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RESUMO

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) promovem varios beneficios para as plantas, desde o
incremento no crescimento vegetal a tolerdncia ao ataque de patdgenos radiculares. Nesse
contexto, faz-se necessario produzir inoculantes do fungo que venham a ser comercializados no
mercado ou mesmo produzidos e utilizados diretamente por agricultores na propria area de
cultivo. O objetivo geral desta tese foi definir tecnologia economicamente vidvel para producéo
de inoculante micorrizico arbuscular, com capacidade infectiva e efetiva adequadas. No primeiro
experimento, inoculos de FMA (Claroideoglomus etunicatum e Glomus clarum) foram
produzidos em aeroponia e a infectividade testada apds armazenamento por trés, seis e 10 meses,
em temperatura ambiente (28 °C) ou a 4 °C, em trés substratos: a) areia; b) areia + vermiculita; c)
areia + argila expandida. No segundo experimento os inoculantes (C. etunicatum e Acaulospora
longula) foram produzidos em canteiros de alvenaria, construidos em locais com clima tropical
umido (Recife) e semiéarido (Petrolina), distantes 756 km entre si. Os canteiros foram divididos
em parcelas com 50 cm x 48,5 cm x 28 cm e preenchidos com os substratos: T1) areia + argila;
T2) areia + argila + bagaco de cana; T3) areia + argila + leucena triturada; T4) areia + argila +
leucena triturada + bagaco de cana. Em todas as parcelas foram plantadas mudas de sorgo (36
plantulas pré-colonizadas); as avaliacbes foram realizadas ao final de dois ciclos de cultivo (trés
meses cada). O sistema aeroponico para a producdo de inoculante de FMA é adequado, com
elevada proliferacdo de propéagulos de Claroideoglomus etunicatum e Glomus clarum e,
relativamente, de menor custo, especialmente para C. etunicatum. Os indculos produzidos em
sistema aeropdnico e armazenados a 4 °C permanecem vidveis, por pelo menos 10 meses, em
substrato composto de areia adicionado de argila ou vermiculita, sendo recomendado para uso
como bioinoculantes. A tecnologia para producdo de inoculante em canteiro de alvenaria
utilizando como substrato areia + argila expandida adicionado de leucena triturada é promissora
como alternativa de biofertilizante tanto para areas tropicais Umidas quanto semiaridas.

Palavras-chave: FMA, sistema aerop6nico, residuo organico, agricultura sustentavel.



ABSTRACT

The arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) promote several benefits to plants, since the increase in
plant growth to tolerance to attack by root pathogens. In this context, it is necessary to produce
inoculants fungus that may be marketed or produced and used directly by farmers in their own
growing area. The overall objective of this thesis was to define economically viable technology
for producing arbuscular mycorrhizal inoculant with high infectivity and efficiency. In the first
experiment, inoculum of AMF (Claroideoglomus etunicatum and Glomus clarum) were
produced in aeroponic , and thereafter the inoculum infectivity was tested after storage for three,
six and 10 months at room temperature (28 °C) or at 4 °C in three substrates: a) sand; b) sand,
vermiculite; c) sand + expanded clay. In the second experiment the inoculants (C. etunicatum
and Acaulospora longula) were produced in masonry beds, built in locations with humid tropical
climate (Recife) and semiarid (Petrolina), 756 km distant from each other. The masonry beds
were divided into plots with 50 cm x 48.5 cm x 28 cm and filled with the substrates: T1) sand +
expanded clay; T2) sand + expanded clay + cane bagasse; T3) sand + expanded clay + chopped
leucaena; T4) sand + expanded clay + cane bagasse + chopped leucaena. In each plot were
planted sorghum (36 pre-colonized seedlings); the evaluations were carried out after two crop
cycles (three months each). The aeroponic system for the production of AMF inoculum is
adequate, with high proliferation of propagules of Claroideoglomus etunicatum and Glomus
clarum and relatively low cost, especially for C. etunicatum. The inocula produced in the
aeroponic system and stored at 4 8C remains viable for at least 10 months in substrates
composed of sand added of clay or vermiculite, being recommended for use as bioinoculants.
The technology for production of inoculum in horticultural beds using sand as substrate +
expanded clay + chopped leucaena is a alternative of biofertilizers for both humid and semi-arid
tropical areas.

Keywords: AMF, aeroponic system, organic fertilizer, sustainable agriculture.
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1. INTRODUCAO

A maioria das espécies vegetais é favorecida pela associacdo com fungos do solo, os
quais colonizam as raizes formando uma simbiose mutualista, denominada micorriza (SMITH,;
READ, 2008). Dentre os tipos de micorrizas, a arbuscular, formada por fungos micorrizicos
arbusculares (FMA), pertencentes ao Filo Glomeromycota (SCHUBLER et al. 2001), é a mais
distribuida no planeta, estabelecendo associacdo com mais de 90% dos representantes de
briofitas, pteridofitas, gimnospermas e angiospermas (MEHROTRA, 2005; SAGGIN-JUNIOR;
SILVA 2005).

Os FMA favorecem principalmente o crescimento e o estado nutricional da planta, pelo
aumento da area de absorc¢do, através da formacgdo do micélio externo que se estende pelo solo,
muito além das raizes, e auxilia na absorcdo de nutrientes de baixa disponibilidade,
especialmente o fosforo (YAO et al., 2008). Os beneficios da associacdo micorrizica incluem
producdo de mudas de espécies de importancia econdmica como fruteiras (COSTA et al., 2001,
SILVA et al., 2008), medicinais (HILLIS et al., 2008; CHO et al., 2009) e as utilizadas em
programas de reflorestamento (CARNEIRO et al., 2004). Outros beneficios estdo relacionados a
protecdo das plantas contra ataque de patdgenos radiculares (BORGES et al., 2007; SINGH et
al.,, 2012a) e a tolerdncia do vegetal a estresse salino (SHENG et al., 2008) e a solos
contaminados por cadmio, zinco e chumbo (REDON et al., 2009). Os FMA atuam no processo
de ciclagem de nutrientes (SILVEIRA, 1992), aumentando a atividade bioldgica no ambiente
edafico (MILLERET et al., 2009). Além disso, esses micro-organismos produzem uma
glicoproteina, denominada glomalina, que favorece a agregacdo das particulas do solo,
contribuindo para o desenvolvimento do vegetal (WU et al., 2008).

Devido a importancia dos FMA para diversas culturas (COSTA et al., 2001; SILVA et
al., 2008), aliados a atuacdo na estruturacdo dos solos (BEDINI et al., 2007) e na ciclagem de
nutrientes (SILVEIRA, 1992), a produgéo de inoculante de FMA pode ser alternativa para o
desenvolvimento da agricultura sustentavel, evitando a aplicacdo de insumos quimicos que
degradem o solo e reduzindo os gastos na utilizacdo de fosfatos.

A inoculacdo de FMA tem sido utilizada como um auxiliar vantajosos nos processos de
producdo de mudas de plantas de interesse econdmico, como fruteiras (VAZQUEZ-
HERNANDEZ et al. 2011; CASTELLANOS-MORALES et al. 2012), medicinais (MONTE-
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JUNIOR et al. 2012; ZUBEK et al. 2012) e usadas em programas de reflorestamento (SOUZA et
al., 2010); contribuindo no estabelecimento de mudas micropropagadas (ANZANELLO et al.,
2011; OLIVEIRA et al., 2011; SINGH et al., 2012a); no aumento na producdo vegetal (SILVA,
2006); e aumento na tolerancia a ambientes salinos (ABBASPOUR, 2010; KUMAR et al.,
2010), solos contaminados (BABU; REDDY, 2011; WANG et al. 2011), estresse hidrico
(CELEBI et al., 2010; ASRAR; ELHINDI, 2011) e ataque de patégenos (ODEYEMI et al.,
2010; SINGH et al., 2012b).

A producao de inoculo de FMA livre de patdgenos € importante e a aeroponia mostra-se
bastante eficaz para tal finalidade, pois 0s vegetais sdo produzidos sem contato com o substrato,
recebendo solugdes nutritivas no sistema radicular (SYLVIA; HUBBELL, 1986). Entre os
métodos de producédo de inoculante (cultivo in vitro, cultivo em potes, hidroponia e “on-farm”),
0 sistema aeropdnico € vantajoso por produzir maior quantidade de glomerosporos gque o sistema
de cultivo em potes contendo solo (JARSTFER et al., 1998; SYLVIA, 1994) e por apresentar-se
livre de patogenos (MOHAMMAD et al., 2000). O método consiste na proliferacdo de
propagulos do fungo na auséncia de substrato (SYLVIA & HUBBELL, 1986; WU et al., 1995).
As plantas micorrizadas sdo cultivadas em camaras aeropdnicas recebendo solucdo nutritiva
diretamente no sistema radicular (Jarstfer & Sylvia 1992).

A producdo em massa de inoculo micorrizico também vem sendo desenvolvida em
campo. Esse sistema de producdo de inoculante pode ser uma alternativa para aperfeicoar o
fornecimento de biofertilizantes para produtores agricolas, diminuindo a utilizacdo de

fertilizantes quimicos que possam degradar o solo.

1.1 PROBLEMATIZACAO
Diante da importancia dos FMA h& uma necessidade de produgdo em larga escala de

inoculante para ser utilizado na agricultura, trazendo vantagens ndo apenas econdmicas, mas
também ambientais. Entretanto, para garantir uma simbiose eficiente recomenda-se a inoculacéo
com FMA selecionados para cada ambiente (ANTUNES et al. 2011), é necessario o
desenvolvimento de técnicas adequadas de producéo de inoculantes em larga escala, que tenham
um elevado potencial de infectividade e efetividade (KAPOOR et al., 2008; 1JDO et al. 2011).

A produgdo de inoculante de FMA é dificil devido a caracteristica biotrofica obrigatoria
desses fungos (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Diversos metodos para producdo de indculo de
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FMA tém sido propostos e a geracdo de técnicas para obtencdo de inoculante de FMA na
propriedade agricola pode ser a chave para o uso sustentavel desses organismos (KAPOOR et al.,
2008).

Trabalhos que visem a multiplicacdo de FMA em larga escala, utilizando técnicas mais
faceis para o agricultor, sdo de interesse ndo apenas pelo potencial desses micro-organismos em
contribuir para a diminuigdo dos custos de producéo e reducdo no uso de fertilizantes fosfatados,
mas também pela manutencdo da qualidade e biodiversidade do solo. Aliado a producdo em
larga escala, a manutencdo da durabilidade dos indculos também é uma busca importante no
processo de producdo de inoculantes. Assim, a producdo de substratos eficientes que aumentem a
durabilidade, a infectividade e a eficiéncia dos in6culos também deve ser uma prioridade nos
estudos de producdo de in6culos de FMA.

A producédo de inoculantes de FMA, objetivando a comercializagdo, pressupfe também
estudos do substrato onde serdo produzidos e armazenados, levando-se em consideracdo o0 peso,

a viabilidade e o custo.

1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo geral

O objetivo desse trabalho foi testar duas tecnologias para producdo de inoculante de
FMA em sistema aeropdnico e em canteiros de alvenaria. Também foram testados diferentes
tipos de substratos na formulacdo do inoculante e a eficiéncia destes em conservar o indculo

quanto a sua capacidade infectiva e efetiva ao longo do tempo.

1.2.2 Objetivos especificos

e Produzir inoculante de FMA em aeroponia e selecionar a melhor condi¢do de
armazenamento e estocagem para a manutencédo da viabilidade do inoculante.

e Determinar a viabilidade de producdo de inoculante de FMA, em canteiro de
alvenaria a céu aberto, em duas areas: uma com clima tropical imido, outra com

clima semiarido, ambas na regido Nordeste do Brasil.

15



2 REVISAO LITERARIA

2.1 MICORRIZA ARBUSCULAR
A micorriza, simbiose mutualista entre fungos des solos e raizes ativas dos vegetais é

estabelecida pela troca bidirecional de beneficios, com o fungo fornecendo nutrientes e agua para
a planta e esta translocando para 0 micobionte fotossintatos que servem como fonte de energia
para o fungo completar seu ciclo de vida. Dentre os tipos de micorrizas, a arbuscular é a mais
amplamente distribuida no planeta, sendo formada por fungos micorrizicos arbusculares (FMA),
que estabelecem associacdo com representantes de mais de 90% das familias vegetais e tém
distribuicdo cosmopolita (SMITH; READ 2008).

Os FMA estdo incluidos no Filo Glomeromycota (SCHUBLER et al., 2001), sendo a
caracteristica principal da associacdo a formacdo de arbusculos, estrutura que se estabelece nas
células do cértex radicular do hospedeiro, constituindo o sitio de troca de nutrientes entre os
simbiontes. Os FMA favorecem, principalmente, o crescimento e o estado nutricional da planta,
pelo aumento da area de absorcéo, através da formacdo do micélio externo que se estende pelo
solo muito além das raizes e auxilia na absorcdo de nutrientes de baixa mobilidade,
especialmente o fosforo (YAO et al., 2008). O fdésforo é o nutriente inorganico mais importante
para a associacdo, pois afeta diretamente o desenvolvimento da micorriza arbuscular,
estabelecendo relacdo direta com a taxa de crescimento fungico intrarradicular (KIRIACHEK et
al., 2009).

Entre outros beneficios da associacdo micorrizica para a planta estdo: protecdo contra
patogenos radiculares (ODEYEMI et al., 2010); participacdo no processo de ciclagem de
nutrientes (SILVEIRA, 1992), contribuindo para o aumento da atividade biolégica no ambiente
edafico (MILLERET et al., 2009); agregacéo das particulas do solo e estoque de carbono pela
producdo de uma glicoproteina (glomalina), a qual também ¢é utilizada como indicadora de
qualidade do solo (MERGULHAO et al., 2010), e possivelmente da fertilidade do solo em
sistemas agricolas (BEDINI et al., 2007).

O beneficio da utilizacdo de FMA na promocdo do crescimento vegetal tem sido
demonstrado em fruteiras de interesse econémico (ANJOS et al., 2005; NOGUEIRA;
CARDOSO, 2006; SILVA et al., 2008), em espécies arboreas (ZANGARO et al., 2003;
CARNEIRO et al.,, 2004), em solos com baixa fertilidade (KAHILUOTO et al., 2001;
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CAVALCANTE et al., 2001b; ILBAS; SAHIN, 2005) e em solos contaminados com metais
pesados (SILVA et al., 2006; SANTOS et al., 2008; REDON et al., 2009). Efeitos benéficos da
inoculagdo com FMA em solos com baixa quantidade de fésforo (1 mg dm™) foram registrados
para seis espécies arboreas [Senna macranthera (Calladon) Irwin; Barneby, Guazuma ulmifolia
Lam., Senna multijuga (Rich.) Irwin; Barneby, Solanum granuloso-leprosum Dun., Schinus
terebenthifolius Raddi e Trema micrantha (L.) Blume], mostrando eficiéncia do micobionte em
absorver nutrientes importantes para o desenvolvimento do vegetal (FLORES-AYLAS et al.,
2003). Entretanto, em solos muito pobres o efeito da inoculacdo nem sempre € evidenciado
(CARAVACA et al., 2002), sendo necessario melhorar a fertilidade, principalmente em relacao
ao fésforo, para obtengdo da melhor resposta a micorrizagdo (BURITY et al., 2000). Contudo, a
adicdo de niveis crescentes de fosforo ndo favoreceu o crescimento de mudas micorrizadas de
algaroba (Prosopis juliflora (Sw) DC) (AGUIAR et al., 2004), indicando que a espécie em
estudo é dependente de FMA para seu desenvolvimento.

A prévia inoculagdo com FMA pré-selecionados para producdo de mudas de espécies
arbdreas pode ser importante no estabelecimento em campo, contribuindo para maior adaptacdo
e sobrevivéncia das plantas as condi¢Ges do novo ambiente (CARNEIRO et al., 2004).

Diante da importancia dos FMA, a producdo de inoculante em larga escala se faz
necessaria, podendo ser utilizada como alternativa de biofertilizante, diminuindo a necessidade
de aplicacdo de produtos quimicos (inseticidas, nematicidas, glifosato, organoclorados, dentre
outros) que podem ficar retidos no solo, reduzindo a fertilidade e contaminando as culturas.
Entretanto, a producdo de inoculante tem sido dificultada em razdo do biotrofismo obrigatorio
dos FMA, como tal, ndo completam o ciclo plenamente em meios de cultura, necessitando de
uma planta hospedeira para que isso ocorra (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Métodos como cultura em solo e cultura aeropdnica (PAIVA et al., 2003), substratos com
mistura de composto e vermiculita (DOUDS JR. et al., 2006), combinagdes de turfa, vermiculita,
solo e matéria organica (ZAMBOLIM et al., 1992), adicéo de quitina (GRYNDLER et al., 2003)
e sacarose ao substrato de cultivo (VILARINO; SAINZ 1997), adicdo de solugfo nutritiva com
tampéo Tris-HCI ao substrato (SILVA et al., 2007) e cultivo in vitro (TIWARE; ADHOLEYA,

2002), dentre outras, tem sido utilizados para producgéo de inoculante de FMA. Douds Jr. et al.
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(2010) vém tentando a produgdo no campo, de modo a propiciar condi¢cdes mais simples, que
possam ser adotadas em larga escala pelos préprios agricultores.

2.2 BENEFICIOS DA UTILIZACAO DE FMA

2.2.1 Na producdo de mudas
E comprovado que em muitas situacdes a simbiose estabelecida com FMA pode

favorecer a tolerancia dos vegetais ao transplantio para o campo (CARNEIRO et al., 2004). A
micorrizacdo beneficiou 20 espécies arbdreas de sucessdo primaria e tardia, principalmente
quando cultivadas em substratos com baixa fertilidade (ZANGARO et al., 2007).

Em plantas frutiferas, os FMA podem constituir ferramenta biotecnolégica na fase de
producdo de mudas (COSTA et al., 2001; SILVA et al., 2008), diminuindo a necessidade de
aplicacdo de fesrtilizantes fosfatados. A inoculacdo com Diversispora versiforme (Karsten)
Berch favoreceu o crescimento de Citrus tangerine Yu. Tanaka, conferindo, ao hospedeiro,
tolerancia ao estresse hidrico (WU; XIA, 2006). Beneficios da micorrizagdo em mudas de Citrus
limonia L. Osbeck inoculadas com Glomus intraradices Schenk, Smith também foram relatados,
com aumento da biomassa seca total da planta, maior concentracdo de P na parte aérea e
absorcdo de P especifico pelas raizes (NOGUEIRA; CARDOSO, 2006). Isso evidencia a
importancia dos FMA para o vegetal, uma vez que o fésforo € um nutriente de dificil absorcéo
pela planta e esté diretamente relacionado ao desenvolvimento do simbionte (KIRIACHEK et al.,
2009).

Além do crescimento vegetal, outros beneficios da micorrizacdo sdo mencionados em
mudas de espécies com potencial medicinal, como a Artemisia annua L. inoculada com Glomus
macrocarpum Tul., Tul., que apresentou aumento no conteudo nutricional e na concentragédo de
6leo essencial e de artemisina (CHAUDHARY et al., 2008). Em outro trabalho com a mesma
espécie vegetal, mudas inoculadas com Glomus macrocarpum e Glomus fasciculatum (Thaxt.)
Gerd.; Trappe emend. Walker; Koske apresentaram aumento no tricoma glandular foliar, local
onde ocorre a sintese do composto secundario artemisina, comparado com o tratamento sem
inoculacdo (KAPOOR et al., 2007).

Do mesmo modo, o desenvolvimento da planta e a producdo de 6leo no rizoma de
Zingiber  officinale Roscoe  foram incrementados pela inoculacéo com
Fuscutata heterogama Oehl, F.A. Souza, L.C. Maia; Sieverd. (SILVA et al., 2008). Em mudas

18



de Mentha arvensis L. inoculadas com Acaulospora scrobiculata Trappe também houve maior
teor de 6leos essenciais, aumento de mentol nos éleos, além do maior crescimento, comparado as
plantas ndo micorrizadas (FREITAS et al., 2006).

2.2.2 No estabelecimento de plantas micropropagadas
A micropropagagdo consiste no cultivo de plantas in vitro, em substrato livre de

patogenos, sendo as plantas produzidas em recipientes contendo meio de cultura rico em
nutrientes para o seu desenvolvimento e mantidas em condi¢des ambientais controladas
(KAPOOR et al., 2008). Em virtude do rigoroso controle que as plantulas estdo submetidas em
sistemas de micropropagacdo, a utilizacdo de micro-organismos benéficos, como os FMA, pode
ser uma opc¢do para o estabelecimento dessas plantas apds o transplantio no campo. Trabalhos
vém sendo realizados com a utilizacdo de FMA para a aclimatacdo dessas plantas em casa de
vegetacdo antes do transplantio (SILVA et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2010; RUIZ et al., 2011
YADAV et al., 2012).

Os efeitos benéficos da inoculagdo com FMA em plantulas micropropagadas estdo
diretamente relacionados ao melhor desenvolvimento do sistema radicular, aumento na eficiéncia
fotossintética, na capacidade de absorcdo de agua, no estoque de nutrientes, maior tolerancia ao
ataque de patdgenos radiculares e a estresses ambientais (KAPOOR et al., 2008, OLIVEIRA et
al., 2011).

Plantas de Capsicum annum L. cv. San Luis colonizadas com uma mistura de
Paraglomus albidum (Walker; Rhodes), Claroideoglomus claroideum (Schenk; Smith) e Glomus
diaphanum (Morton; Walker) apresentaram rapida adaptacdo a aclimatacdo e incremento no
crescimento (ESTRADA-LUNA; DAVIES JR., 2003). A inoculagdo micorrizica em plantas
micropropagadas de Scutellaria integrifolia Pursh apresentou efeitos positivos sobre o
crescimento, principalmente no desenvolvimento radicular, em comparagdo aos tratamentos sem
a presenca de FMA (JOSHEE et al., 2007). Plantulas de antario (Anthurium andraeanum Lindl.)
obtidas por micropropagacdo apresentaram maior producdo de matéria seca quando inoculadas
com FMA (STANCATO; SILVEIRA, 2006).

A inoculagdo com Funneliformis mosseae (T.H. Nicolson; Gerd.) Gerd. ; Trappe em

plantulas micropropagadas de roma (Punica granatum L.) contribuiu para o desenvolvimento,
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proporcionando maior taxa de sobrevivéncia (90% e 88% aos 60 e 90 dias, respectivamente, apos

inoculacdo micorrizica) na fase de aclimatagdo, em casa de vegetacdo (SINGH et al., 2012b).
Diante dos resultados com diversas culturas, os FMA apresentam-se como micro-

organismos importantes na fase de aclimatacéo de plantas micropropagadas, trazendo beneficios

que podem ser importantes para seu estabelecimento em um novo ambiente.

2.2.3 Na recuperacdo de areas degradadas
A constante degradacdo do meio ambiente tem impulsionado pesquisas em busca de

recursos bioldgicos para a recuperacdo de areas impactadas. A utilizacdo de mudas micorrizadas
pode constituir alternativa para o estabelecimento de espécies vegetais nessas areas, melhorando
também as condicGes edaficas do local (MILLERET et al., 2009). Mudas micorrizadas de
embauba (Cecropia pachystachya Mart.) inoculadas com FMA representaram maior economia
para 0 produtor, com alta taxa de sobrevivéncia (88%) ap0s o transplantio para o campo
(CARNEIRO et al., 2004).

Vodnik et al. (2008) relataram que a glomalina, produzida exclusivamente por FMA,
contribui para o sequestro de metais pesados em solos poluidos, se ligando a elementos como o
Pb. Nesse aspecto, Cornejo et al. (2008) relataram que a glicoproteina atuou na imobilizacéo do
cobre em érea contaminada, beneficio que pode ser Util para o restabelecimento da vegetacdo em
locais poluidos com metais pesados.

Os FMA presentes em solo contaminado por metais pesados também desempenham
papel importante para a planta, pois sdo capazes de adsorver metais no micélio externo, evitando
que estes passem para 0 vegetal (JANKONG; VISOOTTIVISETH, 2008; WANG et al., 2008).
Estudando o efeito de FMA sobre o crescimento e o estoque de metais (Cd, Zn, PB) em
Medicago truncatula Gaertn., em solo agricola contaminado, Redon et al. (2009) verificaram que
nas plantas micorrizadas a concentracdo de metais na parte aérea foi reduzida em relacdo ao
controle ndo inoculado. Da mesma forma, a inoculagdo com FMA favoreceu o acimulo de
metais pesados em raizes de Brachiaria decumbens Stapf., diminuindo a passagem de elementos

toxicos para a parte aérea da planta, em relagdo ao controle ndo inoculado (SILVA et al., 2006).
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2.2.4 Na tolerancia a estresses salino e hidrico
Os FMA também podem contribuir para 0 aumento da tolerancia das plantas em areas

com baixa disponibilidade de agua (WU; XIA, 2006; BOLANDNAZAR et al., 2007) e em
ambientes salinos (KAYA et al., 2009; SORIANO et al., 2009) pela acdo do micélio externo que
auxilia na absorcdo de agua pelos vegetais. Plantas de Carthamus tinctorius L. inoculadas com
Claroideoglomus etunicatum foram mais tolerantes a estresse salino do que os tratamentos nédo
inoculados, com maior incremento nos pesos da parte aerea e radicular, maior quantidade de
folhas e aumento da area foliar, apresentando maior contetido de P nas folhas, o que pode ter
favorecido o desenvolvimento nos niveis de salinidade estudados (ABBASPOUR, 2010). Da
mesma forma, mudas de Jatropha curcas L. inoculadas com consoércio de espécies foram mais
resistentes aos cinco niveis de salinidade estudados (0.1, 0.2, 0.3, 0.4 e 0.5% de NaCl), com
comprimento da parte aérea e radicular e didmetro do caule significativamente maiores do que o
controle e maior taxa de sobrevivéncia nos niveis mais altos de salinidade (KUMAR et al.,
2010).

Em mudas de Tagetes erecta L. inoculadas com Septoglomus constrictum Trappe e
submetidas a estresse hidrico houve promocéo de crescimento vegetal, maior contetdo de P e de
pigmentos, e melhoria na qualidade das flores, tornando as plantas mais resistentes ao regime
escasso de disponibilidade de dgua (ASRAR; ELHIND, 2011).

Em experimento realizado em campo, plantas de milho (Zea mays L.) micorrizadas com
Glomus intraradices e submetidas a diferentes niveis de irrigacdo (96, 63, 32, 15 e 4% de
umidade do solo) tiveram o desenvolvimento favorecido, mesmo nos niveis mais elevados de
déficit hidrico (4% de umidade do solo) em comparagdo aos tratamentos sem a presenca do
simbionte (CELEBI et al., 2010). Este e outros resultados mostram a importancia da presenca
dos FMA no solo, incrementando o desenvolvimento e a tolerancia dos vegetais a condigdes

adversas.

2.2.5 No controle biologico

No solo existem micro-organismos como bactérias, fungos e nematdides que atuam como
patdgenos de diversas culturas, causando prejuizos na agricultura. Entre as formas de controle
desses patogenos estdo o uso de cultivares resistentes, a aplicacdo de residuos toxicos

(inseticidas, nematicidas, bactericidas, dentre outros), a rotagdo de culturas e a fumigacdo do
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solo. No entanto, novas formas de controle biolégico devem ser usadas visando a
sustentabilidade do ambiente, e 0 uso de micro-organismos simbiotréficos, como os FMA,
podem ser uma importante ferramenta biotecnoldgica para essa finalidade (MAIA et al., 2005).

A producdo de arbasculos nas células do cortex radicular proporciona modificacdes na
morfologia dessas células, conferindo a planta uma barreira fisica contra a penetracdo de
possiveis patdgenos. Com a simbiose estabelecida ocorrem efeitos diretos e indiretos para a
planta, tais como: interacdes quimicas e bioquimicas, alteracdes na fisiologia radicular, aumento
da espessura da parede das células corticais, maior lignificacdo das raizes, estimulo a
comunidade rizosférica antagdnica e maior absorcao de nutrientes (MAIA et al., 2005).

Pesquisas tém relatado o emprego de FMA para aumentar a resisténcia de plantas ao
ataque de patdégenos do solo (CAMPOS, 2009; HU et al., 2010; SINGH et al., 2012a). Os
patogenos radiculares competem por sitios de colonizagdo dos FMA, por isso muitas vezes a
inoculacdo prévia com o simbionte pode reduzir os danos causados pela doenca e o
desenvolvimento do parasita (SMITH; READ, 2008). Em bananeira-mac, a inoculacéo prévia
com FMA reduziu os indices do mal-de-panama (BORGES et al., 2007). Em quatro variedades
de Vigna unguiculata (L.) Walp. infectadas com Meloidogyne incégnita (Kofoid; White)
Chitwood, as mudas micorrizadas apresentaram menor nimero de galhas e houve menor
reproducédo do parasita que no tratamento controle (ODEYEMI et al., 2010).

Reducdo na reproducédo do patégeno e diminuicdo de sintomas também foram observados
em mudas de maracuja doce (Passiflora alata Curtis) micorrizadas com Fuscutata heterogama e
infestadas com Meloidogyne incognita tiveram sintomas menos severos que as mudas nao
associadas a FMA; além disso também se registrou reducao na reproducéo do patégeno (Anjos et
al., 2010). A incidéncia de Fusarium chlamydosporum Wollenw. Reinking também foi reduzido
em mudas de pepino (Cucumis sativus L.) pela acdo de FMA (HU et al., 2010).

Os fatores que atuam diretamente na proliferacdo da doenca na planta estdo relacionados
a sua nutricdo e a densidade relativa do inéculo do patdgeno. Plantas micorrizadas tendem a ser
mais bem nutridas e desenvolvidas, reduzindo dessa forma a atuagdo do organismo patogénico
(MAIA et al., 2005).
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2.3 PRODUCAO DE INOCULANTE DE FMA

Diante dos beneficios advindos da associacdo micorrizica, a producdo de inoculante de
FMA em larga escala é necesséria, pois esses simbiontes constituem ferramenta biotecnoldgica
que pode reduzir a utilizacdo de insumos agricolas que degradam o ambiente, bem como 0s
adubos que ndo degradam, mas que podem ser caros.

O ponto chave para o uso de FMA como promotores de crescimento vegetal e demais
interesses agricolas é o desenvolvimento de técnicas adequadas para a producdo em larga escala
de inoculante livre de patdgenos com grande potencial de infectividade e efetividade (KAPOOR
et al., 2008). Diferentes métodos, substratos, hospedeiros e espécies de FMA vém sendo testados
para producédo de inoculante micorrizico (Tabela 1).

Alguns inoculantes de FMA, tais como: Mycorise, Endorize, Endomycorrhizal inoculant,
AgBio-Endos, Rhizanova, BuRize, Bioterra plus, Mycor, Mycogold, Myco V, AM 120, Terra
Vita, dentre outros, vem sendo comercializados em outros paises. Cozzolino et al. (2013)
testaram, em campo, um inoculante comercial de FMA (AEGIS®), consistindo de uma mistura
de argila calcinada contendo glomerosporos, hifas e fragmentos de raizes colonizadas por
Glomus intraradices. Os autores observaram aumento no crescimento, producédo e estoque de P
para 0 milho em relacdo aos tratamentos sem e com adi¢do de fertilizante fosfatado e mais do
que os tratamentos com apenas FMA nativos. Entretanto, no Brasil ainda ndo é encontrado
inoculante micorrizico arbuscular disponivel no mercado, normalmente sendo este produzido

para uso em trabalhos de pesquisa em universidades e empresas publicas.

Tabela 1. Métodos, hospedeiros, FMA e producéo de inoculante micorrizico arbuscular.

Solo e/ou subtratos Hospedeiros FMA Producdo Referéncias
Solo + areia + Panicum miliaceum F. heterogama 3,7 esporos/g Silva et al., (2005)
Vermiculita + C. etunicatum 152
tampéo Tris — HCI
Areia + Vermiculita Panicum miliaceum A. longula 35 esporos/g Silva et al., (2007)
+ tampa@o Tris — HCI G. albida 56

C. etunicatum 292
S. heterogama 15
Areia + solo + adicdo  Allium ampelloprasum  C. claroideum 2011esporos/planta  Gryndler et al.,
de quitina Spp. porrum (2003)
Solo + areia Cymbopogon citratus F. mosseae 52 esporos/10g Kaushish et al.,
(20112)
Solo + resto de folha 111

Solo + esterco bovino 102
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Solo + vermiculita

73

Solo + areia Allium cepa 54
Solo + resto de folha 103
Solo + esterco bovino 103
Solo + vermiculita 85
Solo + areia Sesbania aculeata 48
Solo + resto de folha 96
Solo + esterco bovino 95
Solo + vermiculita 97
Solo + folhas Zea mays Mix de Glomus, 75 esporos/g Gaur;  Adholeya
degradadas Gigaspora e (2002)
Scutellospora spp.
Medicago sativa 77
Trifolium alexandrinum 58
Avena sativa 50
Sorghum vulgare 80

Turfa + vermiculita +
solo + esterco de
galinha

Turfa + vermiculita
Turfa + vermiculita +
esterco de galinha

Sorghum bicolor

C. etunicatum

70 esporos/cm’

60
59

Zambolim et al.,
(1992)

Solo + solugdo Paspalum notatum A. longula >3000 esporos/cm®  Douds; Schenck
nutritiva (1990)
G. margarita >70
G. intraradices >40
Solo + areia + Paspalum notatum G. margarita >20 esporos/cm® Douds (1994)
vermiculita + argila +
solucdo nutritiva
“Inolite”+ fertilizante Pueraria javanica A. delicata 216 esporos/g Setiadi (2002)
(VITAFEED-102)
Paspalum notatum A. delicata 166
Areia + fertilizante Sorghum sp. G. manihotis 81
(VITAFEED-102)
Pueraria javanica A. tuberculata 83
Vermiculita +
composto de folhas
Vermiculita + Paspalum notatum C. etunicatum 372 esporos /50cm®  Douds et al.,
composto de folhas (2006)
Vermiculita + C. etunicatum 383
composto + solucdo
nutritiva
Vermiculita + C. etunicatum 416
composto + proteina
digestiva de peixe.
F. mosseae 342
Composto de folha + Paspalum notatum F. mosseae 525 esporos/50 cm®  Douds et al.,
vermiculita (2010)
C. claroideum 946
Composto de folha + F. mosseae 346
perlita
C. claroideum 452
Composto de folha + F. mosseae 512

turfa



G. intraradices 650
G. claroideum 1220
Solo + areia + FYM Daucus carota G. intraradices 159 propéagulos  Sharma;
(exo6tico) infectivos/g Adholeya (2011)
G. intraradices 148
(indculo
Mycorise)
In vitro Daucus carota G. intraradices 6680 esporos/100 Tiwari; Adholeya
ml de meio (2002)
Gi. Margarita 750
Solanum lycopersicon G. intraradices 893 esporos/40 ml  Diop et al., (1994)
de meio de cultura
D. versiforme 2065
Daucus carota D. reticulata 42 esporos/placa de Declerck et al.,
Petri (2004)
Daucus carota C. etunicatum 150 Pawlowska et al.,
(1999)
Daucus carota D. versiforme 9500 Declerck et al.,
(1996)
Aeroponia Ipomoea batatas K. colombiana 5082 esporos/g de Souza et al,
raiz seca (1996)
Manihot esculenta K. colombiana 3500 Mergulh&o (2001)
Ipomoea batatas C. etunicatum 177,6 Paiva et al,
(2003)
Ipomoea batatas Glomus sp. 135.000 Sylvia;  Jarstfer
(1992)
Ipomoea batatas Glomus sp. 3738 Jarstfer et al,
(1998)
Paspalum notatum F. mosseae 5 Sylvia;  Hubbel
(1986)
G. intraradices 8

Fonte: O autor, 2017.

2.3.1 Producéo de inoculante em solo e outros substratos

A produgdo de indculo de FMA em potes de cultura com solo ou com mistura de
substratos é conhecida (ZAMBOLIM et al., 1992; GENTILI; JUMPPONEN, 2005). A técnica

consiste na utilizacdo de espécies vegetais micotroficas que sdo plantadas em potes contendo

solo ou outro substrato esterilizado e permanecem por um periodo de mais ou menos trés meses

em casa de vegetacdo e, quando possivel, em condi¢des controladas de temperatura e umidade.

Muitas vezes s@o aplicados materiais inorgénicos inertes como perlita, turfa e vermiculita para

compor o substrato de cultivo (KAPOOR et al., 2008), o que favorece a aeragéo e a retencdo de

umidade.

Composicdo de substratos ou apenas solo para producdo de inoculante de FMA,

normalmente devem apresentar baixa quantidade de fdésforo disponivel, uma vez que altas
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concentracOes desse nutriente podem diminuir ou, até mesmo, inibir a colonizagcdo micorrizica
(SILVA, 2008). O teor de nutrientes e a adi¢cdo de macro e micronutrientes podem interferir na
simbiose micorrizica arbuscular, atuando diretamente em relacdo ao fungo ou indiretamente em
relacdo a planta (1JDO et al., 2011).

Fatores como pH do solo, temperatura, umidade, aeracdo, luz e radiacdo, ions
inorgéanicos, dorméncia e estocagem dos glomerosporos, dentre outros, podem afetar o processo
de producgdo. Em relacdo as plantas, a sua influéncia sobre a fotossintese e alocacdo de carbono
para as raizes podem afetar indiretamente a colonizacdo e a producdo de glomerosporos do
simbionte (1JDO et al., 2011).

Revisando os métodos de producdo de inoculantes de FMA em larga escala, ljdo et al.
(2011) listaram como bons hospedeiros vegetais: cebola, alho por6d (Allium spp.), milho (Zea
mays L.) e grama batatais (Paspalum notatum Flugge). Sylvia (1994) e Gaur et al. (2007)
também citaram alfafa (Medicago sativa L.), trigo (Triticum spp. L.) e sorgo [Sorgum bicolor
(L.) Moench] como bons hospedeiros. Essas plantas apresentam varias vantagens, como ciclo de
vida curto, adequado desenvolvimento do sistema radicular, facilidade de serem colonizadas por
diferentes espécies de FMA, tolerdncia a niveis relativamente baixos de fdsforo, baixa
suscetibilidade a patdgenos e tolerancia a variacao de temperatura.

Segundo Siqueira et al. (1985), em geral espécies de Gigaspora e Acaulospora tém
melhor desenvolvimento em pH acido, enquanto espécies de Glomus preferem solo neutro a
alcalino. Uma forma de estabilizar o pH do substrato, adequando-o para melhor desenvolvimento
do fungo ¢é a aplicacdo de tampao organico. Silva et al. (2005) verificaram estimulo na producéo
de esporos de FMA quando adicionaram tampdo Tris-HCI ao substrato de cultivo, composto de
solo + areia + vermiculita (2:1:1 v/v).

Diversas substancias, como sacarose, glicose e formononetina podem ser aplicadas nos
substratos de cultivo com o intuito de estimular a esporulacdo dos FMA (VILARINO; SAINZ,
1997; GRYNDLER et al., 2003; NOVAIS; SIQUEIRA, 2009). Nesse aspecto, a adi¢do de
quitina ao substrato de cultivo do fungo micorrizico contribuiu para maior producdo de
glomerosporos, aumento na colonizacdo das raizes e no crescimento do micélio externo
(GRYNDLER et al., 2003).
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A aplicagdo do isoflavondide formononetina ao substrato de cultivo estimulou em até
89% a esporulacdo de sete dos 13 isolados de FMA testados em associagdo com Brachiaria
decumbens Stapf., sendo produzidos, em média, 2.666 por 50 ml de solo (NOVAIS; SIQUEIRA,
2009).

A utilizacdo de adubos organicos ao meio de cultivo de producdo de inéculo de FMA
pode favorecer a producdo de glomerosporos devido ao maior crescimento e extensdao das hifas
do micobionte (LABIDI et al., 2007). Kaushish et al. (2011) observaram que a quantidade de
glomerosporos de Funneliformis mosseae foi maximizada quando o substrato de cultivo era
composto por solo + residuo vegetal a base de folhas (111+0,81 glomerosporos), seguido por
solo + esterco bovino (102+1,63 glomerosporos); solo + vermiculita (732,49 glomerosporos);
solo + areia (52+2,05 glomerosporos), todos na proporcdo 3:1 peso/peso e tendo como planta
hospedeira o capim limao [Cymbopogon densiflorus (Steud) Stapf.].

Cultivo em substratos livres de solo evita a presenca de organismos prejudiciais e permite
o0 controle sobre muitas caracteristicas fisicas e quimicas do meio de crescimento (JARSTFER;
SYLVIA, 1992). Além disso, o substrato pode ter composi¢do mais uniforme, menor peso e
fornecer melhor aeracdo do que o meio de crescimento contendo solo (SYLVIA, 1994). Setiadi
(2002) relatou o efeito de alguns substratos, sem solo, na producdo de glomerosporos. O autor
observou a producéo de 81 e 83 glomerosporos por grama de substrato de Glomus manihotis e
Acaulospora tuberculata Janus; Trappe, respectivamente, em potes de cultivo contendo apenas
areia lavada pasteurizada, suplementada com fertilizante liquido (VITAFEED-102) e associa¢do
com sorgo e kudzu [Pueraria montana var. lobata (Willd.) Maesen; S. Almeida].

Para sucesso na producdo de inoculante uma etapa importante é a montagem dos potes de
cultura, uma vez que o risco de contaminacdo é grande, pois 0s FMA podem ser carreados de
diversas formas no ambiente. O local deve ser limpo, organizado, sem presenca de insetos, aves
ou outros animais, e o responsavel pela montagem nédo deve utilizar utensilios contaminados com
outros fungos. Apo6s producdo do inoculante, este deve estar completamente seco, para
armazenamento em sacos plasticos selados e identificados com os nomes das espécies (INVAM,
2001).

Inoculante micorrizico arbuscular pode ser armazenado em temperatura ambiente ou em

geladeira (4°C) sem perder a infectividade e a efetividade (Silva 2006). A producdo de
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inoculante de C. etunicatum, Gigaspora albida Schenck; Smith, F. heterogama e Acaulospora
longula Spain ; Schenck em associagcdo com paing¢o (Panicum miliaceum L.) foi aumentada com
a adicdo de tampdo Tris-HCI (SILVA et al., 2007). Os autores também relataram que o
armazenamento em refrigerador (4 °C) contribuiu para manutencdo da viabilidade (4 meses)
mais do que a estocagem em temperatura ambiente (z 28 °C).

A producdo em massa de inoculante micorrizico também vem sendo realizada em campo.
Douds Jr. et al. (2006) desenvolveram um novo método de producdo de inoculante para climas
temperados reduzindo a aplicacdo de insumos quimicos sintéticos e eliminando o processo de
fumigacdo do substrato. Os autores utilizaram mudas de grama batatais (Paspalum notatum),
pré-colonizadas por varios isolados de FMA (F. mosseae, C. etunicatum, C. claroideum, Glomus
intraradices e Gigaspora gigantea) que foram cultivadas ao ar livre, em canteiros. Proporgdes de
solo + vermiculita e composto organico (esterco de gado e folhas) + vermiculita foram testados
verificando-se que as proporcdes de 1:99 e 1:4 de composto + vermiculita propiciaram elevada
quantidade de propagulos (4,7 x 10°e 56,7 x 10° propagulos/ cm?, respectivamente) por volume
dos canteiros, sendo o maior nimero de propagulos produzidos por F. mosseae (108 x 10°
propagulos/ cm®). Douds Jr. et al., (2007) mostraram que a aplicacdo deste inoculante, produzido
em 2006, proporcionou aumento na producdo de tubérculos de batata em experimento no campo.

Em 2010, os mesmos autores deram continuidade ao trabalho, utilizando mudas de
Paspalum notatum mantidas em casa de vegetacdo durante trés meses, em substrato formado por
solo + areia + vermiculita + turfa esterilizados (1:0.75:1:0.75 v/v). Apoés esse periodo, as mudas
foram transplantadas para canteiros contendo a mistura de composto (gramineas e folhas) +
vermiculita. Diferentemente do trabalho realizado em 2006, foram adicionadas dilui¢cdes de solo
de campo, coletado em area de sistema organico, ao substrato a base de composto (folhas +
adubo organico) + vermiculita, o que propiciou aumento na propagacdo de FMA nativos (F.
mosseae, C. claroideum, G. intraradices e Glomus sp.), com producdo de 465 propégulos de
FMA por cm® de substrato, e média total de 132 + 26 glomerosporos por 50 cm?® de solo.

Esse sistema de producédo de inoculante pode ser alternativa para otimizar o fornecimento
de biofertilizantes para produtores agricolas, diminuindo a utilizacdo de fertilizantes fosfatados
que sdo, normalmente, mais onerosos. Entretanto, problemas como o fornecimento de mudas ja

colonizadas por outros fungos micorrizicos, a presenca de patdgenos radiculares, substratos ricos
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em nutrientes, sobretudo fosforo, que podem inibir a atuacdo do simbionte, minerais como
vermiculita, que por vezes estdo contaminados, para composi¢do do substrato e outros fatores

devem ser considerados antes da instalacdo do sistema.

2.3.2 Producéo de inoculante In vitro

Para ser de qualidade o inoculante deve possuir as seguintes caracteristicas: ser infectivo,
ou seja, capaz de colonizar o hospedeiro; ser efetivo, trazendo beneficios para o hospedeiro,
aumentando o crescimento e/ou proporcionando tolerancia a estresses bidticos e abioticos; ser
concentrado, para facilitar o estoque, o transporte e a aplicacdo; ser livre de patogenos; e
apresentar longa viabilidade (JARSTFER; SYLVIA, 1992). Diante dessas caracteristicas, a
producdo de propagulos de FMA in vitro pode ser alternativa para fornecer inoculante de
qualidade, uma vez que a técnica requer controle intenso para evitar contaminacdo e elevada
producdo de micélio extra-radicular e glomerosporos (DECLERCK et al., 2004; 1JDO et al.,
2011). O sistema de cultivo in vitro, a partir de raizes transformadas por bactérias, pode ser uma
ferramenta importante para avangos no conhecimento em diversas areas como ecologia, biologia
celular, fisiologia e biologia molecular, principalmente devido ao fato do método produzir
grande quantidade de in6culo livre de impurezas (DE SOUZA et al., 2008).

O método de cultivo in vitro consiste na producdo de inoculante de FMA em cultura de
raizes organicas (ROC) em placas de Petri contendo meios de cultivo especificos, compostos por
macro e micronutrientes, além de vitaminas e sacarose. Sao geralmente incubados
glomerosporos, esporocarpos ou fragmentos de raizes micorrizadas para a producdo do
inoculante (TIWARI; ADHOLEYA, 2002; KAPOOR et al., 2008; 1JDO et al., 2011). Declerck
et al. (2004) observaram germinacéo de glomerosporos de Fuscutata heterogama incubados em
meio especifico com raizes de Daucus carota L. transformadas por bactérias, apos periodo de 7
a 10 dias. O numero de glomerosporos teve crescimento exponencial a partir da 142 semana até a
28?2 sendo de 4,3 = 3,4 glomerosporos produzidos por semana em cada placa de Petri. O pico
méaximo da producdo foi observado da 292 semana até a 342 semana, com média de 42 + 37
glomerosporos de F. heterogama formados por placa de Petri.

Declerck et al. (2002) testaram, em casa de vegetacdo, a resposta de crescimento de

mudas micropropagadas de bananeira (Musa spp. c.v. Grand Naine) que receberam inéculo de



FMA produzido in vitro. Os autores inocularam 400 glomerosporos de G. intraradices oriundos
de cultura monoaxénica a partir de fragmentos de raizes colonizadas pelo FMA com raizes
transformadas de cenoura (Daucus carota L.), obtendo maior conteddo de fosforo e incremento
no peso seco da parte subterranea e aérea das mudas.

Pawlowska et al. (1999) também haviam obtidos resultados satisfatdrios na producdo in
vitro de inoculante de G. intraradices. com raizes transformadas de cenoura. Duas semanas ap0s
a incubacdo, os autores observaram formacédo de novos glomerosporos de G. intraradices sem
qualquer tipo de contaminacdo e com 12 semanas a densidade média produzida foi de
aproximadamente 150 glomerosporos por placa.

Essa metodologia torna-se importante pela alta producéo de glomerosporos limpos, sem
qualquer patégeno e com grande potencial para desenvolvimento em escala industrial.
Entretanto, exige elevado investimento tecnoldgico, altos custos e nem todas as espécies de FMA
sdo estabelecidas com sucesso nesse sistema (IJDO et al., 2011). Herrmann e Lesueur (2013)
relataram em seu artigo de revisdo, que o custo para utilizacdo de inoculante produzido in vitro
seria, aproximadamente, o0 mesmo da quantidade de fertilizante fosfatado a ser utilizado,
tornado-se uma limitacdo para os agricultores, pois ndo adotariam um inoculante caro, se existe
uma forma mais barata de conseguir uma resposta de crescimento equivalente. Além disso, 0s
isolados produzidos podem ser menos competitivos do que os multiplicados em solo
(GIANINAZZI; VOSATKA, 2004).

2.3.3 Producéo de inoculante livre de substrato

Métodos como hidroponia (HAWKINS; GEORGE, 1997) e aeroponia (SYLVIA;
HUBBELL, 1986) também foram testados para producéo de inoculante de FMA. As plantas sdo
inoculadas previamente em substrato, que pode ser composto por solo ou areia e vermiculita, e
apos a colonizagéo ser detectada, sdo transferidas para os sistemas de producdo, onde recebem
solucdo nutritiva com baixa concentracdo de fosforo e pH ajustado (JARSTFER; SYLVIA
1992). Segundo Sylvia (1994), cultivo livre de solo ou inoculante produzido em sistemas
hidropbnico e aeropdnico devem ser usados por razdes de saneamento, logistica e custos.

A producéo de inoculante no sistema aeropdnico tem se mostrado uma tecnologia eficaz,
com producdo de elevada quantidade de propégulos (SYLVIA; HUBBELL, 1986; HUNG;
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SYLVIA, 1988). Inéculos de S. deserticola, C. etunicatum e Glomus clarum produzidos em
sistema aeropbnico, em associagdo com P. notatum e |. batatas apresentaram abundante
formacéo de arbdsculos e vesiculas nas raizes das plantas (HUNG; SYLVIA, 1988). Em relacédo
a esporulacao, este diferiu entre os isolados e os autores justificaram essa diferenca de producéo
de glomerosporos entre as espécies de FMA a fatores como grau de colonizagdo das plantas
antes da transferéncia para o sistema aeroponico e diferencas de respostas as novas condicoes
ambientais impostas.

Os principais aspectos positivos da producdo de inoculantes micorrizicos arbusculares em
aeroponia sdo o fato de o indculo ser livre de patdgenos e a grande quantidade de glomerosporos
produzidos (MOHAMMAD et al., 2000). Mergulhdo (2001) mencionou a producdo de 3.500
glomerosporos de Kuklospora colombiana (Spain; Schenck) Oehl e Sieverd. por planta de
mandioca (Manihot esculenta Crantz), aos 105 dias, em sistema aeropdnico. A mesma espécie de
FMA associada a batata-doce (Ipomoea batatas (L.) Lam), produziu respectivamente 5.082 e
156.336 glomerosporos por grama de raiz seca aos 70 e 98 dias de cultivo em aeroponia
(SOUZA et al., 1996). Paiva et al. (2003) observaram que a producdo de glomerosporos de
Glomus clarum Nicol. e Schenck e C. etunicatum, no mesmo sistema, decresceu com o tempo,
sendo maior aos 90 dias, que aos 120 dias (médias de 1290 glomerosporos e 290 glomerosporos
em 100 gramas de raizes Umidas, respectivamente).

Espécies de FMA (F. mosseae, G. intraradices, C. etunicatum, dentre outros) vém sendo
produzidos com sucesso em sistema aeropdnico, tendo como principais plantas hospedeiras a
grama batatais (Paspalum notatum) e a batata doce (Ipomoea batatas) (JARSTFER; SYLVIA,
1992). Martin-Laurent et al. (1999) constataram que ap6s quatro meses de cultivo de Acacia
mangium em sistema aeroponico as mudas micorrizadas com espécies de Glomus presentes em
um in6culo comercial (Endorize), produzido pela empresa AGRON (Agrochemicals
Development and Marketing Ltd.), em Israel, apresentaram aumento no peso seco da parte aérea
e radicular, maior area foliar e maior crescimento do que as estabelecidas em potes com solo.

Além de inoculos infectivos, efetivos e de baixo custo, também devem ser identificados
carreadores adequados que facilitem o transporte, e propiciem a manutencdo da viabilidade do
inoculante por longo tempo. O encapsulamento de propagulos de FMA (glomerosporos) em

alginato de sodio pode ser uma alternativa viavel para aperfeicoar o fornecimento de inoculante
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micorrizico arbuscular no mercado, uma vez que as capsulas apresentam-se livre de patdgenos
(JAIZME-VEJA et al., 2003) e podem permanecer com o material viavel por muito tempo
(PLENCHETTE; STRULLU, 2003).

Sylvia e Jarstfer (1992) encapsularam com carragenina raizes micorrizadas de Ipomoea
batatas, produzidas em sistema aeropbnico, contendo propagulos de Glomus; cada pellet
produzido continha 1,2 propagulos (indculo desinfestado) e 0,5 (in6culo ndo desinfestado).

Utilizando a batata (Solanum tuberosum L., var. Bintje) como planta hospedeira
inoculada com esporos de Glomus sp. encapsulados em alginato, De Jaeger et al. (2011)
observaram aumento na colonizacao de raizes com o passar do tempo do experimento, chegando
a apresentar 30% de colonizagdo micorrizica em 20 semanas. O padrdo também foi seguido para
a quantidade de glomerosporos: mais de 6000 glomerosporos foram quantificados a partir da
vigésima semana de inoculacéo.

Sistemas de producdo de inoculante micorrizico arbuscular livres de substrato, como a
aeroponia, devem ser levados em consideragdo, pois produzem grande quantidade de propagulos,
principalmente de glomerosporos, que sdo as estruturas dos FMA mais utilizadas para inoculagdo
em mudas nos trabalhos de pesquisa. Assim, investimentos em substratos de armazenamento
para manutencdo da viabilidade do inoculante produzido dessa forma devem ser testados para
obtencdo de inoculante capaz de manter-se infectivo com o passar do tempo e poder ser

comercializado.

3 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

3.1 PRODUCAO, ESTOCAGEM E CUSTOS DE INOCULO DE FUNGOS
MICORRIZICOS ARBUSCULARES (FMA)

3.1.1 Coleta do solo e local de execugdo dos experimentos

O solo usado no experimento, do tipo Latossolo Amarelo Distréfico Argissoélico, foi
coletado em Goiana, Pernambuco (07°38°20°’S, 34°57°10”’w, 13 metros de altitude), na
profundidade de 0-30 cm. Parte das amostras foi encaminhada para analise de fertilidade no
Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA), apresentando as seguintes caracteristicas: pH = 5,4;
P = 4mg dm™; K = 0,04, Ca=0,7, Mg = 0,5, Na = 0,02, Al = 0,7 e CTC = 7,3 cmolc dm™. A
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analise fisica foi realizada na Universidade Federal Rural de Pernambuco (DS = 1,60, DP = 2,53
e PT = 36,71 g/cm®) e o solo classificado como de textura areia-franca.
Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo e no Laboratério de Micorrizas

do Departamento de Micologia da Universidade Federal de Pernambuco.

3.1.2 Producéo de inoculante em sistema aeroponico

Ramas de batata doce [Ipomoea batatas (L.) Lam.] obtidas do Banco de Germoplasma da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) foram lavadas e colocadas para
enraizamento em recipientes contendo agua. Depois de enraizadas, as ramas foram distribuidas
em seis vasos/tratamento contendo substrato composto por solo + areia (3:1) esterilizados, e
inoculadas (solo-in6culo contendo 200 glomerosporos), separadamente, com isolados de
Claroideoglomus etunicatum (Becker ; Gerd.) Walker e Schuler URM FMA 03 ou Glomus
clarum Nicol. e Schenck URM FMA 08, fornecidos pelo Laboratério de Micorrizas/ UFPE.

Apds 90 dias em casa de vegetacdo retirou-se, de cada um dos vasos, 0,5 g das raizes para
determinacdo da colonizacdo micorrizica e 20 g de substrato para avaliagdo do numero de
glomerosporos. As raizes foram lavadas, diafanizadas com KOH (10%) e coradas com 0,05%
Azul-de-Tripano (PHILLIPS; HAYMAN, 1970). Foi utilizada a técnica de intersecdo dos
quadrantes (GIOVANNETTI; MOSSE, 1980) para determinacdo do percentual de colonizagéo.
Os glomerosporos foram extraidos pelas técnicas da decantacdo e peneiramento Umido seguidos
de centrifugacdo em &gua e sacarose 40% (GERDEMANN; NICOLSON, 1963; JENKINS,
1964) e quantificados em estereomicroscopio (40x).

As plantas micorrizadas foram transferidas para camaras aerop6énicas montadas em caixas
d’agua, contendo 200 L de agua destilada e 1 L de solucéo nutritiva de Hoagland modificada
com a seguinte composic¢ao quimica: KH,PO,4, 0,01M; KNO3, 1M ; NaFeEDTA, 1M; Ca(NOs3),,
1M; NaCl, 0,1M; MgSO,, 1M; H3BO3;, 50 mM; MnCl,.4H,0, 1 mM; ZnS0O4.5H,0, 0,7 mM,;
CuS04.5H,0, 3 mM; e Na;M00,4.2H,0, 0,07 mM (JARSTFER; SYLVIA 1992). Com auxilio de
um conjunto de microaspersores, as plantas receberam solugdo nutritiva por pulverizagdo em
ciclos continuos de um minuto de aspersdo, e trés minutos sem aspersédo, 0 que permitiu
atmosfera arejada para o sistema radicular suspenso. Diariamente, o pH foi aferido e ajustado

para 6,0 utilizando-se solugdes de HCI (1%) ou NaOH (0,1 N). Associado ao sistema foi
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instalada uma fonte luminosa (GRO-LUX F-30T12), a 70 cm de altura das plantas, acesa a noite
para manter as plantas iluminadas constantemente e estimular a multiplicagédo dos FMA.

Os valores de temperatura e umidade relativa do ar foram registrados com auxilio de um
termohigrometro, com temperatura minima de 23,5°C e maxima de 32,6°C e média de umidade
relativa de 79%.

O experimento foi analisado em delineamento inteiramente casualizado para cada FMA
(Claroideoglomus etunicatum e Glomus clarum), considerando trés periodos de avaliacdo (T1 =
45, T2 =90 e T3 = 120), em seis repeticdes.

Amostras das raizes foram retiradas 45, 90 e 120 dias ap6s o transplantio para o sistema
aeropbnico para estimativa de produgdo de glomerosporos e da colonizagcdo micorrizica. A
esporulacdo foi avaliada a partir de 20 g de raizes que foram lavadas cuidadosamente para
liberacdo dos glomerosporos aderidos, que foram recolhidos em peneiras de 45 um de abertura,
transferidos para placa canaletada e contados em microscépio estereoscopico (40 x). A

colonizagdo micorrizica das raizes foi avaliada como descrito.

3.1.3 Potencial infectivo do inoculante produzido em sistema aeroponico

As raizes produzidas foram secas e pesadas. Um grama de raiz, cortada em pequenos
fragmentos, foi acondicionado em sacos plasticos contendo 500 mL de um dos seguintes
substratos: a) areia; b) areia + vermiculita fina (1:1 v/v); c) areia + argila expandida (1:1 v/v). O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com trés substratos de armazenamento
(a, b e ¢) x 2 temperaturas de estocagem (ambiente = 28 © C e refrigeracdo = 4 ° C), com cinco
repeticbes. As avaliagbes foram realizadas para cada fungo e periodo de armazenamento (3, 6 e
10 meses), separadamente.

Testes de infectividade do inoculante foram feitos nos tempos zero (antes da estocagem)
e apos trés, seis e 10 meses de estocagem. Para estes testes foi utilizado o meétodo da
percentagem média de infecgéo (MIP) (http://invam.caf.wvu.edu/Myc-
info/Methods/Assays/Mip.htm 2001), usando milho (Zea mays L.) como hospedeiro. A diluicdo
foi de 1:10 (inoculante : substrato v/v) e como diluente foi utilizado 0 mesmo solo que serviu
para micorrizacdo inicial das plantas de batata. Apds 30 dias em casa de vegetacdo, 0,5 g de

raizes de milho foram coletadas, lavadas, coradas, e avaliadas quanto a percentagem de
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colonizagdo micorrizica pelo método de intersecdo de quadrantes (GIOVANETTI; MOSSE,
1980). O inoculante foi considerado infectivo, quando a colonizagéo foi igual ou maior que 25%
(INVAM, 2001).

Analise estatistica: os dados de numero de glomerosporos foram transformados em log (x
+1) e a porcentagem de colonizagdo micorrizica em arco seno V x/100. Os dados foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey (p <
0,05). A percentagem de colonizacdo das raizes no sistema aerop6nico (45, 90 e 120 dias) em
relacdo a producdo total em vasos contendo solo e areia (90 dias) foi testada pelo teste t para
amostras independentes, utilizando o software Statistica (STATSOFT, 1997).

3.1.4 Custos de producéo do inoculante

Os precos de aquisicdo dos equipamentos e materiais usados para a instalagcdo do sistema
aeropdnico e conservacao dos inoculantes foram contabilizados, bem como as despesas correntes
para a producdo do indculos e a sua conservacdo. Para calcular o custo do investimento na
instalacdo do sistema aeroponico, para uma batela (120 dias) de producdo, o sistema foi
considerado com uma duracdo de cinco anos com duas batelas produzidas a cada ano, ao passo
que o custo do refrigerador utilizado para manter os inoculantes foi amortizado em 10 anos. Para
calcular o custo de inoculacdo de uma muda, o gasto total foi dividido pelo nimero de doses
viaveis obtidas ap6s o periodo de incubagdo. Cada dose foi equivalente a 200 glomerosporos
viaveis, usados para inocular uma muda (CAVALCANTE et al., 2001a).

3.2 PRODUCAO EM LARGA ESCALA DE INOCULO DE FMA EM CLIMAS TROPICAL
UMIDO E SEMIARIDO

3.2.1 Montagem dos Experimentos

Dois experimentos, com dois ciclos cada, foram conduzidos, simultaneamente, em Recife
(8°04°03°°S e 34°55°00°°W) e Petrolina (09°23°34°°S e 40°30°28’W), Pernambuco, em canteiros
localizados em areas externas do Departamento de Micologia da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE) e do Campus de Ciéncias Agrarias da Universidade do Vale do Séo
Francisco (UNIVASF), respectivamente. No primeiro ciclo (dezembro/2011 a margo/2012), as

precipitacbes acumuladas foram 501,9 mm, em Recife, e 146,3 mm, em Petrolina; no segundo
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ciclo (abril a julho de 2012) a precipitacdo alcangou 475,8 mm em Recife e 14,3 mm em
Petrolina. As temperaturas minimas e maximas registradas no primeiro ciclo foram,
respectivamente, 22 °C e 33 °C, em Recife, e 19,4 °C e 37,4 °C em Petrolina, e no segundo ciclo,
19,5°C e 33 °C, em Recife, e 16,6 °C e 36,9 °C, em Petrolina.

Cada experimento foi composto pelo cultivo de sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench),
em delineamento inteiramente casualizado e arranjo fatorial de 2 x 4, com quatro repeticoes,
correspondendo a dois tratamentos de inoculagcdo, com Acaulospora longula Spain ; Schenck
(URM FMA 07) ou Claroideoglomus etunicatum (Becker; Gerd.) Walker e Schiler (UNIVASF
06A), e gquatro substratos de cultivo: T1) 60% de areia, 40% de argila expandida; T2) 60% de
areia, 35% de argila expandida e 5% de bagaco de cana; T3) 60% de areia, 35% de argila
expandida e 5% de leucena; e T4) 60% de areia, 35% de argila expandida, 2,5% de bagaco de
cana e 2,5% de leucena. A areia tinha textura grossa e foi peneirada para retirada de detritos,
lavada até apresentar-se visualmente livre de impurezas, seca e desinfestada em estufa a 110 °C,
durante 24 h; a argila expandida tinha particulas de 3 a 5 mm; o bagaco de cana triturado veio do
processamento industrial da cana; e a leucena era composta de ramos de Leucaena leucocephala
Lam. triturados até pequenos fragmentos. A analise dos substratos foi realizada na Embrapa
Semiéarido (Tabela 2).

Os experimentos foram instalados em canteiros de alvenaria, com 10 m de comprimento,
1 m de largura e 0,4 m de altura, divididos em 32 parcelas, separadas com divisérias de isopor e
forradas com lona preta para manter a individualidade dos tratamentos. As parcelas, com 50 cm
x 48,5 cm x 30 cm foram preenchidas com 70 L de substrato.

Seis sementes de sorgo foram semeadas em potes plasticos com 100 ml de areia
esterilizada, inoculadas com 50 glomerosporos, mantidas em casa de vegetacdo e regadas
diariamente; apdés 21 dias a colonizacdo micorrizica foi comprovada pela observacdo, ao
microscopio, de estruturas nas raizes diafanizadas e coradas (PHILLIPS; HAYMAN 1970).
Antes da transferéncia das plantulas para o canteiro de alvenaria. Cada parcela recebeu 36
plantulas de sorgo pré-colonizadas por FMA.

O indculo foi produzido em potes de argila (6 L) com mistura solo + areia (3:1) e paingo
(Panicum miliacium L.) como hospedeiro, durante trés meses. Glomerosporos foram separados
do substrato pelo método de peneiramento Umido (GERDEMANN; NICOLSON, 1963) e
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centrifugagdo em 4agua e sacarose (JENKINS, 1964) e contados, com auxilio de

estereomicroscopio (40x), sendo utilizados como inéculo.

Tabela 2. Analise quimica dos substratos utilizados para producdo dos inoculantes
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T1

T2

T3

T4

S

M.O. pH (H20) C.E. P K Ca Mg Na Al H+AIl (bases) CTC

_g/kg_

T T T T — Ly 101 L ——

0,20 8,1 0,69 445 003 0,75 0,10 0,558 0,00 0,82 1,46 2,28
0,30 79 0,36 969 004 140 030 045 0,00 0,82 2,19 3,01
1,91 6,9 0,84 1494 025 065 025 047 005 1,48 1,62 3,10

1,51 6,8 1,20 14,71 023 150 0,20 052 005 148 245 3,93

64
73
52

62

T1 = areia + argila expandida (6:4); T2 = areia + argila expandida + bagaco de cana (6:3,5:0,5);
T3 = areia + argila expandida + leucena triturada (6:3,5:0,5); T4 = areia + argila expandida +

bagaco de cana + leucena triturada (6:3,5:0,25:0,25). Fonte: O autor.

Regas foram realizadas diariamente no experimento realizado no semiarido e quando
necessario no experimento do Recife. Ao final do ciclo, as plantas foram cortadas para avaliacdo
da biomassa seca da parte aérea e amostras dos substratos foram retiradas para avaliacdo da
colonizacdo micorrizica, nimero de glomerosporos e percentagem média infectiva (MIP) do
inoculante produzido. O numero de glomerosporos foi quantificado conforme descrito. Para
analise de colonizacdo micorrizica 0,5 g de raizes (de cada tratamento) foram lavadas,
diafanizadas e coradas, como mencionado, e avaliados utilizando o método de intersecdo de
quadrantes (GIOVANNETTI; MOSSE, 1980). Para avaliagdo do MIP foi utilizado o método
descrito pelo INVAM (http://invam.caf.wvu.edu/Myc-info/Methods/Assays/Mip.htm 2001).

O delineamento foi inteiramente casualizado em arranjo fatorial de 2 (inoculado com A.
longula ou C. etunicatum) x 4 (substratos de cultivo: T1, T2, T3 e T4), com quatro repeticoes,
para cada local. O numero de glomerosporos foi transformado em log (x + 1) e a porcentagem de

colonizacdo micorrizica em arcoseno Vx/100. Os dados foram submetidos a analise de variancia



e as médias comparadas pelo Teste de Tukey (p< 0,05) utilizando-se o programa Statistica
(STATSOFT 1997).

4 ANALISE DOS RESULTADOS

4.1 PRODUCAO, ESTOCAGEM E CUSTOS DE INOCULO DE FUNGOS
MICORRIZICOS ARBUSCULARES (FMA)

4.1.1 Producdo do inoculante em diferentes sistemas

As concentracdes de glomerosporos de C. etunicatum e G. clarum nas raizes apés 45 dias
de crescimento das plantas no sistema aeroponico foram maiores do que as concentragdes no
solo, no final do periodo de 90 dias de cultivo em vasos com solo + areia. Periodos mais longos
de crescimento no sistema aeropdnico (90 e 120 dias) ndo aumentaram, significativamente, as
concentracdes dos glomerosporos (Tabela 3).

Colonizacéo das raizes por C. etunicatum apds 45 dias no sistema aeropénico ndo diferiu
da colonizacao no sistema solo + areia, mas foi significativamente inferior a colonizacdo ap6s 90
e 120 dias no sistema aerop6nico. De modo oposto, a colonizagdo por G. clarum no sistema solo
+ areia foi maior do que a encontrada nos trés periodos de avaliacdo na aeroponia, 0s quais ndo

diferiram significativamente entre si (Tabela 3).

Tabela 3. Produgdo de glomerosporos e colonizacdo micorrizica em plantas de batata doce
crescidas, inicialmente em sistema solo + areia, por 90 dias, e depois em aeroponia por 45, 90 e
120 dias

NuUmero de glomerosporos Colonizacéo (%)

Claroideoglomus etunicatum

Solo + areia 11 g* solo* 34.6 b
Aeroponia x 45 dias 3.317 g raiz A 28.7 Bb
Aeroponia x 90 dias 4.600 g™ raiz A 54.8 Aa
Aeroponia x 120 dias 5.380 g raiz A 49.2 Aa

Glomus clarum

Solo + areia 3 g™ solo* 68.2 a
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Aeroponia x 45 dias 719 g raiz A 36.4 Ab
Aeroponia x 90 dias 1.184 g™ raiz A 46.0 Ab
Aeroponia x 120 dias 1.661 g™ raiz A 43.6 Ab

*Numero de glomerosporos aos 90 dias em vasos com solo e areia; ndo comparado com 0S
valores da aeroponia. Letras mailusculas na coluna comparam as médias para os trés periodos de
avaliacdo no sistema aeropOnico, para cada espécie de FMA, e lestras iguais ndo diferem pelo
teste de Tukey (p <0,05). Letras mindsculas comparam colonizac¢do na aeroponia com o cultivo
em solo + areia, pelo t-test (p <0,05) para amostras independentes. Fonte: O autor.

4.1.2 Armazenamento e estocagem do inoculante

Considerando os trés meses de estocagem em temperatura ambiente, a infectividade do
inoculante de C. etunicatum armazenado em areia e de C. etunicatum e G. clarum em areia +
argila foi inferior a infectividade inicial (tempo zero, antes da estocagem), raizes recentemente
colhidas a partir do término de producdo do inoculante no sistema aeropénico. Os inoculantes
estocados a 4 °C, mantiveram sua viabilidade semelhante a inicial (Figura 1). Apesar da reducéo,
em relacdo ao tempo zero, da infectividade a 28 °C, os inoculantes ainda foram considerados
infectivos, uma vez que apresentaram colonizacdo micorrizica acima de 25% (INVAM-
http://invam.caf.wvu.edu/Myc-info/Methods/Assays/Mip.htm 2001).

Figura 1. Porcentagem média infectiva (MIP) de Claroideoglomus etunicatum e Glomus clarum,
produzidos em sistema aeropbnico (inicial), e estocados por diferentes periodos em trés
substratos, em 4 e 28 °C (z desvio padrdo).

Oareia Mareia + vermiculita Mareia + argila
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Fonte: O autor, 2017.

A estocagem durante seis meses, de ambos os fungos em areia, nas duas temperaturas, e
em todos 0s outros substratos, a temperatura ambiente, resultou em uma colonizagdo micorrizica
abaixo de 17%, sendo, por conseguinte, considerado ineficaz (Figura 1). Por outro lado, a
estocagem em 4 °C em areia + vermiculita ou areia + argila expandida preservou a viabilidade

depois dos seis meses e ainda durante 10 meses, com infectividade acima de 59% (Figura 1).

4.1.3 Custos de producéo do inoculante

O custo de amortizacdo do sistema aeropdnico foi de R$ 132,00 por batela, incluindo
tanques (2), bomba de agua, temporizador e trabalho para a instalagdo do sistema. O custo de
amortizacdo da refrigerador foi de R$ 100,00 por batela. Os custos de producdo de cada batela,
incluindo aluguel do espaco, energia elétrica, solu¢do nutritiva e da mao de obra foram de R$
1.734,00.

A média de producéo do sistema em uma caixa de aeroponia, contendo 20 plantas foi de
80 g de raizes secas. Este material, contendo 5380 glomerosporos de C. etunicatum ou 1661 de
G. clarum para cada 1 g de raiz seca foi misturado em 500 g de substrato, produzindo um total de
40 kg de substrato para cada FMA. Para inoculacdo de uma muda com os 200 glomerosporos
recomendados (CAVALCANTE et al., 2001a), 18,6 e 60,2 g de substrato seriam necessarios

para os indculos de C. etunicatum e G. clarum, e os 40 kg de substrato sdo suficientes para
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inocular 2000 e 640 potes de mudas, respectivamente. Dividindo-se o gasto de producdo de uma
batela (R$ 1.966,00) por esses nimeros de potes, 0s custos da inoculagdo por muda seriam de R$
0,98 para C. etunicatum e R$ 3,07 para G. clarum.

Concentracbes mais elevadas de glomerosporos sao caracteristicas da producdo de
inoculante em sistema aeroponico, quando comparado aos sistemas em vasos de cultura
contendo solo (SYLVIA, 1994), pois o sistema radicular das plantas no solo é uma pequena
fracdo do substrato total e os glomerosporos produzidos nas raizes s&o diluidos na grande massa
total do solo. O numero absoluto de glomerosporos também pode ser maior devido ao melhor
controle sobre o sistema, com baixa concentracdo de fosforo na solucdo nutritiva e com o
controle diéario do pH, mantendo as condicdes ideais para o melhor estabelecimento da simbiose
FMA - planta (JARSTFER; SYLVIA, 1992). Mergulhdo (2001) também encontrou alta
concentracdo de esporos de FMA, obtendo 3.500 glomerosporos de Kuklospora colombiana
(Spain; Schenck) Oehl e Sieverd. em 1,8 g de raizes de mandioca, depois de 105 dias de cultivo
das plantas em sistema aeroponico. Obter a maior concentracdo possivel de glomerosporos € uma
vantagem na producdo de inoculante, pois a inoculagdo pode ser feita com menos material,
enguanto se mantém o mesmo nimero de glomerosporos (FELDMANN et al., 2009).

Aumento da esporulacdo com o passar do tempo tem sido demonstrado na maioria dos
trabalhos que envolvem a producéo de inoculante em sistemas aerop6nicos (HUNG; SYLVIA,
1988; SYLVIA; JARSTFER, 1994; JARSTFER et al., 1998). Jarstfer et al. (1998) relataram um
aumento na esporulacdo de Glomus sp., 0 que representou, em média, 3.738 glomerosporos por
planta de batata doce, depois de 91 dias de manutencdo em um sistema aeropbnico. Alta
esporulacdo na aeroponia tem sido atribuida a facilidade de acompanhamento e a relativa
auséncia de micro-organismos, tais como bactérias e hiperparasitas que podem afetar a produgéo
dos glomerosporos (SYLVIA; JARSTFER, 1994).

Em oposto ao encontrado no presente trabalho, Paiva et al. (2003) observaram um
declinio acentuado na esporulagdo do mesmo micobionte: de 1.290 glomerosporos por 100 g de
raizes umidas em 90 dias, para apenas 297 glomerosporos em 120 dias. Isto ocorreu
possivelmente devido as altas temperaturas mantidas durante o periodo do experimento, com o

méaximo de 35,9 °C e o minimo de 27,2 °C, ambas acima do encontrado no presente trabalho
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(méxima de 32,6 °C e minima de 23,5 °C). Temperaturas elevadas podem causar estresse para a
planta hospedeira, afetando diretamente a simbiose micorrizica.

Em sistemas de producdo isentos de substratos, tais como sistemas aeropdnicos, as
plantas sdo pré-colonizadas, antes de serem introduzidas no sistema. No entanto, com a
transferéncia para o sistema aeroponico, aos 45 dias ocorreu redugdo da colonizagcdo produzida
por C. etunicatum, seguida por aumento posterior (90 dias), o que pode ter sido causado pelo
estresse que envolve a mudanca das plantas dos vasos de cultivo para outro sistema, com 0s
simbiontes necessitando de um periodo de tempo para adaptacdo. Outros estudos também
relatam esta reducdo temporaria da coloniza¢do micorrizica (MERGULHAO, 2001; PAIVA et
al., 2003; LIMA, 2004).

Embora ndo haja nenhuma especificidade na simbiose micorriza arbuscular, ha alguma
compatibilidade funcional entre os isolados de FMA e a planta hospedeira (LONG et al., 2010).
Paiva et al. (2003) registrou colonizacdo micorrizica superior a 70% em plantas cultivadas em
solo com G. clarum, o mesmo micobionte utilizado neste trabalho. Martin-Laurent et al. (1999)
observaram em raizes de Acacia mangium Willd: 60% de colonizagdo micorrizica por Glomus
sp. no sistema aeropénico em comparacdo a 30% em plantas cultivadas no solo. Altas proporgoes
de colonizacdo micorrizica (80% e 82%, respectivamente) em raizes de batata-doce micorrizadas
com Gigaspora margarita Becker e Hall e K. colombiana em substrato composto de solo +

vermiculita (3:1 v/ v) foram registrados por Souza et al. (1996).

Altas taxas de colonizacdo micorrizica podem ser estabelecidas nos sistemas aeropénicos,
que juntamente com alta producdo de glomerosporos contribuem para o fornecimento de
inoculante concentrado e puro, sendo esse um dos principais fatores relacionados a qualidade do
inoculante (FELDMANN et al., 2009).

A manutencdo da viabilidade dos inoculantes produzidos ao longo dos 10 meses de
estocagem, em substratos de armazenamento contendo argila expandida e vermiculita foi mais
eficaz do que o substrato contendo apenas areia, 0 que indica que maior aeracao dos substratos
para estocagem proporciona um ambiente mais adequado. Argila e vermiculita também podem

aumentar a capacidade de retengdo de agua, o que pode ter contribuido para a germinacgdo dos
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glomerosporos e desenvolvimento dos fungos a partir de outros propéagulos, favorecendo a
colonizacdo do milho nos ensaios de infectividade.

Estocagem de inoculante micorrizico arbuscular seco e em condicBes ideais de
temperatura e umidade, tem sido possivel por varios anos, sem perda significativa da
infectividade (FELDMANN; IDCZAK, 1994). Silva et al. (2007) verificaram que inoculantes de
Gigaspora albida Schenck e Smith, Acaulospora longula Spain e Schenck e C. etunicatum,
composto de glomerosporos, hifas e raizes colonizadas, mantidos em areia + vermiculita (1:1, v /
v) com tampéo Tris-HCI, preservaram seu potencial infectivo, durante quatro meses, quando
armazenado a 4 °C e a temperatura ambiente os inoculantes ndo foram infectivos. Estes
resultados foram semelhantes aos aqui encontrado, quando a infectividade dos indculos foi
mantida por um periodo de 10 meses a 4 °C quando comparada a obtida logo apds a colheita das
plantas do sistema aeropoénico. Kim et al. (2002) relataram que inoculante de G. intraradices
estocado durante trés meses a 4 °C permaneceu viavel, proporcionando, em media, 42,5% de

colonizacao micorrizica em raizes de Capsicum annuum L.

Considerando-se que a viabilidade dos inoculantes produzidos em sistema aeropdnico
declinam com a estocagem se estiverem em substrato umido (SYLVIA; JARSTFER, 1992), o
inoculante deve ser seco e armazenado a 4 °C (HUNG; SYLVIA, 1988; SYLVIA, 1994), tal
como evidenciado pela manutencdo da infectividade durante os dez meses. Fontes de indculo a
base de raizes colonizadas, armazenados a 4 °C em agua ou vermiculita umedecida retém seu
potencial infectivo por apenas dois meses (SIEVERDING, 1991). Glomerosporos de G.
intraradices produzidos em cultivo in vitro apresentaram reducdo nas taxas de germinagao com o
passar do tempo de armazenamento em placas de Petri, chegando a menos de 20% aos 120 dias
(JUGE et al. 2002). Tal como observado neste estudo, os inoculantes de C. etunicatum e G.
clarum produzidos no sistema aeroponico e armazenados em areia fina com vermiculite ou argila
expandida, e estocados a 4 °C podem manter a viabilidade dos propagulos (glomerosporos e

raizes colonizadas) durante dez meses.

Nesta producdo experimental, os custos para inocular uma muda foram relativamente
elevados, especialmente no caso de G. clarum (cerca de R$ 3,00). Em outros paises, 0s pregos
dos inoculantes comerciais variam de R$ 4,50 kg™* a R$ 100,00 kg™ (EUA $ 40) e os produtores

43



indicam que com 1 Kg de inoculante pode-se inocular de 250 a 300 mudas, assim, 0S custos
unitérios variam de R$ 0,02 a R$ 0,40. No Brasil, ndo h& producdo comercial de inoculantes de
FMA. Na producdo comercial, 0s custos seriam certamente mais baixos do que o encontrado
nessa producdo experimental, considerando que quase 90% dos custos foram relativos as
despesas correntes, principalmente de méo de obra (62%) e que seriam diluidos com a producéo
em maior escala. Este resultado é promissor do ponto de vista de uma possivel producéo
comercial dos inoculantes, embora mais estudos sejam necessarios para determinar a viabilidade

financeira da producao.

4.2 PRODUCAO EM LARGA ESCALA DE INOCULO DE FMA EM CLIMAS TROPICAL
UMIDO E SEMIARIDO

4.2.1 Biomassa vegetal em funcao da inoculagdo micorrizica

As plantas de sorgo inoculadas com C. etunicatum e com A. longula tiveram maior massa
seca no substrato composto por areia + argila expandida + leucena triturada (T3) que nos demais
substratos, nos dois locais e nos dois ciclos de producdo (Tabela 4). A biomassa das plantas foi
menor no segundo ciclo de cultivo em relacdo ao primeiro, nos dois locais nos dois tratamentos
com FMA, especialmente quando foram utilizados substratos com incorporacdo de leucena

triturada.

Tabela 4. Biomassa seca (g) da parte aérea de plantas de sorgo inoculadas com Claroideoglomus
etunicatum (CE) e Acaulospora longula (AL), em dois ciclos de producdo, em canteiro de
alvenaria, utilizando quatro substratos: T1 = areia + argila expandida (6:4); T2 = areia + argila
expandida + bagaco de cana (6:3,5:0,5); T3 = areia + argila expandida + leucena triturada
(6:3,5:0,5); T4 = areia + argila expandida + bagaco de cana + leucena triturada (6:3,5:0,25:0,25).

RECIFE
1° ciclo 2° ciclo
Tratamentos CE AL CE AL
T1 70 aC 17 aC 19 bB 13 aB
T2 32aC 12 aC 23 aB 11 aB
T3 477 aA 410 aA 172 bA 140 bA
T4 365 aB 199 aB 92 bB 52 bB
PETROLINA

1° ciclo 2° ciclo
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T1 14 aC 17 aC 6 aB 7 aA
T2 14 aC 12 aC 11aB 8 aA
T3 473 aA 410 aA 93 bA 73 bA
T4 261 aB 199 aB 68 bA 40 bA

C.V (%) =236

Médias seguidas de mesmas letras maiusculas na coluna, em cada local, e mindsculas na linha,

para cada FMA entre os ciclos, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Fonte: o autor.

4.2.2 Producéao de esporos e taxa de colonizacgéo

No experimento realizado em Recife, a producdo de glomerosporos de C. etunicatum
também foi maior nestes mesmos substratos, mas a de A. longula ndo diferiu entre substratos,
exceto pela producdo mais baixa no substrato com bagaco de cana, no segundo ciclo. No
experimento em Petrolina nos dois ciclos de cultivo, maior produgéo de glomerosporos (Tabela
5) e maior colonizacdo micorrizica (Tabela 6) ocorreram nos tratamentos mantidos nos dois
substratos com leucena triturada (T3 e T4). A colonizacdo nao diferiu em funcdo dos substratos,
no segundo ciclo, mas no primeiro ciclo foi menor nas mudas inoculadas com C. etunicatum, em
substrato com areia e argila e foi maior neste mesmo substrato no tratamento com A. longula e
nos substratos mais complexos, incluindo leucena e bagaco. Em geral, as taxas de colonizagéo

foram elevadas (>35%) em varios tratamentos, e em Petrolina atingiram perto de 90%.

Tabela 5. Nimero de glomerosporos (g™ substrato) de Claroideoglomus etunicatum (CE) e de
Acaulospora longula (AL), em dois ciclos de producdo, em canteiro de alvenaria, utilizando
quatro substratos: T1 = areia + argila expandida (6:4); T2 = areia + argila expandida + bagaco de
cana (6:3,5:0,5); T3 = areia + argila expandida + leucena triturada (6:3,5:0,5); T4 = areia + argila

expandida + bagaco de cana + leucena triturada (6:3,5:0,25:0,25).

RECIFE
1° ciclo 2° ciclo
Tratamentos CE AL CE AL
T1 0,4 bC 4,25 aA 17,7 aBC 15,0 aA
T2 7,5aB 2,50 aA 3,2aC 1,7aB

T3 22,7 aAB 4,25 bA 58,5 aAB 36,5 aA
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T4 49,0 aA 23,00 aA 86,5 aA 21,7 aA
PETROLINA
1°ciclo 2° ciclo
T1 4,0aBC 0,6 aC 2,4 aB 0,5aB
T2 1,1aC 0,3aC 0,9 aB 0,9 aB
T3 19,7 aAB 128,2 aA 21,4 aA 45,0 bA
T4 37,6 aA 86,8 aB 30,4 aA 45,6 aA

C.V (%) =268

Médias seguidas de mesmas letras maiusculas na coluna, em cada local, e minusculas na linha,

para cada FMA entre os ciclos, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Fonte: o autor.

Tabela 6. Colonizacdo micorrizica (%) produzida por Claroideoglomus etunicatum (CE) e por
Acaulospora longula (AL), em dois ciclos de producdo, em canteiro de alvenaria, utilizando
quatro substratos: T1 = areia + argila expandida (6:4); T2 = areia + argila expandida + bagaco de
cana (6:3,5:0,5); T3 = areia + argila expandida + leucena triturada (6:3,5:0,5); T4 = areia + argila

expandida + bagaco de cana + leucena triturada (6:3,5:0,25:0,25).

RECIFE

1° ciclo 2° ciclo
Tratamentos CE AL CE AL
T1 14,5bB 31,7 aAB 56,0 aA 45,2 aA
T2 23,0 bAB 8,2bC 53,0 aA 45,7 aA
T3 37,0 bAB 15,0 bBC 74,7 aA 70,5 aA
T4 45,0 aA 445 aA 76,5 aA 59,2 aA

PETROLINA

1° ciclo 2° ciclo
T1 32,3aC 35,3 aB 39,7 aB 59,0 aB
T2 44,7 aBC 14,7 bB 41,0 aB 48,1 aB
T3 83,1 aA 89,8 aA 90,5 aA 89,2 aA

T4 74,7 aAB 82,1 aA 88,7 aA 84,0 aAB
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C.V (%) =0,7

Médias seguidas de mesmas letras maiusculas na coluna, em cada local, e minusculas na linha,

para cada FMA entre os ciclos, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Os inoculantes produzidos no experimento em Recife, em todos os substratos e nos dois
ciclos de multiplicacdo, foram considerados infectivos por apresentarem taxas de infectividade
(MIP) superiores a 25%. Por outro lado, no experimento em Petrolina, os inoculantes de A.
longula produzidos nos tratamentos com areia + argila e com areia + argila + bagaco de cana (T1
e T2), no primeiro ciclo e os inoculantes das duas espécies de FMA, no segundo ciclo, ndo foram
infectivos, tendo apresentado taxas inferiores a 25% (Figura 2). Em geral, os inoculantes dos
dois FMA produzidos no substrato T3 e T4 apresentaram infectividade mais elevada do que nos
demais substratos, embora nem sempre a diferenca fosse estatisticamente significativa.

A incorporacdo de leucena triturada ao substrato de cultivo favoreceu o desenvolvimento
das plantas de sorgo, que produziram maior biomassa que as crescidas apenas em argila e areia,
com ou sem incorporacdo de bagaco de cana. A incorporacdo de adubos verdes ao solo,
especialmente compostos por leguminosas, € uma pratica comum em cultivos agricolas, levando
a maior produtividade (SILVA, 2008). Entre as vantagens da adubacdo verde, além do
fornecimento de nutrientes, estdo a retencdo de cations e complexacdo de elementos toxicos e
micronutrientes e a melhoria na infiltracdo e retencdo de agua (BAYER; MIELNICZUK, 2008).
A leucena é uma leguminosa com grande potencial como adubo verde devido a elevada
concentracdo de N na biomassa aérea e da alta capacidade de fixacdo simbiotica deste elemento
(EIRAS; COELHO, 2011), que frequentemente é o nutriente mais limitante ao desenvolvimento
das plantas (CAMARGO et al., 2008).

Figura 2. Porcentagem média infectiva de inoculantes de Claroideoglomus etunicatum (CE) e
Acaulospora longula (AL), em Recife (REC) e Petrolina (PET), em dois ciclos de produgédo, em

canteiro de alvenaria, em diferentes substratos.
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T1 = areia + argila expandida (6:4); T2 = areia + argila expandida + bagaco de cana (6:3,5:0,5);
T3 = areia + argila expandida + leucena triturada (6:3,5:0,5); T4 = areia + argila expandida +
bagaco de cana + leucena triturada (6:3,5:0,25:0,25). Fonte: o autor, 2017.

Em relacdo aos FMA, estes também podem ser estimulados em substratos a base de
componentes organicos aumentando a colonizacdo e beneficiando dessa forma o crescimento
vegetal (GRYNDLER et al., 2008; LARSEN et al., 2009). Além do fésforo, os micobiontes
também contribuem na aquisicdo do nitrogénio para o vegetal, atuando no ciclo deste elemento
no solo (VERESOGLOU et al., 2012), fato que pode ter contribuido para melhor nutri¢cdo das
plantas de sorgo. Foi justamente nos substratos com leucena triturada que o sorgo apresentou
maior crescimento e onde ocorreu a maior producdo de glomerosporos de A. longula e C.
etunicatum.

A utilizacdo de adubos organicos no substrato pode favorecer a producdo de
glomerosporos devido ao estimulo no crescimento e extensao do micélio (LABIDI et al., 2007).
Kaushish et al. (2011) observaram que a producéo de glomerosporos de Funneliformis mosseae
(Nicol. e Gerd.) Gerd. e Trappe foi maximizada quando o substrato de cultivo era composto por
solo + residuo vegetal & base de folhas (111+0,81 glomerosporos g™ solo), tendo como planta
hospedeira o capim limdo [Cymbopogon densiflorus (Steud) Stapf.]. Da mesma forma, Setiadi

(2002) contabilizou 83 glomerosporos de Acaulospora tuberculata Janos e Trappe produzidos
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em um grama de substrato composto por vermiculita + adubagdo orgéanica a base de restos de
folhas, em associacdo com Pueraria javanica (Benth.) Benth. No presente trabalho, valores
semelhantes foram obtidos para C. etunicatum no 2° ciclo de cultivo em Recife, e para A. longula
no 1° ciclo em Petrolina em substratos com residuo vegetal.

Schlemper e Sturmer (2014) produziram inéculo de FMA (Rhizophagus clarus T. H.
Nicolson & N. C. Schenck e C. etunicatum, utilizando sorgo como hospedeiro) em condi¢c6es
similares (a céu aberto) ao apresentado no presente trabalho. Os autores contabilizaram, em
média, 162+82.5 glomerosporos de R. clarus em 100 cm® de substrato composto por bagaco de
cana + casca de arroz carbonizada + areia (1:1:1 v/v) e 111+34.5 do mesmo substrato na
proporcdo 2:1:1 (v/v). Para C. etunicatum a média foi de 240+£169.7 glomerosporos na propor¢ao
de 1:1:1 (v/v) e 389+202.9 em 2:1:1 (v/v) do mesmo substrato. No presente estudo, a utilizacdo
de bagaco de cana como componente do substrato de cultivo ndo foi favoravel a producéo de
indculo dos FMA testados, nos dois locais de estudo.

Assim como verificado neste trabalho, Schlemper e Stiimer (2014) também obtiveram os
melhores resultados na producdo de glomerosporos, principalmente de C. etunicatum, nos
substratos que continham residuos de folhas. O material vegetal utilizado pelos autores foi
advindo da palmeira real Archontophenix alexandrae H. Wendl. e Drude e casca de cevada,
misturados com casca de arroz carbonizada e areia (1:1:1 v/v).

Como mencionado, os FMA sdo estimulados em substratos a base de componentes
organicos, que além de aumentarem a colonizacdo micorrizica também podem favorecer a
producdo de glomerosporos (ZAMBOLIM et al., 1992). Condi¢bes adequadas do substrato sao
importantes para o estabelecimento da simbiose e as espécies vegetais e 0 uso de adubo organico
em concentragcOes adequadas pode constituir alternativa para fornecimento de nutrientes de
forma balanceada, ndo prejudicando a atuacdo do micobionte (SAINZ et al., 1998). O balango
nutricional estabelecido por fontes de carbono advindas do bagago de cana e fontes de nitrogénio
da leucena, aliado as condicOes de estresse estabelecidas por temperaturas mais elevadas em
Petrolina podem ter contribuido para maior esporulacdo de A. longula nos tratamentos T3 e T4,
no 1° ciclo de multiplicacdo. Da mesma forma, apesar de menor producdo de glomerosporos, 0s
mesmos tratamentos (T3 e T4) foram os mais promissores para produgéo de inoculante de C.

etunicatum. Douds Jr. et al. (2006) obtiveram maior producéo de indculo de varios isolados de
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FMA [F. mosseae, C. etunicatum, Claroideoglomus claroideum (N.C. Schenck e G.S. Sm.) C.
Walker e A. SchiRler, Glomus intraradices N.C. Schenck e G.S. Sm. e Gigaspora gigantea
(T.H. Nicolson e Gerd.) Gerd. e Trappe] em substratos que apresentavam composto organico
(esterco de gado e folhas) no substrato de cultivo. Os autores contabilizaram em torno de 372+36
glomerosporos de C. etunicatum em 50 cm™ de substrato & base de folhas + vermiculita e
146+65 glomerosporos de F. mosseae, com substrato composto de esterco + restos de folhas +
vermiculita. Kaushish et al. (2011) também observaram maior esporulagdo de F. mosseae em
substratos que apresentavam componente organico (restos vegetais, esterco de gado ou
vermicomposto) que em substrato composto apenas por solo + areia.

A quantidade de chuva ocorrida em Recife (978 mm nos seis meses dos dois ciclos de
multiplicacdo), deixando os substratos bastante encharcados, em comparagdo com a precipitacao
registrada para Petrolina (161 mm), pode ter contribuido para reducdo na producdo de
glomerosporos de A. longula. Entretanto, essas condi¢cbes de umidade ndo limitaram a
esporulacdo de C. etunicatum, principalmente no tratamento que apresentava a mistura de
leucena moida + bagaco de cana no substrato de cultivo. A combinacdo destes componentes
organicos a base de fontes de nitrogénio e carbono foi determinante para a producdo de
glomerosporos de C. etunicatum no experimento realizado em Recife. Idjo et al. (2011) relataram
que a umidade pode afetar o processo de producdo de inoculante, com a planta hospedeira e o
FMA devendo ter acesso a quantidade de agua suficiente. A umidade do substrato de cultivo
interfere na germinacdo dos glomerosporos e na colonizagdo micorrizica, ocorrendo efeito
negativo em condicdes de excesso de agua (SILVEIRA et al. 2013), fator que pode ter
contribuido para reducdo na producdo de glomerosporos de A. longula.

De modo geral, a presenca de leucena, isoladamente ou em combinagdo com bagaco de
cana, nos substratos de producdo de inoculante contribuiu para as maiores taxas de colonizagéo
micorrizica encontradas no presente trabalho, no primeiro ciclo de multiplicacdo em Recife e nos
dois ciclos em Petrolina, para os dois micobiontes utilizados nos experimentos. Maior
colonizagdo micorrizica em substrato com adicdo de compostos organicos tem sido observada
por outros autores, como Douds Jr. et al. (2008), usando vermiculita + restos organicos a base de
folhas e Gryndler et al. (2009), utilizando raizes e folhas secas de alfafa em plantas de milho

associadas a G. intraradices e C. claroideum. A incorporagdo de fontes organicas ao solo pode
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influenciar o desenvolvimento do micélio externo via liberagdo de componentes da
decomposicdo e também por metabdlitos secundarios produzidos, afetando diretamente a
colonizacdo micorrizica (GRYNDLER et al. 2009). Em experimento de adubacdo em campo, 0s
niveis de colonizacdo micorrizica foram sempre elevados, em cultivo organico quando
comparado com sistema convencional (RAYAN et al. 1994). Zambolim et al. (1992) registraram
100% de colonizagdo micorrizica em plantas de sorgo inoculadas com C. etunicatum em
substratos compostos por turfa + vermiculita + solo + matéria organica, turfa + vermiculita e
turfa + vermiculita + matéria organica. 1sso demonstra a importancia da utilizacdo de fontes
organicas para compor substratos de producdo de inoculante.

A producdo de inoculante em canteiro de alvenaria, em substrato enriquecido com
residuo de leucena, pode ser alternativa para otimizar o fornecimento de biofertilizantes para
produtores agricolas, diminuindo a utilizacdo de fertilizantes fosfatados. Porém, testes de
infectividade devem ser feitos logo apds a producdo do inoculante para avaliar a capacidade
infectiva dos glomerosporos produzidos. A recomendagdo para um inoculante micorrizico
arbuscular é que apresente porcentagem média infectiva > a 25% (INVAM, 2001). Taxas
superiores foram encontradas para os inoculantes produzidos em canteiros, nos dois locais de
estudos e para a maioria dos substratos de cultivo, constituindo uma alternativa promissora para
os produtores obterem inoculantes na sua propria area de plantio. As quantidades de
glomerosporos de A. longula produzidos em um canteiro de alvenaria com substrato de areia +
argila expandida + leucena triturada seriam suficientes para a inoculacdo de 18 ha de milho, caso
fosse feita com 500 glomerosporos por planta, em um plantio de milho com densidade de 2500
plantas ha™*. As quantidades produzidas de C. etunicatum dariam para 10 ha. Sdo 4reas de plantio
maiores que as da maioria das propriedades familiares do Nordeste, indicando que bastaria ao
agricultor preparar um canteiro por safra para ter inoculo suficiente para esta ou qualquer outra
cultura anual. Salvioli e Bonfante (2013) destacaram, entretanto, que é de grande importancia
unir os dados encontrados em testes experimentais controlados com os obtidos em campo. Dessa
forma, testes de efetividade do inoculante produzido devem ser feitos, utilizando-se diversas
culturas de interesse econdmico, de modo a fornecer dados precisos para que 0s agricultores

possam utilizar o bioinoculante em questéo.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O sistema aeropdnico para a producdo de inoculante de FMA ¢é adequado, com elevada
proliferacdo de propagulos de Claroideoglomus etunicatum e Glomus clarum e, relativamente,
de menor custo, especialmente para C. etunicatum. Os inoculos produzidos em sistema
aeropdnico e armazenados a 4 °C permanecem Viaveis, por pelo menos 10 meses, em substrato
composto de areia adicionado de argila ou vermiculita, sendo recomendado para uso como

bioinoculantes.

A tecnologia para producdo de inoculante em canteiro de alvenaria é promissora como
alternativa de biofertilizante tanto para areas tropicais Umidas quanto semidridas, utilizando-se

como substrato areia + argila expandida adicionado de leucena triturada.

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) sdo micro-organismos do solo que conferem
beneficios para as plantas, desde a promocdo de crescimento até tolerancia a ataque de
patdgenos. A utilizacdo de inoculante desses micro-organismos pode ser uma alternativa para
diminuir o uso de fertilizantes fosfatados que sdo, muitas vezes, onerosos. Porém, no Brasil ndo
sdo encontrados inoculantes de FMA disponiveis no mercado, como ocorre em outros paises.

O biotrofismo obrigatério dos FMA tem dificultado a producdo de inoculante. Assim,
melhorias em técnicas ja conhecidas de producdo de inoculante ou o estabelecimento de novas
formas de producdo na propria area de cultivo do agricultor podem contribuir para utilizacéo
desses fungos em larga escala.

No nosso estudo, o armazenamento de indculo produzido em sistema aeropdnico em
areia + vermiculita ou areia + argila expandida e a estocagem a 4 °C favoreceu a manutencao da
viabilidade do inoculante por pelo menos 10 meses. Além disso, 0s custos para producdo do
inoculante em escala comercial seriam certamente mais baixos do que o encontrado nessa
producdo experimental, considerando que certas despesas correntes seriam diluidas com a
producdo em larga escala.

A producgdo de inoculante de FMA em canteiro de alvenaria a céu aberto pode ser
viabilizada pelos agricultores na prépria area de cultivo, utilizando-se de substratos inertes (areia

+ argila expandida) com adicdo de 5% de leucena triturada.
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Estudos futuros devem incluir testes (em casa de vegetacdo e em campo) de efetividade
dos inoculantes em diversas culturas. Desse modo, protocolos de utilizagdo desses micro-
organismos poderdo ser gerados para viabilizar o uso e a comercializagdo dos inoculantes

produzidos pelas técnicas apresentadas.
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