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Resumo

O presente trabalho de culminagio de curso teve como suporte um estagio de 5
meses no Banco de Sangue do Hospital Central de Maputo. O referido estagio teve como
objectivo principal aprender as técnicas para o processamento do sangue, com particular
énfase no rastreio do Treponema pallidum (agente da Sifilis).

Para a concretizagdo dos objectivos a metodologia aplicada foi pesquisa
bibliogréfica, observagio e execugfo das técnicas.

Avaliou-se a demanda das solicitagdes seroldgicas para sifilis (RPR),
considerando-se o sexo e a idade dos dadores. Um total de 5566 amostras oriundas de
dadores voluntarios e repositores foram submetidos ao teste. A taxa de incidéncia foi de
1.1%, apresentando maior valor individuos do sexo masculino e da faixa etdria
compreendida entre os 20 e 29 anos de idade .

Foi possivel com o estagio aprender todas as técnicas usadas para o

processamento do sangue e a relevincia de um Banco de Sangue na Hemoterapia.

Quitéria Manuel Trabalho de culminagio do curso
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1. APRESENTACAO E CARACTERIZACAO DA UNIDADE DE
ESTAGIO

O Banco de Sangue do Hospital Central do Maputo (BSHCM), fica situado no
Bairro da Polana Cimento, na Avenida Agostinho Neto, nimero 1164. Este tem como
actividade principal a coleta e o processamento de sangue (triagem e produgéo de
hemocomponentes) bem como o acompanhamento médico dos dadores.

O BSHCM ¢ dirigido por um Director de servico Hospitalar e esta dividido em
trés (3) secgdes: Sec¢lo Técnica, Secgdo de Administragdo e Sec¢fio de Enfermagem
(Fig.1). Cada uma destas sec¢bes subdivide-se em subsec¢bes de acordo com a
especificidade do trabalho, cujo objectivo ¢ a obtengdo de um sangue seguro para a

transfusdo.
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Fig.1: Organograma do Banco de Sangue do Hospital Central do Maputo

Fonte: Mabunda,2006.
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Recepecio (Seccdo de Admnistragfio): E onde sio registados os dados do dador (nome,

sexo, enderego, profissédo, a causa da doag#o - voluntario/repositor, e outras);

Sala de inquérito (Secgdo de Enfermagem) Nesta sala, a pessoa € sujeita a uma série de
perguntas que terd de responder, é feita uma avaliagdo preliminar do estado de saude dos
dadores ( sinais de alguma doenga, pressdo sanguinea, peso, altura, nivel de

hemoglobina) e o seu historial médico. Faz se uma pré-triagem do dador.

Sala de colheita (Secgdo de Enfermagem), Recebe-se o Dador, procede-se o registo do

mesmo, prepara-se o saco e o frasco para a colheita e faz-se a colheita sangue.

Laboratério (Sec¢do Técnica), este local esta dividido em 5 subsecgdes, 0 sangue segue
0 seguinte trajecto:

» Subseccdo 1: Tipagem ABO/Rh;

¢ Subsec¢iio 2: Produc¢io de hemocomponentes;

¢ Subsecciio 3: Triagem de HIV e Hepatite B;

o Subseccio 4: Triagem de Sifilis, Isoaglutininas, Isohemolisinas; e

e Subsecciio 5: Provas de compatibilidade.

1.1. Breve Historial da Actividade Transfusional em Moc¢ambique

Apenas o Banco de Sangue do Hospital Central de Maputo ¢ que tem um Clinico
dedicado ao acompanhamento da actividade transfusional. Fala-se da existéncia de duas
fases que marcaram os servigos de transfusiio de sangue em Mogambique: os periodos
colonial € pds Independéncia (Gudo citado por Rosario,2006).

Durante o periodo colonial, a transfusdo de sangue era feita com base em doagio
familiar e através de doagdes remuneraveis. No entanto, em 1975, apos a Independéncia
foi abolida a doagdo remuneravel (Gudo citado por Rosario,2006).

Em 1979, foi estabelecido um acordo bilateral de cooperacio entre o Governo de
Mog¢ambique e a Cooperagfio Sui¢a, para apoio na area de Saide incluindo os Servigos de
Transf}lsﬁo de Sangue {Gudo citado por Rosario,2006).

Quitéria Alberto Manuel Trabalho de Culminagio do Curso
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Um ano depois, em 1980, foi enviado a Mogambique um consultor da Federagéo
Internacional da Cruz Vermelha e da Crescente Vermelha Suiga, para uma primeira
avaliagdo da situagdo transfusional. Dois anos mais tarde, em 1982, realizou-se uma
segunda avaliagdo, cujos resultados culminaram num acordo trilateral, em 1983, entre o
Ministério da Satde (MISAU), Cruz Vermelha de Mogambique (CVM) e Sociedade
Sui¢a da Cruz Vermelha (SSCV), assim como, num pedido de apoio financeiro da
Cooperagdo Técnica Suiga. Este acordo constituiu a primeira fase (1984-1985) e tinha
como principais objectivos a criagdo do Programa de Sangue (Gudo citado por
Rosari0,2006).

Com o apoio da SSCV, em 1984, foi estabelecido o Programa Nacional de
Transfusdo de Sangue (PNTS).

A segunda fase do acordo tripartido foi estabelecida entre o periodo
de 1986-1987, e tinha como principais objectivos a methoria da capacidade de realizagio
de testes de grupo sanguineo, o aumento do n(mero de doagdes e a redugdo da
dependéncia do Pais em relagfio a material importado para a transfusdo de sangue (Gudo
citado por Rosario,2006).

Em 1986, foi enviada a Mogambique uma missdo de avaliagio da OMS, que
constatou que o PNTS se subordinava & Secgéo de Laboratorios e que a nivel dos Bancos
de Sangue dos Hospitais Rurais o pessoal técnico era constituido apenas por
microscopistas. Apesar de haver um programa de formagéo este ndo era acompanhado de
supervisdo, devido ao clima de instabilidade gerado pela guerra civil. A mobilizagdo de
Dadores de Sangue era feita em colaboragdo com a CVM ¢ a testagem de sangue era
apenas feita para Sifilis (Gudo citado por Rosério,2006).

A terceira fase do acordo tripartido foi assinada nos anos 1988 e 1990, e
estabelecia a instalagio dos Bancos de Sangue a nivel das capitais provinciais ¢ a
introdugdo do despiste de HIV, nas unidades de sangue (Gudo citado por Rosario,2006).

A 30 de Novembro de 1988, foi aprovado pelo Conselho de Ministros o Decreto
n® 14/88, um instrumento que regula, desde entdo, a actividade de transfusdo de sangue
no Pais (Gudo citado por Rosario,2006).

A quarta fase do acordo com o Governo Suigo, foi assinada para o periodo 1990-

1991, e que de facto terminou nos finais de 1992. Durante este periodo foi feita uma

Quitéria Alberto Manuel Trabalho de Culminaglo do Curso Pig. 3
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avaliagdo dos progressos alcangados até a altura, no entanto, este relatério ndo estd
disponivel {Gudo citado por Roséari0,2006).

S6 1993 ¢ reactivada a Associagdo dos Dadores de Sangue de Mogambique
(ADSM), inicialmente criada em 1957. Actualmente, esta associagfio congrega cerca de

300 Dadores de Sangue (Gudo citado por Rosario,2006).

Na sétima fase (1996-1998), foi assinado um acordo bilateral entre 0 MISAU e
SSCV. Em finais de 1997, foi realizado o 1l Seminario Nacional de Transfusdo de Sangue
no qual foi recomendada a necessidade de se or¢amentar a actividade transfusional a
nivel do Ministério, das Direc¢des provinciais e dos Hospitats; e também a necessidade
de se formular o Regulamento de Transfusdo de Sangue, de modo a que se adeque a
realidade actual (Gudo citado por Rosério,2006).

Também nos finais de 1997, foi feita uma avaliagdo do Programa de Sangue no
ambito do apoio Suigo e propostas para o futuro. Nesta avaliagio foi demonstrado o
impacto positivo deste apoio e reconhecida a necessidade de se reforgarem as areas de
Mobilizagdo e Recrutamento de Dadores de Sangue, a Testagem de Sangue para Doengas
Infecciosas € a Formagdo do Pessoal. A missdo da avaliagdo também manifestava
apreensdo devido a incerteza sobre a continuidade do apoio Sui¢o ao Programa (Gudo
citado por Rosario,2006).

Em 1999, foi assinado o ultimo acordo bipartido entre os Governos de
Mogambique e Suico para 1999 e 2000, que foi considerado uma fase de transi¢éo entre o
final de apoio Sui¢o e a integragdo no orgamento do Governo de Mogambique
(Gudo,2006 citado por Rosario,2006).

O Programa de Sangue, também beneficiou do apoio da Cooperagéo Francesa, no
periodo 1996 a 1999, na 4rea de Testagem de Sangue para o HIV e na computarizagdo do

Banco de Sangue de Referéncia Nacional (Gudo citado por Rosario,2006).

O PNTS é um programa do MISAU inserido na Secgfo de Transfusdio de Sangue
(STS), que tem a responsabilidade de coordenar toda a actividade de Transfusiio de

Sangue a nivel do Pais (Gudo citado por Rosério,2006).

Quitéria Alberto Manuel Trabalho de Culminago do Curso
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Hierarquicamente, a STS subordina-se & Repartigio dos Meios Auxiliares de
Diagnéstico e Terapéutica, Departamento de Assisténcia Médica (DAM) e & Direcgéo
Nacional da Saude (DNS) (Gudo citado por Rosario,2006).

A actividade transfusional esta baseada nos Hospitais, sofrendo assim uma dupla
subordinagio.

No Pais, existem cerca de 936 unidades sanitarias com cerca de 14 000 camas.
Destas unidades, 111 fazem transfusfo e se encontram distribuidas da seguinte maneira:
17 destas possuem Bancos de Sangue (3 Hospitais Centrais, 7 Hospitais Provinciais, 7
Hospitais Rurais) e as restantes tém a actividade transfusional dentro do Laboratério
Clinico (Gudo citado por Rosario,2006).

A gestdo dos fundos do Programa € feita com base na proposta do Chefe da
STS com aprovagdo da Directora Nacional ou Director Nacional Adjunto, pela
Contabilidade da DNS (Gudo citado por Rosario,2006).

A aquisi¢do dos bens de consumo do Programa é feita com base na proposta do
Chefe da STS e aprovagido do Departamento Farmacéutico-Central de Medicamentos.
Para o caso dos testes de HIV e Sifilis, estes sdo aprovados também pelo Programa de
HIV/SIDA (Gudo citado por Rosario,2006).

A Distribuiggo dos bens de consumo do Programa € feita com base num mapa de
distribuicdo, proposto pelo Chefe da STS e aprovado pela DNS, pela MEDIMOC e pelo
Centro de Abastecimento (Gudo citado por Rosario,2006).

2. PROGRAMA DE ESTAGIO

O estagio consistiu em duas fases: um pré — estigio e estigio final. O pré -
estagio decorreu entre os meados do més de Fevereiro e terminou no final do més de
Junho, seguido do estagio final que terminou no final do més de Setembro fazendo um

total de 456 horas uteis obedecendo os seguintes periodos:

A8
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Tabela 1 - Cronograma do estagio

FASES

PERIODO

ACVTIVIDADES

Primeira

01/02/07 a 02/02/07

Registo do Dador

05/02/07 a 06/02/07

Selecgdo do Dador

07/02/07 a 16/02/07

Colheité de sangue no Banco de Sangue

19/02/07 a 09/03/07

Grupagem Sanguinea Directa

12/03/07 a 23/03/07

Grupagem Sanguinea Reversa (Isoaglutininas)

25/03/07 a 13/04/07

Provas de Compactibilidade

Segunda

16/04/07 a 31/08/07

Serologia de Doengas infecciosas

2/09/07 a 07/09/07

Produgdo de Hemocomponentes

10/09/07 a 30/09/07

Preparagéo de Reagentes

Terceira

01/10/07 a 30/11/07

Processamento de dados,elaboragéio € entrega

do relatorio

2.1. OBJECTIVOS

2.1.1. Geral

o Conhecer, compreender e saber executar todas as técnicas laboratoriais realizadas

no Banco de Sangue do HCM.

2.1.2. Especificos

Adquirir habilidades técnicas para o rastreio de T. pallidum,

Adquirir habilidades técnicas para o rastreio de HIV e Hepatite B,

Adquirir habilidades técnicas para a produgfio de hemocomponetes e realizagio de

testes de compatibilidade e tipagem sanguinea;

Determinar a incidéncia de Treponema pallidum durante o periodo de estagio;

Relacionar a incidéncia de 7. pallidum com a idade e 0 sexo dos individuos.

Quitéria Alberto Manuel
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3. APOIO CONCEDIDO POR PARTE DA UNIDADE DE ESTAGIO

O Banco de Sangue do Hospital Central de Maputo disponibilizou todo o apoio
necessario para a execugdo deste trabalho, desde o apoio moral, material e técnico. A
unidade de estdgio responsabilizou-se, também, em fornecer refei¢des durante o exercicio

das actividades.

4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A hemoterapia moderna baseia-se no uso selectivo dos componentes do sangue.
A utilizag@o correcta dos diversos hemocomponentes associada a um maior controle de
qualidade nas diversas etapas, desde a colecta até ao fracionamento, tem tornado a
hemoterapia mais segura e, hoje, muitos pacientes benefictam dos derivados de uma
unica doagdo (Calvante, 2006).

O sangue e seus produtos, sdo utilizados com uma série de propdsitos, mas as trés
principais razdes para a transfusfio sfo: correc¢io da anemia (baixo nivel de
hemoglobina); reposi¢do de sangue perdido no sangramento, durante uma cirurgia ou
ap6s um acidente; reposicdo de outros componentes do sangue, tais como factores de
coagulagdo (OMS, 1993).

Segundo Andrade et al. (2005), o sangue, pela sua caracteristica de produto
bioldgico, mesmo se correctamente preparado e indicado, quando transfundido, carrega
mtrinsecamente varios riscos, incluindo o de transmitir o Virus da Imunodeficiéncia
Adquirida (SIDA), Virus da hepatite B e o Treponema pallidum.

A seguranca da transfusfio sanguinea depende de uma série de factores que, em
conjunto, podem proporcionar melhor qualidade do sangue ¢ dos hemocomponentes a
serem utilizados. Dentre esses factores, os mais importantes sdo: a selec¢do da populagdo
de doadores, a triagem clinica, a realizag@io dos testes imunohematologicos, a triagem
serolégica e o uso racional do sangue e hemocomponentes. A triagem seroldgica tem um
significado estratégico especial pois, a partir de um determinado momento, é o tnico

procedimento que vai validar, ou nfo, a utilizagio do hemocomponente (Alquézar, 1995).

Quitéria Alberto Manuel Trabalho de Culminagiio do Curso
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4.1 Treponema pallidum

As duas espécies de Treponema que causam doenga no Homem sdo: 7. pallidum
(com trés subespécies) e T. carateum; todas sdo morfologicamente idénticas € produzem
a mesma resposta serolégica nos seres humanos, sendo ambas susceptiveis a penicilina.
Os microrganismos s3o diferenciados pelas suas caracteristicas epidemiologicas e
manifestagdes clinicas. T. pallidum subespécie pallidum (denominado T. pallidum neste

trabalho) € o agente etiolégico da doenga venérea sifilis (Murray et al., 2004).

A sifilis é uma doenga sexualmente transmitida que aflige os seres humanos ha
muitos séculos. A espiroqueta responsavel por esta doenga é um patdégeno restrito aos

seres humanos (Murray et al., 2004).

A sifilis é encontrada no mundo inteiro e constitui a terceira mais prevalente
doenga bacteriana sexualmente transmissivel (depois das infecgbes causadas por

Neisseria gonorrhoeae e Chlamydia) ( Murray et al.,2004)

A via mais comum de transmissfo ¢ através do contacto sexual directo. A doenga
também pode ser adquirida de forma congénita ou através da transfusdo de sangue
contaminado. A sifilis nfio ¢ altamente contagiosa; o risco de uma pessoa contrair a
doenga apos um unico contacto sexual ¢ estimado em 30%. Entretanto, o contagio é

influenciado pelo estagio da doen¢a num individuo infectado ( Murray et al., 2004).

Segundo Murray ef al. (2004), a histéria natural da sifilis pode ser dividida em
trés fases: sifilis primaria, sifilis secunddria e sifilis tardia. A sifilis primaria caracteriza-
se pelo aparecimento do cancro sifilitico que se desenvolve no local onde a espiroqueta é
inoculada. A sifilis secundéria caracteriza-se por um sindrome (semelhante & gripe) com
dor de garganta, febre, mialgias e exantema mucocutineo generalizado. O exantema e os
outros sintomas gradualmente sofrem resolugio espontinea, e o0 paciente entra no estagio
latente, ou clinicamente inactivo da doenga. Apenas um pequeno nimero de casos pode
evoluir para o estigio tercidrio da sifilis, caracterizado por uma inflamagdo crénica e
difusa.
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4.2 Rastreio de Treponema pallidum

O emprego de determinados testes seroldgicos permite identificar a infecgdo
sifilitica em doadores de sangue, evitando assim a transmissdo desta enfermidade por
transfusdo, mediante a eliminagfo de unidades reactivas e a orientagio para o estudo
completo dos doadores (Cura & Windel, 1994).

Até ha pouco tempo atras, a maioria dos testes utilizados na triagem serolégica de
doadores eram ndo treponémicos do tipo VDRL (Veneral Disease Research Laboratory) e
RPR (Rapid Plasma Reagin). Os métodos treponémicos, IgG e ELISA, desenvolvidos
mais recentemente, em geral apresentam melhor sensibilidade e especificidade,
permitindo detectar casos de infecgdes anteriores e tendo a vantagem de apresentarem

leituras precisas e a possibilidade de automatizag@o do processo (Alquézar, 1995).

Segundo a OMS (1993), qualquer um dos métodos ndo treponémicos (VDRL ¢
RPR), ou treponémicos (IgG e ELISA), podem ser utilizados na triagem serolégica,
desde que bem padronizados e o pessoal técnico esteja treinado adequadamente para a

leitura dos testes ndo treponémicos.

Dentre os testes ndo treponémicos, os mais correntemente utilizados séo os testes
de floculagéo: testes de VDRL e RPR. Estes evidenciam anticorpos chamados reaginas,
presentes no soro de pessoas com sifilis ¢, ocasionalmente, em soros de pessoas com
outras doen¢as agudas ou cronicas (maldria, pneumonia viral, tuberculose, lupus
sistémico, etc.) e, também, em determinadas condigbes fisiolégicas (isto €, ndo
patologicas), tais como a gravidez. Sdo reacgdes de facil realizagdo, econdmicas e
reprodutiveis, mas ndo sdo totalmente especificas. 830 baseadas na propriedade das
reaginas de se combinarem com suspensdes de lipidos tecidulares (obtidas de coragéo de
boi no caso do VDRL), originando granulos cuja a formagéo ¢ facilitada pela agitagiio da
mistura (Cura & Windel, 1994).

No teste RPR, o antigeno ¢ preparado com uma suspensdo de antigeno de VDRL
modificada com adi¢do de cloreto de colina, para eliminar a necessidade aquecer o soro;

EDTA, para aumentar a estabilidade da suspensfio; e particulas muito finas de carvio,
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como agente de visualizagfo. Para o teste, o antigeno RPR ¢ misturado ao soro, aquecido
ou ndo, em um cartdo com cobertura plastica. Se ha anticorpos presentes, estes combinam
-se com as particulas lipidicas do antigeno, produzindo floculagfio. As particulas de
carvio coaglutinam-se com o0s anticorpos e aparecem grinulos negros sobre o fundo
branco do cartio. Se ndo ha anticorpos presentes, a mistura fica com cor cinzenta
uniforme. A reac¢do positiva deve ser quantificada quer no teste RPR quer no VDRL
(Cura & Windel, 1994).

De acordo com Alquézar (1995), alguns autores acreditam ser desnecessario o
rastreio serolégico para a sifilis, em doadores de sangue, devido ao facto do Treponema
pallidum tornar-se inviavel num curto espago de tempo (72 horas) quando as bolsas séo
armazenadas na geleira ap6s a colecta. No entanto, a maioria dos servigos de
Hemoterapia continua utilizando algum tipo de teste para a Sifilis, no rastreio serolégico
de doadores.

De acordo com a OMS (1993) e Alquézar (1995), a infecgdo de dadores pelo T.
pallidum ¢ utilizada como um marcador da conveniéncia dos dadores. Ela indica
possiveis dadores expostos ao risco de doengas sexualmente transmitidas, devido ao seu
comportamento sexual, podendo estes, deste modo, apresentarem HIV no periodo de

janela imunolégica (periodo antes da produgéo de anticorpos).

5. ACTIVIDADES DESENVOLVIDAS NA UNIDADE DE ESTAGIO

Vérias foram as actividades desenvolvidas na unidade de estdgio,a colheita e o
processamento das amostras de sangue constituiram actividades fundamentais. O
laboratério do Banco de Sangue faz trés tipos de testes (HIV,HBV,Sifilis) para a

determinagdo da existéncia de infecgdes.
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5.1. MATERIAL E METODOS

5.1.1. Material

- Kit RPR

= Kit ENZAIDS HIV 1+2 ELISA

- Kit ELISA HBV SDP"O"™E 4Bs-Ag ELISA 3.0
Pipetas de precisdo de 0,02; 0,05; 0,1; 0,15; 0,20; e Iml
Provetas graduadas de 25ml,100ml e1000ml
Centrifuga de mesa (American DADE)
Centrifuga para sangue total (BECKMAN COULTER J6 MI)
Aglutinoscopio ou visor iluminado
Leitor de micro-placas (Espectrofotdmetro MULTISKAN ASCENT)
Agitador de cartdes
Copos de lavagem de pipetas
Amostras (soro)
Pipetas e micropipetas regulaveis de 100pul
Reagente Antiglobulina (AGH)
Papel absorvente
Luvas
Bata
Banho-maria a 37°C
Contentor de residuos contaminados
Incubadora de microplacas com termostato (iIEMS-ELISA test)
Dispositivo de lavagem manual, semi-automatico ou aparelho de lavagem para
placas de microtitulagdo
Lupas manuais ou de mesa
Medidor de pH
Hipoclorito de Sédio
Agua destilada
Magquina de lavagem de microplacas (Processador da microplaca WELLWASH
AC)
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5.1.2 Metodologia

Triagem de Sifilis

1. Pipetou-se 50 pl do controle reactivo e controle nfo reactivo em duas 4reas (circulos)
consecutivas do cartdo teste, respectivamente.

2. Pipetou-se 50 pl da amostra (soro) em analise em outras areas do cartfio teste.

3. Agitou-se os frascos contendo a suspenséo do antigeno RPR antes de usar.

4. Colocou-se uma gota de supenséo nos circulos contendo os controles € as amostras.
6. Colocou-se o cartdo teste no Agitador a 100 rpm por 8 minutos

7. Observou-se os resultados apds 3 minutos.

Interpretagio dos resultados

(<) Nio reactiva. Auséncia de aglutinaggo.

Reactiva (de acordo com a intensidade de aglutinacdo)
(+) Infima

(++) Meédia

(+++) Elevada

Tipagem ABO/Rh
/

Para duas gotas de anti-soros A, B, AB e D, adicionou-se em cada tubo, uma gota
de suspensdo de eritrocito a 2-4%;

Misturou-se bem ¢ agitou-se os tubos gentilmente;

Centrifugou-se por 30 segundos a velocidade baixa;

Examinou-se a presenc¢a de hemdlise ou aglutinagéo;

Registou-se o resultado de hemdlise ou agluitinagfio positivo, caso ndo negativo.
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Produciio de hemocomponentes

a) Sangue Total (ST)

O ST caracteriza-se como o sangue colectado de um doador, misturado com a solugfo
preservativa e anticoagulante, na propor¢fio de aproximadamente 450 ml de sangue para

63 ml de solugdio preservativa (Razouk & Reiche citados por Mabunda 2006).

b) Concentrado de Hemécias (CH)

1. Pesou-se e equilibra-se cada unidade de sangue total;

2. Colocou-se as unidades balanceadas na centrifuga.

3. Centrifugou-se pelo tempo e velocidade especificados. Embora a velocidade média
seja de aproximadamente 3200 rpm por cerca de cinco minutos, cada centrifuga deve ser
calibrada individualmente para assegurar um produto de qualidade.

4. Quando a centrifuga parou completamente, retirou-se cuidadosamente a unidade,
colocando-a num expressor;

5. Exprimiu-se o plasma para dentro da bolsa satélite acoplada. O hematrécito pode ser
avaliado por retirar bastante plasma até trazer a interface célula/plasma para o canto
superior da bolsa ou removendo o peso especificado do plasma.

6. Quando a quantidade desejada do plasma foi retirada, selou-se o tubo (Razouk &
Reiche citados por Mabunda 2006).

¢) Concentrado de plaguetas (CP)

1. Manteve-se o sangue total em 20 a 24°C, antes e durante a preparagio da plaqueta;

2. Centrifugou-se o sangue em rotagdo leve (em média 3200 rpm). Essa centrifugagio
separou os eritrécitos, deixando as plaquetas suspensas no plasma.

3. Exprimiu-se o plasma rico em plaquetas para dentro de uma das bolsas satélites

4. Selou-se o tubo entre as herﬁécias e o plasma. O concentrado de hemacias foi
armazenado a 4°C.

5. Centrifugou-se mais uma vez o plasma rico em plaquetas em rotagio pesada (3600 rpm
por cinco minutos). Isso separarou as plaquetas do plasma (Razouk & Reiche citados por
Mabunda 2006).
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6. Exprimiu-se a maior parte do plasma sobrenadante para a bolsa satélite, deixando

aproximadamente 50ml com as plaquetas.

d) Plasma Fresco Congelado (PFC)

Seguiu-se os mesmos procedimentos }4 citados na secgdo de concentrado de plaquetas.

Triagem de HIV

1.

Estabeleceu-se cuidadosamente o plano de distribui¢io € de identificagdio de
amostras; Depois de retirar a microplaca da embalagem, colocou-se directamente
(sem pré-lavagem da placa) sucessivamente:
»  25ul de diluente em cada pogo;
» 75 ul de soro do controlo negativo no pogo Al;
75 ul de soro do controlo “cut-off” nos pogos B1,C1,D1;
75 ul de soro do controlo positivo no pogo El;
75 ul da primeira amostra (controlo interno negativo) em F1;
75 pl da segunda amostra (controlo interno positivo) em Gl;
» 75 pldo soro das amostras (uma em cada pogo);
Preparou-se a solugdo de lavagem diluida (de acordo com o kit);
Preparou-se a solugéio de trabalho do conjugado 2;
Retirou-se o tabuleiro e as tiras da embalagem de protecgao;
Depositou-se directamente, sem pré-lavagem da placa, e em suc¢io;
Sempre que possivel, cobria-se com fita adesiva, pressionando bem sobre toda a
superficie, para assegurar o selamento;
Incubou-se a micro-placa em banho-maria equipado com termostato ou numa
incubadora a seco de microplacas, durante 1 hora + 5 minutos, a 37°C + 1°C;
Retirou-se a fita adesiva. Aspira-se o contetido, dos po¢os para um contentor de
residuos contaminados contendo Hipoclorito de Soédic e adicionou-se
imediatamente em cada uma delas, um minimo de 0.370ml de solugdo de
lavagem. Respeitou-se um tempo de imersio minimo de 30 segundos. Aspirou-se

de novo. Repetiu-se a lavagem pelo menos duas vezes;
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Distribuiu-se rapidamente 100ul da solugdo de trabalho do conjugado por todos

f- - -

o0s pogos. O conjugado deve ser agitado antes da utilizagio;

. Sempre que possivel cobria-se com uma nova fita adesiva e incubava-se 30 % 5
minutos & temperatura ambiente. Nesta incuba¢fo ndo se utiliza pelicula adesiva;

. Retirou-se a fita adesiva, esvaziou-se todos 0s pogos por aspira¢do e lavou-se pelo
menos cinco vezes, como atrds descrito;

. Distribuiu-se rapidamente por todos os pog¢os 80ul da solugfo de revelagdo da
actividade enzimatica;

. Adicionou-se 100 pl da solugdo de paragem adoptando a mesma sequéncia € o
mesmo ritimo de distribui¢do que para a solug8o de revelagio. Homogenizou-se a
mistura reaccional,;

. Secou-se cuidadosamente a superficie inferior das placas. Pelo menos quatro
minutos apés a distribuigdo da solugfio de paragem e nos trinta minutos que se
seguiram, a paragem da reagéio, procedeu-se a leitura da densidade oOptica a
450/620 - 700nm por meio de um leitor de placas;

. Antes de se efectuar a transcrigdo dos resultados, assegurava-se a concordancia
entre a leitura e o plano de distribuicio e de identificagfo das placas e das

amostras.

Teste de Hepatite B

Diluiu-se o concentrado “wash buffer” num volume de 19 litros de 4agua
destilada;

Misturou-se todos os reagentes e incubar a 37° C;

Adicionou-se 50 ul de controle e 50pul do conjugado enzimatico (de acordo com o
kit);

Incubou-se durante 1 hora a 37°C;

Lavaram-se os pogos das placas 5 vezes com solugdo “wash buffer”;

Aspirou-se completamente os pogos, seguidos da embebi¢do dos mesmos em
solugiio de “washer buffer”, durante 30 a 60 segundos. Aspirou-se novamente

repetindo o procedimento 4 vezes;

Quitéria Manuel Trabalho de Culminagio do Curso




Rastreio de Treponema pallidum nos Dadores do Banco de Sangue do HCM

7. Adicionaou-se 50 pul de solugfo corante A e 50 pl de solugdio corante B em cada
pogo;

8. Incubou-se a placa a 37° C, durante 15 minutos;

9. Adicionou-se 50 pl de 4cido sulfuirico 2 M em cada pogo;

10. Procedeu-se a leitura da absorvancia em espectrofotometro, a um comprimento de
onda de 450nm.

Provas de compatibilidade

1. Pipetou-se duas gotas do soro do paciente, ou dador, em tubos apropriados;

2. Adicionou-se uma gota de hemaceas A, B e O, respectivamente;

3. Centrifugou-se durante 30 segundos “em velocidade baixa;

4. Misturou-se gentilmente para suspender as células n#o aglutinadas e examinou-se
no Aglutinoscopio;

Registou-se a reacgdo.

6. INCIDENCIA DE SIiFILIS NOS DADORES DO BSHCM

Foram incluidos neste estagio 5566 amostras de sangue, submetidas a analises
serolégicas para a sifilis através de RPR. Essas amostras eram procedentes de dadores
voluntarios e dadores repositores. Cumpre destacar que o0s pacientes cujas amostras
foram analisadas nfo apresentavam sintomas de sifilis.

As amostras foram colhidas no periodo compreendido entre 01 de Julho e 30 de
Setembro (Tabelas 1 a 3 em anexo).

Para o calculo da incidéncia, foi usado a taxa de incidéncia que, segundo a OMS
(2000), mede a incidéncia (novos casos) num periodo especifico de tempo.

Incidéncia = (x4 )k
Onde:
x ¢ o nimero de novos casos numa populaggio definida que teve o seu inicio durante um
determinado periodo de tempo;
y ¢ a dimensdo média de uma populagio em risco onde a doenga pode ocorrer durante o

periodo de tempo especifico,geralmente o meio desse periodo de tempo;
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k uma constante, estabelecida convencionalmente ou tem valor tal que a taxa mais
pequena no conjunto de dados tem pelo menos um digito do lado esquerdo do ponto

decimal.

6.1 Resultados

Tabela 2 — Distribui¢do dos resultados do RPR, valores absolutos e relativos encontrados nos individuos de

acordo com o sexo

total

masculino feminino
n° % n° % n® %
40 64.5 22 35.5 62 100

Do total de 5566 amostras analisadas, 4108 eram individuos do sexo masculino e
1458 do sexo feminino. Do total de individuos positivos, 40 (64.5%) eram do sexo
masculino e 22 (35.5%) do sexo feminino, fazendo um total de 62 positivos (tabela 4, em

anexo ).

Tabela 3 - Distribui¢fo dos resultados do RPR, valores absolutos e relativos encontrados nos individuos de
acordo com a idade

Idade 16-19 20-29 330 -39 40 - 49 50-59 total
nos) n® % n® % n° % n® % n° % n°
5exX0

Masculino 10 25 12 30 5 12.5 4 10 9 225 | 40
Feminino 7 31.8 9 40.9 4 18.2 2 9.1 0 0 22

Quanto 4 faixa etaria, 1165 situavam-se entre 16 ¢ 19 anos, 2293 entre 20 ¢ 29
anos, 1067 entre 30 e 39 anos, 702 entre 40 e 49 anos e 339 incluiam-se na faixa de 50 a
59 anos. Dos 40 dadores positivos do sexo masculino, 10 (25%) situavam-se entre 16 ¢
19 anos, 12 (30%) entre 20 € 29 anos, 5 (12.5%) entre 30 ¢ 39 anos, 4 (10%) entre 40 ¢
49 anos e 9 (22.5%) entre 50 e 59 anos de idade. Dos 22 dadores positivos do sexo
femenino, 7 (31.8%) situavam-se entre 16 ¢ 19 anos, 9 (40.9%) entre 20 ¢ 29 anos, 4
(18.2%) entre 30 ¢ 39 anos e 2 (9.1%) entre 40 ¢ 49 anos de idade, ndo se observando

dadores de sexo feminino situados na faixa etaria entre 50 e 59 anos (tabela 5, em anexo).
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Para as avaliagOes dos resultados de RPR considerando-se o sexo dos dadores, na
figura 2 observa-se que a incidéncia é maior entre as amostras séricas de dadores
masculinos que de dadores femininos.

Na figura 3 observa-se maior incidéncia nos dadores da faixa etaria situada entre

20 e 29 anos de idade e do sexo masculino.

Incidencia

Masculino Feminino

Sexo

Figura 2- Distribuigdo dos resultados serolégicos positivos para sifilis de acordo com o sexo

0O SexoM
mSexoF

Idades: 1= 16 - 19 anos; 2=20-29 anos; 3 =30- 39 anos; 4 =40 - 49 anos ¢ 5 = 50 - 59 anos.

Figura 3 - Distribui¢io dos resultados serolégicos positivos para sifilis de acordo com a idade

Quitéria Manuel Trabathe de Culminac¢io do Curso




Rastreio de Treponema pallidum nos Dadores do Banco de Sangue do HCM

6.2 Discussio

A sifilis em Mogambique vem sendo motivo de preocupagio visto que se trata de
uma das ITS com um niimero presumivelmente mais alto. Segundo Avelleira (2006), é
conhecida desde o século XV e continua como um problema de satide importante em
paises desenvolvidos e subdesenvolvidos.

Considerando-se o numero de reacgles positivas, estimou-se a frequéncia da
seropositividade para a sifilis em 1.1%, existindo a possibilidade de se ter observado
falsos positivos e falsos negativos. Estes dados alertam para a necessidade de acesso
desburocratizado e rdpido as reacgdes especificas para o diagnostico de sifilis. A
possibilidade de reacg¢des cruzadas com outras doengas como maldria, pneumonia viral,
tuberculose, HIV e outras doengas faz com que este item seja imperativo no suporte
laboratorial para o rastreio dessa doenga.

Dois aspectos devem ser enfatizados: o técnico e a populagdo. O aspecto técnico
nio deve ser subestimado: os processos de esterilizagfo do equipamento utilizado para a
colecta sanguinea e aqueles ligados ao acondicionamento e transporte dessas amostras,
bem como a competéncia técnico-ciantifica do profissional para a interpretagio dos
resultados. E imperativo a necessidade de programas de controle tanto de qualidade
interna como externa do laboratério, conforme destaca Jorge (1984). Em relagdo ao
aspecto populacional é bom relembrar os profissionais de saude outras situagdes ou
enfermidades que apresentam reacgdo cruzada com o RPR.

Ao considerar-se os dados contidos na tabela 2, verifica-se que a seropositividade
para sifilis entre os homens foi, significativamente, maior que entre as mulheres. Este
dado reflecte caracteristcas dos individuos atendidos. Os homens, geralmente, procuram
atendimento em decorréncia de sinais ou sintomas da doenga, na maioria dos casos eles
sao Os primeiros a apresentarem os sintomas (Barreto,1985) enquanto que nas mulheres
os sintomas passam despercebidos (na mulher o cancro duro ou protossifiloma,é mais
frequente nos pequenos labios, parede vaginal e colo uterino) algumas submetem-se pelo
menos uma vez por ano a uma avaliagdo na ginecologia e s durante a gestagdo é que
submetem-se rotineiramente a essa avaliagio (Mendes ef al.,1996). Cumpre destacar que

o maior nimero de dadores eram do sexo masculino, visto que estes podem doar sangue 4
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vezes ao ano (de 3 a 3 meses), enquanto que os dadores do sexo feminino doam 3 vezes
ao ano (de 4 a 4 meses). Estas, muitas das vezes, na pré-triagem sdo excluidas
temporariamente quando estio menstruadas, gravidas ou a amamentar. O outro aspecto
que ndo deve ser deixado de lado é o facto dos homens terem vdarias parceiras, terem
vergonha de ir a uma consulta de ginecologia quando nfo se sentem bem, porque tém
vergonha da situa¢fio ou ndo tem a cultura de ir visitar um ginecologista, outros mesmo
com sintomas ignoram por falta de informagio e alguns interrompem a medicagdo
quando acham que se sentem bem.

Em relagdo a idade, verifica-se que a seropositividade para sifilis foi maior em
dadores entre 20 e 29 anos de idade visto que estes constituem um grupo com
comportamento de risco e profissionais de sexo (Wong,1999; Mgnone,2002; Dilley,2004;
Buchacz,2005).

Para finalizar, considero que este trabalho possa, realmente, auxiliar tanto a equipe de
satde responsavel pelo atendimento directo dos dadores,como o laboratério responsavel
pelas reacgdes seroldgicas, propiciando conhecer melhor a questio da populagio com a
qual trabalha. Para as autoridades sanitdrias, imagino que os resultados deste estudo possa
lhes situar indicando a necessidade de novas estratégias de educagio e atendimento

populacional, no tocante a doenga em estudo.

7. PERSPECTIVA CRITICA DO ESTAGIO

O Banco de Sangue do Hospital Central de Maputo foi o primeiro Banco de
Sangue do Pais, e continua sendo o Banco de Sangue de referéncia a nivel
nacional. Verificou-se que existe uma operacionalizagfio parcial das normas internacionais
recomendadas pela OMS (Principios Operacionais Padronizados) para a preparagédo das
amostras.

E importante que as amostras estejam em boas condigdes para que se atinjam os
resultados correctos e precisos (para evitar falsos positivos e falsos negativos), refiro-me
a algumas amostras mal conservadas o que pode favorecer a entrada de uma substincia
ndo desejada, sangue guardado por muito tempo,colheita mal feita com agulha muito fina
¢ algumas das amostras aparecem hemolizadas. Segundo Fischbach ¢ Dunning III (2005),

as amostras devem ser observadas antes de 48h depois da sua colheita, sob o risco de
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identificar alguns falsos positivos, visto que nestas amostras podem produzir-se algumas

particulas que podem ser reconhecidas como reaginas e induzir a um falso diagnéstico.
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8. CONCLUSAQ

* Com o estagio no BSHCM foi possivel conhecer, compreender, saber executar e
aperfeicoar habilidades técnicas laboratoriais realizadas la: rastreio de 7
pallidum, rastreio de HIV e Hepatite B, produ¢io de hemocomponetes, realizagio
de testes de compatibilidade e tipagem sanguinea.

A taxa de incidéncia de sifilis foi maior nos dadores do sexo masculino, 64.5%,
em relacdo a dadores do sexo feminino, 35.5%.

Em relagdo 4 faixa etdria, a taxa de incidéncia foi maior entre 20 e 29 anos
(30%).

Apesar de algumas dificuldades que foram surgindo em algum momento do

estagio foi possivel alcangar os objectivos tragados .

Quitéria Manuel Trabalho de Culminagio do Curso




Rastreio de Treponema pallidum nos Dadores do Banco de Sangue do HCM

9. RECOMENDACOES

Para evitar a contaminagdo dos funciondrios recomendo que os mesmos cumpram &

risca as regras de bioseguranga recomendadas pela OMS.

Para garantir a seguranga do laboratdrio e dos funcionarios recomendo a0 BSHCM a

aquisi¢do de um extintor e outros meios de protec¢éo para incéndios.

A respeito dos prazos que se encontram nos rétulos das embalagens, € necessario
verificar muito bem para evitar trabalhar com material fora do prazo sendo assim,
recomendo o uso de kits dentro do prazo para evitar a obteng¢#o de falsos resultados. E

a solicitagdo e substitui¢do imediata dos kits fora de prazo.

No que diz respeito 4 conservagéo e trasporte de amostras de sangue, € necessdrio que
se efectue em tubos de ensaio com o méaximo de seguranga possivel e para isso
recomenda-se o uso de tubos de ensaio que contenham uma tampa para isolar e ndo

permitir a contaminagio.
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Tabelas de resultados (dados brutos correspondentes ao periodo de Julho,Agosto e

Setembro)
Tabela 1

Més de Julho

Sexo Ildade

Data Masc Femin 1 3
62 18 31 30 10
57 2 26 25 16
51 4 18 28 21
44 17 14 28 12
58 27 16 34 24
12 4 0 6 5
51 256 38 30 8
47 29 27 32 9
48 40 19 17
44 30 32 22 17
60 20 20 20
2 0 0 0

38 13 20 9
51 15 33 17
50 18 29 15
45 38 29 24
62 38 42 33
53 2 55 0
33 18 21 6
36 22 27 16
52 7 35 12
43 8 34 10
34 14 20 17
56 10 30 15
39 1 39 0
8 5 0

42 17 5
61 34 12
0 0 0

0 0 0
31 0 0 0 0 0 0
Total 1249 501 342 745 350 197 116

Legenda:ldade 1 -16 e 19 anos; idade 2 - 20 e 29 anos; idade 3 - 30 e 39 anos; idade 4 - 40 ¢ 49 anos;
idade 5§ - 50 ¢ 59 anos
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Tabela 2

Més de Agosto

Sexo
Data Masc Femin
46 8
50 11
48 7
6 3
14 14
37 13
47 17
53 18
80 21
69 8
23 2
15 22
58 9
90 17
91 12
95 9
13
18 15 3
19 15 11
20 20 14
21 63 10
22 66 11
23 34 6
24 57 23
25 1 3
26 32 30
27 61 13
28 70 29
29 24
30 56 26 29 26 15
31 66 14 3B 13 18
Total 1711 421 182 990 458 350 152

Legenda:Idade 1 -16 € 19 anos; idade 2 - 20 € 29 anos: idade 3 - 30 € 39 anos; idade 4 - 40 e 49 anos;
idade 5- 50 ¢ 59 anos
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23 17
25 20
20 11
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6 5
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Tabela 3

Més de Setembro
Sexo Idade
Data Masc Femin 1 2

1 7 1 0 3

29 16 8 23

45 37 44 28

56 31 14

62 41 35

78 18 53

5 2 3

9 16 13

9 75 37 39

10 66 27 23

11 83 23 32

12 62 18 32

13 40 17 21

14 4 5 0

15 82 23 29

16 86 10 31

17 36 26 13

18 52 37 32

19 45 17 9

20 5 0 3

21 89 43 48

22 41 34 22

23 41 26 26

24 39 29 22

25 1

26
27
28
29
30

3N 0 0 0

Total 1148 536 641 558 259 155
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Legenda:ldade 1 -16 e 19 anos; idade 2 - 20 € 29 anos; idade 3 - 30 e 39 anos; idade 4 - 40 ¢ 49 anos;
idade 5 - 50 e 59 anos
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Resumo

Carpobrotus dimidiata (da familia Aizoaceae) e Ipomoea pes-caprae (da familia
Convolvulaceae) sdo espécies de plantas caracteristicas das areias das dunas e
adaptadas ao stress de falta de nutrientes, agua e excesso de sal que caracterizam
estes ecossistemas. A distribuigdo e abundancia destas espécies em Mogambique
é pouco conhecida.

O objectivo deste trabalho foi de analisar o efeito da aplicagdo do inéculo de fungos
endomicorrizicos no desenvolvimento das espécies Carpobrotus dimidiata e Ipomoea

pes-caprae € no nivel de colonizagéo das suas raizes.

O trabalho foi feito em campo aberto, arredores das estufas do Departamento de
Ciéncias Biologicas, Campus principal da Universidade Eduardo Mondlane.

O ensaio comegou em Margo de 2004 com a produgdo do indculo de fungos
micorrizicos que foi aplicado no plantio das estacas de espécies acima
mencionadas em Junho do mesmo ano. O inéculo foi depositado sobre um solo
arenoso usado para preencher as covas e que serviu de meio de crescimento, das
plantas. Foram feitas trés colheitas a partir de Agosto de 2004 e o intervalo de
tempo de uma colheita para outra foi de 3 semanas. Em cada colheita foram
analisadas 15 plantas com indculo € 15 sem indculo. O trabalho laboratorial consistiu
na contagem do numerc de raizes, numero de folhas; medicdo do comprimento
maximo de raiz, medigao dos pesos frescos e pesos secos das trés partes da planta
(raizes, caule e folhas) e determinacdo do nive! de colonizagdo das raizes por
fungos micorrizicos.

A experiéncia mostrou que o uso do in6culo de fungos micorrizicos na propagagao
da Carpobrotus dimidiata por meio de estacas € uma forma de promover o seu
desenvolvimento vegetativo. As estacas da Ipomoea pes-caprae ndo formaram raizes

e todas murcharam prematuramente.

Jeremias Joaquim Mocuba. Maputo, Junho de 2005
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Lista de abreviaturas

AEFo ---—-—---area especiﬂga da folha
AFQ --------- area foliar

Km--—------- constante de Michaelis
MA ---—mm- micorrizas arbusculares
%M —-eeeeee- intensidade de infec¢éo
Mat. S ------ matéria seca

PCNB ------- Pentachloronitrobenzeno
PEFo ---—-- peso especifico da folha
PFT----------- peso fresco total

PSC ------—- peso seco do caule
PSFo ------- - peso seco da folha

PSR ----——- peso seco da raiz

PST - peso seco total da planta
RAFQ ------- razao da area foliar
RPSC ------- razéo do peso seco do caule

RPSFo -—---- razao do peso da folha
RPSR ---=--- razao do peso seco da raiz
VAM --ereeee micorriza vesiculo-arbuscular

Jeremias Joaquim Mocuba. Maputo, Junho de 2005
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TEMA: O EFEITO DAS ENDOMICORRIZAS NO CRESCIMENTO DE PLANTAS DAS
DUNAS.

1. Introdugéo

Micorriza € um sistema simbiético de raizes de plantas e os fungos que
contribuem na absor¢cado de nutrientes e agua (Hock & Varma, 1998). Os fungos
micorrizicos estdo associados a quase todas as plantas, porém certas espécies das
familias Cyperaceae, Juncaceae, Chenopodiaceae, Caryophylaceae e Brassicaceae
(Crucifereae) sao caracteristicamente ndo micorrizicas (Paul & Clarck, 1996).

As micorrizas podem ser divididas em dois grupos, ecto e endo-micorrizas.
Nas ectomicorrizas os fungos formam uma bainha em torno da raiz dando origem &
raizes mais pequenas, mais grossas, mais frageis e com uma coloragao diferente
das raizes ndo infectadas. Para além disso, as raizes colonizadas desenvolvem
muitos ramos, tambem .eles-_-pequénos e grossos (Hudson, 1992;' Schinner et al,
1995). Da parte externa da bainha partem hifas que se dispersam para o solo
atingindo longas distancias, € da barte interna da bainha partem as hifas que
penetram o cortex da raiz a uma profundidade de duas camadas de células
(Hudson, 1992). Durante a penetracdo as hifas crescem entre as células
epidérmicas e corticais, ndo sendo usual a invasdo destas. Este tipo de
crescimento, entre as células da raiz, conduz a formagdo de estruturas
caracteristicas, a rede de Hartig (Raven et al., 1992; Hudson, 1992).

As ectomicorrizas s8o caracteristicas de certos grupos de arvores e arbustos
encontrados principalmente em regides temperadas. Esse grupo inclui a familia das
faias e carvalhos (Fagaceae), a familia dos pinheiros (Pinaceae), bem como em
familias bem representadas nos tropicos, especialmente alguns membros de
Myrtaceae e Dipterocarpaceae (Raven et al., 1992; Hudson, 1992).

Nas endomicorrizas a hifa penetra nas células corticais da planta, onde sao
formadas pequenas estruturas densamente ramificadas, com aspecto de arvores

minasculas, os arbusculos, ou dilatagbes denominadas vesiculas. As endomicorrizas

' ’
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sdo frequentemente chamadas micorrizas vesiculo-arbusculares (VAM), embora,
actualmente, se fale em fungos micorrizicos arbusculares (MA), uma vez que todos
os fungos desta associagao obrigatoriamente formam arbusculos, mas nem sempre
vesiculas (Raven ez al., 1992). Nas endomicorrizas ndo se da a formagdo de uma
bainha externa, existe uma rede frouxa e esparsa de hifas, geralmente alinhadas
paralelamente ao' comprimento da raiz. As hifas crescem a partir desta rede para o
jsolo e podem se dispersar até alguns centimetros da raiz (Hudson, 1992; Richards,
1987).

As endomicorrizas saoc as mais comuns e sd0 encontradas nas Bridfitas,
Pteriddfitas, Gimnospermicas, excluindo as Pinaceae, que possuem ectomicorrizas,
e em quase todas as familias de Angiospermicas (Hudson, 1992).

As associagoes micorrizicgs sdo importantes no aumento da obtengdo de'
nutrientes para as plantas sob condigdes de sua escassez especialmente nitrogénio
e fésforo, absorgdo de agua e no fornecimento de produtos fotossintéticos aos
fungos (Atlas & Bartha, 1987). '

O aumento na absorgdo do fosforo por fungos micorrizicos pode ser
explicada através dos seguintes aspectos: os fungos podem aumentar a drea de
absorgao efectiva da raiz e, assim, o fosfato disponivel na maior parte da rizosfera e
arredores € explorado; as hifas sdo mais eficientes {como consequéncia do seu
tamanho e distribuigado espacial) que raizes na competicdo com microorganismos
livres do solo para o fésforo recent:amente solubilizado, as hifas tém maior afinidade
na absorgdo (baixo Km) permitindo uma absorgdo mais eficaz de. baixas
concentragbes do fésforo na solugdo do solo e possivelmente valores abaixo do
limiar de absor¢do das raizes (Smith & Read,1997). A maior parte do fosforo no
solo encontra-se na forma organica (Hudson, 1992; Schinner et af ., 1995; Fritz &
Noggle, 1983) e prin)cipalmente como calcio inositol hexafosfato, comumente
chamado de fitato de célcio (Speir & Ross, 1978; Malcolm, 1983). Os fungos das
micorrizas contribuem para a solubilizagdo dos minerais de fosfatos através da
producdo de CO; no processo de respiragdo e através da excrecgdo de acidos
organicos; alguns fungos ectomicorrizicos produzem fosfatases que contribuem nos

processos de mineralizagdo do fosforo organico ndo disponivel para as plantas (Paul
N

l‘
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& Clark, 1996), mas a sua sintese né&o foi confirmada em fungos endomicorrizicos
(Smith & Read, 1997).

Os fungos das micorrizas tém também a capacidade de extrair nitrogénio e
transporta-lo do solo para a planta através do aumento da area de superficie de
absorgdo. Em muitos ecossistemas naturais uma larga fracgdo do nitrogénio
disponivel no solo é aménio, e nac nitrato (Van Kessel er a/,1985). Nestas
condigdes, os fungos endomicorrizicos transportam o NH'; prontamente para a
planta (Smith & Smith, 1990). Aumentos no nivel de nodulagdo e taxa de fixagdo de
nitrogénio com micorrizas foram observadas nas associagdes simbidticas entre os
legumes e as bactérias globalmente denominadas por Rhizobia, nas associagdes
entre certas familias de plantas (ndo leguminosas) e bactérias do género Frankia,
actinorhizas;, e também nas associagfes de organismos livres que habitam a
rizqsfera de plantas (Azospirillum, Azotobacter) (Varma, 1979; Singh & Varma, 1988:
Singh et al., 1988; Barea, 1992; Barea et al., 1992).

O nitrogénio esta presente em concentrages suficientemente altas em
muitos solos onde ocorrem fungos micorrizicos tendo, assim, maior coeficiente de
difusdo. Portanto, as micorrizas tém pequeno efeito no aumento do nitrogénio na
nutrigdo da planta. O maior efeito na absorgdo de nutrientes é notério no fosforo
(Paul & Clarck, 1996).

Plantas micorrizadas s&o geralmente menos susceptiveis a seca do que as
n&do micorrizadas (Paul & Clarck, 1996). A resisténcia 4 seca pode ser devida a boa
agregacao do solo na rizosfera das plantas micorrizadas induzida pelas hifas, que
pode permitir um bom escoamento/circulagdo da agua do solo para as raizes
micorrizadas, resultando na melhoria na absorgédo de agua das plantas MA (Hock &
Varma, 1998). Esta também pode ser devida ao aumento do fésforo na nutrigao da
planta (Graham & Timmer, 1984; Fitter, 1988); ou a outros mecanismos tais como, o
aumento na absor¢do da agua do solo pelas hifas; retengdo da agua no simplasto
(Levy & Krikum, 1980; Augé es al., 1987; Augé & Stodola, 1990; Davies ef al., 1992).
As micorrizas arbusculares diminuem o efeito prejudicial de alguns organismos no
crescimento das plantas nomeadamente, o dano causado por nematodos, fungos,
ou bactérias patogenicas (Dehne, 1992; Cayrol, 1991). O aumento desta resisténcia
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aos agentes patdgenos é considerado como resultado do aumento na absorgao nao
s6 do fosforo mas de todos nutrientes que s&o absorvidos de forma substancial
quando a planta esta associada a fungos micorrizicos. Outros mecanismos incluem a
activagdo de vias metabdlicas envolvidas nos mecanismos de defesa da planta a
seguir a infecgdo com MA (Gianinazzi, 1991).

f\s hifas dos fungos micorricos exercem um papel muito importante na
estabilizagdo dos agregados do solo (Hock & Varma, 1998), especialmente nos
solos de areia grossa (Paul & Clarck, 1996). A estabilizagdo das dunas de areia e de
antigas explorag6es mineiras é facilitada por plantas extensivamente infectadas por
fungos micorrizicos (Paul & Clarck, 1996). As hifas dos fungos criam agregados do
solo possivelmente através da produgao de polissacarideos em adigdo aos que séo
produzidos por bactérias da rizosfera que agregam particulas do solo (Bethlentalvay
& Linderman, 1992). As hifas externas ligam os grdos de areia diréctamente,
aumentando a estabilidade dos solos das dunas ou mesmo de praias arenosas
(Hock & Varma, 1998).

A expressao das endomicorrizas em termos de crescimento das plantas é
profundamente condicionada por factores ambientais. Praticas de maneio do soio
como a lavoura podem afectar profundamente a acg¢do das endomicorrizas (Hock &
Varma, 1998). A perturbagdo do solo pode reduzir o potencial de infecgdo dos
fungos através da danificagdo de esporos, propagulos e rede de hifas (Evans &
Miller, 1990). A perturbag¢éo pode alterar o ambiente fisico, quimico ou biolégico do
solo que em consequéncia afectara a colonizagdo ou a germinagdo dos propagulos
MA (Stahl et «l., 1988); a perturbagdo pode eliminar plantas hospedeiras provocando
mudangas no suprimento de carbono disponivel para os fungos (Bellgard, 1992).

A aplicagdo de fertilizantes é outro factor importante a ter em conta pois o uso
de altos niveis de fosforo reduz a infec¢do efou actividade da simbiose.
Adicionalmente, alguns dos pesticidas usados podem prejudicar o desenvolvimento
e o funcionamento das associagbes micorrizicas, como foi demonstrado para os
fungicidas PCNB {Pentachlronitrobenzeno) por Shuepp & Bodmer (1991) e Etridiazol
por Gianinazzi (1991).
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A acidez do solo é outro factor que regula a germinagéo de esporos e pode,
em parte, explicar a distribui¢do dos fungos micorricos em diferentes solos (Mosse et
al., 1981; Porter et al., 1987). A solubilidade do MnO; aumenta com a acidez do solo
e este pode ter um efeito inibidor na germinagdo dos esporos. A toxicidade do Mn e
insuficiéncia do Ca sio responsaveis pelos baixos niveis da eficacia dos fungos
micorricos observados a baixos niveis de pH (Habte & Soedarjo, 1995; Soedarjo &
Habte, 1993).

A exudagdo das raizes afecta o desenvolvimento do micélio na sua fase pré-
simbidtica e o desenvolvimento do mesmo na fase simbidtica, ao agir sobre a taxa
de crescimento das hifas, frequéncia de ramificagdo e direc¢do de crescimento
(Koske & Gemma, 1992; Giovanetti ef al., 1996). Os exudatos volateis libertos das
raizes s30 responsaveis pela resposta quimiotropica, agindo como mensageiros que
afectam a direc¢ao e/ou a taxa do crescimento do micélio (St John et al., 1983).

Os flavonoides foram consideradas como fazendo parte das moléculas mensageiras
que estdo envolvidas na interacgdo inicial dos simbiontes das micorrizas
arbusculares {Gianinazzi- Pearson et a/., 1989).

Muitas sugestbes foram propostas para explicar o efeito estimulador que os
microrganismos do solo tém na germinac¢do e crescimento dos esporos de fungos
MA e que incluem:

1) Desintoxicagdo do meio - 0s microorganismos removem do meio inibidores de

crescimento dos fungos micorrizicos ; ' '

2) Utilizagao dos inibidores sintetizados pelos fungos MA- compostos formados

pelos fungos podem limitar o seu préprio crescimento (Watrud et al., 1978). A

utilizagao destes compostos pelos microorganismos pode eliminar a auto-inibigédo

dos fungos MA.

3) Produgdo de compostos estimulantes — substancias biologicamente activas

tais como aminoacidos, hormonas vegetais, vitaminas e outros compostos

organicos podem ser produzidos por microrganismos do solo {(Lynch, 1990) e

também aumentam a taxa de crescimento dos fungos MA.
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O aumento da desertificagéo de extensas areas da terra esta a atingir proporgdes
alarmantes. A deterioragao estrutural dos solos (devido a remégéo da vegetagao
natural, intensidade excessiva de cultivo, sobrepastoreio, etfc); temperaturas
extremas, chuvas irregulares, mau uso dos solos (construgao de fornos de tijolos), e
a remogao das camadas superficiais dos solos (durante o nivelamento das margens
dos rios, construgdo de cais ou devido a acgdo da agua) sdo factores que
contribuem para a erosdo das paisagens (Hock & Varma, 1998). A aplicagdo em
larga escala de fungos MA em ambientes desfavoraveis promete estimular a salide
das planfas, a fertilidade dos solos e a prevencéo da erosao (Hock & Varma, 1998).
A importancia das micorrizas arbusculares (MA) no estabelecimento e crescimento
de plantas das areias das dunas foi primeiro sugerida por Nicolson 1959 citado por
Harley & Smith (1983). Desde entdo, o papel dos fungos MA na atenuagdo dos
efeitos de baixos niveis de fosforo no solo e stress hidrico em plantas numa
variedade de habitats tem sido documentada ( Harley & Smith, 1983). Os solos
arenosos das dunas constituem um meio especialmente favoravel para o
desenvolvimento dos fungos MA por causa do seu baixo conteido em fésforo
(Koske & Halvorson, 1981; Ranwell, 1972), e os fungos MA s&o necessarios para
que ocorra uma estabilizagdo significativa das areias das dunas (Koske & Polson,
1984).
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2. OBJECTIVOS
OBJECTIVO GERAL: estudar ¢ efeito das endomicorrizas no crescimento de

plantas das dunas.

OBJECTIVOS ESPECIFICOS:
1. Avaliar o efeito da aplicagédo do in6culo de fungos micorrizicos no nivel de
colonizagao da fpomoea pes-caprae @ Carpobrotus dimidiata_por estes fungos.

2. Avaliar o efeito das endomicorrizas no crescimento vegetativo da fpomoea pes-

caprae € ~Carpobrotus dimidiata.

3. HIPOTESES
A aplicacao de inoculo de fungos micorrizicos aumenta o nivel de colonizagao de
plantas das dunas por estes fungos.

As endomicorrizas aumentam o crescimento de plantas das dunas.

4. AREA DE ESTUDO
O ensaio foi efectuado nos arredores das estufas do Departamento de Ciéncias
Biologicas, Campus principal da Universidade Eduardo Mondlane.

5. MATERIAL E METODOS
5.1 MATERIAL
Vasos de barro 5 |
Regador
Pa pequena
Solugéo de “Hoagland 50%
Balanga eléctrica
Hidroxido de Potassio (KOH) a 10% (p/v)

* A solugiio de Hoagland € uma solugdo que é usada nos laboratérios de Fisiologia Vegetal para fornecer
nutrientes as plantas.
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HCI a 1% (p/v)

Azul de triptofano em glicerol acidico a 0.05% (p/v)
Microscépio dptico

Canivete afiado

Um par de tesouras de podar

Inéeulo comercial de fungos endomicorrizicos

Pa pequena

Tesoura pequena

Laminas e lamelas

Sensor de quantum (SKYE instruments)

Aparelho de medig¢ao da area foliar {Delta-T Divices)
Sensor de temperatura (Testo 600)

Estufa de secagem

5.2 METODOS

O ensaio consistiu no plantio de estacas das espécies Ipomoea pes-caprae (anexo 2)
e Carpobrotus dimidiata (anexo 1) com aplicagdo de um indéculo de fungos
micorrizicos, produzido previamente, para avaliar o efeito destes fungos no
desenvolvimento das plantas.

5.2.1 PRODUGAO DO INOCULO

O objectivo deste ensaio foi produzir um inéculo de fungos micorrizicos (Mengue,
1984} que foi aplicado no plantio das estacas de Ipomoea pes-caprae € Carpobrotus
dimidiata.

Este ensaio consistiu no cultivo de plantas de milho em vasos de barro na estufa do
Departamento de Ciéncias Biolégicas. Foi feita uma pré — hidratagéo que consistiu
na embibigdo das sementes de milho com &gua da torneira em caixas de petri. O
plantio foi feito depois das radiculas das plantulas atingirem mais ou menos 2 cm de
comprimento. Para cada vaso foram transplantadas 5 pIénfuIas que foram deixadas
crescer até ao periodo de floragao.
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O solo usado para o cultivo do milho foi colhido nos arredores da Faculdade de
Ciéncias e a sua extracgdo foi feita do topo até uma profundidade de 20 cm,
incluindo as raizes. Este solo foi misturado numa proporgéao de 1 : 1 com um indculo
comercial denominado Handver constituido por particulas de argila e esporos de
fungos micorrizicos das espécies Glomus intraradices € Glomus etunicatum (Quilambo,
2000). Esta mistura de solo serviu como fonte de propagulos de fungos MA (inoculo
inicial) para a produgao de propagulos em massa (Quilambo 2000).

As condigcbes de cultivo incluiram uma rega de dois em dois dias com agua da
torneira e aplicagdo da solugdo de Hoagland 50% (um fertilizante liquido), como
fonte de nutrientes, nas primeiras 4 semanas.

A irrigagdo foi interrompida quando as plantas comegaram a florir @ uma semana
depois as mesmas foram cortadas ao nivel do substrato. O material dos vasos (solo
mais as raizes) foi deixado a secar durante 3 semanas. Este procedimento garante a
consolida¢@o da maturagdo dos esporos (Quilambo 2000). De cada vaso foi retirada
uma pequena fracgdo de raizes para se determinar o nivel de colonizagéo por
fungos micorrizicos, segundo o método de Ambler & Young (1977) descrito adiante.

5.2.2 PROPAGAGAO DAS ESTACAS

Estacas de Jpomoea pes-caprae e Carpobrotus dimidiata foram cortadas e plantadas em
covas de cerca de 20 cm de profundidade para analisar o efeito da aplicagdo do
indculo de endomicorrizas no seu crescimento. As estacas foram divididas em dois
grupos; cada grupo foi constituido por 50 estacas. As estacas do grupo 1 foram
plantadas em covas onde foi aplicado o in6culo de esporos de endomicorrizas
produzido previamente; e as estacas do grupo 2 serviram de controlo. O inéculo foi
depositado sobre o solo arenoso (Hayman , 1987, citado por Abbott e al.; 1994;
Diest, 1987) usado para preencher as covas e que serviu de meio de crescimento
das plantas. O mesmo solo foi usado para cobrir a parte das estacas que ficou
enterrada. Cada estaca ficou com duas gemas laterais enterradas no solo, duas
gemas livres do solo e dois foliolos no seu apice. O indculo foi aplicado numa

proporgdo correspondente a 10% em relagéo ao resto do solo que foi usado para
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preencher as covas. Este solo foi colhido numa duna, junto da praia da Costa do sol,
Cidade de Maputo.

O plantio das estacas foi feito segundo o modelo experimental “delineamento
completamente casualizado”, em que cada tratamento tem a probabilidade igual de
ser destinado para qualquer unidade experimental (neste caso as covas) na area de
estudo (Little & Hills, 1978).

As condigdes de crescimento incluiram uma rega com agua da torneira em dias
alternados. A temperatura média ( °C) do ar durante o periodo de crescimento foi de
19.511+0.54 de manha, 21.81+0.94 ao meio dia e 22.65+0.76 & tarde; a radiagéo
fotossintética activa (PAR) média, que ¢ o ndmero de micromoles de fotons
interceptados por unidade de area por tempo (umol.m?.s™ ) foi de 57.66+3.85 de
manha, 51.3412.86 ao meio dia e 44.66 £2.83 a tarde.

5.2.3. Plano de colheita

Foram feitas trés colheitas a partir de agosto de 2004 e o intervalo de tempo de uma
colheita para outra foi de 3 semanas. A primeira colheita (em Agosto) foi feita 12
semanas apos o plantio das estacas, a segunda (em Setembro) e a terceira
(Outubro) foram feitas 15 e 18 semanas respectivamente apds o plantio das estacas.
Em cada colheita foram analisadas 15 plantas com inéculo e 15 plantas sem indculo.

6. Parametros medidos e calculados

6.1. Nivel de colonizagdo das raizes por fungos micorrizicos.
Com agua corrente separou-se a areia aderente as raizes e uma pequena parte foi
retirada para a determinagdo do nivel de colonizagdo por fungos micorrizicos e a
parte restante serviu para determinagdo dos pesos fresco e seco. A determinagao do
nivel de colonizagdo das raizes por fungos micorrizicos foi feita segundo o método
de Ambler e Young (1977), que consiste em:
- Alcalinizagéo das raizes em tubos de ensaio com hidroxido de potassio a 10%
(P/V) durante 10 a 30 minutos a 90°C.
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- Decantag&o, que é a separagao das raizes do KOH, e sua lavagem por duas
vezes com agua da torneira;

- Acidificagado com HCl a 1% (P/V) durante 10 a 30 minutos a 90°C:

-:.Lavagem com agua da torneira depois do periodo indicado;

- Coloragdo com azul de tripano em glicerol acidico a 0.05% (P/V), a 90°C

durante 10 a 30 minutos;

- Aquecimento em glicerol acidico (sem tripano) em 15 minutos a 90°C;

- Corte das raizes em segmentos curtos de 1 cm de comprimento.
O glicerol acidico € o meio de montagem usado para a observagdo dos segmentos
das raizes. A intensidade de infecgdo (%M) de cada segmento de raiz por fungos
micorrizicos foi determinada através da observa¢do microscépica, atribuindo-se
valores de 1 a 5 conforme a infec¢@o do cértex de cada segmento de raiz segundo o

indicado a baixo,

%M = (95n5+70n4+30n3+5n+n4 )N

%M — é a intensidade de infecgdo

ns — numero de segmentos de raiz com mais de 95% do seu cortex infectado:
ns — numero de segmentos de raiz com mais de 70% do seu cortex infectado;
nz — numero de segmentos de raiz com mais de 30% do seu cértex infectado:;
nz — numero de segmentos de raiz com mais de 5% do seu cortex infectado;
n1 = nimero de segmentos de raiz com uma infecg3o a baixo de 1%);

N — nimero total de segmentos de raizes a serem observados

A frequéncia de colonizagdo (% de pegas de raiz colonizadas ) foi calculada pela
seguinte formula:

%F = 100(N-ng)/N

N = nimero de segmentos de 1 cm de raiz observados

Ne = numero de segmentos de 1 cm de raiz micorrizados
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6.2. Crescimento das plantas:

1) Caule

» O peso fresco foi medido através duma balanga eléctrica, imediatamente apos
a colheita e o peso seco, 48 horas depois da secagem numa estufa a 80°C.

2) Folhas

* Procedeu-se a contagem directa do ndmero das folhas e medi¢do da area
foliar, usando o instrumento de medigdo Delta-T Divices (Cambridge-
England).
O peso fresco foi determinado através duma balanga eléctrica, imediatamente
apos a colheita e 0 peso seco, 48 horas depois da secagem numa estufa a
80°C.

3) Raizes

* Procedeu- se a contagem do nimero de raizes, & medi¢do, com auxilio de
uma regua, do comprimento maximo de raiz; 4 medi¢do do peso fresco , com
auxilio de uma balanga eléctrica, imediatamente apds a colheita e o peso
seco, 48 horas depois da secagem numa estufa a 80°C .

6.2.1. Calculo de parametros de crescimento derivados:

A area especifica da folha (AEFo), foi calculada de acordo com Lambers e Porter
(1992), citados por Martins (1999), como a razéo da area da folha pelo peso seco da
folha, em cm?g

AEFo = AFo/PSFo
Onde: AFo é a area da folha em cm?
PSFo é o peso seco da folhaem g

A razéo da area da folha (RAFo) segundo Teixeira e Ricardo (1983), citados por
Martins (1999) foi calculada como o quociente entre a superficie foliar e 0 peso seco
total da planta.

RAFo = AFo/PST

Onde: PST é peso seco total
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A razédo do peso seco da raiz (RPSR), como razdo do peso seco da raiz por peso
seco total da planta (Teixeira e Ricardo, 1983), citados por Martins (1998), foi
calculada pela formula:

RPSR = PSR/PST

Onde: PSR é peso seco da raiz

A razéo do peso seco da folha (RPSFo), como sendo o peso seco da folha por peso
seco total da planta (Atwell ez al., 1999), foi calculada pela formula:

RPSFo = PSFo/PST

A razéo do peso seco do caule (RPSC), como sendo peso seco do caule por peso
seco total (Teixeira e Ricardo, 1983), citados por Martins (1999), foi calculada pela
formula:

RPSC = PSC/PST
Onde: PSC é o peso seco do caule

A percentagem da matéria seca da planta (%Mat.S), foi calculada com base na
seguinte formula (Fritz & Noggle, 1977):

%Mat.S = (PST/PFT)*100
onde: PFT € o peso fresco total
PST é o peso seco total

O peso especifico da folha (PEFo) foi determinado segundo Atwell ez al. (1999) como
sendo:
PEFo = PSFo/AFo
Onde PSFo é o peso seco das folhas.
AFo & a area foliar
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7. Andlise estatistica dos resultados

Foi usado o teste t-student (Fowler & Cohen, 1996) para comparar as médias dos
parametros de crescimento, nivel de coloniza¢do e frequéncia de colonizagdo por

fungos micorrizicos entre as plantas inoculadas e as de controlo. Os par@metros de

crescimento comparados foram:
¢ Numero de raizes (NR)
¢ Comprimento maximo de raiz (CoR)
e Peso seco da raiz (PSR)
Razao do peso seco da raiz { RPSR)
Peso seco do caule (PSC)
Razé&o do peso seco do caule (RPSC)
Numero de folhas (NFo)
Peso seco das folhas ( PSFo )
Area foliar (AFo)
Area especifica das folhas (AEFo)
Peso especifico das folhas (PEFo)
Razéo da area foliar (RAFo)
Razéao do peso da folha (RPSFo)
¢ Peso fresco total (PFT)
e Peso seco total da planta ( PST)
e Percentagem de matéria seca vegetal (%Mat. S)
- A relag@o entre o nivel de infecgédo (percentagem ou intensidade de colonizagéo)
das raizes e a acumulagdo da matéria seca (PST) da Carpobrotus dimidiata foi feita
com base no teste de correlagdo linear (Fowler & Cohen, 1996).
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8. Resultados

8.1 Taxas de sobrevivéncia e capacidade de regeneragao das estacas

Houve diferengca nas proporgbes de sobrevivéncia entre plantas de' Carpobrotus
dimidiata € Ipomoea pes-caprae. Em Carpobrotus dimidiata a sobrevivéncia foi de 97 %
em relagdo ao numero inicial de estacas (100 estacas). Trés estacas (ndo
inoculadas) desta espécie néo tiveram a capacidade de fc;mar raizes e murcharam
ate a sexta semana. Todas as estacas de Ipomoea pes-caprae nao formaram raizes
e morreram até a sexta semana. Houve formagao de pequenas folhas e pequenas
flores em 6 plantas de Ipomoea pes-caprae mas ndo conseguiram sobreviver até a
data da primeira colheita (12 semanas ap6s o plantio das estacas) (Tabela 1).

[

Tabela 1. Taxas de sobrevivéncia e capacidade de regeneragao (formagso de raizes, folhas ou
flores) das estacas de fpomoea pes-caprae @ Carpobrotus dimidiata. O nimero de raizes e de folhas
referentes a Carpobrotus dimidiata representam os valores minimos de raizes ou folhas encontrados

ao longo da experiéncia.

Nro e % estacas | Nro de raizes Nro de folhas Nro de flores por
que regeneraram | por planta por planta planta

|. pes-caprae 6 (6%) 0 2 2

C. dimidiata 97 (97%) =6 22 0

As estacas de Ipomoea pes-caprae, inoculadas e ndo inoculadas, sobreviveram sé até
a sexta semana da experiéncia e apenas plantas inoculadas formaram folhas e

flores.
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8.2 Efeito da inoculagio na percentagem de colonizagao das raizes por fungos

micorrizicos

A colheita foi feita de 3 (trés) em 3 (trés) semanas durante 6 semanas. Na primeira
colheita verificaram-se niveis de colonizagdo relativamente baixos tanto nas plantas
inoculadas como nas plantas nao inoculadas (Figura 1). A analise estatistica revelou
nao haver diferengas significativas no nivel de colonizagéo das plantas tratadas com
indculo de fungos micorrizicos e as plantas ndo tratadas. O nivel de colonizagao
aumentou ao longo do tempo, mas diferengas significativas entre plantas com
inéculo e plantas sem inéculo verificaram-se apenas na terceira colheita (seis

semanas apos o inicio da colheita) .
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Fig. 1. Efeito da inoculag&o na percentagem de colonizagao das raizes de Carpobrotus dimidiata.

Os dados referem - se & média de 15 plantas 1 erro da média, analisadas por colheita. Em cada
colheita letras diferentes indicam diferengas estatisticamente- significativas a P < 0.05, com o teste t-
student.

A figura mostra que o nivel de colonizagao das plantas inoculadas aumentou muito
ao longo dos meses .sobretudo até a .segunda colheita (trés.semanas.depois da
primeira colheita). Durante este periodo o nivel de colonizagdo em plantas
inoculadas aumentou 5 vezes e em plantas sem inéculo apenas 1.5 vezes em
relagao a primeira colheita. |
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Fig. 2. Efeito da inoculacso na frequéncia de colonizagfo de raizes de Carpobrotus a"imidiara.
Os dados referem- se & média de 15 plantas + erro da média, ?nalisadas por colheita. Em

cada colheita letras diferentes indicam diferengas estatisticamente significativas a P < 0.05, com o
teste t-student.

A figura mostra ainda que mesmo na primeira colheita a frequéncia de colonizagédo
das raizes foi elevada e esta continuou a aumentar até a ultima colheita. Contudo,

este aumento ndo resuitou em diferengas estatisticamente significativas entre
plantas inoculadas e plantas nao inoculadas.
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8.4 Efeito da inoculagao no peso fresco total da planta

A colheita foi feita de trés em trés semanas. Nas trés colheitas houve diferengas
significativas entre o peso fresco total de plantas com inéculo e peso fresco total de
plantas sem inéculo (Figura 3).
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Fig. 3. Efeito da inoculagéo no peso fresco total da planta em Carpobrotus dimidiara.
Os dados referem- se @ média de 15 plantas £ erro da média, analisadas por colheita. Em cada
colheita letras diferentes indicam diferengas estatisticamente significativas a P < 0.05, com o teste t-

student.

O peso fresco total das plantas mostrou um aumento expressivo até a segunda
colheita tanto nas plantas inoculadas como nas nac inoculadas. Durante este
periodo o peso fresco total (em g) aumentou mais que o dobro em relagao a primeira
a colheita, pois passou de 47.30915.59 para 107.92+19.05 em plantas sem in6culo e
de 71.261+£7.92 para 165.28+17.93 em plantas com indculo. Até a terceira colheita o
aumento do peso fresco total foi de 107.92+19.05 para 117.48+21.13 em plantas
sem inéculo e de 165.28+17.93 para 188.32+20.27 em plantas inoculadas.
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8.5 Efeito da inoculagao no peso seco total da planta
A medicdo do peso seco total das plantas foi feita apds 48 horas de secagem numa
estufa a 80°C. Nas trés colheitas houve diferengas significativas entre o peso seco

total de plantas com indculo e peso seco total de plantas sem indculo (Figura 4).
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Fig. 4. Efeito da inoculagdo no peso seco total da planta em Carpobrotus dimidiata.

Os dados referem- se & média de 15 plantas + erro da média, analisadas por colheita. Em cada
colheita Ietrgs diferentes indicam diferengas estatisticamente significativas a P < 0.05, com o teste t-
student.

Até a segunda colheita o peso seco total da planta (em g) aumentou cerca de duas
vezes em relacdo a primeira colheita, tendo passado de 2.104110.2 para
4.9051+0.75 em plantas sem inéculo e de 2.95310.26 para 7.0271+£0.62 em plantas
com indculo. Este aumento foi ainda maior na terceira coltheita embora nao tenha
havido duplicagdo como no periodo anterior. Assim, o peso seco total das plantas
com inoculo foi 40% mais elevado que plantas sem inoculo na primeira colheita, 43%

na segunda colheita e 61% na udltima colheita.

-
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8.6 Efeito da inoculagdao na percentagem de matéria seca

Nédo houve diferengas significativas em termos de percentagem de matéria seca
vegetal entre plantas inoculadas e plantas nao inoculadas nas trés colheitas.
Verificou-se também que a percentagem de matéria seca variou pouco até a
segunda colheita tanto nas plantas inoculadas como nas plantas n&do inoculadas;
somente na terceira colheita os valores da percentagem da matéria seca

aumentaram consideravelmente (Figura 5).
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Fig. 5. Efeito da inoculagéo na percentagem de matéria seca vegetal em Carpobrotus dimidiaia.

Os dados referem- se & média de 15 plantas t erro da média, analisadas por colheita. Em cada
colheita letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas a P < 0.05, com o teste t-
student.

Nas primeiras duas colheitas as plantas inoculadas mostraram uma tendéncia de
terem baixa percentagem de matéria seca, vindo a aumentar na terceira colheita.

Jeremias Joaquim Mocuba. Maputo, Junho de 2005




Trabalho de Licenciatura/O efeito das endomicorrizas no crescimento de plantas das dunas

8.7 Efeito da inoculagdao no nimero de raizes

O niamero de raizes das plantas com indculo ndo mostrou diferencgas significativas
em relagdo ac numero de raizes nas plantas sem indculo até a segunda colheita.
Na terceira colheita houve diferenca significativa e as plantas com inéculo tiveram a

maior média do numero de raizes por planta (Figura 6).
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Fig. 6. Efeito da inoculag&o no numero de ralzes por planta em Carpobrotus dimidiata.

Os dados referem- se & média de 15 plantas + erro da média, analisadas por colheita. Em cada
colheita letras diferentes indicam diferengas estatisticamente significativas a P < 0.05, com o teste t-
student.

A figura mostra que o numero de raizes de plantas nao inoculadas aumentou
ligeiramente até a segunda colheita e manteve-se estacionario até a terceira
colheita, ao contrario das plantas inoculadas em que se notou um aumento

significativo.
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8.8 Efeito da inoculagio no comprimento maximo da raiz

Nas duas primeiras colheitas ndo se verificaram diferengas significativas entre o
comprimento maximo da raiz das plantas com inéculo e plantas sem inéculo, mas a
terceira colheita mostrou diferencas significativas em que as plantas com inéculo

tiveram a maior média do comprimento maximo da raiz por planta (Figura 7).
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Fig. 7. Efeito da inoculagdo no comprimento maximo da raiz-em Carpobrotus dimidiata .

Os dados referem- se &4 média de 15 plantas + erro da média, analisadas por colheita. Em cada
colheita letras diferentes indicarn diferengas estatisticamente significativas a P < 0.05, com o teste t-
student.

A figura mostra que o comprimento maximo da raiz das plantas ndo inoculadas
aumentou ligeiramente ao longo do tempo contudo nas plantas inoculadas se notou

um aumento consideravel.
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8.9 Efeito da inoculagao no peso seco da raiz

Nas duas primeiras colheitas ndo houve diferengas estatisticamente significativas
nos pesos secos da raiz das plantas inoculadas e plantas ndo inoculadas (Figura 8).
Na terceira colheita verificaram-se diferencgas significativas e as plantas com inéculo

€ que tiveram o maior valor do peso seco da raiz.
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Fig. 8. Efeito da inoculagdo no peso seco da raiz em gramas (g).

Os dados referem- se & média de 15 plantas + erro da média, analisadas por colheita. Em cada
colheita letras diferentes indicam diferengas estatisticamente significativas a P < 0.05, com o teste t-
student.

Apesar de nac ter havido diferengas estatisticamente significativas nas duas
primeiras colheitas, na segunda colheita verificou-se uma tendéncia de as plantas

com indculo terem o peso seco da raiz 30% maior que plantas sem inoculo.
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8.10 Efeito da inoculagdo na razao do peso seco da raiz
Nao houve diferengas estatisticamente significativas entre a razdo do peso seco da
raiz de plantas inoculadas e a razao do peso seco da raiz de plantas sem inéculo

nas trés colheitas (Figura 9).
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Fig. 9. Efeito da inocula¢do na Razéo do peso seco de raiz (9/g) em Carpobrotus dimidiata

Os dados referem- se 3 média de 15 plantas t erro da média, analisadas por cotheita. Em cada
colheita letras diferentes indicam diferengas estatisticamente significativas a P < 0.05, com o teste t-
student.

De uma forma geral a razdo do peso seco da raiz teve pequena variagdo com o
tempo tanto em plantas inoculadas como nas nao inoculadas. A figura mostra
também que os valores da razdo do peso seco da raiz foram muito pequenos em
todas colheitas estando todos a volta de 0.04 (4% em relagdo ao peso seco total das

plantas).
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A

8.11 Efeito da inoculagdo no peso seco do caule

Na primeira colheita nao se verificaram diferengas significativas entre o peso seco do
caule das plantas inoculadas e plantas sem in6culo. Mas da segunda colheita em

diante as plantas com indculo tiveram o maior peso de caule (Figura 10).
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Fig. 10. Efeito da inoculagdo no peso seco do caule em Carpobrotus dimidiata.
Os dados referem- se & média de 15 plantas t erro da média, analisadas por colheita. Em cada

colheita letras diferentes indicam diferengas estatisticamente significativas a P < 0.05, com o teste t-

student.

Apesar de as diferengas serem significativas a partir da segunda colheita, foi na
terceira colheita que esta diferenga foi mais marcante. O peso seco do caule das
plantas com inéculo nesta colheita foi 98% superior ao das plantas nao inoculadas,

ao contrastando com os 40% na segunda colheita.
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8.12 Efeito da inoculagio na razao do peso seco do caule

Nao houve diferengas estatisticamente significativas entre a razdo do peso seco do
caule das plantas com indculo e a razdo do peso seco do caule das plantas sem

indculo nas trés colheitas (Figura 11).
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Fig. 11. Efeito da inoculagéo na raz8o do peso seco do caule em Carpobrotus dimidiata.

Os dados referem- se a média de 15 plantas + erro da média, analisadas por colheita. Em cada
colheita letras iguais indicam auséncia de diferengas estatisticamente significativas a P < 0.05, com o
teste t-student.

De uma forma geral houve uma tendéncia de aumento da razio do peso seco do
caule em todas colheitas. A figura mostra que na primeira colheita a razao do peso
seco do caule esteve a cerca de 0.3 (o caule representava 30% do peso seco total
da planta) enquanto que nas ultimas duas colheitas as proporgdes subiram para
perto de 0.35 (35% em relagdo ao peso seco total da planta)
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8.13 Efeito da inoculagdao no namero de folhas por planta

Houve diferengas estatisticamente significativas no namero de folhas nas trés

colheitas entre as plantas sem inoculo e plantas com inéculo (Figura 12).
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Fig. 12. Efeito da inoculagdo no numero de folhas por planta em Carpobrotus dimidiata.

Os dados referem- se & média de 15 plantas + erro da média, analisadas por colheita. Em cada
colheita letras diferentes indicam diferengas estatisticamente significativas a P < 0.05, com o teste t-
student.

O numero de folhas por cada planta mostrou um aumento significativo tanto nas
plantas inoculadas como nas ndo inoculadas sobretudo até a segunda colheita em
que se verificou um aumento em mais de 100% em relagdo aos nimeros obtidos na

primeira colheita.
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8.14 Efeito da inoculacao na area Foliar

Na primeira colheita nao houve diferengas estaticamente significativas em termos de
area foliar (cm?) entre plantas com inéculo e plantas sem indculo. S6 nas colheitas
de Setembro e Qutubro é que se verificaram diferengas, em que as plantas com

inéculo tiveram as maiores médias de area foliar (Figura 13).
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Fig. 13. Efeito da inoculagéo na area foliar em Carpobrotus dimidiata.

Qs dados referem- se 4 média de 15 plantas + erro da média, analisadas por colheita. £m cada
colheita letras diferentes indicam diferengas estatisticamente significativas a P < 0.05, com o teste t-
student.

A area foliar aumentou consideravelmente até a segunda colheita . Durante este
periodo verificou-se uma triplicagdo da area foliar em plantas inoculadas e uma
duplicacdo em plantas nado inoculadas. A figura também mostra uma grande
diferenga na area foliar nas duas ultimas colheitas entre plantas inoculadas e plantas

ndo inoculadas ao contrario do qgue se verificou na primeira colheita.
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8.15 Efeito da inoculacdo no peso seco da folha
As plantas com inéculo tiveram os maiores pesos secos das folhas do que as

plantas sem indculo nas trés colheitas (Figura 14).
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Fig. 14. Efeito da inoculag&o no peso seca da folha em Carpobrotus dimidiata.
Os dados referem- se a media de 15 plantas t erro da média, analisadas por colheita. Em cada
colheita letras diferentes indicam diferengas estatisticamente significativas a P < 0.05, com o teste t-

student.

Apesar de em todas as colheitas o aumento do peso seco da folha ter sido
significativo, foi na terceira colheita onde este aumento em plantas inoculadas foi
mais pronunciado representando 60% em relagjo as plantas nao inoculadas, em
contraste dos 40% na primeira colheita e 45% ha segunda colheita.
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8. 16 Efeito da inoculagdo na razdo da area da folha

Na primeira colheita as plantas sem indculo tiveram a maior media da razao de area
da folha (cm?%g); enquanto que na segunda colheita as plantas com inéculo é que
tiveram o maior valor médio da razido da area da folha, ndo havendo diferengas

estatisticamente significativas na terceira colheita (Figura 15).

O Seminoc

o Com'inoc

Razac da area foliar {cm2/g)

Setembro Outubro

Meses de colheita

Fig. 15. Efeito da inoculag&o na razao da area foliar em Carpobrotus dimidiata.
Os dados referem- se & média de 15 plantas + erro da meédia, analisadas por colheita. Em cada
colheita letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas a P < 0.05, com o teste t-

student.

A figura mostra ainda que a razao da area foliar das plantas sem indculo diminuiu
com o tempo enquanto em plantas com indculo houve um aumento até a segunda

caolheita e depois uma reducgéo ate a terceira colheita.
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8.17 Efeito da inoculagdo na area especifica da folha

A area especifica da folha de plantas sem inéculo foi maior do que nas plantas com
inéculo na primeira colheita.‘h_Na segunda colheita as plantas com inéculo € que
tiveram a maior média de area especifica da folha e, na terceira colheita ndo houve

diferencas estatisticamente significativas (Figura 16).
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Fig. 16. Efeito da inoculagio na area especifica da folha em Carpobrotus dimidiaia.

Os dados referem- se & média de 15 plantas + erro da média, analisadas por colheita. Em cada
colheita letras diferentes indicam diferengas estatisticamente significativas a P < 0.05, com o teste t-
student. '

A area especifica da folha das plantas sem inéculo diminuiu com o tempo enquanto
em plantas com inéculo houve um aumento até a segunda colheita e depois uma

fase de reducéao ate a terceira colheita.
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8.18 Efeito da inoculagao no peso especifico da folha

Na primeira colheita plantas com inéculo tiveram o maior peso especifico que
plantas sem indculo. Na segunda colheita folhas de plantas sem inoculo tiveram o
maior peso especifico. Enquanto que na terceira colheita néo houve diferencas

estatisticamente significativas no peso especifico da folha (Figura 17).
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Fig. 17. Efeito da inoculagio no peso especifico da folha (glcmz) em Carpobrotus dimidiata.

Os dados referem- se & média de 15 plantas + erro da média, analisadas por colheita. Em cada
colheita letras diferentes indicam diferengas estatisticamente significativas a P < 0.05, com o teste t-
student.

O peso especifico da folha de plantas sem indculo aumentou com o tempo
enquanto que em plantas com indculo houve uma diminuigdo até a segunda colheita

e depois seguiu-se uma fase de aumento até a terceira colheita.

Jeremias Joaquim Mocuba. Maputo, Junho de 2005




Trabalho de Licenciatura/Q efeito das endomicorrizas no crescimento de plantas das dunas

8.19 Efeito da inoculagao na razao do peso seco da folha
A razao do peso seco da folha nao mostrou diferengas estatisticamente significativas
entre plantas inoculadas e plantas ndo inoculadas nas trés colheitas (Figura 18).

Houve diminuicao da razao do peso seco /c/ia folha com o tempo.
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Fig. 18. Efeito da inoculagdo na razdo do peso seco da folha em Carpobrotus dimidiata.
Os dados referem- se & média de 15 plantas + erro da média, analisadas por colheita. Em cada

colheita letras iguais indicarn auséncia de diferengas estatisticamente significativas a P < 0.05, com o

teste t-student.

De um modo geral houve uma diminuigdo na razao do peso seco da folha tanto em
plantas inoculadas como nas nao ingculadas de valores acima de 0.65 (o peso seco
das folhas correspondendo acima de 65% do peso secp fotal da planta) na primeira

colheita para valores perto de 0.6 (60% do peso seco total da |:;la'rit"a).
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8.20 Correlagao entre a intensidade de infecgio e 0 peso seco total de planta.

Na primeira cotheita néo se verificou correlagéo significativa entre a intensidade de
colonizagéo do cortex das raizes por fungos micorrizicos e a matéria seca vegetal
(PST) tanto nas plantas sem inéculo (P = 0.27; * = 0.09 ) como naquelas com
indculo (P = 0.10; * = 0.19). Também nao foi encontrada correlagdo significativa na
segunda colheita entre os pardmetros acima descritos em plantas sem inoculo (P =
0.85, r* = p.003) assim como em plantas inoculadas (P = 0.56; r* = 0.027). Na
terceira colheita verificou-se uma correlagéo positiva significativa entre a intensidade

de colonizagéo e peso seco total das plantas nao inoculadas (P = 0.045; i? = 0.27)

A
.

(Figura 19) facto que ndo se verificou em plantas com inéculo (P = 0.59; r? = 0.023).
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Figura 19 . Correlagdo entre a percentagem de colonizagio e o peso seco total da planta em
Carpobrotus dimidiata. A figura & referente aos resultados da terceira colheita de plantas néo
inoculadas.

A equagéo da recta é y = 0.1903x + 5.5332. O coeficiente de determinagéo (rz) é 027

Jeremias Joaquim Mocuba. Maputo, Junho de 2005




i

Trabalho de Licenciatura/O efeito das endomicorrizas no crescimento de plantas das dunas

9. DISCUSSAO.
. 9.1 Taxas de sobrevivéncia e capacidade de regeneragao das estacas

As estacas de Carpobrotus dimidiata tiveram a capacidade de formar raizes ao
/contrério de estacas de Ipomoea pes-caprae que murcharam sem ter formado raizes
(Tabela 1) apesar de a técnica de propagagéao aplicada ter sido a mesma. As raizes
sd0 fundamentais na absorgdo de nutrientes que garantem a sobrevivéncia e
regeneragao das estacas (Hartman, 1997)

Por outro lado, em algumas espécies a estagdo na qual as estacas formam raizes
pode afectar o processo de iniciagdo das mesfnas, dias longos ou iluminagéo
" continua sdo gefalmente mais eficientes que dias curtos (Carpenter & Maekawn,

1991), embora noutras espécies o fotoperiodo ndo tenha nenhuma influéncia. Outros

autores indicam que altas temperaturas e valores de radiagdo altos também

promovem a formagdo de raizes. O plantio das estacas foi feito durante o inverno

(Junho) e a temperatura média (em °C) do ar durante o periodo de crescimento foi

de 19.51+0.54 de manha, 21.81+0.94 ao meio dia e 22.65+0.76 a tarde. Estes

valores de temperatura estdo abaixo do intervalo considerado 6ptimo por Hrartman

(1997) para muitas espécies herbaceas, que varia de 23 a 27°C.

As estacas de Ipomoea pes-caprae apesar de ndo terem formado raizes formaram
folhas e flores (Tabela 1), indicando que esta espécie pode ser de fotoperiodo curto
tendo em conta que a propagacgao foi feita em pleno inverno. A floragdo € um
fendmeno complexo e pode influenciar negativamente a formagéo de raizes.’Bach
(1992) citado por Hartman (1997) constatou que estacas da herbacea dalia (Dakhlia
pinnata.) contendo rebentos florais foram mais dificeis em formar raizes do que
estacas s6 com botdes vegetativos. Na Rododendron (Rodhodendron ferrugineum), por
outro lado, a remogédo de botdes florais aumentou ¢ enraizamento. Este facto tem
_sido interpretado como o resultaﬁo da eliminagéo da fonte de competigdo para os
nutrientes necessarios a formagao de raizes exercida pelos botdes florais (Roberts

1965, citado por Hartman 1997). Enquanto isso, a taxa de sobrevivéncia em
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Carpobrotus dimidiata foi muito maior (Tabela 1) e houve formagao de mais raizes e

folhas (Figuras 6 e 12) possivelmente por n&o se ter verificado a formag&o de flores.

9. 2 Efeito da inoculag¢do na percentagem de colonizagao das raizes por fungos
micorrizicos

O transplante das estacas foi feito com estacas sem raizes, e até a primeira colheita
(12 semanas depois do plantio), as raizes formadas a partir da parte subterranea
das estacas da Carpobrotus dimidiata ja tinham sido colonizadas por fungos
micorrizicos (Figura 1). Este resultado mostra que houve compatibilidade entre os
fungos micorrizicos e a planta uma vez que a penetragdo da hifa que da origem aos
arbusculos e vesiculas & o primeiro sinal morfoldgico da compatibilidade entre a
planta e o fungo (Garriock et al., 1989).

A auséncia de diferencas significativas nos niveis de colonizagéo que se verificaram
nas duas primeiras colheitas pode ser uma indicagdo de que os propagulos de
fungos nativos do solo extraido na duna tiveram a mesma capacidade de germinar,
formar hifas e penetrar nas raizes do hospedeiro que os propagulos do in6culo. A
percentagem de colonizagdo das raizes por fungos micorrizicos aumentou ao longo
dos meses tanto nas plantas inoculadas como nas plantas nédo inoculadas (Figura 1).
Na ultima colheita as plantas com inGculo tiveram um nivel de colonizagdo maior que
plantas sem indculo (Figura 1). As possiveis causas que podem ter determinado a
maior infectividade dos fungos do indculo sdo a abundancia das hifas e esporos
produzidos a partir das hifas parentais, tolerancia a factores edéaficos, taxa de
crescimento das hifas e capacidade de dispersdo das hifas dentro da raiz e
capacidade do fungo no uso de substratos de carbono das raizes. Segundo Abbott e
al. (1994), o nivel de colonizagdo das raizes por cada fungo micorrizico dentro de
um solo'pode mudar ao longo do tempo devido as propriedades acima mencionadas
que podem influenciar a ocorréncia e sua fungao.

O primeiro requisito que € exigido para que um fungo ou fungos sejam aplicados
para promover o crescimento de plantas em locais onde os nutrientes sdo o factor
limitante € a sua infectividade, taxa e extens&o de formagéo e o segundo é a sua
eficiéncia ((capacidade em promover o crescimento da planta) (Abbott et al., 1894),
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9.3 Efeito da inoculagdo no peso seco total da planta

O peso seco total de plantas com inéculo foi maior que em plantas sem indculo
desde o inicio (Figura 4), embora a diferenga nos niveis de colonizagdo das raizes
por fungos micorrizicos tenha-se verificado apenas em Outubro (Figura 1). O
primeiro passo em qualquer programa de inoculagéo de fungos micorrizicos consiste
em identificar locais que sdo susceptiveis em responder & inoculagdo. Inicialmente
isto envolve a identificagdo dos factores que limitam o crescimento das plantas no
solo e determinar se os fungos micorrizicos podem aliviar tais restrigdes de
crescimento.

A areia que serviu de meio de crescimento para as plantas devia ter propagulos de
fungos nativos tal como a maioria dos solos. Nestas circunstancias a decisdo para
introduzir fungos micorrizicos podera também depender da eficiéncia destes fungos
nativos (isto &, a sua habilidade em beneficiar o crescimento das plantas) quando
comparado com possivel inoculagdo de fungos. Onde os fungos nativos tém uma
baixa capacidade de colonizagdo e s&o ineficientes, inoculagdo com fungos
micorrizicos eficientes pode aumentar o crescimento das plantas (Sieverding, 1991).
Se os fungos micorrizicos nativos tiverem uma baixa capacidade de colonizagao
(proporgdo da raiz colonizada num certo tempo) mas mostram ser eficientes quando
a colonizagdo das raizes aumenta, entdo o uso de praticas de maneio para
aumentar a abundancia de populagdo de fungos pode ser mais apropriada
(Sieverding, 1991).

Os propagulos do indéculo usado revelaram ter uma capacidade maior em contribuir

para a formacgao da matéria seca vegetal devido a sua maior eficiéncia na absorgdo,

transporte e entrega de nutrientes as plantas mesmo n&o havendo diferengas

significativas nos niveis de colonizagdo entre plantas inoculadas e ndo inoculadas
(Figuras 1 e 4). O facto de a inoculagao ter resultado no aumento do peso seco total
da planta em Carpobrotus dimidiata pode ser uma indicagao de que o solo recolhido
das dunas tivesse quantidades limitadas de nutrientes embora n&o se possua dados
sobre as caracteristicas gerais do mesmo solo. Os fungos micorrizicos aumentam o

crescimento das plantas em locais com escassez de nutrientes, especiaimente o
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fésforo, de acordo com as necessidades nutricionais das espécies de plantas em
causa (Abbott et al., 1994).

N3o houve diferengas significativas entre a percentagem de matéria seca vegetal
das plantas inoculadas e plantas ndc inoculadas nas trés colheitas (Figura 5),
embora se tenha verificado diferencas significativas nos pesos fresco e seco totais
(Figuras 3 e 4). Esta é uma indicagdo de que nao houve diferengas significativas em

termos de contetido de agua dos tecidos . E de salientar que tanto plantas com

indculo como plantas sem inéculo foram regadas com a mesma regularidade e
mesmas quantidades de agua o que tera permitido que elas néo tivessem falta de
agua. Segundo Hock & Varma (1998) os fungos micorrizicos influenciam as relagoes
hidricas em plantas que crescem em condi¢des de falta de agua. O aumento da
percentagem da matéria seca que se observou (Fig. 5) pode ser interpretado como
sendo o resuitado do aumento de material de reserva que ocorre nas plantas
durante o seu crescimento(Atwell et al., 1999).

9.4 Efeito da inoculagdo no desenvolvimento da raiz

Foram encontradas diferengas significativas entre plantas inoculadas e plantas nao
inoculadas no que respeita aos parametros que descrevem ¢ desenvolvimento do
sistema radicular nomeadamente numero de raizes (Figura 6), comprimento
maximo da raiz (Figura 7) e peso seco da raiz (Figura 8). Mas ao contrario das
outras partes da planta (caule e folhas), s6 na terceira colheita & que tais diferengas
foram observadas. Isto mostra que em fases iniciais do ciclo de vida da Carpobrotus
dimidiata a maior parte da matéria vegetal é alocada para a parte aérea da planta
para a formagao e crescimento das folhas que sdo os principais 6rgdos onde se
realiza a fotossintese, processo fundamental para a manutengdo da relagao
simbiotica. Os fungos usam cerca de 20% do carbono total fixado pela planta (Smith
& Read,1997) que serve para o crescimento de hifas extra e intraradicais e para a
respiracao gue suporta o seu crescimento e manutengéo (Smith & Read,1997).
Apesar das diferengas significativas encontradas em relagdo ao peso seco da raiz,
comprimento maximo e numero de raizes, a razdo do peso da raiz (propor¢do do

peso da raiz em relagdo ao peso total da planta), manteve-se abaixo dos valores de
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razdo do peso seco de caule e folhas (tabela 3) tanto nas plantas inoculadas como
nas plantas nao inoculadas. Este resultado mostra que na raiz ha pouca acumulagao
da biomassa vegetal em plantas micorrizadas, havendo deste modo o favorecimento
da parte aérea da planta (Chanway & Holl, 1990, citados por Machava (1999)).

9.5 Efeito da inoculagéo no desenvolvimento do caule.

As plantas com in6culo tiveram o maior peso seco de caule a partir da segunda
colheita (Figura 10). Estes resultados estdo de acordo com os trabalhos de Soedarjo
& Habte (néo publicados) citados por Hock & Varma (1998). Eles constataram que o
peso seco do caule de Leucaena leucocephala com inéculo de fungos endomicorrizicos
era maior que em plantas nao inoculadas.

Também se constatou que a razdo do peso seco do caule aumentou com o tempo
ao contrario do que se verificou com a razdo do peso seco da raiz (onde ndo houve
variagado) e da folha (com uma diminui¢do). isto pode significar que com o tempo
passa a existir uma redistribuicdo da biomassa vegetal favorecendo principalmente o
caule. Este aumento na razdo do peso seco do caule também foi constatado nas
plantas sem inoculo (Fig.11). Isto pode ser interpretado como o resultado da acgao
dos fungos micorrizicos na absor¢do de nutrientes principalmente o fosforo.
Segundo Atwell e al. (1999) plantas com suprimento adequado de fésforo tem um

melhor desenvolvimento do caule.

9.6 Efeito da inoculagdo no desenvolvimento da folha

As plantas com indculo tiveram o maior namero de folhas {Figura 12), o maior peso
seco (Figura 14) desde a primeira colheita e maior area foliar a partir da segunda
colheita {Figura 13). Este resultado pode ser consequéncia da  absor¢do de mais
nutrientes conseguida por plantas inoculadas o que permitiu maior desenvolvimento
das suas folhas do que as plantas n&do inoculadas. A expansdo das folhas é

particularmente sensivel ao fornecimento de nutrientes (especialmente Nitrogeénio,

Fosforo, Potassio e Magnésio) devido especialmente a necessidade da

expansaof/alargamento das células para a sintese de novos materiais e geragao do

turgor. O sinal mais notério causado pela deficiéncia do Nitrogénio é a redugdo do
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tamanho das folhas, enquanto que o impacto da deficiéncia do Fosforo € mais
evidente na redugao do nimero de folhas (Atwell et al., 1999).

As plantas inoculadas tiveram a maior biomassa vegetal resultante de uma grande
superficie foliar que proporcionou uma captagao eficiente de luz solar e absor¢éo do
CQO.. Estes dois factores em conjunto com os nutrientes sdo os pré-requisitos para o
crescimento das plantas. A matéria vegetal resultante da actividade fotossintética foi
redistribuida para as partes da planta (caule e raizes), 0 que fez com que houvesse
diferencas significativas nos pesos secos de caule e nos pardmetros de crescimento
de raizes.

Na primeira colheita ndo houve diferengas significativas entre a area foliar de plantas
inoculadas e plantas n&o inoculadas(Figura. 13). Mas o periodo entre Agosto e
Setembro foi caracterizado por um aumento muito acentuado na area foliar em
plantas inoculadas tendo-se notado a partir da segunda colheita diferengas

significativas em termos de area foliar. Este aumento da area foliar coincidiu com o

periodo em que se verificou também um aumento no nivel de colonizagdo das raizes

por fungos micorrizicos (Figura 1) o que pode ter resultado no aumento da absorgéao
de nutrientes fundamentais para o desenvolvimento das folhas (Atwell et al., 1999).

A forma como a area foliar mudou ao longo do tempo influenciou a variagdo de
outros parametros que descrevem o crescimento das folhas nomeadamente a razdo
da area da folha (Figura 15); a area especifica da folha (Figura 16) e o peso
especifico da folha, o inverso da area especifica (Figura 17).

Na primeira colheita ndo houve diferengas significativas na area foliar entre
plantas inoculadas e plantas ndo inoculadas (Figura 13); o que levou a que plantas
sem inéculo tivessem o0 maior valor de razao de area foliar pois foi nestas onde se
verificou 0 menor peso seco total de planta (Figura 15). Por outro lado, elas tiveram
também a maior area especifica (Figura 16) por terem tido 0 menor peso seco da
folha e finalmente, tiveram o menor peso especifico (Figura 17). Até & segunda
colheita, em que a area foliar das plantas com in6culo foi maior que a das plantas
sem inoculo, as plantas inoculadas tiveram o maior valor de razdo da area foliar,
maior area especifica (e consequentemente menor peso especifico). O aumento da

area foliar permite a absorgcdo de grandes quantidades de nutrientes, permite a
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formagdo e acumulagdo de grandes quantidades de matéria vegetal nas folhas,
caule e nas raizes. Isto tera levado a que a razdo da area foliar e a area especifica
baixassem e o peso especifico aumentasse ao ponto de na ultima colheita ndo se

verificarem diferencas significativas em relagdo a estes pardmetros entre plantas

inoculadas e plantas ndo inoculadas.

Ndo foram encontradas diferengas significativas na razdo do peso seco da folha
entre plantas inoculadas e plantas ndo inoculadas nas trés colheitas (Figura 18),
assim como em relagdo a razdo do peso seco da raiz e a razédo do peso seco do
caule entre plantas inoculadas e plantas ndo inoculadas (Figuras 9 e 11). Segundo
Atwell et al. (1999) a distribuicdo da biomassa vegetal nos diferentes érgdos da
planta (raiz, caule e folhas) esta sob forte controlo genético e pode sofrer variagoes
se 0 organismo da planta for submetido a condigbes extremas do ambiente. A
diminuigao da raz&do do peso seco da folha que se verificou (Fig. 18) € um fenémeno
que ocorre geralmente nas plantas e é um aspecto proprio do crescimento, pois a
medida que a idade da planta aumenta, ha uma acumulagéo crescente da biomassa
vegetal no caule e nas raizes. Segundo Atwell er al. (1999), a redistribuigdo da
biomassa vegetal, das folhas para as outras partes da planta, ocorre depois de as
folhas atingirem um nivel de crescimento elevado, podendo esta ser a razao que fez
com que sO a partir da segunda colheita é que a razdo do peso seco da folhas
baixou (Figura 18).

Segundo as figuras 6, 7 e 8 as plantas com inoculo até a terceira colheita tiveram o
namero de raizes, o comprimento maximo de raizes e o peso seco da raiz maiores
que plantas ndo inoculadas. Este pode ser ¢ resultado do aumento da area foliar e
consequente produgao e redistribuirdo da matéria vegetal que também afectou as
raizes. Estas caracteristicas favorecem o crescimento das plantas das dunas, pois
segundo McLachlan & Brown (1994), as plantas das dunas requerem adaptagdes
especiais para a sua sobrevivéncia. Elas precisam de um sistema radicular bem
desenvolvido para absorver bem e rapidamente a 4gua da chuva e em alguns casos

raizes profundas podem absorver agua que se encontra a grandes profundidades.
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9.7 Correlagao entre a percentagem de colonizagdo e acumulacdo da matéria
seca vegetal

Foi encontrada correlagao positiva significativa entre a percentagem de colonizagao
por fungos micorrizicos e a acumulagdo da matéria seca vegetal (PST) na dltima
colheita e em plantas ndo inoculadas, situagdo que ndo se verificou em plantas
inoculadas. Nas restantes colheitas ndo foi encontrada qualquer correlagéo positiva.
Abbott et al., (1994) consideraram que nem todos os fungos micorrizicos contribuem
igualmente para absorgdo de nutrientes e crescimento da planta e que raizes
podem ser colonizadas por uma variedade de fungos que nao contribuem para a
methoria na absorgdo de nutrientes e outras vantagens resultantes da colonizag&o.
Nas relagbes simbidticas com envolvimento de fungos micorrizicos, o crescimento
dos parceiros é influenciado pelo genétipo do hospedeiro, pela espécie e ecotipo do
fungo, e pelo solo, mas ndo é necessariamente relacionado pela percentagem de
colonizagao da raiz (Vierheilind & Ocampo (1991) citados por Abbott ez al. (1994)).

Num determinado nivel de infecg¢ao, a eficiéncia de absor¢ao de nutrientes pode ser
afectada pelos parametros de troca de nutrientes na interface celular raiz-fungo
(arbusculo), e a extensao, viabilidade e capacidade de transporte da hifa externa. O
funcionamento dos fungos micorrizicos tem sido estudado geralmente atrayés da
comparagdo do crescimento de plantas colonizadas por fungos nativos (sem
inoculagdo) e o crescimento de plantas inoculadas (Abbott et al., 1994).

Thompson (1992) citado por Abbott er al. 1994, concluiu nos seus estudos que
quando as raizes das plantas estdo colonizadas predominantemente por uma
espécie de fungo pode haver uma correlagéo evidente entre o nivel de colonizagéo,
das raizes e a acumulagdo da matéria vegetal. Isto esta de acordo com os
resultados obtidos nesta experiéncia pois uma correlagéo positiva foi observada em
plantas nao inoculadas (figura 19) , o0 que da ideia de que a areia extraida na duna
tinha propagulos maioritariamente da mesma espécie.

Jeremias Joaquim Mocuba. Maputo, Junho de 2005

—r




Trabalho de Licenciatura/O efeite das endomicorrizas no crescimento de plantas das dunas

10. Conclusdes
1. A inoculagdo aumenta o nivel de colonizagdo das raizes de Carpobrotus

dimidiata_por fungos micorrizicos.

2. A inoculagdo aumenta o crescimento vegetativo da Carpobrotus dimidiata em

termos de:

a) aumento da area foliar e do numero da folhas em Carpobrotus dimidiata.

b) aumento do peso seco da folha, caule, raiz e do peso seco total da planta em

Carpobrotus dimidiata .

¢} aumento do comprimento maximo de raiz e do nimero de raizes por planta

em Carpobrotus dimidiata.

3. Neste trabalho ndo foi feita a analise da inoculagdo no estabelecimento da
Ipomoea pes-caprae , pois as estacas desta planta n&o formaram raizes e

murcharam prematuramente.
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11.Recomendagbes
s+ Recomenda-se 0 uso de Carpobrotus dimidiata em planos de restauragao

das dunas pois esta espécie responde a inoculagdo com fungos

micorrizicos.

Para o estudo da influéncia dos fungos micorrizicos no crescimento
vegetativo da Carpobrotus dimidiata e Ipomoea pes-caprae recomenda-se um

estudo comparativo que inclua também um solo esterilizado.

Recomenda- se a realizagdo de ensaios de propagacéo de estacas da
Ipomoea Pes-caprae que incluam a remogdo de botbes florais para se

analisar o seu papel na regeneragao das respectivas estacas.

Recomenda-se o transplante da I[pomoea Pes-caprae numa outra época de

fotoperiodo longo (verao).

Recomenda-se para 0s proximos trabalhos que a colheita das plantas se
faga trés semanas depois do plantio das estacas e se prolongue até a fase
reprodutiva para se compreender desde cedo, e até a fase generativa, a
alterag&o no nivel de colonizagdo por fungos micorrizicos e a sua

implicagdo no desenvolvimento das plantas.

Recomenda-se um estudo comparativo do processo de infecgdo por
fungos micorrizicos e sua influéncia no crescimento de plantas nas
proprias dunas para serem estabelecidas as diferengas e semelhangas
entre 0s resultados obtidos fora e dentro das dunas.

Recomenda-se um estudo da influéncia dos fungos no crescimento de
outras espécies caracteristicas das dunas de Mogambique para o
conhecimento das plantas susceptiveis de responderem & inoculagao.
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Carpobrotus dimidiata

Classificagdo taxondmica

Carpobrotus dimidiata € uma dicotileddnea pertencente a:
Ordem: Centrospermae

Familia: Aizoaceae

Género: Carpobrotus

Espécie: Carpobrotus dimidiata

O género Carpobrotus contém 12 espécies de plantas herbaceas que crescem na costa
pacifica do continente americano, no Sul do continente africano e no Sudeste da
Australia. Estas espécies podem ser usadas para a estabiliza¢do de areias susceptiveis
a erosdo e colonizam rapidamente areas perturbadas onde a disponibilidade da 4gua é
limitada. Elas foram introduzidas e naturalizadas em muitas regides costeiras do
mundo.

De forma geral, o género Carpobrotus é formado por plantas rastejantes com folhas
triangulares, suculentas e perenes. O caule é longo e forma raizes nos nos.
Carpobrotus dimidiata € uma herbacea perene com caule cinzento. As folhas séo de
superficie lisa, com lamina de secgdo transversal triangular, de comprimento que varia
de 4 a7 cm e largura de 0.5 a 1.2 cm. Inflorescéncia com um pedicelo de 10 a 50 mm
de comprimento. O didametro da flor varia de 3 a 5 cm. Os lobos do calice s&o de secgéo
transversal triangular e com um comprimento que varia de 10 a 20 mm; as pétalas séo
brancas, podendo ser tri ou tetradindmicas, aproximadamente papilosas e um
cumprimento que varia de 4 a 7 mm; as anteras s&o amarelas; o comprimento do
estigma varia de 2 a 3 mm, sendo elas mais curtas que os estames e papilosas
adaxialimente. Os frutos sdo verdes ou amarelos, ovais ou subglobosos; o numero de
sementes varia de 200 a 350 (Bicknell & Mackey, 1998).
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Ipomoea pes-caprae Anexo 2

Classificagao taxonémica

Ipomoea pes-caprae € uma dicotiledonea pertencente a,

Ordem:Tubiflorae

Familia: Convolvulaceae

Género: Ipomoea

Especie: Ipomoea pes-caprae

Ipomoea pes-caprae € uma espécie pioneira das dunas costeiras de regides tropicais e
subtropicais. E uma espécie que mostra, além de uma elevada produgdo de sementes,
uma dispersao eficaz marinha (Castellani & Santos, 1998).

Ipomoea pes-caprae € uma herbacea perene, com superficie da planta lisa. Tem o caule
prostrado, as vezes encurvado, com enraizamento nos nés. A folha tem peciolo que
varia de 2 a 10 cm de comprimento; lamina da folha pode ser ovada, eliptica, circular,
reniforme ou mais ou menos quadrada a oblonga, com 3.5 a 9 cm de comprimento e 3
a 10 cm de largura, muitc espessa, abaxialmente biglandular, base geralmente
cunciforme, truncada, ou ligeiramente cordiforme, margem inteira, apice emarginado ou
profundamente bilobado, mucronulada.

As flores possuem pedinculo consistente, variando de 4 a 14 cm de comprimento;
bracteas prematuramente caducas. Pedicelo com 2 a 2.5 cm de comprimento. Sépalas
desiguais, mais ou menos fibrosas, lisas, apice obtuso, mucronulado; as duas mais
externas de forma ovada a eliptica, com 5 a 8 mm de comprimento, sendo as mais
largas; as trés mais internas s@o aproximadamente circulares e concavas, com 7 a 11
cm de comprimento. A corola € vermelha, com um centro mais escuro, afunilada, com
4 a 5 cm de comprimento. O ovario € liso. O estigma é bilobado. A capsula € mais ou
menos esférica, lisa e fibrosa. As sementes sao pretas (Bicknell & Mackey, 1998).
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Anexo 3
Dados obtidos na primeira cotheita' - &

VARIABLE * | VALIDN | MEAN | MINIMUM [ MAXIMUM | VARIANCE | STD.DEV. { STANDARD
) ERROR
CoR1 15 15,3333 | 9,0000 25,0000 24,131 4,81233 1,26836
NR1 15 12,2000 [ 6,0000 19,0000 18,029 4,24601 1,09631
NFo1 15 8,9333 4,0000 18,0000 13,638 3,69298 0,95352
PFR1 15 0,2434 0.0500 0,5640 0,020 0,13981 0,03610
PSR1 15 0,0832 0,0163 0,1698 0,002 0.04404 0,01137
Pco1 15 6,7700 0,0000 22,7500 657,094 8,19111 2,11493
Frco1 15 41,3333 | 0,0000 100,0000 | 1012,381 31,81793 | 8,21536
PFFo1 15 38,7644 [ 92300 80,1240 341,511 18,48001 | 4,77152
PSFo1 15 1,3954 0,4365 2,4434 0,300 0,54768 014141
AFo1 15 220,8453 | 56,2480 448,6460 | 8839,266 99,19308 | 25,61154
PFCA1 15 8,307 3,2090 17,0580 14,166 3,76379 0,87181
PSC1 15 0.6254 0.3181 1,1517 0,050 0,22289 0,05755
PFT1 15 47,3095 | 12,4890 97,6700 469,136 21,65955 | 559247
PST1 15 2,1041 0,7709 3,7565 0,604 0,77738 0,20072
AEFo1 15 156,0728 | 128,8614 | 183,6165 | 322,601 17,96108 | 4,63753
RAFo1 15 102,8158 | 72,8641 120,1944 | 223,284 14,94270 | 3,85819
RPSR1 15 0,0395 0,0189 0,0911 0,000 0,01866 0,00482
RPSFo1 15 0,6564 0,5662 0,7247 0,003 0,05034 0,31300
RPSC1 15 0,3041 0,2394 0,4126 0,002 0,04619 0,01193
PEFO1 15 0,0065 0,0054 0,0078 0,000 0,00077 0,00020
%MAT.S1 15 4,6459 3,8461 6,1726 0.466 0,68253 0,17623
CoR11 15 17,6333 | 11,5000 28,0000 21,338 4,61932 1,19270
NR11 15 13,5333 | 7.0000 19,0000 11,981 3.46135 0,89372
NFo11 15 13,3333 | 8,0000 22,0000 21,524 4,63938 1,19788
PFR11 15 0,2892 0,1690 0,5050 0,009 0,09456 0,02442
PSR11 15 0,1082 0,0605 0,1907 0,001 0,03826 0,00988
Pcoii 15 3,4713 0,1500 8,3000 6,642 2,67720 0,66543
Frco11 15 42,4820 | 0,5700 70,0000 415,934 20,39446 | 5,26583
PFFo11 15 57,6597 | 26,6080 105,8390 | 633,278 25,16502 | 6,49758
PSFo11 15 1,8661 1,1135 3,1838 0,437 0,66094 0,17065
AFo11 15 2248487 | 103,2090 | 409,7030 | 9812,740 99,05928 | 25,57700
PFC11 15 13,4125 | 5,5800 25,3400 33,722 5,80705 1,49937
PSC11 15 0,8788 0,0163 1,6022 0,165 0,40584 0,10479
PFT11 15 71,2615 [ 32,3980 131,4180 | 941,088 30,67716 | 7,82081
PST11 15 2,9530 1,6577 4,8371 1,010 1,00499 0,25949
AEFo11 15 111,2336 | 90,6057 136,9694 | 181,547 13,47384 | 3,47856
RAFo11 15 74,6266 | 58,1525 117,9073 | 230,209 15,17264 | 3,91756
RPSR11 15 0,0376 0,0215 0,0568 0,000 0,00807 0,00234
RPSFo11 15 0,6684 0.5687 0,9583 0,007 0,08534 0,02203
RPSC11 15 0,2940 0,0068 0,3959 0,007 0,08541 0,02205
PEFo11 15 0,0091 0,0073 0,0110 0,000 0,00108 0.00028
%MAT.S11 15 4,3330 2,7529 5,1165 0,402 0,63421 0,16375

* indice “ 1” significa dado referente a segunda colheita de plantas ndo inoculadas e indice “11” de plantas
inoculadas.
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Dados obtidos na segunda colheita

Anexo 4

VARIABLE®

VALID N

MEAN

MINIMUM

MAXIMUM

VARIANCE

STD.DEV,

STANDARD
ERROR

CoR2

15

18,4000

98,0000

28,000

45,5

6,7485

1,74247

NR2

15

14,4000

8,0000

26,000

29,3

5,4090

1,39659

NFo2

15

21,3333

2,0000

48,000

169,7

13,0256

3,36320

PFR2

15

0,4758

0,0275

1,002

0.1

0,3257

0,08410

PSR2

19

0,1881

0.0154

0,379

0.0

0,1266

0,03270

Pco2

15

10,2217

0,0000

42,300

113,98

10,6733

2,756584

Fco2

15

53,8150

0,0000

80,000

717,8

26,7910

6,91741

PFFo2

15

80,8191

4,6666

188,024

3021,7

54,9703

14,19326

PSFo2

15

2,9371

0,3823

6,238

3.0

1,7238

0,44509

AFo2

15

422,9860

28,6000

998,700

84361,9

290,4512

74,99416

PFC2

15

26,6289

3,5869

67,012

348,2

18,6603

4,81807

PSC2

15

1,7798

0,3905

4,146

1,1

1,0548

0,27234

PFT2

15

107,9238

8,2810

256,038

5446,2

73,7584

19,05467

PST2

15

4,9051

0,8322

10,763

8.3

2,8875

0,74554

AEFo02

15

133,4933

74,8104

174,323

895.5

29,9249

7,72658

RAFo2

15

79,0385

33,9950

106,898

405,1

20,1281

5,19706

RPSR2

15

0,0351

0,0124

0,053

0,0

0,0123

0,00318

RPSFo2

15

0,5870

0,4544

0,627

0,0

0,0485

0.01252

RPSC2

15

0,3778

0,3196

0,527

0,0

0,0632

0,01375

PEFo2

15

0,0079

0,0057

0,013

0,0

0,0020

0,00053

%MATS2

15

5,2736

3,8363

10,159

2,8

1,6692

0,43098

CoR22

15

23,4667

15,0000

43,000

54,6

7,3860

1,80705

NR22

15

14,7333

7,0000

22,000

15,6

3,9364

1,01637

NFo22

15

34,8000

14,0000

68,000

178,2

13,3481

3,44646

PFR22

15

0,6803

0,2638

1,254

0,1

0,2600

] 006712

PSR22

15

0,2687

0,1428

0,447

0.0

0,0999

0,02581

Pco22

15

17,5129

0,8500

44,750

174.8

13,2212

3,41369

Fco22

15

64,0000

15,0000

90,000

475,7

21,8109

5,63154

PFFo22

15

128,4312

52,4963

258,798

2955,2

54,3619

14,03619

PSFo22

15

4,2725

1,9498

7,208

2,0

1,4068

0,36327

AFo22

15

788,0887

295,2000

1540,730

1281572

357,9905

92,43275

PFC22

15

36,1640

18,5262

80,779

2614

16,1689

417478

P3SC22

15

2,4860

1,3273

5,180

1,0

0,9971

0,25744

PFT22

15

165,2755

71,8282

341,325

4824,7

69,4604

17,93460

PST22

15

7,0271

3,5222

12,707

5.8

2,4004

0,61978

AEF022

15

77,9717

146,0659

220,016

666,8

25,8218

6,66717

RAFo22

15

108,6955

81,1325

143,535

3441

18,5487

4,78926

RPSR22

15

0,0402

0,0198

0.070

0.0

0,0147

0,00381

RPSFo22

15

0,6095

0,5531

0,665

0.0

0,0371

0,00958

RPSC22

15

0,3503

0,3052

0,408

0.0

0.0312

0,00805

PEFo022

15

0,0389

0,0233

0,059

0.0

0,0095

0,00245

%MATS22

15

4,3941

3,5585

5,153

0.3

0,5506

0,14217

* indice “ 2” significa dado referente 4 segunda colheita de plantas nio inoculadas e indice “22” de plantas

inoculadas.
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Dados obtidos na terceira colheita

Anexo 5

VARIABLE®

VALID N

MEAN

MINIMUM

MAXIMUM

VARIANCE

STD.DEV.:

STANDARD
ERROR

CoR3

15

20,3333

13,0000

32,000

35,2

5,8362

1,63271

NR3

15

14,0667

8,0000

24,000

17.8

4,2167

1,08876

NFo3

15

36,8667

12,0000

74,000

464,7

21,5568

5,66584

PFR3

15

0,5387

0,1736

1,202

0,1

0,2657

0,06861

PSR3

15

0,2431

0,0862

0,485

0,0

0,1168

0,03015

Pco3

15

11,5585

1,0000

43,500

157,68

12,5545

3,24155

Fco3

15

65,9883

25,0000

90,000

396,68

19,9146

5,14192

PFFo3

15

86,7840

25,0826

201,340

36324

60,2693

15,66147

PSFo3

15

4,6808

1,7903

9,323

7,1

2,6553

0,68561

AFo3

15

549,6180

146,3100

1320,700

146229,8

382,4000

98,73525

PFC3

15

30,1580

7,2043

66,658

465,2

21,5692

5,66915

PSC3

15

2,8092

0,7976

6,199

3.3

1,8213

0,47026

PFT3

15

117 ,4817

32,8738

268,650

66596,2

81,8303

21,12848

PST3

15

7,7332

2,8602

15,903

20,8

4,5608

1,17760

AEFo3

15

110,6626

81,7237

155,796

3279

18,1068

4,67515

RAFo3

15

67,7249

51,1538

93,375

98,1

9,9052

2,55751

RPSR3

15

0,0351

0,0188

0,061

0.0

0,0129

0,00333

RPSFo3

15

0,6141

0,5692

0,688

0,0

0,0298

0,00770

RPSC3

15

0,3508

0,2746

0,412

0,0

0,0374

0,00965

PEFo3

15

0,0092

0,0064

0,012

0.0

0,0014

0,00037

%MATS3

15

7,0871

5,2648

8,767

1,2

1,0918

0,28188

CoR33

15

25,5667

16,0000

36,000

39.0

56,2418

1,61161

NR33

15

18,0667

7,0000

25,000

22,9

4,7879

1,23623

NFo33

15

59,3333

30,0000

93,000

3111

17,6379

4,55408

PFR33

15

0,8767

0,4101

1,186

0.1

0,2536

0,06547

PSR33

15

0,3904

0,2086

0,518

0.0

0,1030

0,02659

Pco33

15

26,6167

3,7000

73,750

380,6

19,5078

5,03690

Fco 33

156

78,4000

60,0000

100,000

200,7

14,1664

3,65774

PFFo33

15

139,3472

37,6045

224,905

3190,0

56,4804

14,58318

PSFo33

15

7,5194

3,5054

11,796

6,0

2,4403

0,63009

AFo033

15

894,3107

311,4600

1459,100

1163340

341,0778

88,0650

PFC33

15

48,0928

14,0937

84,978

489,6

22,1258

5,71286

PSC33

15

4,5779

2,1492

7,289

3,0

1,7335

0,44780

PFT33

15

188,3167

52,8156

310,469

6162,9

78,5041

20,26966

PST33

15

12,4877

68,3165

19,329

17,3

4,1563

1,07314

AEF033

15

116,6050

86,8515

139,762

224 1

14,9711

3,86553

RAF033

15

70,3144

48,3090

83,252

76,8

8,7623

2,26242

RPSR33

15

0.0343

0,0126

0,080

0.0

0.0150

0,00387

RPSFo33

15

0,6037

0,5537

0,652

0,0

0,0276

0.00712

RPSC33

15

0,3619

0,3199

0,416

0.0

0,0253

0,00652

PEFo033

15

0,0087

0,0072

0.011

0,0

0,0012

0,00031

%MATS33

15

7,0363

5,7962

11,960

2.2

1,4917

0,38515

* indice “3” significa dados dado referente 4 terceira colheita de plantas niio inoculadas e indice “33” de
plantas inoculadas.
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Test t-student
Primeira colheita

Anexo 6

Group 1 vs. Group 2

Mean
Group 1

Mean

Group 2 ||”

t-value

Std.Dev.
Sroup 1.

Std.Dev.
Group2

F-ratio
. Vanances

P

||Variances

CoR1vs.

CoR11

15,3333

17,6333

-1,3210

0.197133’

4,91233

4,61932

1,130886E+00

0,821221

NR1 vs.

NR11

12,2000

13,5333

-0,9427

0,35391 81

—

4,24601

—e

3,46135

1,504769E+00

0,454198

NFo1 vs.

NFo11

8,9333

13,3333

-2,8738

0,007656

3,60298

4,63938

1,678212E+00

0,403706

PSR1 vs.

PSR11

0,0832

0,1082

! -1,6548

0.109136I

0,04404

0,03826

1,325007E+00

0,605617

Pco1 vs.

Pco11

6,7700

3,4713

1,4878

0,147981

8,19111

2,57720

1,010155E+01

0,000101

Frco1 vs,

Frco11

41,3333

42,4820

-0,1177

0,907135

31,81793

20,39446

2,433994E+00

0,107529

PSFo1 vs.

PSFo11

1,3954

1,9661

-2,5747

0.015610
— ]

0,54768

0,66094

1,456345E+00

0,490897

AFo1 vs.

AFo11

220,8453

224,8487

-0,1106

0,912721

99,19308

99,05928

1,002703E+00

0,996042

]

PSC1 vs.

PSC11 l

0.6254

0,8788

-1,8841

0,069963

0,22289

0,40584

3,315326E+00

0,836219

PFT1 vs.

PFT11

47,3095

71,2615

-2,4703

0.019858%

21,65955

30,67716

2,006003E+00

0,205158

PST1 vs.

PSTI1

2,1041

2,9530 j

-2,5876

0.01514?”0,77738

1,00499

1,671304E+00

0,347805

AEFo01 vs,

AEFo11

156,0728

111 .2336;

7,7344

0,000000
. ]

17,96108

13,47394

1,776953E+00

0.203944

RAFo1 vs.

RAFo11

102,8158

74,6266

5,1268

0.000020‘

14,4270

15,17264

1,031013E+00

0,955241

RPSR1 vs.

RPSR11

0,0395

0,0376

0,3626

0.719629i

0,01866

0,00807

4,231955E+00

0,010774

RPSFo1 vs, PSFo11

0,6564

1,9661

-7,6524

0.0000001

0,05034

0,66094

1,7240657E+02

0,000000

RPSC1 vs.

RPSC11

0,3041

0,2940

0.4014

0.6911 701

0,04619

0,08541

3,418160E+00

0,028174

PEFo01 vs.

PEFo11

0,0065

-7,6451

0,000000

0,00077

0,00108

1,944587E+00

0,225741

%MAT.S1 vs.

%MAT.S11

4,6459

4,3330

|
!
0.0001 |
|

1,3008

0,203941

0,68253

0,63421

1,158163E+00

0,787371
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Anexo 7

Test t-student
Segunda colheita

Mean Mean tvalue Std.Dev. }{ Std.Dev. F-ratio P
Group 1 || Group 2 Group 111 Group 2| Variances [{Variances

Group 1 vs. Group 2

CoR2 vs. CoR22 {|18,4000 ||23,4667 ||-1.9614 0,059848,(6,7485 17,3860 (1,197825E+00}0,740262

|
NR2 vs. NR22 14,4000 |(14,7333 {|-0,1930 |28 0,848366I 54090 {3,9364 |1,888138E+00)|0,246612

NFo2 vs. NFo22 34,8000 (|-2,7965

|
0.00922&2‘ 13,0256 /13,3481 |1,050126E+00/|0,928382

28
PSR2 vs, PSR22 0,2687 {[-1,9331 ?EH0.0GSSBQ 0,1266 ||0,0993 [1,605808E+00,0,386237

= ' '
Pco2 vs. Pco22 17,6129 {[-1,6619 2—8”0.107686i 10,6733 13,2212 |1,534406E+00;0,433099

Fco2 vs. Fco22 53,8150 [|64,0000 }-1,1418 ﬂ|0.263198 26,7910 21,8109 [1,508804E+00}{0,451266

PSFo2 vs. PSFo22 |[2,6371 [|4,2725 |[-2,3244 2.8_!'0,027582 1,7238 }{1,4069 '1,501198E+00 0,456809

AFo2 vs. AFo22  |422,9860/788,0887}(-3,0673 ?E“0,00WSZ% 290,4512 357.9905[ 1,5619137E+00}|0,443844

A

B i
PSC2 vs. PSC22 1,7798 |2,4860 }|-2,11906 2}}!0,043087 1,0548 10,9971  |1,119096E+00|0,032138

== : |
PFT2 vs. PFT22 |1107,9238165,2755]-2,1917 28“0,036879! 73,7984 (69,4604 '[1,128807E+00/(0,823849

PST2vs. PST22 |[i4,9051 [|7,0271 {|-2,1887 28]10,0371 17i 2,8875 12,4004 |1,446990E+00|0,458318

-
20,1281 1{18,5487 [1,177547E+00](0,764036

P L

AEF02 vs, AEF022 (]133,4933}{177,9717|-4,3583 28”0,000160t 29,9249 25,8218 '|1,343048E+00;|0,588461

RAFo2 vs. RAF022 |i79,0395 {/108,6955}-4,1962 28”0,000248,
)

RPSR2 vs. RPSR22 {j0,0351 {|0,0402 {-1,0247 ?EHO,SMZBTJI 0,0123 {|0,0147 '|1,433087E+00|[0,509550

RPSFo2 vs. RPSF022i{0,5870 ||0,6095 i|-1,4262 28};0,164868}0,0485 0,0371 i1,707171E+00 0,328452

RPSC2 vs. RPSC22 1[0,3778 10,3503 [1,7305 ﬂi0.094543!0.0532 0,0312 '[2,916064E+00)(0,054418

3 i
PEFo2 vs. PEF022 ||0,0079 }[0,0389 i[-12,2833 f”0,000000;0.00ZO 0,0095 .|2,170954E+(011(0,000001
]

MATS2 vs. MATS22 1[5,2736 {/4,3941 }{1,9380 ﬂio,owsg}wegz 0,5506 |9,189594E+00)(0,000176 J
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Test t-student
_Terceira colheita

Mean ‘| Std.Dev. || Std.Dev. F-ratio P
Group 1 vs. Group 2 t-value P I Group1 |} Group?2 Variances  |[Variances

CoR3vs. CoR33 20,3333 225.5667 -2,3530 } 0,026877 55,9362 65,2418 1,105608E+00 ||0,853650

NR3 vs. NR33 14,0667 '[18,0667

-2,4282 l 0,021852 i4.2167 4,7879 1,289234E+00 {]0,641028

NFo3 vs. NFo33 36,8667 i59.3333 -3,1240 0,004124 221.5568 17,6379 ||1,493739E+00 {[0,462310

1

PSR3 vs. PSR33 0,2431 10,3904 -3,6642 0,001026 0,1168 0,1030 1,286049E+00 j0,644272 J

: ™ : 4
Peod vs. Pco33 11,5595 |[26.6167 1-2,5138 0,017972 [[12,5545 [|19,5078 [[2,414466E+00 0,110654“

Fco3 vs. Feo 33 65,9883 (/78,4000 ;|-1,9669 0,059172 19,9146 }|14,1664 [[1,976178E+00 []{0,214890

PSFo3 vs, PSFo33 14,6809  [7,5194 -3,0483 0,004983 ) 2,6553 2,4403 1,183973E+00 1]0,756431

AFo3 vs. AFo33 5496180 [894,3107 |-2,6053 0,014534 ;382.4000 341,0778 §{1,256982E+00 1|0,674582

PSC3 vs. PSC33 28092 ;4,5779 -2,7243 0,010976 1,8213 1,7335 1,103802E+00 ]|0,856005

t

PFT3 vs. PFT33 117,4817 1188,3167 (|-2,4193 0,022297 (81,8303 ||78,5041 |[|1,086534E+00 ||0.878793 |

\
] |

PST3 vs. PST33 7,7332 I 1,204155E+00 1/0,732974 l
i

12,4877 ||-2,9841 0,005842 '|4,5608

4,1563
116,6050 |[-0,9796 0,335674 18,1068 |[[14.9711 ||1,462762E+00 }|0,485871 l
; !

B —— ) U - — . — . _ |

AEF03 vs. AEF033 110,6626

RAF03 vs

. RAF033

67,7249 ] 70,3144 ||-0,7584

H
0,454567 :j9,9052 B8,7623 1,277870E+Q0

0,652672 |

RPSR3 vs. RPSR33  ({0,0351 00343 0,1535 0,879092 10,0129 0,0150 1,351673E+00 |(0,580422

RPSFo3 vs. RPSF033 [|0,6141  *0,6037 0,9894 0,330935 10,0208 0,0276 1,169712E+0C {|0,773396

RPSC3 vs. RPSC33 ({0,3508 10,3619 -0,9582 0,346182 ’_ 0,0374 0,0253 2,187385E+00 (0,155320

PEFo03 vs. PEF033 0,0092 0,0087 41,1071 0,277669 10,0014 0,0012 1,410269E+00 {0,528521

MATS3 vs. MATS33  ||7,0971 7,0363 0,1274 0,889551 L1.0918 14817 1,866784E+00 {(0,255034
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Anexo 9
Correlagdo entre a percentagem de colonizagéo por fungos (X) e o peso seco total da planta (Y)

5

o) e [swwon | oon | e | e | Comman] Sooe o] Sore
Pcol {16,77000 {[8,19111 , _
PST1 {/2,10410 |[0,77738 ||-0,301993(0,091200|-1,14218{(0,273981 :%2,29313 -0,028661|113,46533)-3,18204
Pco11 {|3,47133 |[2,57720 _
PST11 {[2,95299 (11,00499 ([0,439860 [0,193477||1,76595 [[0,100863 :;2:35757 0,171525 {|0,14042 ||1,12798
Pco2 |[10,22167(10,67333 *_!
PST2 [14,90510 1[2,88748 :|-0,053661||0,002879/|-0,19376](0,849362 1_5125.05349 :-0,014517 11,19460 -0,19835?
Pco22 |[17,51293i[13,22117 _ ‘

i e M —d ;;___!-.______-A_-___
PST22 |[7,02713 |[2.40041 |-0,163482]|0,026726{-0,597481/0,560451/15/|7,54694 @-0.029531 23,840411{-0,90044
Pco3 |11,66947/12,55447 B ‘

PST3 ||7,73323 {/4,56083 1/0,523896 (0,274467(12,21763 0.0450157;35,53320 10.190323 0.40728 |j1,44211
Pco3d |[26,61667|119,50783 -— i
PST33 [112,48767|]4,15626 ||-0,161681//0,023007||-0,553301(0,589450 ; 13,34783% -0,032317||35,50702|-0,71193

" CoR - comprimento maximo da raiz {cm)
NR - ndmero da raizes por planta

NFO - numero de folhas por planta

PFR— peso fresco da raiz (g)

PSR— peso seco da raiz (g)

Pco - percentagem de colonizagdo (%)
Fco — frequéncia de colonizagio (%)
PFFo - peso fresco da folha (g)

PSF- peso seco da folha (g)

AFQ - rea foliar (cm?)

PFC - peso fresco do caule (g)

PSC - peso seco do caule (g)

PFT- peso fresco total {g)

PST- peso seco total (g)

AEFo - 4 especifica da folha (cm%g)

RAFo - razdo da 4rea foliar {cm%g)

RPSR - razéo do peso seco da raiz (g/g)
RPSFo - razdo do peso seco da folha (g/g)
RPSC - razdo do peso seco do caule (zglg)
PEFo — peso especifico da folha (g/cm®)
%MATS - percentagem de matéria seca (%)
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