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RESUMO: O efeito dos protozoarios no crescimento
vegetal é geralmente avaliado na presenca de
bactérias, contudo, a inoculacdo em meio sem
bactérias vem recebendo pouca atencgdo. O objetivo
do presente estudo foi avaliar o desenvolvimento de
Arabidopsis thaliana inoculada com o protozoario
Acanthamoeba castellani. O experimento foi
conduzindo em delineamento completamente
casualizado com dois tratamentos (com e sem
inoculacéo) e quinze repeticdes. As plantas foram
cultivadas em microcosmos contendo 200 g de areia
esterilizada, que recebeu 700.000
protozoarios/microcosmo. Durante todas as etapas
de isolamento, cultivo e inoculacéo dos protozoarios,
foi realizada a esterilizagdo (autoclave) dos meios de
cultura e materiais utlizados, para eliminar a
presenca de bactérias. Foram determinados:
acumulo de matéria seca, teor de N e contetido de N
na parte aérea e na raiz e, atributos radiculares
(comprimento, area superficial, volume, apices e
namero de forquilhas por planta). A inoculacdo
aumentou o volume radicular, a porcentagem de N
na parte aérea e o conteldo de N na raiz. Em
adicdo, observou-se tendéncia de reducdo da
ramificacdo do sistema radicular na presenca de
protozoarios. A inoculagdo com A. castellanii afetou
a morfologia radicular e a aquisicdo de N pelas
plantas de A. thaliana, indicando que o protozoario
teve efeito direto no desenvolvimento das plantas.
Termos de indexacdo: auxinas; protistas,
nitrogénio.

INTRODUCAO

Na rizosfera ocorre uma expressiva variedade de
moléculas de baixo peso molecular exsudados pelas
raizes (Bais et al., 2006). Para ter nocdo disso,
basta citar os principais grupos de compostos
detectados nesse microambiente: carboidratos,
aminodcidos, acidos organicos, esterdis, vitaminas,
flavonoides, enzimas e proteinas (metabolismo
primario e metabolismo secundario) (Badri &
Vivanco, 2009).

Em decorréncia da riqueza de compostos
organicos, no solo rizosférico tem-se mais C e N do
gque no solo distante das raizes (Hamer &

Makeschin, 2009; Koranda et al., 2011). Dessa
forma, o crescimento microbiano é estimulado
(Zhang et al., 2014). Em geral, na presenca de
protozoarios tém sido verificados diferentes
impactos sobre as populagBes microbianas, com
destaque para o estimulo a producgdo de auxina por
bactérias (Bonkowski & Brandt, 2002). Por outro
lado, a predagédo das bactérias pelos protozoéarios
pode elevar a disponibilidade de N na rizosfera
(Clarholm, 1985). Assim, a interac@o de protozoarios
e bactérias podem afetar as plantas, tendo em vista
gue auxina € um hormonio vegetal e N um nutriente
essencial para as plantas. Entretanto, o efeito direto
dos protozoarios no crescimento vegetal vem
recebendo pouca atengéo.

O objetivo do presente estudo foi avaliar o
desenvolvimento de Arabidopsis thaliana inoculada
com o protozoario Acanthamoeba castellanii.

MATERIAL E METODOS

Sementes de A. thaliana foram esterilizadas
superficialmente utilizando solugcdo de etanol 70%
por 5 min e, em seguida solu¢édo de NaCl 5% por 5
min. Apds a esterilizacdo as sementes foram
transferidas para placas de Petri contendo camada
de agar 1%com 2,2 g de meio Murashige-Skoog
esterilizado.

As placas de Petri permaneceram por uma
semana em camara climatizada com: 12/12h h de
dia/noite; 24/18°C dia/noite; intensidade luminosa de
160 pm st e 70% de umidade relativa. As plantulas
foram transferidas cuidadosamente para frascos de
acrilico contendo 200 g de areia esterilizada, sendo
uma plantula por vaso. Em seguida foram
adicionados 8 mL de agua destilada e os
microcosmos vedados com fita microporosa e,
colocados na camara climatizada supracitada. Apos
trés dias foi adicionado o inoculo de A. castellanii em
15 microcosmos e, em outros 15 microcosmos, néo
foi adicionado.

Os protozoarios (grupo: amebas) utilizados foram
isolados de um solo (em bosque) em Géttinger,
Alemanha (Bonkowski & Brandt, 2002). Antes da
inoculacdo, os protozodrios foram cultivados em
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meio de levedura peptose glucose (2% peptona, 1%
glucose e 05% extrato de levedura).
Posteriormente, o inéculo foi preparado por 4
repeticdes de limpeza por centrifugagdo (800 rpm
por 5 min a 2 °C) em solucdo nutritiva, com
densidade final de 560.000 protozoarios por mL.
Cada planta nos tratamentos com protozoério
recebeu 1,125 mL de solucdo nutritiva contendo
700.000 protozoarios, enquanto que nas plantas do
tratamento controle foi adicionado apenas 1,125 mL
de solugdo nutritiva. Apds uma semana da
inoculacdo e permanéncia na camara climatizada,
as plantas receberam 2 mL de meio Murashigue-
Skoog contendo: 1,650 mg (NH4)(NO3), 0,006 mg
H3;BO;, 0,3322 mg CacCl,, 0,0000250 mg CoCl,,
0,0000250 mg CuS0,45H,0, 0,03726 mg
CioH14N2NaOg .2H,0, 0,02780 mg Fe0,S.7H,0,
0,002 mg C,HsNO,, 0,1807 mg MgSOQO,4, 0,0169 mg
MnSO,, 0,1 mg CsH1,06, 0,0005 mg CsHsNO,,
0,00083 mg KI, 1,9 mg KNOs3, 0,17 mg KH,POy,,
0,0005 mg CgH11NO3, 0,000250 mg
Na,Mo0O,.2H,0, 0,0001 mg C12H17C|N4OS.HC e
0,0086 mg ZnS0,.7H,0. Posteriormente, as plantas
permanceram por mais semana na camara
climatizada.

As plantas foram separadas em parte aérea e
raizes. As raizes foram colocadas em bandejas de
acrilico transparente, sendo obtidas imagens por
meio de escaner. As imagens foram analisadas com
o programa WinRhizo®, sendo determinado os
seguintes atributos radiculares: comprimento, area
superficial, volume, nimero de apices e nimero de
forquilhas. Posteriormente, as raizes e a parte aérea
das plantas foram submetidas a secagem em estufa
(60°C por 24 h). Transcorrido o periodo de
secagem, foi determinada a matéria seca (MS) da
parte aérea e das raizes, que depois foram moidas
e analisadas os teores de N via combustdo em
analisador elementar (Flash 2000 CHNS/O®©). O
conteddo de N foi obtido com base nas
concentracbes do elemento e do acimulo de
matéria seca da parte aérea e das raizes.

O experimento foi conduzindo em delineamento
completamente casualizado com dois tratamentos
(com e sem inoculagcdo) e quinze repeticdes. Os
dados foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk,
andlise de variancia (ANOVA) e, quando a ANOVA
foi significativa (p<0,05), ao teste de Tukey. Para as
analises foi utilizado o programa R-Studio®.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A inoculacdo com protozoarios aumentou o
volume radicular, a porcentagem de N na parte
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aérea e o conteudo de N na raiz (Tabela 1). Embora
ndo tenha sido detectado efeito da inoculacdo em
outras variaveis pela ANOVA, em termos relativos,
verificamos que a inoculacdo com protozoarios
afetou o desenvolvimento de A. thaliana (Figura 1).
O aumento relativo do crescimento do sistema
radicular foi acompanhado por tendéncia de reducao
da ramificagcdo, considerando os atributos nimero
de éapices e numero de forquilhas, comprimento,
area superficial, volume e MS do sistema radicular.

Tabela 1. Matéria seca (MS), atributos radiculares, teor
de N e conteido de N em A. thaliana sem (controle) e
com inoculacéo de protozoéarios A. castellanii

Atributos® Unidade  Controle A. castellanii
MS-parte aérea g planta™ 24 42
MS-raiz g planta™ 33 50
Comprimento cm plan'[a'l 21,7 29,3
Area superficial  cm? planta® 1,12 1,71
Volume cm®planta® 0,0045b  0,0081 a
Apices n°planta® 203 166
Forquilhas n° planta'1 264 186
N-parte aérea % 6,2b 6,6 a
N-raiz % 0,9 0,9
Contet]gjo N mg mg-l 0,21 0,22
parte aérea

Contetdo de N mg mg™* 0,06 b 007 a

raiz

T Médias seguidas por letras diferentes diferem pelo teste de
Tukey a 5% de significancia. Médias sem letras n&do diferem
entre si.

100
|
|
80 - }
|
|
60 4 }
s |
S 1
p 40 4 |
g :
[
S 20 }
5 |
04 |
1
-20 !
1
40 P S S s S e —
o S X 2P o XU~
@59\3\6@ IS .¢o$®\<\e @e‘eb¢o$9 \«@\ P(()\000‘0\\S\\\(\'eﬁ’
@ \\\,Q'a R <
o @
Figura 1. Diferenca (%) do tratamento com

inoculacdo de A. castellanii em
tratamento controle (sem inoculacdo).
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Os resultados indicam que o protozoario A.
castellanii pode estimular as plantas de A. thaliana
diretamente, sem o efeito da predacdo bacteriana.
Provavelmente o estimulo deve-se a producdo de
auxina por A. castellanii, considerando que as
modificacdes na morfologia radicular verificadas no
presente estudo corroboram com estudos que
avaliam a aplicacdo de auxinas em A. thaliana
(Laskowski et al., 2006; Vanneste & Friml, 2009).

Resultados de Bonkowski & Brandt (2002)
indicam que A. castellanii ndo produz auxinas.
Contudo, recentemente foram identificados genes
em A. castellanii que estdo relacionados com a
sintese de triptofano e outros genes relacionados a
sintese de auxinas (Anderson et al., 2005; Clarke et
al., 2013). Os genes identificados também foram
encontrados no protozoario (flagelado) parasita de
plantas Phytomonas serpens (lenne et al., 2014). Os
autores afirmam que a aquisicdo de um gene
relacionado a  decarboxilase, atravées da
transferéncia horizontal de genes de bactérias, pode
conferir a P. serpens a habilidade de descarboxilar o
acido indol-3-piruvato e, assim, sintetizar auxina.

A auséncia de bactérias como fonte de alimento
para A. castellanii pode ter afetado a expressao de
genes do protozoario, considerando que os fatores
ambientais alteram a expressao génica (Choi et al.,
1997). Assim, A. castellanii pode ter ativado a
sintese de auxina como estratégia para aumentar a
disponibilidade de alimento, uma vez que as auxinas
ao estimular o crescimento radicular, elevam
indiretamente a  liberagdo de  mucilagem
(Somasundaram et al., 2008). A mucilagem é uma
importante fonte de aclcares, &cidos orgéanicos e
aminoacidos na rizosfera  (Nguyen, 2003).
Considerando a auséncia de bactérias, esses
compostos organicos podem servir de fonte de C
para os protozoarios. Todavia, para comprovar essa
hipétese sdo necessarios mais estudos.

Os protozoérios do solo sdo reconhecidos por
elevar a mineralizacdo de N imobilizado nas
bactérias (Clarholm, 1985). Krome et al. (2009)
verificaram que o incremento na porcentagem de N
pode estar relacionado com a alocagcdo de mais C
para as raizes, elevando o crescimento e a
absorcdo de N. Entretanto, alguns estudos reportam
reducdo de nutrientes nas plantas devido a
inoculacdo com protozodrios (amebas) (Jentschke
et al., 1995; Alphei et al., 1996).

CONCLUSOES

A inoculacdo com A. castellanii afetou a
morfologia radicular e a aquisicdo de N pelas
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plantas de A. thaliana, indicando que o protozoario
teve efeito direto nas plantas.
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