar do potencial econémico e da resiliéncia da mangaba, a producgéo de
mudas e o sucesso da restauracdo de areas degradadas sao frequentemente
limitados pela baixa fertilidade dos solos. Para superar problemas de barreiras
edaficas e garantir um crescimento inicial das mudas, o uso de Microrganismos
Promotores de Crescimento Vegetal (MPCV) surge como uma estratégia sustentavel
e ecologicamente analoga aos processos simbidticos naturais do bioma, otimizando
a absorcdo de nutrientes, a tolerancia a estresses hidricos e 0 desenvolvimento
geral das plantas (Villa et al., 2021). Dentre estes MPCV alguns grupos se destacam
pela eficiéncia e adaptabilidade (REF), como os fungos endofiticos septados

escuros, bactérias do género Bacillus e fungos micorrizicos arbasculares.
2.3.1 Fungos endofiticos Dark Septate (DSE)

Fungos enddfitos representam uma classe de grande interesse como MPCYV,
especialmente em ecossistemas naturais como o Cerrado. Os Fungos Endofiticos
Dark Septate (DSE), ou "Septados Escuros", constituem um grupo de fungos que
estabelecem uma simbiose mutualistica com as raizes de plantas, a caracterizagao
morfologica deste grupo é definida pela intensa pigmentagdo escura (melanizagao)
de suas hifas e das estruturas de reserva que se formam no cértex das raizes
(Nunez et al., 2022).

Ecologicamente, os DSE sao essenciais, pois atuam como promotores de
crescimento vegetal ao facilitar a absor¢do de nutrientes, como o fosforo e o
nitrogénio, e ao aumentar a toleréncia da planta hospedeira a condigdes extremas
como seca, salinidade e a presenga de metais pesados (Akhtar et al., 2022). Além
disso, estudos recentes tém evidenciado o seu potencial como agentes de
biocontrole no manejo integrado de doengas e pragas de culturas, reforgando o seu
papel na mitigagdo dos efeitos negativos de estresses bidticos e abidticos (Santos et
al. 2021). Portanto, a aplicagao estratégica de DSE pode ser utilizada como um meio
eficaz para aumentar a taxa de pegamento das mudas, acelerando sua transicao
para o campo e potencializando o sucesso em projetos de restauracgédo e fruticultura

sustentavel.
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2.3.2 Bacillus subtilis

Bactérias, principalmente Bacillus subtilis, uma rizobactéria, sdo promissoras
e amplamente estudadas no contexto da agricultura sustentavel, especialmente em
ecossistemas desafiadores como o Cerrado. Sua aplicacdo na producdo de mudas
de espécies nativas constitui uma estratégia essencial para o sucesso de projetos de
recuperagao de areas degradadas e reflorestamento (Chagas Junior et al., 2023).
Essas bactérias atuam diretamente na rizosfera, a regido de interface entre a raiz e
o solo, por meio de mecanismos diretos e indiretos que favorecem o
desenvolvimento vegetal.

Entre suas fungdes mais importantes destaca-se a solubilizagdo de
nutrientes. Embora o Cerrado possua grandes reservas de foésforo, grande parte
esta quimicamente fixada, tornando-se inacessivel as plantas. O B. subtilis secreta
acidos organicos e enzimas capazes de reagir com esses compostos, liberando o
fésforo e outros micronutrientes, tornando-os disponiveis para absorgcao pelas raizes
das mudas nativas de forma eficiente (Veya et al., 2025).

Além de otimizar a absorgédo de nutrientes, B. subtilis atua como rizobactéria
promotora de crescimento, produzindo fitormdénios que estimulam o alongamento e a
ramificacdo do sistema radicular. Em condi¢gdes do Cerrado, a inoculagdo com
bactérias promotoras de crescimento, incluindo B. subtilis, tem demonstrado
aumento no vigor radicular e na eficiéncia de absor¢ao de nutrientes, contribuindo
para o melhor estabelecimento e sobrevivéncia das plantas apds o plantio (Bini et
al., 2025).

2.3.3 Fungo micorrizico arbuscular (FMA)

Os Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMA) estabelecem uma simbiose
mutualistica fundamental com a grande maioria das plantas terrestres. A sua
colonizagao inicia-se com o reconhecimento quimico entre hifas e raizes, seguido
pela formacao de hifopddios na epiderme, que permitem a penetragdo e o avango
das hifas até o coértex radicular. No interior das células do cortex, os FMA
desenvolvem arbusculos, estruturas ramificadas responsaveis pela troca eficiente de
nutrientes entre fungo e planta, especialmente fésforo e carboidratos (Crawford et
al., 2020). Esses arbusculos permanecem envolvidos pela membrana

peri-arbuscular, especializada em facilitar o transporte bidirecional de solutos (Smith;
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Read, 2023). Além disso, muitos FMA formam vesiculas intracelulares ou
intercelulares que atuam como estruturas de reserva e auxiliam na persisténcia do
fungo no tecido radicular (Genre et al., 2019)

Essa associagao € especialmente vital em ecossistemas de baixa fertilidade,
como o Cerrado (Cortat et al., 2021). O género Rhizophagus, com destaque para a
espécie Rhizophagus clarus, € amplamente utilizado como inoculante por sua alta
eficiéncia na promocéao do crescimento vegetal. O principal mecanismo de agao é o
aumento da captagdo de nutrientes de baixa mobilidade, como o fésforo (P), por
meio da extensdo de suas hifas no solo. Além disso, a micorrizagao com Rh. clarus
confere maior tolerancia a estresses hidricos e salinos, promovendo a manutengao
da atividade fisiolégica da planta, a regulacdo do equilibrio ibnico e o aumento da
atividade de enzimas antioxidantes, o que contribui para a manutencdo da
produtividade sob condi¢gbes adversas (Tavares et al., 2024).

Nos ultimos anos, a pesquisa sobre a producédo de mudas tem convergido
para o uso de microrganismos como alternativa central e sustentavel a fertilizacao
convencional. A inoculagcdo de MPCV tem sido apontada como uma estratégia
promissora para melhorar o estabelecimento e o vigor inicial de mudas de mangaba.
Estudos feitos mostram resultados positivos quando a inoculagéo € empregada em
combinagdo com manejo adequado de substrato e adubagao, levando a aumentos
significativos em altura, massa seca e vigor das mudas (Weckner, 2021; Costa et al.,
2003)

No que se refere aos FMA, a literatura demonstra que a resposta de H.
speciosa depende da densidade do in6culo e da disponibilidade de fésforo no
substrato: doses adequadas de indculo promovem maior absor¢cao de fosforo e
aumentos de biomassa, ao passo que baixas densidades podem nao resultar em
beneficio mensuravel (Costa et al., 2003; Mattos-Abreu, 2018).

Estudos feitos com a bactérias e fungos endofiticos mostram resultados
positivos quando a inoculagcdo € realizada em mudas de mangaba especialmente
durante as fases iniciais de crescimento. Assim como observado para os fungos
micorrizicos, o efeito positivo depende do tipo de microrganismo inoculado, da
compatibilidade com o gendtipo da planta e das condi¢gdes do substrato, sendo
necessaria a padronizacdo do indculo e a selecdo de cepas eficientes para

protocolos de viveiro reprodutiveis (Weckner, 2021; Mattos-Abreu, 2018).
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Portanto, a inoculagdo microbiana constitui uma abordagem aplicada e
baseada em evidéncias para otimizar a produg¢ao de mudas de H. speciosa, mas sua
efetividade depende da padronizacédo do inéculo, do manejo do substrato e da
integracdo com praticas de adubagéo. Estudos futuros devem priorizar protocolos
replicaveis em escala de viveiro e avaliagbes de campo que confirmem a

permanéncia dos efeitos durante o estabelecimento no campo.
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3. METODOLOGIA
3.1. Localizagido e Caracterizagdo da Area Experimental

O experimento foi conduzido de setembro a novembro de 2025, na
Universidade Estadual Paulista "Julio de Mesquita Filho" (UNESP), no municipio de
llha Solteira (SP), localizado no noroeste do estado de S&do Paulo. Esta regido esta
inserida no bioma Cerrado, apresentando caracteristicas edafoclimaticas de area de
transicdo. O solo do entorno da area foi classificado predominantemente como
LATOSSOLO Vermelho distréfico, conforme o Sistema Brasileiro de Classificagao de
Solos (Embrapa, 2018, atualizado por Santos et al., 2025), sendo caracterizado por
ser profundamente intemperizado, com alta acidez e baixa disponibilidade de
nutrientes. A analise quimica para fins de fertilidade seguiu o proposto por Raij et al.
(2001). Os resultados obtidos foram: fosforo (P-resina) = 1 mg dm™3; matéria
organica (MO) = 7 g dm™3; pH em CaCl. = 4,5; potassio (K*) = 0,8 mmolc dm™3; célcio
(Ca*) = 7 mmolc dm™; magnésio (Mg*) = 1 mmolc dm3; acidez potencial (H+Al) =
22 mmolc dm=3; aluminio (APF*) = 8 mmolc dm™; soma de bases (SB) = 8,8 mmolc
dm™3; capacidade de troca catidénica (CTC)= 30,8 mmolc dm™3; saturacao por bases
(V%) = 29%; boro (B) = 0,04 mg dm3; cobre (Cu) = 0,5 mg dm3; ferro (Fe) = 2 mg
dm™3; manganés (Mn) = 14,1 mg dm; zinco (Zn) = 0,5 mg dm™.

O subsolo para a condugao do experimento foi coletado na Fazenda de
Ensino, Pesquisa e Extensao, na profundidade de 0-0,20 m. O material foi seco ao
ar e passado em peneira com malha de 4 mm. Posteriormente, subamostras,
denominadas de terra fina seca ao ar (TFSA), foram passadas em peneira de 2 mm

de abertura de malha e homogeneizadas.
3.2. Obteng¢ao do Solo Inéculo

O inéculo do FMA Rh. clarus foi multiplicado em vasos de polietileno do tipo
"jardineira". O substrato para multiplicagdo foi uma mistura de solo arenoso, coletado
na Fazenda de Ensino, Pesquisa e Extensdo da UNESP, Campus llha Solteira, e
areia de rio (granulagao média) na proporgao de 2:1 (v/v), a qual foi autoclavada. A
planta hospedeira utilizada para a multiplicagdo dos esporos foi a graminea capim
marandu (Urochloa brizantha). O crescimento da planta e a multiplicagdo dos

esporos ocorreram em condi¢gdes de cultivo protegido, por 120 dias. Apds o periodo
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de cultivo, a parte aérea das plantas foi separada e as raizes foram misturadas ao

solo de forma homogénea e secas a sombra.

O numero de esporos de Rh. clarus foi quantificado em 100 g de solo seco,
seguindo a metodologia de decantacdo e peneiramento umido proposta por
Gerdemann e Nicolson (1963) e de centrifugacédo e flutuagdo em solugédo de
sacarose (Jenkins, 1964). A contagem foi realizada sob microscopio estereoscopico.
Para padronizar a quantificagdo, utilizou-se uma placa contendo circulos
concéntricos delimitando a area de leitura e permitindo contar os esporos presentes
dentro do campo demarcado, garantindo maior precisdo e repetibilidade nas
contagens. Em média, 57 esporos por 100 g de solo-indculo foram inoculados no

tratamento com micorriza.

Os isolados de fungos endofiticos septados escuros (DSE) foram obtidos a
partir de gramineas de ocorréncia espontanea em uma area degradada, ISO 12 e
ISO 23 foram isolados do colmo de Aristida setifolia, enquanto o ISO 5 foi isolado de
raizes de arroz cultivadas em ambiente agricola, utilizando-se segmentos de colmo
e de raiz. Logo apds a coleta, os materiais vegetais passaram por um processo de
desinfeccdo superficial com alcool 70% seguido de hipoclorito de sodio a 2%,
procedimento realizado para eliminar microrganismos externos e assegurar que

apenas os endofitos presentes nos tecidos internos fossem recuperados.

Concluida a desinfeccao, trés fragmentos de tecido de cada amostra foram
transferidos para placas de Petri contendo meio BDA suplementado com antibiético,
permitindo o crescimento inicial e posterior separagdao dos fungos endofiticos
associados as plantas. O meio BDA (Batata-Dextrose-Agar; pH 6,8) foi previamente
esterilizado a 121 °C por 15 minutos e preparado com a adigdo de antibidtico
Cloranfenicol para prevenir contaminagdes bacterianas. As etapas de isolamento e
purificacdo, especialmente no caso das gramineas, seguiram protocolos adaptados
de Santos et al. (2021), que descrevem procedimentos para obtencao, avaliagao da

colonizagao e manutengao de fungos DSE a partir de plantas de arroz.

As sementes de milheto foram utilizadas como isca. Foram inicialmente
lavadas em agua corrente para remogado de impurezas superficiais. Em seguida,

foram distribuidas em frascos de vidro autoclavaveis, fechados com papel aluminio e
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autoclavadas a 121 °C por 20 minutos. Apds o resfriamento, cada frasco estéril
recebeu um fragmento de meio contendo o isolado fungico, previamente cultivado
em placa de Petri por aproximadamente sete dias. A transferéncia foi realizada em
camara de fluxo laminar, utilizando materiais e instrumentos esterilizados para evitar
contaminagdes. Apds a inoculacdo, os frascos foram imediatamente fechados e
acondicionados em BOD a 25 °C por cinco dias. Ao término da incubacio, as
sementes colonizadas foram utilizadas como fonte de in6culo para as etapas

subsequentes do experimento.

A inoculacdo de Bacillus subtilis, estirpe CCTBO04, ocorreu por meio da adicéo
de 2,0 x 108 UFC mL" do inoculante liquido comercial Panta premium Geoclean, via
solo, distribuindo 2 mL do inoculante no momento do transplantio das mudas para os

vasos (Figura 2).
3.3. Instalacao e Conducao do Experimento

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado (DIC),
com seis espécie vegetal cada. Os tratamentos de inoculagao para foram: Controle
(sem microrganismos), ISO DSE | (ISO 23), ISO DSE II (ISO 12), ISO DSE Il (ISO
5) (Figura 1), FMA Rh. clarus e o B. subtilis.

Figura 1 - Isolados de fungos endofiticos dark septados (DSE) utilizados nos
tratamentos de inoculacdo: ISO 23, ISO 12 e ISO 05.

Foi adicionada uma muda por saco de mudas contendo 3 kg de solo. Todas

as mudas passaram por um processo de desbaste, sendo padronizadas para quatro
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folnas antes da inoculagdo (Figura 2). Os microrganismos foram inoculados
diretamente na cova no momento do plantio (Figura 3). Apds a implantacéo, as
mudas foram irrigadas diariamente com auxilio de um regador, mantendo-se a

umidade adequada ao longo do experimento.

Figura 2 - Momento em que foi realizado o desbaste, de modo que todas

apresentassem quatro folhas.

Figura 3 — Momento da inoculagédo da bactéria.

3.4 Avaliagoes do Experimento: Variaveis da Planta

A quantificagdo das variaveis de crescimento e desenvolvimento das mudas

foi realizada em trés momentos durante o experimento, ou seja, aos 30, 60 e 90 dias
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apos o semeio. Na primeira e segunda mensuragao foram avaliadas as variaveis
numero de folhas, altura da parte aérea (ALT) e o didametro do coleto (DC), utilizando
trena e paquimetro digital, respectivamente. Na terceira mensuragao, além das
variaveis anteriores, foram avaliadas também: teor relativo de clorofila nas folhas
(SPAD) utilizando o clorofildbmetro portatil Falker (Figura 4c), matéria seca e fresca
da parte aérea e raiz. Para a obtencdo da massa seca, as amostras foram lavadas,
acondicionadas em sacos de papel e colocadas em estufa com circulagao forgada

de ar, mantida por 48 horas ou até atingir peso constante, apos esse periodo todo o

material foi pesado novamente.

Figura 4 — Avaliagdes respectivamente de altura (a), didametro (b) e clorofila (c)

Com os valores de MSPA, MSR, DC e ALT, determinou-se o indice de

qualidade de mudas de Dickson (IQD), por meio da Equacéo 1:
1QD = (ALT/DC) + (MSPA + MSR)/ MSPA/MSR (1)
3,6. Variaveis Microbiolégicas do Solo e Raizes

Aos 90 dias ap6s o transplantio, as raizes foram separadas do solo, lavadas e
secas para avaliacdo da colonizagdo radicular. Uma parte das raizes (1 g) foi
separada para a avaliagado da colonizagao micorrizica (COL FMA) e por COL DSE. A
metodologia de avaliagao da colonizagdo micorrizica seguiu o proposto por Phillips e
Hayman (1970).
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O processo de coloragao das raizes iniciou-se com a imersido do material
vegetal em alcool 50%. Em seguida, o alcool foi descartado e adicionou-se solugao
de KOH aos béqueres, os quais foram mantidos em banho-maria a 90 °C por 40
minutos, visando o clareamento dos tecidos. Apds esse periodo, acrescentaram-se 2
mL de peroxido de hidrogénio (agua sanitaria), mantendo-se as raizes no
banho-maria por mais 10 minutos para intensificar o processo de branqueamento.
Concluida essa etapa, as raizes foram lavadas com agua destilada e novamente
submetidas ao banho-maria, desta vez em solugcédo de HCI 1%, por 20 minutos. Apds
o descarte da solugdo acida, sem nova lavagem, adicionou-se o corante azul de
tripano, mantendo o conjunto no banho-maria por mais 10 minutos. Ao final, o
corante excedente foi descartado e as raizes foram armazenadas em solugao de
lactoglicerol para conservagdo. Posteriormente, as analises foram conduzidas ao
microscopio. Para cada lamina, foram montadas cinco raizes previamente coradas,
e realizadas observagbes em 50 pontos distintos. Esse procedimento foi repetido
duas vezes para cada repeticao experimental. Em cada ponto analisado,
registrou-se a presenga de estruturas fungicas sempre que detectadas nos tecidos

radiculares.

Figura 5 — Coloracgao das raizes

3,7. Escala de notas para quantificagao das células de latex
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A quantificagdo das células de latex foi realizada por meio de analise
microscopica utilizando um sistema de avaliagao ordinal por notas. As amostras
vegetais foram previamente fixadas, cortadas e coradas de forma padronizada. Para
cada lamina realizou a contagem das células de latex visiveis. Com base nesses
valores, atribuiu-se uma nota de 0 a 10, definida conforme a intensidade observada:
auséncia, baixa, moderada, alta ou muito alta. A atribuicdo de notas seguiu critérios

previamente estabelecidos para assegurar reprodutibilidade entre observadores.

As analises foram conduzidas de forma cega para evitar viés, e cada campo
observado teve sua nota registrada em planilha especifica. Ao final, as notas por
lamina e por tratamento foram consolidadas, permitindo a comparacao estatistica

entre grupos experimentais.

BAIXA MODERADA
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ALTA

Figura 6 — Quantificacdo das células de latex (indicadas pela seta)

3.8. Contagem de esporos de FMA (NESP)

Foi realizada ao final do experimento, em amostras de 100 g de solo. O solo
coletado foi transferido para um balde e submetido a lavagem com agua corrente.
Em seguida, o material foi agitado manualmente para favorecer a separagéo e a
ascensao dos esporos a superficie. A suspensao resultante foi entdo vertida sobre
uma peneira, permitindo que apenas a fracdo liquida escoasse, enquanto o solo
permanecia no balde. Esse procedimento foi repetido trés vezes para maximizar a

recuperagao dos esporos.

O material retido na peneira foi posteriormente transferido para um béquer. As
amostras foram entdo submetidas a centrifugacdo por 5 minutos, sendo o
sobrenadante descartado cuidadosamente para preservar o pellet contendo os
esporos. Apds essa etapa, adicionou-se solugdo de sacarose aos tubos, os quais
foram novamente centrifugados por 1 minuto para promover a separagdo dos
esporos por flutuagdo. Em seguida, o material foi lavado em uma peneira fina para
remogao da sacarose e transferido para um béquer. Por fim, as amostras foram
examinadas sob estereomicroscopio para a contagem dos esporos viaveis. Todo o
procedimento foi realizado com base nas metodologias classicas de decantacéo e
peneiramento Umido descritas por Gerdemann e Nicolson (1963), bem como na
técnica de centrifugacao e flutuacdo em solugdo de sacarose proposta por Jenkins
(1964).
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Figura 8 — Esporos de FMA observados em microscopio optico.

3.9. Determinacgao da Atividade Microbiana

Para cada tratamento, foram pesadas 100 g de solo, que foram
acondicionadas em frascos de vidro previamente esterilizados, sendo incluido um
frasco adicional destinado ao controle (branco). Em cada frasco maior, inseriu-se um
recipiente interno de menor volume contendo 10 mL de solugdo padronizada de
NaOH, utilizada como agente absorvente de CO, liberado durante o periodo de
incubacdo. Em seguida, todos os frascos foram hermeticamente vedados, a fim de
impedir trocas gasosas com o ambiente, e mantidos em incubagao por sete dias,

conforme procedimentos adotados em analises de respiragdo microbiana do solo.
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Ao término do periodo de incubacgao, realizou-se a titulacdo da solugao de
NaOH remanescente utilizando solugdo de HCI. Para garantir a precipitagcdo do
carbonato formado e evitar interferéncias na titulagdo, adicionaram-se 2 mL de
solugcédo de BaCl, aos frascos internos. Posteriormente, foram adicionadas trés gotas
de fenolftaleina como indicador acido—base, permitindo a identificagdo do ponto de
viragem durante a titulagdo. O consumo de HCI foi utilizado para estimar a
quantidade de CO, desprendido solo, caracterizando a atividade respiratoria do solo
(Anderson; Domsch, 1989).

Figura 9 — Analise de atividade microbiana do solo.

4. Analises Estatisticas

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA). Nos
casos em que o teste F foi significativo, as médias foram comparadas pelo teste de
Tukey para P<0,05. O programa estatistico utilizado foi o AgroEstat.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que a massa seca da parte
aérea (MSPA) apresentou incremento significativo no tratamento inoculado com Rh.
clarus (Tabela 1). Esse resultado é coerente com o papel amplamente reconhecido
dos fungos micorrizicos arbusculares (FMA) em ambientes oligotréficos, nos quais

atuam como facilitadores ecoldgicos. A maior produgdo de biomassa aérea
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observada pode estar associada ao aumento da eficiéncia na absorcdo de
nutrientes, especialmente fésforo, proporcionada pela extensa rede de hifas
extrarradiculares dos FMA. (Wu et al., 2024)

Tabela 1- Médias da massa fresca da parte aérea (MFPA), massa fresca da raiz
(MFR) massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca da raiz (MSR), altura de
planta (ALT), diametro do caule (DC), numero de folhas (NF), IQD, SPAD em funcéo

da inoculacéo de diferentes microrganismos em Hancornia speciosa.

Tratament MFP MFR MSP MSR ALT DC NF IQD SPAD
os A A

g g g g cm mm - - -

Controle 511a 5,31 354 345 20a 1,79 9,83a 0,05 29,24
a ab a a a a

ISO 23 4 91 499 343 3,59 18,33 1,81 10,50 0,05 26,72
a a ab a a a a a a

ISO 12 498 495 349 358 1825 168 9,16a 0,05 25,88
a a ab a a a a a

ISO 5 490 495 3,28b 358 19,25 162 10,16 0,05 26,07
a a a a a a a a

Rh. clarus 6,10 535 4,08a 366 215a 1,88 1233 0,05 26,64
a a a a a a a

B. subtilis 5,51 5,45 3,81 350 195a 1,94 10,66 0,06 29,09
a a ab a a a a a

Valoresde 1,51 0,51 3,01 0,35 0,85" 1,11N 1,46M 0,93¥ 0,53"°
F S S S S S

Media geral 5,25 5,17 3,61 353 1947 1,78 10,44 0,05 27,27

CV (%) 180 150 11,30 10,0 16,68 158 20,73 20,1 18,57
8 3 1 4

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, para cada variavel, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade; ** e *: significativos a 1 e 5%,
respectivamente; N°: nio significativo. Controle = Sem inoculag3o.

A micorrizagao tende a melhorar a exploragao radicular, o balango hidrico e a
tolerancia da planta a estresses abidticos, como acidez elevada e a toxidade do

solo, condigdes tipicas dos solos de subsolo utilizados neste experimento
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(Lethielleux-Juge, 2025). Dessa forma, mesmo em condi¢gdes de solo de Cerrado, a
simbiose micorrizica foi capaz de refletir em maior acimulo de biomassa aérea,
sugerindo que R. clarus foi eficiente em promover o crescimento inicial de H.

speciosa (Figura 10).

CONTROLE DSEA DSE Il DSE Il Rh. clarus B. subtilis

Figura 10 - Mudas de H. speciosa sob os diferentes tratamentos bioldgicos

avaliados.
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Apesar disso, as demais variaveis (altura, didmetro do coleto, massa seca
radicular, numero de folhas e QD) n&o diferiram estatisticamente entre os
tratamentos, indicando que nenhum dos microrganismos testados comprometeu o
desenvolvimento das mudas (Tabela 1).

Tal resultado é semelhante ao observado em outros estudos com espécies
nativas, nos quais a inoculagdo de microrganismos benéficos nao prejudica o
crescimento, mesmo quando a resposta positiva ndo é pronunciada (Weckner, 2021;
Mattos-Abreu, 2018). Esse comportamento pode estar relacionado ao tempo de
avaliacdo do experimento, uma vez que os beneficios significativos da inoculagéo de
microrganismos se manifestam frequentemente em fases de desenvolvimento mais
avancadas ou sob condi¢cdes de estresse mais severas (Mitra et al., 2021) Além
disso, a disponibilidade residual de nutrientes no substrato pode ter sido suficiente
para suprir a demanda inicial da muda, minimizando a vantagem competitiva
imediata da inoculagao.

A relagao indireta observada entre a colonizagdo e as notas obtidas nos
tratamentos sugere que a resposta da planta aos diferentes microrganismos pode

estar associada a ativacdo de mecanismos de defesa mediados por latex (Tabela 2).

Tabela 2- Médias da atividade microbiana do solo (C-CO, liberado), colonizagao
micorrizica (Col FMA), numero de esporos (Nesp) e notas para a quantificagao de
células de latex em raizes (Notas) em fungcdo da inoculacdo de diferentes
microrganismos em Hancornia speciosa Gomes no Municipio de llha Solteira, SP.
2025.

Tratamentos C-CO, liberado Col FMA Nesp Notas
ug C-CO, g’ solo % 100g solo }
Controle 11,85 a 20,33 d 8,66 d 5,15 abc
1SO 23 8,57 a 23,83 d 72,50 a 5,12 be
1ISO 12 7,71 a 21,33 d 76,50 a 5,02 ¢
1ISO 5 10,11 a 41,00 ¢ 47,83 c 5,25 ab
Rh. clarus 9,14 a 66,83 a 78,16 a 5,01¢c
B. subtilis 10,14 a 56,00 b 59,50 b 535a

Valores de F 1,07Ns 110,93" 178,33" 6,48"
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Média geral 9,59 38,22 57.19 5,15
CV (%) 26,30 12,03 8,47 2,44

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, para cada variavel, ndo diferem entre si pelo

teste de Tukey a 5% de probabilidade; ** e *: significativos a 1 e 5%, respectivamente; NS:

ndo significativo. Controle = Sem inoculag&o

Embora as micorrizas tenham apresentado maior porcentagem de
colonizagao, esse avango nao resultou em maiores niveis de células de latex, uma
possivel explicacdo é que a planta ndo ativou suas defesas frente as micorrizas,
possivelmente porque nao as reconheceu como ameacga. Segundo Huber (2024), o
latex funciona como uma barreira estrutural e bioquimica, capaz de limitar a entrada
e 0 avango de microrganismos, assim, a presenga e quantidade de células de latex

podem refletir o nivel de alerta da planta diante de um determinado agente bioldgico.

Por outro lado, foi observado que na presenga dos fungos endofiticos dark
septate (DSE) houve um aumento significativo no numero de células de latex,
indicando que a planta possivelmente reconheceu esses fungos como potenciais
invasores e ativou mecanismos defensivos. O latex, armazenado em células
especializadas chamadas laticiferos, € liberado imediatamente apds a lesao,
atuando como a primeira linha de defesa pré-formada da planta. Ele contém uma
ampla gama de proteinas, incluindo as Proteinas Relacionadas a Patogénese
(PR-proteins), e metabdlitos secundarios com atividades antimicrobianas, que em
conjunto estabelecem uma barreira quimica e fisica crucial contra a invasdo de
patégenos (Ramos et al., 2019). Dessa forma os resultados indicam que o padréo de
producdo de latex pode ser um marcador importante da forma como a planta
interpreta e responde a diferentes relagcbes com fungos endofiticos, determinando
nao apenas o tipo de interagao estabelecida, mas também sua eficacia em promover

o crescimento vegetal.

A presenca de Bacillus subtilis promoveu um aumento expressivo na
producao de células de latex, sugerindo que a bactéria atuou como indutora de
respostas de defesa. A intensificacdo dessas estruturas pode estar relacionada a
ativacado de vias metabdlicas associadas a resisténcia sistémica induzida, uma vez
que o Bacillus é capaz de estimular a sintese de compostos de defesa, lignificagao e

0 acumulo de metabdlitos que reforgam barreiras estruturais das plantas. Segundo
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Hashem et al. (2019), espécies de Bacillus desencadeiam a producédo de enzimas e
metabdlitos secundarios ligados a defesa, fortalecendo os tecidos vegetais e
aumentando a resisténcia frente a estresses bidticos. Assim, o maior nUmero de
células de latex observado no tratamento com B. subtilis pode refletir a ativagao
desses mecanismos, indicando que a bactéria ndo apenas promove o crescimento,
mas também potencializa a formacdo de estruturas anatdmicas relacionadas a

protecao da planta.

O aumento na esporulagao dos FMA observado nos tratamentos inoculados
com os DSE sugere que esses fungos podem ter exercido um efeito facilitador sobre
a reproducao dos FMA. Embora a literatura aponte respostas variaveis entre esses
grupos, ha evidéncias de que os DSE possam modificar o ambiente radicular de
forma a favorecer estruturas reprodutivas dos FMA. Carpenter et al. (2021)
verificaram que a presenga de DSE aumentou a formagdo de estruturas
intraradiculares associadas ao armazenamento e reproducdo dos FMA, assim, é
possivel que a colonizagdo pelos DSE tenha contribuido para condigdes mais

favoraveis a esporulacéo dos FMA.

O aumento significativo na colonizagdo radicular por Fungos Micorrizicos
Arbusculares (FMA) na presenga de B.subtilis demonstra uma associagao entre a
bactéria e o fungo na rizosfera. B. subtilis € uma rizobactéria promotora de
crescimento de plantas cujo papel como Bactéria Auxiliar de Micorriza é amplamente
reconhecido e se manifesta por meio de mecanismos tanto diretos quanto indiretos.
A B.subtilis frequentemente possui a capacidade de solubilizacdo de fosfato,
melhorar a disponibilidade de nutrientes essenciais, como o fosforo (Giovelli et al.,
2022), Além disso, pesquisas recentes apontam para o envolvimento dos genes
exopoliméricos de B. subtilis na modulagdo do microbioma do solo (Nishisaka et al.,
2024), sugerindo que a bactéria pode liberar compostos que atuam como sinais
quimicos que ativam ou potencializam a germinagdo dos esporos de FMA e o

crescimento de hifas, facilitando a fase inicial da associacao.
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CONTROLE

ISO 23

Figura 11 — Avaliagcdo da colonizagéo radicular de raizes de Hancornia speciosa

Gomes sem inoculagao (controle) e inoculada com microrganismos. Continua

ISO 12
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ISO 5

Rh. clarus

B. subtilis

Figura 11 — Avaliacdo da colonizagao radicular de raizes de Hancornia speciosa

Gomes sem inoculacgao (controle) e inoculada com microrganismos.

6. CONCLUSAO

O estudo sugere que o beneficio da inoculagdo de Rh. clarus é promissor
para a fase inicial de crescimento de H. speciosa, e que a relagao entre colonizagao

e defesa é complexa, mediada pelo reconhecimento da planta.
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CONSIDERAGOES FINAIS

No conjunto, os dados revelam que:

1.

A simbiose com Rh. clarus foi eficiente em promover o crescimento inicial de
Mangaba em condigbes de solo distréfico (evidenciado pelo aumento
significativo da MSPA), agindo como um facilitador ecologico sem

desencadear uma resposta defensiva intensa da planta.

O padrao de producgao de latex € um marcador importante de como Mangaba
interpreta e responde a diferentes microrganismos endofiticos. Enquanto os
FMA (como Rh. clarus) sao tolerados e promovem crescimento, outros fungos
endofiticos (DSE) podem ser reconhecidos como invasores, ativando a

producao de latex como uma linha de defesa.

Houve uma associacdo entre os grupos, uma vez que a presencga de B.
subtilis otimizou a colonizacdo radicular por FMA, e os DSE aumentaram a
esporulacdo micorrizica, destacando a importancia da interacdo microbiana

na rizosfera para a ecologia da Mangaba.
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