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CELY, Martha Viviana Torres. Producdo de inéculo in vitro de Rhizophagus
clarus e sua aplicacdo em sistemas agricolas. 2014. 93 f. Tese (Doutorado em
Microbiologia) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2014.

RESUMO

A agricultura € um dos setores mais importantes da economia brasileira e esta em
constante desenvolvimento. A manutencédo da produtividade agricola requer o uso
de fertilizantes, pratica que pode ter alto impacto no meio ambiente e gerar altos
custos de producdo. Diante este cenario, € importante considerar o uso de
alternativas que possam tanto diminuir o custo de producdo como garantir um
manejo mais adequado do solo através do aproveitamento de processos bioldgicos
naturais. Uma destas alternativas € a associagao micorrizica. O aproveitamento das
vantagens da associagdo micorrizica em grandes areas de lavoura, onde sua
ocorréncia natural pode ser diminuida pela propria atividade agricola, pode ser feita
através da inoculagdo, que ainda é restringida pela baixa disponibilidade de
inoculantes comerciais. As técnicas de cultivo in vitro de fungos micorrizicos
possibilita a obtencdo de culturas axénicas com potencial para a produgdo em
grande escala de inoculantes. Neste trabalho um isolado do fungo micorrizico
arbuscular, Rhizophagus clarus, foi adaptado ao cultivo in vitro com o objetivo da
producao de indculos, os quais foram testados no desenvolvimento de soja (Glycine
max L.) e algod&o (Gossypium hirsutum L.) em condigbes de campo. A eficiéncia da
inoculagdo micorrizica foi comparada com o uso de fertilizantes (NPK). Nestes
experimentos foi observado que a inoculagdo de R. clarus tem um efeito positivo no
desenvolvimento das culturas e no aumento da producéo.

Palavras-chave: Inoculagédo. Produgao. Crescimento. Agricultura



CELY, Martha Viviana Torres. In vitro Rhizophagus clarus inoculum production
and its application in agricultural systems. 2014. 93 p. Tese (Doutorado em
Microbiologia) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2014.

ABSTRACT

Agriculture is one of the most important sectors of the Brazilian economy and is
constantly developing. The maintenance of agricultural productivity requires the use
of fertilizers, this practice can have high impact on the environment and generate
high costs of production. In this way, it is important to consider the use of alternatives
that can both reduce the cost of production and ensure a more adequate soil
management through the use of natural biological processes, among these the
mycorrhizal association. The application of mycorrhizal fungi (AMF) in large areas of
farm, where their natural occurrence can be reduced by agricultural activity, must be
through the inoculation, which is further restricted by the limited availability of
commercial inoculants. The global research development of mycorrhizae have
generated methodologies for in vitro cultivation of mycorrhizal fungi, enabling
obtaining monoxénic cultures with potential for large scale production of AMF
inoculum. In this work an isolate of mycorrhizal fungus Rhizophagus clarus adapted
to in vitro culture with the goal of inoculant production. These inoculums were tested
in developing of soybean (Glycine max L.) and cotton (Gossypium hirsutum L.) under
field conditions. The efficiency of mycorrhizal inoculation was compared to the use of
fertilizers (NPK). In these experiments was observed that the inoculation with R.
clarus has a positive effect on crop development and increased production.

Key words: Inoculation. Yield .Growth. Agriculture
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1 INTRODUCAO

A grande dimensdo do territorio brasileiro e sua diversidade de
climas e solos permitem o desenvolvimento de uma ampla variedade de culturas, o
que tem propiciado a expansao da agricultura a maioria das regides do pais. Este
setor tem experimentado, nas ultimas décadas, um intenso crescimento, tornando o
Brasil em um dos maiores produtores e exportadores de produtos agricolas do
mundo. O rapido e continuo desenvolvimento do setor agricola brasileiro esta
sustentado no aumento das areas plantadas, assim como também, na evolucio das
praticas culturais e na adogédo de tecnologias que garantem a manutencdo da
produtividade. Neste sentido a manutencdo dos niveis de nutrientes no solo,
adequados para a nutricdo das culturas é um dos grandes desafios da agricultura
atual.

A disponibilidade de nutrientes no solo é influenciada por varios
fatores, entre eles as caracteristicas fisicas e quimicas, o clima, a cobertura vegetal
e a atividade biolégica dos microrganismos. Estes ultimos participam de muitos
processos que permitem a ciclagem dos nutrientes nos ambientes terrestres, porem
na maioria dos ecossistemas agricolas a sua atividade pode ser reduzida devido as
praticas agricolas.

Frente a necessidade de manter a produtividade nos sistemas
agricolas, a aplicagdo de grandes quantidades de fertilizantes tem sido a pratica
mais comum. Porem diante da crescente demanda de insumos agricolas tem sido
evidente a necessidade da procura por alternativas que possam substituir ou
diminuir o uso destes produtos, devido aos impactos negativos ao meio ambiente e
ao fato de serem produzidos a partir de fontes ndo renovaveis, o que leva a
dependéncia apenas das reservas naturais existentes.

Neste sentido, o estudo dos microrganismos do solo que auxiliem na
nutricdo vegetal, entre estes os fungos micorrizicos arbusculares (FMA), e seu
potencial de aplicagdo na agricultura tem sido objeto de estudo desde ha varios
anos. No entanto, na atualidade, o uso de FMA na agricultura ainda é restringido
devido a dificuldade tanto da produgéo de inéculo em grande escala, como também

da inexisténcia de métodos de inoculagcdo adaptados a agricultura de larga escala.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um pacote biotecnolégico visando a multiplicagao in
vitro do fungo micorrizico arbuscular Rhizophagus clarus para sua

aplicagao na agricultura

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estabelecer a adaptagao do fungo R. clarus ao cultivo in vitro em
associagcao com raizes transformadas.

e Estabelecer uma metodologia de multiplicagdo do fungo R.
clarus em condi¢gdes axénicas visando a produgdo em grande
escala de in6culo.

e Avaliar a eficiéncia do in6culo de R. clarus derivado da cultura in
vitro no desenvolvimento de diferentes culturas em condicdes de

campo.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 VISAO GERAL DO SETOR AGRICOLA BRASILEIRO

3.1.1 Importancia do Setor Agricola na Economia Brasileira

Brasil ocupa uma area total de 851,1 milhdes de hectares. Devido a
suas dimensdes continentais apresenta varios tipos de climas e solos, o que permite
a exploragdo de uma ampla variedade de culturas. Nos ultimos anos o setor agricola
tem ganhado importancia no ambito econdmico. No ano de 2012, o agronegécio foi
responsavel por aproximadamente 21% do PIB (GOMES; BOREM, 2013). Este é um
setor dindmico que continua crescendo. O total de area plantada na safra 2013/14
foi de 56,87 milhdes de hectares, 6,2% acima do registrado na safra 2012/13
(CONAB, 2014a). As arrecadagdes pelas exportacées do agronegdcio brasileiro, em
2013, foram de US$ 101,5 bilhdes, valor 4% superior ao do ano anterior (BARROS
et al., 2013).

O sistema agricola brasileiro permite a coexisténcia da agricultura
moderna, tecnicamente avancada e focada aos produtos de exportagao, com uma
producdo de baixa tecnologia que sustenta o consumo interno (FAO, 2004). A
grande visibilidade atual deste setor na economia nacional e no ambito internacional
€ devida a que varias das principais culturas de exportagdo brasileira sao
consideradas commodities. Commodity € um termo de lingua inglesa (plural:
commodities), que significa mercadoria. O termo € usado como referéncia aos
produtos de base em estado bruto (matérias-primas) ou com pequeno grau de
industrializagdo, de qualidade quase uniforme, produzidos em grandes quantidades
e por diferentes produtores. Estes produtos "in natura", cultivados ou de extracéo
mineral, podem ser estocados por determinado periodo sem perda significativa de
qualidade; possuem cotacéo global, o que Ihes permite ser negociados nas bolsas
de mercado internacional (MDIC, 2014). Segundo a FAOSTAT (2013) as principais
commodities derivadas da agricultura brasileira sao: soja em grao, acucar, farelo de
soja, milho, café, 6leo de soja, suco de laranja; por consequéncia estas culturas

aparecem entre as mais importantes do pais.
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3.1.2 Principais Culturas

Entre as principais culturas do Brasil destacam-se:

i) Soja: A soja (Glycine max L.) € uma planta cultivada em grande
escala que tem boa adaptabilidade a diferentes solos e condi¢cdes climaticas. Com
um total de 30.105 mil hectares de area plantada, o Brasil figura como o segundo
maior produtor mundial de soja atras apenas dos EUA. A produgédo estimada do pais
em 2014 alcancou 86,5 milhdes de toneladas, mostrando um aumento de 5,8% em
relacdo ao ano de 2013. O estado de Mato Grosso € o principal produtor,
participando com 30,5% do total da produgédo nacional, seguido pelo estado do
Parana com 17,0%, Rio Grande do Sul com 15,1%, Goias com 10,2% e Mato
Grosso do Sul com 7,3% (IBGE, 2014; CONAB, 2014a).

i) Milho: O milho (Zea mays L.) é cultivado extensivamente em
quase todo o territorio brasileiro, registrando um total de area plantada de 15.726 mil
hectares para a safra 2013/2014. Sua importancia econdmica radica nas
propriedades nutricionais que o fazem apto como fonte de alimento ou como matéria
prima em varios processos industriais. O Brasil & o terceiro maior produtor de milho
ap6s os Estados Unidos e a China (MIGUEL et al., 2014). A estimativa total de
producado para a safra 2013/14 é de 77.887,1 mil toneladas; os estados com maior
producao deste cereal sdo Minas Gerais, Goias, Para e Mato Grosso, sendo este
ultimo o maior produtor, responsavel por 37,2% da produg¢ao nacional (IBGE, 2014).

iii) Café: O Brasil é responsavel por aproximadamente 50% do total
da produgcdo mundial de café (Coffea ardbica), o que o deixa no primeiro lugar entre
0os paises produtores. A area total plantada com esta cultura no pais totaliza
2.267.577,8 ha. A estimativa de producdo do café arabica para o ano 2014 é de
1.982.527 toneladas ou 33,04 milhdes de sacas de 60 kg. O principal produtor de
café é Minas Gerais, 0 qual tem uma estimativa de producéo de 1.380.758 toneladas
de café ou 23,01 milhdes de sacas de 60 kg (CONAB, 2014b).

iv) Algodao: Atualmente nas regides produtoras do pais, a area
plantada com algodao (Gyssypium hirsutum L.) para a safra 2013/14 é de 1.102,8
mil hectares. A producdo nacional de algoddo deve atingir 4.343.626 toneladas
(IBGE, 2014). O estado do Mato Grosso é o lider na producdo brasileira,

responsavel por 56% do total da produgao do pais, a estimativa de area plantada na
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safra 2013/14 é de 627,4 mil hectares, seguido do estado da Bahia com uma area
de 319,4 mil hectares, e Goias atingindo 51,6 mil hectares (CONAB, 2014a).

v) Cana-de-agucar: A cana-de-agucar (Saccharum officinarum L.) se
transformou em uma das principais culturas da economia brasileira. A area cultivada
na safra 2013/14 foi de 8.811,43 mil hectares, distribuidas em todos os estados
produtores. Sao Paulo € o maior produtor com 51,7%da area plantada (4.552,0 mil
hectares), seguido por Goias com 9,3% (818,4 mil hectares), Minas Gerais com
8,9% (779,8 mil hectares), Mato Grosso do Sul com 7,4% (654,5 mil hectares),
Parana com 6,7% (586,4 mil hectares), Alagoas com 4,7% (417,5 mil hectares) e
Pernambuco com 3,2% (284,6 mil hectares). Estes sete estados s&o responsaveis
por 91,9% da produgao nacional. Os demais estados produtores possuem areas
menores, com representacdes abaixo de 3,0%. A producéo total da safra atual foi de
658,8 milhdes de toneladas de cana moida e 38,34 milhdes de toneladas de acucar
(CONAB, 2014c).

3.1.2 Consumo de Fertilizantes

O crescimento da agricultura brasileira foi possivel ndo s6 gracas a
expansao da area plantada mas também devido a adogcdo de praticas que
permitiram melhorar a produtividade das culturas. Neste sentido, o uso de
fertilizantes quimicos tem sido a principal estratégia, sendo esta uma pratica global.
(FAO, 2004). A demanda mundial de fertilizantes (NPK) no ano de 2011 foi de 172,2
Mt (megatoneladas); apresentando um crescimento de 1,5%em relagdo ao consumo
registrado em 2008 (168,9 Mt).O Brasil com 11,6 Mt (6%) ocupa o quinto lugar entre
0s paises com maior consumo de fertilizantes; este valor corresponde a 3,3 Mt de N
(2,7%); 3,9 Mt de P,05 (8,4%); 4,4 Mt de K20 (14,2%). As culturas que registraram
uma maior demanda de fertilizantes s&o a soja (48%), o milho (20%) e a cana-de-
agucar (15%); esse porcentual ndo estd sO6 determinado pelas exigéncias
nutricionais como também pela intensificacdo de cada cultura, ou seja, o total de
area plantada (IFA, 2013).

O Brasil produz apenas 25% dos fertilizantes que consome (2,97
Mt); discriminado em 0,78 Mt (25%) de N; 1,89 Mt (63%) de P,Os e 0,30 Mt (12%) de
K2O.A quantidade restante para suprir a demanda nacional é fornecida pelas
importacdes que no ano de 2013 foram de 8,63 Mt (IFADATA, 2014). A expectativa
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para os proximos anos € que a demanda de fertilizantes no Brasil continue a crescer,
impulsionando a produgao agricola brasileira, que hoje € um dos principais setores
da economia do pais. Frente a este cenario € importante analisar as reservas
disponiveis para a fabricacao de fertilizantes.

A ambénia é a fonte basica do nitrogénio utilizada na fabricagdo da
maioria dos fertilizantes nitrogenados (incluindo a ureia). O processo de fabricagao
da amoénia utiliza gas natural e ar como matéria prima, sendo necessarios cerca de
1.230 m® de gas para a produgao de uma tonelada de amodnia. Este processo é o
mais comumente utilizado na atualidade. A anadlise das reservas de fertilizantes
nitrogenados € orientada ao estudo das reservas de gas natural ainda que apenas
5% do consumo anual de gas sejam destinados a produgdo de aménia (FIXEN,
2009). As principais reservas de gas natural estdo localizadas nos paises do Oriente
Médio (42%) e na regido da Europa e na ex-Unido Soviética (Figura 1). No Oriente
Médio, o Ira (33,62 trilhdes de m*) e o Catar (25,06 trilhdes de m®) sdo os paises
com as maiores reservas; ja na ex-Unido Soviética, a Russia é o pais com as
reservas mais representativas (33,27 trilhdes de m®); o Brasil tem uma reserva de
aproximadamente 0,5 trilhdes de m® (ANP, 2013). Os maiores fabricantes de adubos
nitrogenados (ureia e amodnia) sdo a China, com 35% da produgdo mundial, e a
Russia, com 6%, seguidos pelos Estados Unidos, com5%; outros paises como a
Indonésia e o Catar participam com menos dos 3% da produgcdo mundial (IFA,
2014).

Figura 1 - Reservas mundiais de gas natural em 2012
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No caso dos adubos fosfatados, a rocha fosférica € a principal
matéria prima. Existem dois tipos de rocha fosférica: ignea e sedimentar; a maior
parte das exploracdes destinadas a producédo de adubos fosfatados € feita a partir
de rocha sedimentar (FIXEN, 2009). Em 2012, a reserva mundial total deste mineral
era de 67.000.000 Mt. Aproximadamente 70% destas reservas estéo localizadas em
Marrocos e no Saara Ocidental (Figura 2); a segunda maior reserva esta localizada
na China (5.5%) e o Brasil possui um total de 270.000 Mt, que equivale a 0,4 % do
total da reserva mundial (USGS, 2013). No panorama global, o maior produtor de
adubos fosfatados € a China (60%), seguida dos Estados Unidos e do Marrocos,
que apesar de possuir a maior reserva de rocha fosférica, esta em terceiro lugar
(22%) entre os produtores de fertilizantes fosfatados. Outros paises, como a Russia

(8%), a Jordéania (5%) e o Brasil (5%) também contribuem para a produgéo total
(IFA, 2014).

Figura 2- Reservas mundiais de fosfato em 2012
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Fonte: United States Geological Survey (2013).

O fosforo recebe uma atengéo especial nas regides tropicais porque
suas caracteristicas quimicas interferem na sua disponibilidade dada sua interagao
com o componente quimico dos solos. Uma grande extensao dos solos brasileiros,

aproximadamente10 milhdes de hectares é do tipo latossolo, com caracteristicas de
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pH acido, alto teor de 6xidos e hidroxidos de Fe e Al e baixa capacidade de troca
catidnica, fatores que determinam uma alta complexidade no manejo dos fertilizantes
fosfatados. Em solos com estas caracteristicas o fosforo € adsorvido pelos éxidos de
Fe e Al tornando-se indisponivel para absorcdo pelas culturas, o que torna
necessaria a aplicagao de alta quantidade de fertilizantes fosfatados para atender a
demanda das culturas (LAPIDO-LOUREIRO; MELAMED, 2008).

O potassio € extraido a partir de varios minerais, entre eles a silvita
(KClI), a silvinita (KCI +NaCl) e a langbeinita (K2SO4.MgS0O4). As reservas deste
nutriente estdo constituidas por camadas sedimentares de sal, remanescentes de
mares extintos (FIXEN, 2009). A maior parte destas reservas estao localizadas no
Canada (46,3%), na Russia (34, 7%) e na Bielorrussia (7,9%) (Figura 3). O Brasil
possui menos de 5% das reservas mundiais destes minerais (USGS, 2013). O
principal produtor de adubos potassicos € o Canada (30%), seguido da Russia
(20%) e da Bielorrussia (16%), outros paises, como Alemanha (9,7%), China (8%),
Israel e Espanha (9,4%) contribuem em menor proporgdo para a produgdo total
mundial (IFA, 2014). O Brasil ndo tem participagao significativa na produgédo mundial
de potassio com alta dependéncia da producdo externa pois, como citado

anteriormente, produz apenas 12% da demanda interna.

Figura 3 - Reservas mundiais de potassio em 2012
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As reservas até agora existentes sao suficientes para a demanda
atual e a futura prevista. Mas na medida em que os recursos de mais facil extracéo
sejam consumidos pode ocorrer uma alta nos valores dos fertilizantes. O maior
problema para o Brasil, neste contexto, € que a industria de produgcdo de
fertilizantes, a partir de materiais minerais existentes no pais, se desenvolve em
ritmo menor do que o crescimento da demanda. Segundo a ANDA (Associagao
Nacional para Difusdo de Adubos) para que o Brasil supere a atual dependéncia das
importagdes de fertilizantes serdo necessarios altos investimentos, especialmente na
producao de nitrogénio e potassio e melhorar a producéo de fosfatos. Por outro lado
€ indispensavel chamar a atencao para o fato de que as fontes de cada um destes
nutrientes sdo ndo-renovaveis e que o futuro da agricultura depende do uso racional

destes.

3.1.2 Perspectivas Futuras em Relagdo a Manutencao da Produtividade

Segundo a visdo 2014-2034 da EMBRAPA (2014), o setor agricola
esta sendo cada vez mais pressionado a aumentar a eficiéncia do uso dos
fertilizantes e agroquimicos, isto significa produzir mais com um determinado nivel
de insumos ou produzir a mesma quantidade com menos insumos. Diante deste
desafio a tecnologia se torna a ferramenta mais importante, tanto para aumentar a
eficiéncia de uso dos insumos quanto para desenvolver alternativas que permitam a
substituicao eficiente de produtos a base de recursos nao-renovaveis. Em respeito

as alternativas de substituicdo, diza EMBRAPA:

[..] é imprescindivel, ademais, que se busquem por fontes
alternativas de nutrientes, como fésforo, via biodisponibilizagdo, por
meio do uso de minerais autdctones, e que se viabilize a fixagao
biolégica de nitrogénio no maior numero possivel de espécies,
incluindo as gramineas. Esses sdo exemplos de tecnologias
essenciais, que poderao mudar definitivamente a capacidade
competitiva da agricultura nos trépicos e subtropicos.

A partir do anteriormente exposto podemos concluir que é totalmente
necessaria a busca por tecnologias baseadas na dinamica natural dos ecossistemas
que permitam gerar as alternativas biotecnoldgicas de que tanto precisa o setor

agricola para a manutengao da produtividade agricola e da seguranga alimentar.
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3.2 DIVERSIDADE BIOLOGICA DO SOLO

O solo é considerado um ecossistema que alberga uma alta
diversidade de organismos (bactérias, fungos, microfauna, mesofauna e
macrofauna), formando uma complexa comunidade biolégica. Neste ambiente, os
microrganismos (bactérias, fungos, actinomicetes e algas) sao as formas de vida
mais abundantes e participam de forma ativa na disponibilidade dos nutrientes (C, N,
P) através da sua atividade bioldgica, pela degradagédo de residuos organicos e a
solubilizagdo de fontes inorganicas (BARGETT, 2005). Os microrganismos do solo
podem ser classificados em grupos funcionais de acordo com 0s processos
biolégicos que realizam no ecossistema; desta forma s&o separados conforme sua
capacidade de transformar compostos organicos e pela utilizagdo de formas
inorganicas.

De acordo com a sua participacdo nas transformacdes dos
nutrientes, os microrganismos do solo constituemdiferentes gruposdenominados
grupos funcionais. Alguns dos mais importantes no solo sao: i) relacionados ao ciclo
do N (amonificadores, fixadores de nitrogénio, desnitrificantes, nitratadores e
nitritadores); ii) relacionados ao ciclo do C (celuloliticos, amiloliticos, proteoliticos) e
iii) relacionados ao ciclo do fésforo (solubilizadores de fosfato e fungos micorrizicos)
(ANDRADE, 2004).A alta diversidade da microbiota do solo esta geralmente
associada a elevada estabilidade da comunidade microbiana, onde cada populagao
desempenha um papel funcional que determina a manutencao dos fluxos de matéria
e de energia em cada nivel trofico de um ecossistema. A manutengdo desta
diversidade funcional no solo tem sido relacionada a estabilidade, produtividade e
resiliéncia dos sistemas terrestres (KUHAD et al., 2004).

O complexo processo de evolugdo da comunidade microbiana do
solo tem contribuido ao enriquecimento das interacbes entre populagdes de
microrganismos e destes com as plantas. A interacdo entre microrganismos e
plantas, especificamente nas raizes, suplementa importantes requerimentos
nutricionais tanto para as plantas como para os microrganismos associados. Desta
forma, assim como as raizes afetam diretamente as populagdes microbianas que as
rodeiam, os microrganismos presentes na rizosfera (por¢do do solo que tem contato
direto com as raizes das plantas) podem influenciar o crescimento vegetal (GIRI et

al.,, 2005). As espécies bacterianas que colonizam as raizes e promovem o0
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crescimento vegetal sdo chamadas rizobactérias promotoras de crescimento
(PGPR). Dentre as rizobactérias, as fixadoras de Nitrogénio (N) podem ou nao
formar simbiose com espécies leguminosas, resultando em uma interagdo benéfica
para o crescimento das mesmas (PHILIPPOT; GERMON, 2005; VESSEY, 2003).
Outro grupo importante de microrganismos do solo sdo os fungos micorrizicos
arbusculares (FMA) que formam associagdes simbidticas com as plantas; esta

associagao desempenha um papel muito importante na produtividade vegetal.

3.3 FUNGOS MICORRIZzICOS ARBUSCULARES (FMA)

3.3.1 Biologia e Desenvolvimento

Os FMA pertencem ao filo Glomeromycota, Classe Glomeromycetes
(glomeromicetos); sdo organismos biotréficos obrigatorios que se associam as raizes
das plantas vasculares terrestres, epifitas, aquaticas e também com rizéides e talos
de bridfitas, formando uma relacdo simbidtica mutualista denominada micorriza
arbuscular (MA). A natureza biotréfica obrigatéria dos FMA é uma caracteristica
esperada em simbioses altamente evoluidas em que o microssimbionte (fungo) se
torna totalmente dependente do macrossimbionte (planta) para seu crescimento e
reproducgao (de SOUZA et al., 2010).

Em termos de distribuicdo geografica e cobertura filogenética no
reino vegetal, a MA é provavelmente a simbiose com maior abrangéncia na terra
(GUTJAHR; PARNISKE, 2013). A origem evolutiva desta relagdo simbiética ainda &
pouco elucidada mas se acredita que esta simbiose ja estava presente nas espécies
de plantas da flora terrestre primordial indicando uma origem ancestral tanto dos
FMA quanto da MA (de SOUZA et al., 2008). O registro féssil de esporos e hifas
similares aos atuais glomeromicetos € do segundo periodo da Era Paleozodica, que
data de 460 milhdes de anos atras. A ocorréncia da MA em plantas terrestres mais
primitivas (classe Hepaticae, divisdo Briofita) da suporte a hipétese que os FMA
foram fundamentais para a colonizagao inicial do ambiente terrestre pelas plantas
(CAIRNEY, 2000).

Os FMA apresentam desenvolvimento de um micélio asseptado
(cenocitico) e formam esporos de grande tamanho (acima de 500 pm). Nao

apresentam ciclo sexual, mas eventos de recombinagao por anastomose entre hifas
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de individuos geneticamente diferentes tém sido descritos como o principal
mecanismo que permite a manutencdo da diversidade genética destes fungos
(GIOVANNETTI et al., 2010). Os glomeromicetos sao considerados um grupo
monofilético por compartilharem uma caracteristica em comum: a formacdo de
arbusculos como estrutura de troca de nutrientes. A colonizagao radicular ocorre nas
células do cortex e € mediada por interagées genéticas, morfologicas e funcionais
entre FMA e plantas (SMITH; READ, 2008 a).

3.3.2 Estabelecimento da Associagao Simbidtica

A colonizagdo das raizes por FMA no solo pode surgir a partir de
trés fontes principais de indculo: esporos, fragmentos de raizes colonizadas e hifas,
denominados coletivamente como propagulos. Por um longo periodo de tempo os
esporos foram considerados os propagulos mais importantes nos FMA ou, talvez, os
unicos. Porém, a germinagao destes em algumas espécies pode ser variavel e lenta,
proporcionando um reservatorio de inéculo que persiste por muitos anos, mas que
nem sempre pode ser importante no inicio da colonizagcado dos sistemas radiculares.
Em muitos habitats, as redes de hifas e os fragmentos de raizes colonizadas sao os
principais meios pelos quais as plantas sdo colonizadas, com a preseng¢a de uma
alta densidade de esporos (SMITH; READ, 2008 a).

O estabelecimento da associagcdo simbidtica chamada de MA pode
ser dividida em distintas fases caracterizadas pelo grau de progressao das hifas do
FMA durante a colonizacéo da raiz.

A colonizagdo comeca com a troca reciproca de sinais difusiveis
entre os FMA e as plantas, fase denominada de sinalizagdo e percepg¢ao ou “fase
pré-simbidtica”. A fase pré-simbidtica & caracterizada pela ramificacdo das hifas,
resposta induzida pelo reconhecimento de compostos (estrigolactonas) produzidos
pelas plantas e denominados fatores de ramificagdo (AKIYAMA; HAYASHI, 2006).
Tem sido demonstrado que a quantidade destes compostos nos exsudados das
raizes aumenta em plantas sob estresse por baixa disponibilidade de fosforo,
levando a um aumento na colonizag&o micorrizica (NAGAHASHI et al., 2010).

O contato entre as hifas e a raiz é seguido pela adesdo da hifa a
superficie radicular através da formacado de uma estrutura de infeccdo denominada

apressorio. O mecanismo de penetracado da hifa através das células da epiderme da
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raiz inclui uma série de eventos que comegam a ser desencadeados pela formagao
do apressorio; basicamente o nucleo da célula epidérmica se movimenta em diregao
ao apressorio formando uma estrutura densa constituida por vesiculas provenientes
do reticulo endoplasmatico, filamentos de actina e microtubulos ao redor do ponto de
contato. Consecutivamente, o nucleo migra para o ponto oposto da célula epidermal
formando um espaco citoplasmatico que contém o aparato de pré-penetragao (PPA)
que liga o nucleo com a sua posigao original abaixo do apressorio. A formagao do
PPA predetermina o caminho de entrada do fungo nas células. O alongamento da
hifa, uma vez que penetra as células epidermais e consecutivamente as corticais, é
facilitado pela oscilacdo nas concentragdes de Ca* no citoplasma vegetal. A
oscilacdo do Ca*? no citoplasma esta relacionada com a indugdo da expressdo de
genes relacionados a infecgdo micorrizica, analogos aos induzidos pelo género
Rhizobium na formagao dos nddulos e ativados quando o fungo entra em contato
com a raiz (GUTJAHR; PARNISKE, 2013).

Figura 4-Diferentes estagios da colonizagado micorrizica.
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Fonte: GUTJAHR; PARNISKE (2013)

A formacéo dos arbusculos no interior das células corticais da raiz
esta associada a uma mudanca brusca na estrutura e fungao celular do cortex; neste
estagio, as células corticais que desempenham um papel predominantemente
estrutural na raiz sdo drasticamente reprogramadas pela estimulagdo simbidtica da
MA. Durante a formagao do arbusculo, a hifa entra no interior das células corticais e

€ guiada para o interior da célula por um PPA; ali a hifa se ramifica e é entéo



26

circundada pelo reticulo endoplasmatico e os componentes do citoesqueleto se

reorganizam em torno das ramificagdes do arbusculo (HARRISON, 2012).

3.3.3 Fatores que Regulam o Estabelecimento da MA

O estabelecimento da MA é regulado por varios fatores ambientais;
entre eles, a concentracdo de nutrientes. As plantas regulam a colonizagéo
micorrizica de acordo com as suas necessidades nutricionais, provavelmente como
um mecanismo para minimizar o custo de carbono imposto pelo FMA. O fésforo (P)
€ 0 mais importante nutriente inorganico que afeta o desenvolvimento da
MA.Estudos recentes tém concluido que o P atua na repressdo de genes que
codificam enzimas importantes para a biossintese de carotendides e estrigolatonas
essenciais para o estabelecimento da simbiose micorrizica (BREUILLIN et al., 2010)
modulando assim, a absor¢do de P. Em uma planta micorrizada o P pode ser
absorvido diretamente pela interfase solo-raiz através da epiderme e pelos
radiculares ou pela via simbidtica (micorrizica) através das hifas que compdem o
micélio externo (SMITH et al., 2003). Em condigbes de baixa disponibilidade de P, a
rota de absorg¢ao do fosfato muda completamente da via direta para a via simbidtica.
Em condi¢des de alta disponibilidade de P, a colonizacéo e a absorgao simbiética de
fosfato sdo suprimidas (GUTJAHR; PARNISKE, 2013).

Por outro lado, fatores bioquimicos como a produgao de fitormbnios
podem exercer importantes papéis regulatérios na formagcdo da MA. Ao mesmo
tempo em que os horménios vegetais regulam um grande numero de eventos
durante o desenvolvimento da planta, constituem também moléculas de sinalizagao
que tem a capacidade de controlar o estabelecimento da simbiose. Por exemplo,
auxinas podem ser responsaveis pela formacao de raizes laterais na planta
hospedeira e, portanto, aumentar os sitios de colonizagdo para o fungo (KALDORF;
LUDWIG-MULLER, 2000). Outros horménios de sinalizagdo entre plantas e
patdbgenos, como o acido jasmdnico, podem atuar no controle da colonizagao
micorrizica, ocasionando uma diminuicdo na porcentagem de colonizagdo com o
aumento dos niveis deste tipo de sinais nas vias sistémicas (HERRERA-MEDINA et
al., 2008).
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3.3.4 Principios Fisioldgicos dos Beneficios das MA as Plantas

Dos beneficios que as MA produzem nas plantas hospedeiras,
podem se destacar: ajuda a nutrigdo, crescimento e desenvolvimento; melhora a sua
tolerancia frente ao estresse causado por fatores abidticos e agentes patogénicos,
além de facilitar sua adaptacdo em solos com baixa disponibilidade de nutrientes
(SYLVIA et al., 1999). Estes beneficios sdo a base fundamental que permite as
plantas uma melhor adaptacdo ao meio, maior competitividade e uma maior
produtividade.

Os beneficios das MA na nutricdo, crescimento e desenvolvimento
vegetal estdo relacionados a facilitagdo na absorgdo de nutrientes minerais do solo.
As MAs podem ajudar as plantas a incrementar a captagdo de nutrientes de forma
direta ou indireta. De forma direta, o fungo aumenta o campo de absor¢ao da raiz
além da zona de influéncia radicular através do desenvolvimento do micélio externo
(extra-radicular) incrementando a captagao de nutrientes (P, N, Zn, Cu, Mn, Fe) e
agua do solo (ALLEN et al., 2003; BAREA et al, 2005). De forma indireta as MA
influenciam a dindmica de nutrientes na rizosfera. Desta maneira os FMA podem
interferir em varios ciclos biogeoquimicos, no aumento da eficiéncia de
microrganismos fixadores de N, tais como Rhizhobium, Azospirillum, Azotobacter
que, por sua vez, incrementam a disponibilidade de nitrogénio para as plantas: no
ciclo do carbono, devido a alteragdes no fluxo dos exsudados das raizes; no ciclo do
fésforo (P), mediante a estimulacdo da atividade de bactérias solubilizadoras de
fosfatos e, no ciclo do enxofre, pela influéncia na dindmica das populagdes de
bactérias autotroficas oxidadoras e redutoras de sulfatos (ANDRADE, 2004;
ARTHURSON et al., 2006; BAREA et al., 2005).

A absorcdo de P é um dos principais beneficios da associacao
micorrizica. Esta vantagem torna-se de fundamental importancia se considerado que
o P é um elemento limitante da produtividade vegetal devido a sua baixa
disponibilidade na forma soluvel no solo. O micélio externo dos FMA absorve o P em
forma de ortofosfato (PO4%) a partir da solugdo do solo e o transloca para as raizes.
Onde ele é transferido do fungo para a planta a nivel celular nas estruturas de troca
(arbusculos). Este processo é mais eficiente em solos com baixa disponibilidade de
P que a difusdo direta através da interfase raiz-solo (HARRISON, 1999; SMITH,;

READ, 2008 b). Outros nutrientes, como o nitrogénio (N), também podem ser
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captados pelo micélio extra-radicular da MA em forma inorganica (NH;" ou NO3”) ou
organica (aminoacidos) (SMITH; SMIYH, 2011). O NOj3 e os aminoacidos sao
transferidos diretamente. Ja o NH," € convertido a forma de aminoacido (glutamina)
para ser transferido para a planta (ALLEN et al., 2003).A absor¢do de
micronutrientes de baixa mobilidade no solo como o Zn, Fe, Cu e Mn também pode
ser atribuida a associagdo micorrizica. Estudos conduzidos com plantas de milho
indicaram um incremento na absor¢ao destes elementos em condigdes de baixa
disponibilidade no solo (LIU et al., 2000).

Uma maior tolerdncia de plantas micorrizadas ao estresse hidrico
tem sido relacionada a indugéo da regulacédo da expressao de diferentes genes que
codificam proteinas de transporte de membrana denominadas aquaporinas. As
aquaporinas parecem desempenhar um papel especialmente importante no controle
de transporte da agua em nivel intracelular. Este mecanismo diminui a
permeabilidade a agua na membrana, permitindo a conservagao desta molécula no
interior da célula (PORCEL et al., 2006). Por outro lado, a MA pode aumentar a
condutancia estomatica, mecanismo que permite manter a taxa de evaporagao ao
minimo o que, por sua vez, aumenta a eficiéncia do uso da agua pela planta (RUIZ-
LOZANO; AROCA, 2010).

O efeito da MA na protecao das plantas contra a agao de patdogenos
primeiramente foi relacionada ao fato desta contribuir a um melhor estado nutricional
porém, o comprovado efeito contra uma diversa gama de patégenos levou a
elucidagao de varios mecanismos de inducido de resisténcia associada a simbiose
micorrizica. Entre eles, o efeito primer associado a indugdo da produgao de acido
jasmoénico pela MA, que permite uma ativagdo mais eficiente dos mecanismos de
defesa da planta (POZO et al., 2010; JUNG et al., 2012).

3.3.5 FMA nos Sistemas Agricolas

A luz do estudo dos beneficios da MA as plantas pode-se concluir
que os FMA desempenham um importante papel no solo e contribuem de forma
significativa a que este funcione como um sistema que sustente a produtividade
vegetal. Este € um potencial que pode ser explorado no desenvolvimento e na
producdo de plantas cultivadas. Porém a maioria dos estudos com FMA nos

ecossistemas agricolas estdo orientados a determinar o efeito das diferentes
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praticas agricolas sobre o estabelecimento da associagcdo micorrizica e as
comunidades de FMA no solo (CARRENHO et al., 2010). Em geral, estes estudos
indicam que os FMA tém uma ocorréncia generalizada nos ecossistemas agricolas.
A maioria das plantas cultivaveis consegue estabelecer associagdes simbidticas com
os FMA. No entanto, muitas praticas agricolas incluindo a utilizagcdo de produtos
quimicos (fertilizantes e praguicidas), o preparo do solo a as monoculturas
influenciam as comunidades de FMA, levando a uma diminuicdo da diversidade e
alteracao da funcionalidade deste grupo de microrganismos (GOSLING et al., 2006;
KAHILUOTO et al., 2009).

A rotagao de culturas e a inoculagdo de FMA em areas agricolas sao
duas praticas que tém sido avaliadas como estratégias para restabelecer a
comunidade de FMA nos solos agricolas. A rotacdo de culturas favorece a
multiplicacdo dos FMA no solo e promove uma maior eficiéncia na associacao
micorrizica (CASTILLO, et al., 2006; MAITI, et al.,, 2011). Por outro lado, a
inoculagdo de FMA exdgenos com a capacidade para competir com os FMA nativos
pode resultar num aumento da colonizagdo e no desenvolvimento das culturas
(PELLEGRINO, et al., 2012). Apesar do grande numero de estudos sobre o efeito
benéfico dos FMA no desenvolvimento de diferentes plantas cultivaveis, seu uso na
producdo de inoculantes micorrizicos no Brasil ainda é limitado a uma pequena
escala em universidades e centros de pesquisa onde normalmente se utiliza a
multiplicacdo de FMA em vasos com variados tipos de plantas hospedeiras, entre
elas, as gramineas s&o as mais usadas. Estas sdo plantadas em substratos ou
misturas de substratos como solo, areia, vermiculita e turfa, entre outros. O
desenvolvimento mundial da pesquisa neste sentido tem gerado metodologias para
o cultivo de FMA em meio sintético com raizes de cenoura Ri T-DNA transformadas
em o6rgaos hospedeiros, possibilitando a obtengdo de culturas axénicas com
potencial para a produgcdo em grande escala de inoculantes de FMA. A partir desta
técnica, em alguns paises como o Canada, a Espanha e a India, tém sido
desenvolvidos inoculantes a base de FMAs (ADHOLEYA et al., 2005).

3.3.6 Multiplicagao in vitro de FMA

A metodologia da cultura in vitro de FMA foi desenvolvida a partir

dos estudos pioneiros sobre o desenvolvimento de FMA em condi¢cdes assépticas
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feitos por Mosse (1962), seguidos por varios estudos nas décadas de 70 e 80 como
os de Mosse e Hepper (1975) acerca do crescimento de FMA em associagdo com
culturas de raizes como 6rgaos hospedeiros, e os trabalhos de Strullu e Romand
(1986, 1987) relacionados aos meios de cultivo apropriados para o desenvolvimento
dos FMA e as raizes hospedeiras. Finalmente, Becard e Fortin (1988) padronizaram
a metodologia de cultivo de FMA em raizes de cenoura transformadas pela insergéo
do plasmideo Ri T-DNA.

O processo de obtengao e manutencéo de culturas axénicas de FMA
in vitro consiste em quatro etapas: a selegdao, desinfeccdo e germinacdo de
propagulos; o estabelecimento da MA com a cultura de raizes e a manutengao de
subculturas continuas. O meio mineral mais amplamente utilizado € o meio Minimo
(M) segundo Bécard e Fortin (1988). Esta metodologia traz varias vantagens sobre
os métodos convencionais de cultivo em vaso permitindo a producdo de indculos
puros, axénicos, com alta quantidade de massa fungica (hifas e esporos) e livres de
propagulos contaminantes (ADHOLEYA et al., 2005).

Nas duas décadas passadas varias espécies de MA foram
adaptadas ao cultivo axénico em associacdo com raizes transformadas. Estas
culturas tém sido usadas como ferramenta para desenvolver pesquisas em varias
areas como sistematica de FMA (DECLERCK et al. 2001;MORTON; REDECKER,
2001), entre outras, como caracterizagdo morfolégica do fungo antes e depois da
colonizagdo da raiz descrevendo a germinagao in vitro de esporos (JUGE et al.
2001) e o estudo da fase desenvolvimento fora da raiz (BAGO et al., 1996; 1998a,
1998b; 1999a); aspectos fisiologicos da relagdo fungo hospedeiro (GEMMA; KOSKE,
1988; DOUDS et al., 1996; BAGO et al., 1999b; BUEE et al., 2000); aspectos
metabdlicos da planta hospedeira (PFEFFER et al.,, 1999; BAGO et al., 2000;
JONER et al.,, 2000; KOIDE; KABIR, 2000), permitindo a elucidagdo de muitos
aspectos da simbiose estabelecida entre MA e plantas (FORTTIN et al., 2002).

Além de ser uma ferramenta atual para o estudo da associacao
micorrizica, as técnicas de cultivo in vitro de FMA tém sido utilizadas na producéao
em larga escala de inodculos micorrizicos. A produgao E multiplicacdo de espécies
como Glomus intrarradices tem sido exitosa desde o comeco dos estudos das
técnicas de multiplicagdo in vitro até a atualidade, chegando a alcangar niveis de

desenvolvimento que permitem obter até 3.250 esporos por mL de meio em 3 meses
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(DOUDS, 2003). Assim, esta técnica se mostra mais efetiva e adequada para a

prospecc¢ao de novos inoculantes a base de fungos micorrizicos.

3.4 CONSIDERACOES FINAIS

A agricultura pode ser considerada como um dos principais motores da
economia brasileira. Assim, &€ um setor que esta em constante crescimento gerando
uma alta demanda de insumos agricolas, entre eles os fertilizantes que sdo de
extrema importancia para a manutencdo de produtividade. Porém, o uso continuo
destes insumos, que geralmente provem de fontes nao renovaveis, podem levar a
um encarecimento nos custos de produgdo, assim como gerar impactos negativos
ao meio ambiente. Neste sentido, um dos principais desafios do setor agricola é
encontrar alternativas que possam otimizar ou diminuir o uso de fertilizantes
mantendo os padrdes de producdo. Uma das alternativas a este desafio € o uso de
microrganismos do solo que promovam o desenvolvimento vegetal, tais como os
fungos micorrizicos arbusculares. O desenvolvimento de inoculantes com base em
FMA pode ser viavel apor meio do uso de técnicas que permitam a multiplicacao

destes microrganismos em larga escala, como as técnicas de cultivo in vitro.
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4 ADAPANTAQAO DO FMA Rhizophagus clarus AO CULTIVO IN VITRO E
AVALIACAO DO SEU POTENCIAL DE COLONIZACAO NO SOLO

Os FMAs do tipo Glomus incluem cerca de 110 espécies descritas,
tornando-o um importante grupo da ordem Glomales (DALPE et al. 2005). Para o
Brasil, foram registradas um total de 53 espécies deste grupo, com ocorréncia em
diferentes estados, entre estas espécies, Rhizophagus clarus (=Glomus clarum),
Rhizophagus diaphanus (=Glomus diaphanum), Claroideoglomus etunicatum
(=Glomus etunicatum), Funneliformis geosporus (=Glomus geosporum), Glomus
macrocarpum, Glomus microaggregatum e Glomus sinuosum mostram uma maior
frequéncia de ocorréncia e distribuigdo geografica em diferentes ambientes (de
SOUZA et al., 2010). Este fato sugere, que R. clarus € uma espécie com elevada
plasticidade fisiolégica e potencial para producao biotecnolégica de inoculantes ja
que pode se adaptar a diferentes ambientes. Até agora poucas espécies do grupo
Glomus foram adaptadas ao cultivo in vitro; entre elas Rhizophagus fasciculatus
(=Glomus fasciculatum) por Strullu e Romand (1986), Gl. macrocarpum e Gl.
versiforme (DECLERCK et al., 1998), GIl. deserticola (MATHUR; VYAS, 1995),
Funneliformis constrictus (=Glomus consttrictum) (MATHUR; VYAS, 1999),
Claroideoglomus etunicatum (=Glomus etunicatum) (PAWLOWSKA et al., 1999),
Funneliformis caledonius (=Glomus caledonium) (KARANDASHOV et al., 2000),
Rhizophagus prolifer (=Glomus proliferum) (DECLERCK et al., 2000), Funneliformis
mosseae (=Glomus mosseae) (RAMAN et al., 2001), Rhizophagus intraradices
(=Glomus intraradices) (DOUDS, 2002); ja no Brasil o desenvolvimento in vitro de
Rhizophagus clarus foi relatado por de Souza e Berbara (1999) e Costa et al. (2013).
Para varias dessas espécies tém sido descrito o seu ciclo de vida; no entanto, existe
pouca informagao a respeito da manuteng¢ao da cultura axénica e de seu potencial

de colonizagao, visando a producao de inoculantes.

A produgao de inoculantes micorrizicos com base nas técnicas de
cultivo in vitro exige ndo s6 a adaptacéo do fungo micorrizico a cultura axénica. Além
disso, também é necessaria uma avaliagdo da viabilidade dos propagulos obtidos
nessas condicdes ao serem novamente inoculados ao solo (ADHOLEYA et al.,
2005). A adaptacdo total desta tecnologia aos sistemas agricolas também deve
incluir a avaliagao do desempenho do inéculo micorrizico frente a varias praticas de

rotina, tais como o tratamento quimico das sementes com fungicidas para o controle
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de patdgenos. Este tipo de pratica pode controlar os patdgenos do solo, mais

também podem afetar fungos benéficos como os fungos micorrizicos arbusculares.

Assim, este capitulo tem como objetivo descrever o processo de
adaptacao do fungo micorrizico Rhizophagus clarus ao sistema in vitro e a dinamica
do seu desenvolvimento a partir de subcultivos; apresentar a avaliagédo do potencial
de colonizacdo do indéculo de R. clarus produzido in vitro em um substrato
esterilizado e nao esterilizado; bem como seu desempenho na colonizagao

micorrizica apds a inoculagdo em sementes tratadas com antifungico.

4.1  ADAPTAGCAO DO FUNGO Rhizophagus clarus A0 CULTIVO IN VITRO
4.1.1 Cultivo de Raizes Hospedeiras

As raizes usadas como 6rgaos hospedeiros, correspondem a raizes
de cenoura (Daucus carota L.) transformadas com a bactéria Agrobacteium
rhizogenes segundo Chilton et al. (1982). As culturas de raizes foram mantidas e
multiplicadas em meio mineral minimo M (BECARD; FORTIN, 1988) a 25 °C no
escuro. Para manter a viabilidade das raizes foram feitos subcultivos a cada 3 ou 4

semanas.

4.1.2 Desinfecgao de Propagulos

Neste trabalho, foram utilizados esporos como propagulos. Estes
foram multiplicados em vasos com um substrato esterilizado (areia e solo 1 : 1) e
Brachiaria decumbens como planta hospedeira em condigdes de casa de vegetagao
(25 °C, com luz natural). Apds cinco meses de multiplicagdo em vasos, 0s esporos
foram extraidos por peneiramento umido e decantacdo (GERDERMAN; NICOLSON,
1963). Apos a extracao, os propagulos foram armazenados em camara Umida a 4 °C

durante oito dias antes da desinfec¢ao, para induzir a quebra de dorméncia.

A desinfecgao de propagulos foi feita utilizando um sistema de filtro
acoplado a uma seringa de 50 mL. O procedimento de desinfecgdo consistiu em

uma primeira lavagem com 100 mL de solugdo desinfetante composta por cloramina
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T (2%) e estreptomicina (0.02%), segundo Mosse (1962), posteriormente foram
feitas quatro lavagens sucessivas com agua destilada esterilizada. Finalmente os
esporos foram removidos cuidadosamente do sistema de filtracdo e transferidos a
uma placa de Petri esterilizada contendo agar-agua-MES e subsequentemente

incubados para promover a germinagao.

4.1.3 Germinacéao dos Esporos

A germinagao dos esporos foi promovida em agar-agua-MES (10
mM)(CARR; HINKLEY, 1985) a diferentes pH (5,0; 5,5; 6,0; 6,2). De sete a oito
esporos desinfetados foram colocados na superficie do médio agar-agua-MES
distribuido em placas de Petri. Posteriormente as placas foram incubadas a 25 °C no
escuro e avaliadas periodicamente ao microscopio estereoscopico (40X) para

monitorar a germinacgao e eliminar contaminantes.

4.1.4 Inducédo da Associagado Micorrizica in vitro

Assim que observada a germinagcdo de esporos, uma peca de gel
contendo um esporo germinado foi transferida para uma placa contendo meio
minimo (M) e um fragmento (5 - 7 cm) de raiz (Ri-T-DNA) em crescimento ativo.
Posteriormente as placas foram incubadas a 25 °C no escuro. Apds a incubacéo,
foram feitas avaliagdes periddicas ao microscopio estereoscédpico para monitorar o

estabelecimento de associag&o entre o fungo e a raiz.

4 1.5 Subcultivo de R. clarus in vitro

Apos a obtencao da micorriza in vitro, foram avaliados dois métodos
de subcultura. No primeiro método, pequenos fragmentos de um centimetro
quadrado de gel provenientes de uma cultura estabelecida contendo esporos,
micélio e raizes colonizadas foram transferidas para uma placa com meio M e
fragmentos (5 - 7 cm) de raiz (Ri-T-DNA). No segundo método, raizes colonizadas
provenientes de uma cultura de aproximadamente 30 dias, crescendo ativamente,

foram transferidas para novas placas com meio M. Cada um desses métodos foi
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avaliado respeito a trés aspectos do desenvolvimento de R. clarus no cultivo in vitro:

crescimento da raiz, micélio extra-radicular, e produgao de esporos.

O comprimento da raiz, micélio extra-radicular, e numero de esporos
foram avaliados em triplicata aos 30, 60, 90, 120 e 150 dias de cultivo. O método de

avaliacédo do comprimento do micélio e da raiz foi de acordo com Newman (1966).

4.1.7 Analise Estatistica

O numero de esporos produzidos nas subculturas foi ajustado ao
modelo Gompertz de acordo com Declerck et al. (2001), no programa Sigma Plot
10.0.

4.1.6 Resultados

A maior porcentagem de germinacdo de esporos (37,2%) foi
observada num pH de 5,5. Em outros pHs como 6,0 e 6,5 a porcentagem de
germinagao foi menor do que 20% e o crescimento do tubo germinativo parou

poucos dias apos a germinacgao (Figura 5).
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Figura5— indice de germinagdo (%) de esporos desinfetados em agar-agua-MES em
diferentes pH.
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Um crescimento ativo do micélio e a formagao de algumas vesiculas
na fase pré-simbiotica foram observados nos esporos germinados em pH 5,5 (Figura
6A); e apods 15-30 dias da transferéncia do esporos germinado para o meio MRS
varias hifas com estruturas de infeccdo foram identificadas (Figura 6B). O
desenvolvimento de micélio extra-radicular (Figura 6E) e a produgdo de esporos
secundarios foram observados apos 45 dias de cultivo. Neste periodo observou-se
um vigoroso desenvolvimento do micélio extra-radicular apresentando hifas de
paredes espessas que se estendem pelo meio, denominadas “runner hyphae” (RH)
e hifas ramificadas “branched hyphae” (BH). A produgao de esporos secundarios foi
intensa nas regides da placa com alto desenvolvimento de hifas RH (Figura 6C e 6D)
com ramificagdes laterais. A esporulacao intra-radicular foi observada apés 120 dias

de cultivo (Figura 6F).
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Figura 6 - Desenvolvimento in vitro de R. clarus: formacdo de vesiculas na fase pré-
simbidtica (A); contato da hifa com a raiz e formacao da estrutura de infecgéo
(B); produgdo de esporos (C,D); arquitetura do micélio extra-radical “runner
hyphae” (RH) e “branched hyphae” (BH) (E); produgao de esporos no interior da
raiz (F).
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Nos meétodos de subcultura, o comprimento do micélio extra-
radicular aumentou ativamente apos incubacdo no método de subcultura com
fragmentos de gel (Figura 7A), ja no método de subcultura com raizes colonizadas
este aumento ocorreu depois de 30 dias de incubagéao (Figura 8A). O maior aumento
do micélio extra-radical se deu no intervalo de 30-60 dias apds o subcultivo; no
periodo seguinte entre os 90-150 dias seu crescimento nao foi significativo, apenas
acompanhando o crescimento da raiz. O comprimento da raiz foi maior no método

de subcultura por fragmentos de gel.

A produgdo de esporos apresentou uma dindmica ajustada ao
modelo Gompertz (Figura 7B, 8B). Os coeficientes de determinacao (r®) estimado foi
de 0,97 no método de subcultura por fragmentos de gel e de 0,98 no método de

subcultura por raiz colonizada.

A producao de esporos e micélio extra-radicular foram maiores no
método de subcultura por fragmentos de gel, com valores de 380 cm de
comprimento total, e 1.200 esporos aos 150 dias de incubacéao; por outro lado, o
método de subcultura de raiz colonizada apresentou um crescimento em torno de

230 cm de micélio extra-radicular e 850 secundarios maduros no mesmo periodo.
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Figura 7 — Dindmica de crescimento de Rizophagus clarus in vitro no método de subcultura
por fragmentos de gel. Desenvolvimento de micélio extra-radicular (A); produgao

de esporos
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Figura 8 — Dinamica de crescimento de Rhizophagus clarus in vitro no método de
subcultura por raiz colonizada. Desenvolvimento de micélio extra-radicular (A);
producao de esporos (B)
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4.2  AVALIACAO DO POTENCIAL DE COLONIZACAO DO INOCULO DE Rhizophagus clarus
PRoDUZIDO IN VITRO

4.2.1 Experimento 1: Potencial de Colonizagao

O potencial de colonizagdo do inéculo de R. clarus produzido in vitro
foi comparado com um indculo convencional produzido em vasos de multiplicacéo
com Brachiaria decumbens. Este experimento foi conduzido em casa de vegetacéo
(25 £ 2 °C, com luz natural), no experimento foram utilizadas duas espécies vegetais
de importancia agronémica, algodao (Gossypium hirsutum L.) e soja (Glycine max
L.). Como tratamentos foram considerados: i) indéculo in vitro; ii) in6culo

convencional, e o controle sem inoculacéo.

O ind6culo in vitro consistiu em 2 mL de uma mistura contendo 100
esporos, micélio raizes colonizadas partir de uma cultura axénica de R. clarus de
quatro meses de idade. O in6culo convencional consistiu em 10 g de solo, contendo

100 esporos, micélio e raizes colonizadas provenientes dos vasos de multiplicacao.

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, com cinco
repeticdes por tratamento. Cada unidade experimental consistiu em um vaso de dois
litros com substrato. O substrato utilizado foi uma mistura de areia e solo (1:1) em
duas condicoes, esterilizado e ndo esterilizado. A esterilizacdo do substrato foi feita

por tindalizacdo. As suas caracteristicas quimicas sdo apresentadas na Tabela 1.

A inoculagao foi feita cobrindo o indculo com uma camada de solo
de 2 cm acima do qual as sementes foram semeadas. Para as plantas de soja, além
de dois tipos de indculo de R. clarus foi aplicado de um inoculante comercial de
bactérias fixadoras de nitrogénio (Rizo Plus ® Rhizobacter) contendo duas estirpes
de Bradyrhizobium japonicum (SEMIA 5079, SEMIA 5080).

O experimento foi conduzido durante dois meses. Apds este periodo,
foram coletadas amostras do sistema radicular para avaliagdo da colonizagao
micorrizica, e a parte aérea para avaliacdo da biomassa e o conteudo de fésforo e

nitrogénio.
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As amostras de raiz foram submetidas ao procedimento de
coloracdo das estruturas microrrizicas segundo Phillips e Hayman (1970). A
porcentagem de colonizagdo micorrizica foi estimada pelo método de intersegbes em
grid-line (Giovanetti e Mosse, 1980). Para a determinagdo da biomassa, as plantas
foram coletadas, secas a 50 °C por 72 horas, e posteriormente pesadas. Apos a
determinagcdo da biomassa, as amostras foram moidas para a quantificacdo do
fésforo e o nitrogénio. A determinacdo do fosforo foi feita apds digestdo nitro-
perclorica segundo o método de determinagcdo de Murphy e Riley (1962). O N foi
determinado por destilagdo micro-Kjeldahl apds digestdo sulfurica segundo Sarruge
e Haag (1974).

4.2.2 Experimento 2: Colonizagao em Sementes com Tratamento Antifungico

Este experimento foi conduzido em casa de vegetagdo (25 + 2 °C,
com luz natural) com sementes de algodao (Gossypium hirsutum L.) e de soja
(Glycine max L.) tratadas com uma formulagdo quimica contra fungos patégenos de
solo Baytan® (ingrediente ativo: tridiadimenol) e Standak® Top (ingrediente ativo:

pirasclotrobina e metil tiofanato), respectivamente.

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso com cinco
repeticdes por tratamento. Cada unidade experimental consistiu em um vaso de dois
litros com substrato. O substrato foi um solo Latossolo Vermelho n&o esterilizado. As

suas caracteristicas quimicas sdo apresentadas na Tabela 1.

Nesse experimento foi utilizado um in6culo de R. clarus produzido in
vitro como descrito no experimento 1. Foram considerados como tratamentos duas
condi¢gdes das sementes (tratadas e nao tratadas), e dois métodos de inoculagao: i)
aplicacao do inéculo como revestimento das sementes e; ii) cobrindo o inéculo com
uma camada de solo de 2 cm acima do qual as sementes foram semeadas. As
plantas foram mantidas em casa de vegetagdo por trés meses. Apos este tempo,

foram avaliadas a colonizagcdo micorrizica e a biomassa da parte aérea.
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Tabela 1 - Caracteristicas quimicas dos substratos utilizados nos experimentos de casa de
vegetacao. (SE) substrato esterilizado; (SNE) substrato nao esterilizado. (S)
soma de bases; (CTC) capacidade de troca catibnica (V) saturagdo de bases;
(SA) saturagao por aluminio.

P C H Al HAl Ca Mg K S CTC %
mg/dm® g/ dm® P cmol, dm™ V SA
SE 12,5 16,05 460 026 7,20 260 0,74 0,07 3,41 10,6 32,13 7,08
SNE 14,9 12,85 540 0,00 342 355 148 0,18 5,21 8,63 60,37 0,00
Solo 12,1 14,41 470 0,08 576 180 1,31 0,30 3,41 9,17 37,18 2,29
P-K: Mehlich | Ca-Mg-Al: KCIM pH: CaCl, 0.01 M

4.2.3 Analise Estatistica

Os efeitos de dois tipos de inéculo, in vitro e convencional, sobre a
biomassa da planta e absorgdo de nutrientes foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA), as medias foram comparadas pelo teste de Tukey (HSD) ao
nivel de probabilidade de p < 0,05. Para os dados de colonizagcdo micorrizica em
substrato esterilizado foi realizado um teste t p < 0,05 entre os dois tipos de inéculo.

Estas analises foram feitas utilizando o programa ESTATISTICA 7.0.

4.2 4 Resultados

Em substrato esterilizado com plantas de algodao n&o foram
observadas diferengas entre os dois tipos de inéculo, estes apresentaram a mesma
eficiéncia na colonizagdo atingindo valores superiores a 80% apds 60 dias de
inoculagdo. Esta percentagem de colonizagdo teve um efeito positivo no
desenvolvimento das plantas (Tabela 2). Em plantas micorrizadas foi observado um
aumento na producdo de biomassa e na absorcdo de fosforo e absorcdo de
nitrogénio, essas diferengas foram estatisticamente significativas em relagdo as

plantas controle (Tabela 2).
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Em substrato néo esterilizado o indculo produzido in vitro foi mais
eficiente na colonizagao radicular, este atingiu 91% da colonizagao, 13% a mais do
que o percentual alcangado por o indéculo convencional. No entanto, nestas
condicbes nido foram observadas diferengas na producdo de biomassa nem na
absorcdo de fosforo em plantas micorrizadas em relagdo ao controle sem indculo
micorrizicos. Absorgcao de nitrogénio foi maior em plantas com inéculo convencional
(Tabela 2).

Tabela 2 - Colonizagao do inéculo de R. clarus produzido in vitro em compara¢gao com um
inéculo convencional e seu efeito no desenvolvimento de plantas de algodao.
(CM) colonizagdo micorrizica; (B) biomassa da parte aérea; (P) conteudo de
fésforo na parte aérea; (N) conteldo de nitrogénio na parte aérea. Médias
seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste Tukey (p<
0.05) e pelo teste t para colonizacao no substrato esterilizado (n=5).

Substrato esterilizado

CM B P N
Tratamentos
(%) (g planta™) (mg planta”)  (mg planta™)
0,00 1,1+0,2b 0,2+0,1b 14+4b
Controle
I. Convencional 86,0+4,1a 4,0+1,0a 2,8+0,5a 48+7a
l. In Vitro 87,0+1,3a 4,7+0,5a 2,4+0,6a 54+3a

Substrato nao esterilizado

CM B P N
Tratamentos
(%)* (g planta’) (mg planta”)  (mg planta™)
57+4c 3,5+0,6a 1,7+0,4a 47+ 6b
Controle
I. Convencional 78+9b 3,8+0,7a 2,0+0,2a 49+ 9a

[. In Vitro 91+3a 3,1+0,4a 1,6+0,2a 36+ 4b
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Em plantas de soja, o inéculo convencional e o in vitro mostraram a
mesma eficiéncia na colonizagdo radicular, superior a 60% ap6s 60 dias de
inoculagdo em substrato esterilizado. Esta percentagem de colonizagdo foi
observado com ou sem a inoculagdo de Rhizobium. Em plantas micorrizadas foi
observado um efeito positivo na produgao de biomassa e na absorcédo de fésforo e
nitrogénio, essas diferencas foram significativas em relagcédo as plantas controle sem
indculo  micorrizicos. Plantas inoculadas com Rhizobium e micorrizadas

apresentaram um aumento na massa de nodulos (Tabela 3).

Em substrato nao-estérilizado o inéculo produzido in vitro foi mais
eficiente na colonizagao radicular, este mostrou entre 60 - 70% de colonizagéo. As
plantas ndo apresentaram diferencas quanto a biomassa com e sem indculo
micorrizicos. Absorgao de fosforo e a massa dos nédulos foram maiores em plantas
com indculo in vitro. Absorgdo de nitrogénio ndo foi significativamente diferente entre

os tratamentos (Tabela 3).
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Tabela 3 - Colonizagao do inéculo de R. clarus produzido in vitro em comparagao com um
inéculo convencional e seu efeito no desenvolvimento de plantas de soja. (CM)
colonizagao micorrizica; (B) biomassa da parte aérea; (P) conteudo de fésforo na
parte aérea; (MN) massa dos nddulos; (N) conteudo de nitrogénio na parte
aérea. Médias seguidas da mesma letra nao diferem significativamente pelo
teste Tukey (p< 0.05) e pelo teste t para colonizagdo no substrato esterilizado
(n=5).

Substrato Esterilizado

CM B P MN N
Tratamentos

(%) (g planta™) (ug planta™) (g planta™) (mg planta™)
Controle 0,00 0,7+0,2b 104,6+47b 0,1+0,08b 13,4+6b
[.Convencional  62,0+2a 1,4+0,2a 510,4+139a 0,8+0,06a 30,0+5ab
[. In Vitro 64,0+3a 1,8+0,5a 551,8+145a 1,0+0,2a 28,4+9ab
Rhizobium. 0,00 0,5+0,1b 66,2+22 b 0,1+0,2b 19,7+5ab
Rhizobium.+ .

62,8+2,5a 1,5+0,3a 503,3+43a 0,9+0,2a 33,3+10a

Convencional
Rhizobium + 1.
In Vit 69,4+1,2a 1,6+0,3a 504,5+131a 0,8+0,1a 33,9+7a
n Vitro

Substrato Nao Esterilizado

CM B P MN N
Treatments

(%) (g planta™) (ug planta™)  (gplanta’)  (mgplanta™)
Controle 49,0 +2¢ 1,6+0,1a 283,8+79c 0,8+0,1ab 29,9+4,0a

I. Convencional 55,0 +2bc 1,440,2a 367,1+29bc 0,8+0,1ab 24,5+8,2a
l. In Vitro 62,0 +3ab 1,7+0,2a 535,9+75a 1,0+0,2a 29,2+3,6a
Rhizobium. 59,0 +5b 1,440,1a 422,8+49bc 0,6+0,2b 24,8+5,1a

Rhizobium + .
59,0 +8bc 1,5+0,2a 476,9+76ab 0,8+0,2ab 28,1+5,2a
Convencional

Rhizobium + |I.

70,0 +7a 1,7+0,3a 507,3 +90ab 0,9+0,1ab 29,1+7,7a
In Vitro
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No experimento com sementes tratadas quimicamente com
fungicidas, os dois métodos promoveram um aumento na colonizagao micorrizica em
relacdo ao controle sem inoculagdo. Em algoddo o método de inoculagdo no solo foi
mais eficiente do que a inoculagdo com recobrimento das sementes. (Tabela 4). Em
sementes de soja os dois métodos apresentaram a mesma eficiéncia promovendo
aumento na colonizacdo micorrizica. Nao foi observado nenhum efeito negativo
significativo entre sementes tratadas e ndo tratadas quanto a colonizagéo
micorrizica. Quanto a produgao de biomassa nao foi observado um efeito sobre a
producao de biomassa no algodao, ja na soja as plantas micorrizadas apresentaram

maior biomassa do que o controle sem inoculagao (Tabela 4).

Tabela 4 - Colonizacao e producido de biomassa em algodao e soja apds a inoculagao de
R. clarus produzido in vitro em sementes tratadas quimicamente. (CM)
colonizagcado micorrizica; (B) biomassa. (ST) semente tratada; (SNT) semente
ndo tratada. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente
pelo teste Tukey (p< 0.05), n=5.

Algodao Soja

CM B CM B
Tratamentos 4 4
(%) (g planta™) (%) (g planta™)
ST 51.9+9.8c 3.6+0.5ab 64.7+7.4c 1.6+0.5b

Controle

SNT  66.0+1.9bc 3.2+0.5ab 60.0+12.1c 2.6+1.5ab
noculacgo por ST 76.0+11.3ab  3.1+0.4ab 89.7+7.6a 4.4+0.9ab
revestimento SNT  74.0+3.5ab 4.2+0.42 84.2+7.3ab 5.7+2.3a
ST 89.3+2.5a 2.3+0.4b 90.3+7.5a 4.5+1.7ab

Inoculagdo no

solo SNT 87.1+2.7a 3.0+0.6ab 86.0+5.6ab 5.8+0.4a
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4.3 DiscussAo

A sobrevivéncia dos esporos dos fungos micorrizicos arbusculares
(FMA) no solo tem sido associada a arquitetura grossa da parede e a sua
capacidade de entrar em estado de dorméncia. No entanto, na fase de germinacéo e
crescimento do micélio (fase pré-simbidtica) podem ser afetados por varios fatores
fisicos, quimicos e biolégicos (GIOVANNETI et al., 2010).

Para o estabelecimento do cultivo in vitro de FMA, a quebra da
dorméncia dos esporos é considerada um fator importante, fazendo necessaria a
avaliacao de diversos fatores, como por exemplo, o tempo e temperatura de
armazenamento dos esporos, o pH do meio para germinagéo e a temperatura de
incubacdo. Para o caso dos esporos de R. clarus o armazenamento em camara
Umida a 4 °C por 8 dias antes da desinfecgéo foi suficiente para quebrar a dorméncia
dos esporos. Efeitos semelhantes foram observados na quebra da dorméncia em
esporos Rhizoohagus intraradices (=Glomus intraradices), em que o0 armazenamento
de mais de 14 dias a 4 °C aumentou significativamente a percentagem de
germinacgao de esporos (JOGE et al., 2002; ESKANDARI; DANESH, 2010).

Por outro lado, as espécies de FMA requerem uma determinada
faixa de pH para a germinacao e crescimento do micélio; esta condigdo pode variar
entre espécies ou isolados da mesma espécie. Segundo alguns autores o pH neutro
ou alcalino é 6timo para a germinagdo de esporos do género Glomus (HEPPER,
1984). No entanto, no presente estudo, a maior percentagem de germinagao de
esporos de R. clarus foi observada a um pH mais acido (5,5). A cultura in vitro de G.
deserticola em meio M, a um pH de 5,5, também tem sido bem sucedida (MATHUR,;
VYAS, 1999). Costa et al. (2013) descreveram o crescimento in vitro de R. clarus
numa faixa de pH desde 4,0 a 6,5; observando um melhor desenvolvimento em pH
4,0. Neste contexto, é importante ressaltar que, independentemente de géneros ou
espécies cada isolado de FMA proveniente de um ambiente especifico pode, de fato,
representar um ecétipo adaptado as caracteristicas peculiares do solo. Assim,
fungos isolados de solos acidos ou alcalinos requerem um pH de acordo com a sua
origem no crescimento in vitro (FORTIN et al., 2002; GIOVANNETI et al., 2010).
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Apos a germinacao dos esporos, o ciclo de vida no género Glomus
inclui um estagio de pré-simbidtico, seguido pela colonizagdo da raiz hospedeira
denominada fase simbidtica (DALPE et al., 2005). A germinagdo de esporos do
género Glomus e o alongamento do tubo germinativo ndo sdo afetados pela
presenca de planta hospedeira (GIOVANNETI; SBRANA, 1998); razdo pela qual foi
possivel a germinacdo dos esporos na auséncia de raizes. No entanto, o
crescimento das hifas ocorre em resposta aos exsudados antes do contato fisico
entre os simbiontes (Mosse, 1962). A produgédo de vesiculas na fase pré-simbidtica
de R. clarus foi descrita por Souza e Berbara (1999). Embora estes possam ser
considerados esporos juvenis, sua capacidade de germinagdao nunca foi
demonstrada (DALPE et al., 2005).

A presenca de hifas RH esta relacionada com a colonizagdo do
substrato e a raiz (DALPE et al., 2005). Além disso, de acordo com Bago et al.
(1998), a presengca de hifas ramificadas (BH), uma vez que a simbiose é
estabelecida, pode estar relacionada com uma fungdo de absorcao de nutrientes e
tem uma ocorréncia generalizada nas culturas in vitro de varios FMA (BAGO; CANO,
2005). A diferenciacdo de esporos ocorreu ao longo das ramificagdes laterais das

hifas RH, como descrito por de Souza e Berbara (1999).

Muitos estudos fornecem informacgdes Uuteis sobre os aspectos
genéticos, fisioldgicos e morfolégicos de fungos do género Glomus in Vvitro.
Entretanto ha pouca informacado a respeito do desenvolvimento dos fungos em
culturas continuas para a produgdo de inéculo. O primeiro cultivo continuo in vitro de
FMA foi alcangado por Strullu e Romand (1986), utilizando fragmentos de raizes
colonizadas como método de subcultura. O mesmo método foi usado por St-Arnaud
et al. (1996) para o aumento do crescimento do micélio e producao de esporos de G.
intrarradices em sistema bicompartimental. Por outro lado, usando o método de
subcultura por fragmentos de gel, foi obtido um aumento da produgéo de esporos de
G. intraradices (DOUDS, 2002).

Neste estudo foi demonstrado que tanto fragmentos de raiz
colonizada, como fragmentos de gel contendo propagulos do fungo, sdo adequados
para a manutencao do cultivo in vitro de R. clarus. Uma maior produg¢ao de esporos

foi observada no método de subcultura por fragmentos de gel, provavelmente
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relacionado com uma maior quantidade de fragmentos de hifas em crescimento ativo
no indculo inicial. Estes fragmentos de hifas sdo estimulados pelo crescimento da
raiz, proporcionando um maior desenvolvimento do micélio extra-radicular, e

consequentemente uma maior colonizagao e producio de esporos.

A dindmica da produgcdo de esporos em fungos micorrizicos
arbusculares é um parametro importante para a producao de indculo. Declerck et al.
(1996) relataram a ocorréncia da esporulacdo de FMA em trés fases: uma fase da
baixa producéo de esporos, um periodo de intensa produgcao de esporos e uma fase
de platdé. Neste trabalho, estas trés fases sdao bem representadas pelo modelo
Gompertz para os dois métodos de subcultura. De acordo com Declerck et al.
(2001), as estirpes de FMA que tem um curto periodo de baixa produgcao de esporos;
seguido de um periodo mais longo de alta produgdo de esporos; como se observa
no presente caso, estaria mais bem adaptado para a esporulacio e, portanto, para a
producdo em massa de indculo. Isso indica um grande potencial deste isolado

visando uma abordagem aplicada.

Nos experimentos de potencial de colonizacdo foi observada uma
boa capacidade de induzir colonizagdo micorrizica no solo do inéculo de R. clarus
produzido in vitro. Resultados semelhantes foram observados por Vimard et al.
(1999). Isto indica que o ino6culo de R. clarus foi eficiente na competigdo com os FMA
nativos no substrato ndo estéril e ndo foi influenciado negativamente pelas
condigdes do solo. As diferencas na porcentagem de colonizagao entre o algodao e
soja podem estar relacionadas com a dependéncia micorrizica de cada uma destas
espécies. O aumento na absorg¢do de P coincidiu com uma maior biomassa vegetal
em plantas micorrizadas nos substratos esterilizados, demonstrando funcionalidade
da associagdo micorrizica na absor¢cao de nutrientes. Nas plantas de soja, a
inoculagdo de micorrizica estimulou o desenvolvimento de massa de nodulos como
observado por (WANG et al., 2011), demonstrando a ag¢ao sinérgica da colonizagéo

micorrizica e a fixagao de nitrogénio.

Nenhum efeito significativamente repressivo da colonizagéo
micorrizica foi observado apds a inoculagcao de R. clarus em sementes de algodao e
soja tratadas com antifungico, no entanto, para as duas espécies de plantas a

colonizacéo micorrizica foi maior no método de inoculacido do solo comparado com o
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método de inoculagdo por revestimento da semente. Os componentes ativos dos
produtos utilizados no tratamento das sementes sdo, nos dois casos, fungicidas
sistémicos. As diferengcas na colonizagao radicular nos dois métodos de inoculagao
podem estar relacionadas com um contato menos direto das estruturas do fungo
micorrizico com os fungicidas ou uma baixa sensibilidade deste isolado de R. clarus
a estes produtos. Alguns estudos tém sido feitos em relagao a este assunto, mas os
resultados em alguns casos s&o contraditorios. Contrariamente com nossos
resultados Jin et al. (2013) mostraram que alguns fungicidas sistémicos podem ter
um impacto negativo sobre os fungos micorrizicos. Por outro lado, Borrows e Ahmed
(2007) observaram que o tratamento de sementes com fungicidas ndo teve uma
influéncia negativa na colonizag&o micorrizica. Concordando com nossos resultados
este estudo conclui que a inoculacdo micorrizica e o tratamento quimico com

antifungicos podem ser compativeis.
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Effect of Rhizophagus clarus inoculation on the growth and yield of soybean

and cotton in a field conditions

Abstract

Nutrient availability is an important factor to crops production, and regular
addition of chemical fertilizer is the most common practice to improve yield in
agrosystem with intensive crops production. This practice strongly influences the
nutrient turnover and soil microorganism dynamic. The use of some groups of
microorganisms which has specific activity providing nutrients to plant is a good
alternative for crops production. The arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) enhanced
nutrient for plant nutrition especially phosphorus (P) improving plant growth and
increasing crops production. Unfortunately, the use of AMF as inoculant in large
scale is not widely used yet, due to several limitations to obtain a large amount of AM
inoculums, such as low growth of AM fungi, few number of species domesticated for
in vitro culture, high competition with native AMF. The objective of this work was test
the effectiveness of Rhizophagus clarus inocula as alternative for P supply in
soybean (Glycine max L.) and cotton (Gossypium hirsutum L.). The experiments
were carried out in microparcels and the treatments were: Fertilizer (N, P, K dose to
each crop); AMI (R. clarus + N and K dose to each crop); AMI + NPK (R. clarus +N,
P, K dose to each crop); and AMI + 2 NPK (R. clarus + half dose N, P, K to each
crop) non-inoculated and non-fertilized plant was considered control. The parameters
evaluated were AM root colonization and effect of inoculation on plant growth and
yield in a field conditions. The results showed that AM inoculation increased the
effect of fertilizer application in soybean, and in cotton R. clarus was more effective

than chemical fertilizer.

Key words: AM inoculum, Nutrient uptake, Seeds inoculation, Arbuscular mycorrhizal

fungi, Glycine max L., Gossypium hirsutum L.
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Introduction

Nutrient availability is crucial to plant growth and crops production and is
influenced by several factors such as chemical and physical properties of soil, climate
and crops type (Miransari 2011). Cotton and soybean are important crops in Brazil,
they are extensively cultivated and represent around of 58% of total cultivated area
(CONAB 2014). To maintain crops production in tropical soils require high amount of
chemical fertilization which enhancing nutrient amount and availability for plant
nutrition (Miransari 2011). The large use of chemical fertilizers causes serious impact
on the environment (Tilman et al. 2002). The agricultural practices highly influenced
soil microorganisms decreasing soil fertility and organic matter turnover (Altieri 1999).
The natural reservoir of phosphorus (P) in the world is decreasing and the price have
increased in the last decade (Fixen 2009), the challenge for crops production is
change to sustainable practices, finding others alternatives for increase P availability

for plant nutrition, like arbuscular mycorrhiza (AM) association (Barrios 2007).

Soil microorganisms have an important role contributing significantly on
nutrient availability by biochemical transformations. Some of these microorganisms
act directly on plant nutrition by establishment of symbiotic associations with plant
roots (Bardgett 2005). The symbiosis between AM fungi and plant roots is one of the
most known beneficial interactions occurred in soil (Smith and Smith 2011), playing

an important role on crops production and nutrient turnover (Andrade 2004).

The AM increases the soil inorganic nutrients uptake mainly P (Neumann and
George 2010). In addition, other benefits related to AM are the stability of soall
aggregates (Rillig 2004), increase resistance of water stress (Garg and Chandel
2009) and protect against pathogens (Jung et al. 2012). The use o biofertilizer is
considered a good alternative to replace or reduces chemical fertilizer use. Symbiotic
microorganisms have been successfully used in soybean and actually
Bradyrhizobium and others genera of symbiotic N-fixing bacteria are extensively used
as biofertilizer in intensive agricultural system (Deaker et al. 2004). However in cotton

culture there is no report about the use of AM inocula in a field conditions. In recent
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years, the interest of AMF has been focused finding a viable method to optimized the
AM inoculum production to use as inoculant in crop systems (Gianinazzi and Vosatka
2004) and few experiments were carried out to report AM response on crops yield in

a field conditions (Romero and Bago 2010)

The objective of this work was tested the effectiveness of R. clarus, as
alternative of nutrient supply in soybean (Glycine max L.) and cotton (Gossypium
hirsutum L.), by evaluating the effect of this fungi on plant growth and yield in a field

conditions.

Materials and methods

Experimental area

The experiments were carried out at Londrina city — PR, Brazil (23°55’46” S
and 51°19'11” W) during summer (November to June). The climate is a humid
subtropical, with rainfall in all seasons with relative humidity around 69% and 20 cm

of precipitation, the average of temperature in this period is around 29.5 °C.

Two experimental areas were used (A1 and A2) with a soil of type Rhodic
Ferralsol (FAO1994); or “Latossolo Vermelho” according to Brazilian classification.
Soil chemical composition and the number of indigenous AM fungi were determined

before sowed by wet sieving and decanting (Gerderman and Nicolson 1963) (Table

1).
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Table 1 - Soil properties of experimental areas. S: bases sum; CEC: cation-exchange
capacity; V. saturation for bases; SA: Saturation for Al; MP: mycorrhizal

propagules.
P C cmole dm™ %
] MP
Area mg g pH H
Al Ca Mg K S CEC \Y SA Spores/g

dm®  dm?® Al
A1 12.2 1842 48 017 6.20 502 176 084 7.62 138 55.13 2.18 3
A2 17.3 17.45 50 000 576 415 172 056 643 122 52.74 0.00 4

P-K: Mehlich | Ca-Mg-Al: KCIM pH: CaCl, 0.01 M

Monoxenic culture of Rhizophagus clarus in root organ system

The culture of transformed roots of Daucus carota by Agrobacterium
rhizogenes with Ri-T-DNA was maintained by continuous subcultures of young
colonized roots fragments with R. clarus (every 4-5 weeks at 25 °C, dark) at modified
Strullu-Romand media (MRS) (Declerck et al. 1998).

Petri dishes with massive growth of R. clarus and colonized roots were used
as crude inoculum. The procedure of inocula obtention and seeds inoculation used is
the according to described in the patent INPI BR 10 2014 017389 7 — 15/07/2014

Experimental design

Two experiments were carried out with soybean on harvest 2012/13 (E1)
using soybean var BRS 133 and 2013/14 (E2) with soybean var BRS 359 RR. The
experiment was composed by four treatments: i) 200 kg ha™' NPK 0:20:20 (Fertilizer)
; 1i) R. clarus plus 65 kg ha™' NPK 0:0:20 (AMI) ; iii) R. clarus plus 200 kg ha™' NPK
0:20:20 (AMI + NPK) ; and iV) R. clarus plus 100 kg ha™' NPK 0:20:20 (AMI + %
NPK) and non-AM and non-fertilizer was considered as control. In soybean the
nitrogen (N) supply in all treatments were a commercial inoculant (Rizo Plus®
Rhizobacter) composed by Bradyrhizobium japonicum (SEMIA 5079 and SEMIA



68

5080) according to the manufacturer’'s recommendation. In the treatments that were

supply only K the source used was KCI.

One experiment was carried out with cotton in A2 area during December to
June (2013/2014), and was sowed the cultivar FM 975WS. The experiment was
composed by one control non-AM and non-fertilizer and four treatments: T1) 200 kg
ha™' PK 20:20 + 200 kg ha™ urea; T2) R. clarus plus 65 kg ha™ PK 0:20 + 200 kg ha™
urea; T3) R. clarus plus 200 kg ha™ PK 20:20 + 200 kg ha™' urea; and T4) R. clarus
plus 100 kg ha™ PK 20:20 + 200 kg ha™ urea.

The experiments were arranged in completely randomized blocks design with
five replicates with ten plants per treatment. Each replicate was in plots of 5 x 8 m (40
m?) with 0.45 m between rows, and the density was ten plants per linear meter. In

each plot were considered two lateral lines of edge.

The statistical analysis were performed based on the analysis of variance
(ANOVA) and Tukey test (HSD) at level of p < 0.05. The analysis were carried with
STATISTICA 7.0 software.

Harvest and evaluations

The effect of R. clarus inoculum on plant growth was considered by influence
on plant height, biomass production and soybean or cotton lint yield. The total plant
height was measured from the soil surface to the insertion of last leaf and shoot dry
weight was determined after draying at 50 °C by 72 h. The N and P uptake of shoot
tissues was evaluated according Murphy and Riley (1962) and Sarruge and Haag

(1974), respectively.

The percentage of AM colonization was estimated by grid-line method
(Giovanetti and Mosse, 1980) after fresh roots staining (Phillips and Hayman 1970),
and relative mycorrhizal dependency (RMD) was determined by equation described
bellow (Plenchete et al1983).

{Dry mass R. ciarus myeerrhizal plant) = (Dry mass native myeorrhizal plants)

RMD = i{Dry mass R. clarus myearchizal plant)

X100
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The soybean root was sampled at 30 days after emergence (DAE). Five
plants per treatment of each plot were randomly collected and evaluate the early AM
colonization. After 80 DAE the second sampling was evaluated AM colonization, total
shoot height and dry weight, shoot N and P concentration. Soybean grain was

harvest after 120 days DAE, dried at room temperature and weighted.

The cotton plants and roots were sampled at 120 days after DAE. Five plants
per treatment of each plot were randomly collected and evaluate de AM colonization,
total shoot height, dry weight, shoot N and P concentration. Cotton yield was
estimated at 190 DAE by count of opened and unopened bolls in twenty plants in

central rows of each plot.

Results

Soybean experiments

The data of soybean is related to last harvest that was sowed BRS 359RR
variety, except for AM colonization. The response of BRS 133 and BRS 359RR
varieties were the same by R. clarus inoculation at the both evaluation times. After 30
DAE R. clarus increased AM colonization on soybean plants around 20 % when
compared with non-inoculated plants and among treatments no differences was

observed (Fig 1).

At 80 DAE, all AM treatment showed significative differences when compared
with non-AM fertilized plant and control. R. clarus colonization was highest (70 %) for
two cultivars. Plants inoculated with R. clarus showed values of root colonization 20

% more than non-inoculated plants (Fig 1).
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Fig 1 - Effect of R. clarus on root colonization of two varieties of soybean at 30 days (A)
and 80 days (B). (Control) non-AM and non-fertilizer; (Fertilizer) 200 kg ha™' NPK
0:20:20; (AMI) R. clarus plus 65 kg ha™’ NPK 0:0:20; (AMI + NPK) R. clarus plus
200 kg ha™ NPK 0:20:20; (AMI + % NPK) R. clarus plus 100 kg ha™ NPK 0:20:20.
Columns followed by the same letter are not significantly different among
treatments, in the same variety as determined by Tukey test (n = 5) at p< 0.05.

Bars represent standard error of means
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Differences in N and P uptake was significative in AM plants when compared
with control. The combination of AMI + PK highly increased N and P uptake around
24% more when compared with soybean only fertilized and associated with native
AMF, the same effect was observed on biomass (Table 2). The inoculation of R.
clarus in non-fertilized soybean did not show significative differences when compared
with fertilized plants associated with native AM in all parameters evaluated. On the
other hand, control soybean was smaller than Fertilizer, AMI + K and AMI + 1/2 PK
treatments showed significative differences in relation to control but, did not differ

from each in plant biomass and nutrient uptake, except for height (Table 2).

Table 2 - Effect of AM inoculation on height, biomass and nutrients uptake in soybean
plants at 80 DAE. (Control) non-AM and non-fertilizer; (Fertilizer) 200 kg ha™ NPK
0:20:20; (AMI) R. clarus plus 65 kg ha™ NPK 0:0:20; (AMI + NPK) R. clarus plus
200 kg ha™ NPK 0:20:20; (AMI + % NPK) R. clarus plus 100 kg ha™ NPK 0:20:20.
Means followed by the same letter are not significantly different (p < 0.05) as

determined by Tukey test.

Treatments Height Biomass P N RMD
cm g plant” mg plant”  mg plant " (x10) %
Control 64+ 5a 214 +11¢ 52+ 29c¢ 190+ 90c -
Fertilizer 64+8a 32 4 + 10ab 82+ 30ab 300+ 80ab -
AMI 62t7a  9894+7ap 73t 13ab 280+ 50ab 26
AMI+ NPK 57t6a  400+8a  102t25a 380+ 90a a7

AMI+ % NPK  65£11a  9ggigap 75t 24ab 300 + 90ab 26
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The R. clarus inocula increased grain yield of two soybean cultivars. The cultivar
BRS 133 did not show any differences among AMI+PK, R. clarus plants and fertilizer
plant associated with native AM fungi. For the soybean BRS 359 the best grain yield
was observed in AMi+PK and AMI+1/2PK (Fig 2). The soybean BRS 133 showed
high correlation (r= 0.98; p= 0.01) between grain yield and P uptake (Fig 3A). The
same results were observed with grain yield and N uptake (r= 0.96 ; p= 0.03)(Fig 3B).

4000 -

B BRS 133
W BRS 359 RR
3000
I(U
Ny
(=2}
< 2000
a
—
w
>
1000 -
O .
CONTROL FERTILIZER AMI AMI+ NPK AMI + 1/2 NPK
TREATMENTS
Fig 2-  Effect of AM inoculation on grain yield of two cultivars of soybean. (Control) non-

AM and non-fertilizer; (Fertilizer) 200 kg ha™ NPK 0:20:20; (AMI) R. clarus plus
65 kg ha” NPK 0:0:20; (AMI + NPK) R. clarus plus 200 kg ha”' NPK 0:20:20;
(AMI + %2 NPK). Columns followed by the same letter are not significantly
different between treatments for each soybean variety (p < 0.05) was determined
by Tukey test. Bars represent standard error of means.
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Fig 3- Correlation between shoot nutrients uptake and grain yield of soybean var

BRS133. (A) Shoot P uptake and grain yield. (B) Shoot N uptake and grain yield
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Cotton experiment

The R. clarus inocula increased around 30% of root colonization in the
absence or presence of fertilizer doses when compared with plant associated with
native AM fungi at 120 DAE (Fig 4).
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Fig 4 - Effect of AM inoculation on root colonization in cotton at 120 days after
emergence (DAE). (Control) non-AM and non-fertilizer; (T1) 200 kg ha™ PK 20:20
+ 200 kg ha™ urea; (T2) R. clarus plus 65 kg ha” PK 0:20 + 200 kg ha™ urea;
(T3) R. clarus plus 200kg ha™ PK 20:20 + 200 kg ha™ urea; (T4) R. clarus plus
100 kg ha” PK 20:20 + 200 kg ha™ urea. Columns followed by the same letter
are not significantly different (p < 0.05) between treatments by Tukey test. Bars
represent standard error of means for each treatment.

Cotton plant height did not show significative differences among treatment
even with control plant. The biomass was lower in control plants when compared with
all treatments and not differ among them. P uptake showed the same differences
found in biomass. The N uptake was significative different in plants inoculated with R.
clarus in presence or absence of P when compared with control plants (Table 3). The

RMD was not observed significative differences in plants inoculated with R. clarus.
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Table 3 - Effect of R. clarus inoculation on total shoot height, biomass, P and N shoot
uptake of cotton plants at 120 DAE. (Control) non-AM and non-fertilizer; (T1) 200
kg ha™ PK 20:20 + 200 kg ha™ urea; (T2) R. clarus plus 65 kg ha” PK 0:20 + 200
kg ha™ urea; (T3) R. clarus plus 200kg ha” PK 20:20 + 200 kg ha™ urea; (T4) R.
clarus plus 100 kg ha” PK 20:20 + 200 kg ha” urea. (RMD) relative mycorrhizal
dependency. Means followed by the same letter are not significantly different (p <

0.05) as determined by Tukey test.

Treatments Height Biomass P N RMD
Cm g plant” mgplant™  mg plant "(x10) %
Control 1397 +152  48+12b 7+ 2b 204.6+ 50b
T1 137.7+ 112 59 + 15ab 12+ 4ab 250.8+ 60ab
T2 129.0 £142 87 +15a 14+ 2a 357.8+ 50a 45
T3 143.0 + 5° 81+ 18a 15+4a 348.4+ 90a 41
T4 136.3+212 82+ 24a 14+3a 339.7+ 90ab 41

The R. clarus inocula did not increase lint cotton yield among treatments
except when compared with control (Fig 5). A correlation (r = 0.90) between P uptake
and lint cotton yield showed significative differences (p < 0.02). The correlation
between N uptake showed high correlation (r = 0.96) and significative difference was
also observed (p < 0.03) (Fig 6).
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Effect of R. clarus inoculation on lint cotton yield. (Control) non-AM and non-
fertilizer; (T1) 200 kg ha™ PK 20:20 + 200 kg ha™ urea; (T2) R. clarus plus 65 kg
ha™ PK 0:20 + 200 kg ha™ urea; (T3) R. clarus plus 200kg ha™ PK 20:20 + 200
kg ha” urea; (T4) R. clarus plus 100 kg ha' PK 20:20 + 200 kg ha™ urea.
Columns followed by the same letter are not significantly different (p < 0.05) as
determined by Tukey (n = 5). Bars represent standard error of mean.
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Discussion

The inoculation of R. clarus increased plant growth and yield of two varieties
of soybean and cotton. Apparently the inocula produced in vitro was more
competitive than native AM fungi, once inoculated plant increased AM colonization, P
and N shoot uptake. The soybean and cotton showed different response for R. clarus
inocula, first at all in soybean there is a triple interaction (Bradyrhizobium — R. clarus
— plant root) and the inocula tested was infective and effective since was inoculated

together with symbiotic bacteria.

The success of AM inoculation in agricultural soils can be determined by
many factors such as species compatibility, habitat niche available for AM fungi and
capacity of competition with native fungi (Verbruggen et al. 2013). Compatibility is an
important point for AMF inoculation whereas some isolates could be host ‘specialists’,
while others are ‘generalists’ (Opik and Moora 2012). The inocula of R. clarus tested
was generalist once enhanced both plant growth and yield. In this way AMF that is
considered plant host generalist have high establishment effect in several crops
(Opik and Moora 2012), the results showed that soybean and cotton was effectively

colonized, this indicate a low specificity by host plant by R. clarus.

In the experiments, mycorrhizal colonization in control plant was around 50%
indicating that the agricultural soils support an active endogenous AMF community.
The adaptation and competition capacity against endogenous AM fungi of R. clarus
was high. The problem to obtain effective AM inocula to use in large scale is exactly
this factors that the inocula showed, good infectivity and affectivity capacity and high

competition power in a field conditions.

As well known the P soil availability is one the most important factor of the
AM fungi regulation and this characteristic is directly related with the roll of P uptake
in the mutualistic AM symbiosis (Smith 2003; Breullin et al. 2010; Gutjahr and
Parniske 2013). Our results shown that in soybean and cotton, the moderate
phosphate soil availability in experimental areas (12 and 17 mg dm?®) did not inhibit

root colonization of native AM population and inoculum of R. clarus. The
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effectiveness of AM inoculation in greenhouse experiments with phosphate
fertilization showed that moderate phosphate availability can allow mycorrhizal
colonization and promoting plant growth (Schroeder and Janos 2005, Taffouo et al.
2013, Xie et al. 2014) and the same responses was found in a field conditions in
soybean (Maddox and Soileau 1991, Karaca et al., 2013,)

On other hand, P soil availability can be determined by soil chemical
characteristics; that influence phosphate solubility. In acid soils the phosphate level
available is reduced by immobilization, even with fertilizer applications making
unavailable to plant (Busman et al. 2002). Rhodic Ferralsol soils of experimental area
shown low pH and can adsorbed phosphate and AM fungi has important role on the

enhanced P uptake and availability including P from chemical fertilization.

Plants with high P requirements shows high RMD index (Plenchete et al.
1983). Cotton showed high RMD (45%) than soybean (26%) when inoculated with R.
clarus in the presence or absence of fertilizer. In contrast, when P was added in the
recommended dose in combination with AM inoculation this index decreases to 41%
in cotton and increase to 47% in soybean, suggesting that the gain of biomass was
related with P availability from fertilized that R. clarus provide to plant root. The same

results were found by Thompson et al. (2012).

The fact P and N uptake increased in both crops, it may be related to R.
clarus association as observed by others Authors (Allen at al. 2003, Barea et al.
2005). AM fungi improved plant nutrition increasing grain yield in soybean and cotton
lint production, the positive correlation between plant nutrition and yield was found in
this study. A positive linear relationship between P and yield also was observed by
Manhata et al. (2014) in soybean when inoculated with AM. The effect of R. clarus on
cotton growth and yield found agree with Thompson et al. (2012) that found an
increase of cotton seeds yield when inoculated with G. mosseae. However is the first
time that was evaluated R. clarus inocula obtained in axenic conditions on field

conditions.

In conclusion, the inocula of R. clarus tested showed great competitively
against endogenous AM, and also increased plant growth and yield. The R. clarus
obtained in vitro tested in the field was efficient to start early AM infection in seedlings

improving AM colonization in soybean and cotton. The inoculum of R. clarus help
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plant to take P from fertilizer and showed high potential to use in intensive agriculture

system in large areas in tropical soils, increasing P supply and crop production.
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RESUMO

Processo de producéo e inoculagcédo de fungos micorrizicos arbusculares

Campo de aplicagao: Agricultura

A presente invengdo trata do estabelecimento de um processo de
multiplicagdo de fungos micorrizicos arbusculares (FMA) associado a raizes de
cenoura transformadas in vitro. Este processo inovador permite a redugao do tempo
e 0 aumento da multiplicagdo de propagulos por indugédo da diferenciagéo celular,
assim como a introdu¢do de um substrato inerte de argila expandida ou vermiculita
que funciona como veiculo do inoculante otimizando o processo de inoculagao para
o cultivo intensivo agricola de todas as plantas cultivaveis. Além destes beneficios, a
inoculagdo com fungos micorrizicos arbusculares permite a total ou parcial

substituicdo do fosforo da adubagdo com comprovada eficiéncia agronémica.
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RELATORIO DESCRITIVO

Processo de producédo e inoculacédo de fungos micorrizicos arbusculares

CAMPO DA INVENCAO

001 A presente invencado trata do estabelecimento de um processo de
multiplicagdo de fungos micorrizicos arbusculares (FMA) associado a raizes de
cenoura transformadas in vitro. Este processo inovador permite a reducdo do tempo
e 0 aumento da multiplicagdo de propagulos por indugdo da diferenciagéao celular,
assim como a introdu¢ado de um substrato inerte de argila expandida ou vermiculita
que funciona como veiculo do inoculante otimizando o processo de inoculagao para
o cultivo intensivo agricola de todas as plantas cultivaveis. Além destes beneficios, a
inoculagdo com fungos micorrizicos arbusculares permite a total ou parcial

substituicdo do fésforo da adubagdo com comprovada eficiéncia agronémica.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

002 Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) sdo organismos biotréficos
obrigatérios, que se associam com raizes de plantas vasculares terrestres, epifitas,
aquaticas e também com rizdides e de talos de bridfias e outros vegetais formando
uma relagdo mutualistica denominada micorriza arbuscular (MA) (de Souza et al.

2010).
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003 A MA é a mais conhecida interagdo entre microrganismos e plantas, e

tem um papel muito importante na produtividade vegetal e na ciclagem dos
nutrientes (Andrade, 2004; Giri et al., 2005). Esta associagdo € desenvolvida nas
raizes das plantas quando o fungo coloniza as células do cortex acessando aos

produtos celulares das plantas.

004 A contribuigdo do fungo a simbiose € complexa, mas em termos gerais,
considera-se a transferéncia de nutrientes do solo a planta, especialmente fosfatos,
como o aporte mais importante nesta relagdo (Deubel e Merbach, 2005). Por sua
vez, a planta proporciona ao fungo simbionte (heterotréfico) compostos carbonados

provenientes da fotossintese, assim como um habitat protegido (Harrison, 1999).

005 Dos beneficios que as MA produzem nas plantas hospedeiras, podem se
destacar: ajudam na nutrigdo, crescimento e desenvolvimento; melhoram a sua
tolerancia frente ao estresse causado por deficiéncia hidrica e aos agentes
patogénicos e facilitam sua adaptagdo em solos com baixa disponibilidade de
nutrientes (Sylvia et al., 1999). Estes beneficios sdo a base fundamental que permite
as plantas uma melhor adaptacdo ao meio, maior competitividade e uma maior

produtividade.

006 O beneficio das MA no crescimento vegetal esta relacionado com a
facilidade de maior absorgcdo de nutrientes minerais do solo principalmente o fésforo.
Os FMA podem ajudar as plantas a incrementar a captagdo de nutrientes de forma
direta ou indireta. De forma direta, as micorrizas aumentam a absorcao de nutrientes
e agua do solo devido ao seu micélio externo que explora um maior volume de solo
além das raizes. O fungo estende o campo de absorgédo da raiz além da zona de

influéncia radicular e permite incrementar a sua superficie de captagédo (Barea et al,
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2005). Além disso, a absor¢cdo mais eficiente das raizes micorrizadas é devida
também a uma aceleracdo da dissociacdo de fosfatos insoluveis no solo, assim
como outros elementos de baixa mobilidade. Os beneficios dos fungos micorrizicos
na captacao de fosforo (P) sdo de essencial importancia, pois este € um elemento
limitante por sua baixa disponibilidade na forma soluvel no solo, especialmente em

solos tropicais.

007 Apesar do grande numero de estudos sobre o efeito benéfico dos FMA no
desenvolvimento vegetal, seu uso ao nivel comercial e sua aplicagdo a agricultura
em grande escala sdo bastante limitados devido a sua natureza biotréfica
obrigatéria. No Brasil a producdo de inoculantes micorrizicos € limitada a uma
pequena escala em universidades e centros de pesquisa aonde normalmente se
utiliza a multiplicacdo de MA em vasos com variados tipos de plantas hospedeiras,
dentro das quais as gramineas sdo as mais usadas, estas sao plantadas em
substratos ou misturas de substratos como solo, areia, vermiculita e turfa entre

outros (Barreto e Siquiera, 2009).

008 O desenvolvimento mundial da pesquisa na propagacao de fungos
micorrizios tem gerado metodologias para o cultivo de MA em meio sintético com
raizes de cenoura Ri T-DNA transformadas como érgaos hospedeiros, possibilitando
a obtencao de culturas axénicas com potencial para a produ¢do em grande escala

de inoculantes de MA.

009 A cultura axénica de MA tem sido bastante melhorada desde os estudos
pioneiros feitos no comego da década dos sessenta por Mosse (1962), seguidos por
varios estudos nas décadas dos 70as e 80as como os de Mosse e Hepper (1975);

Hepper (1981); Strullu e Romand (1986, 1987) e, Becard e Fortin (1988). Esta
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metodologia traz varias vantagens sobre os métodos convencionais de cultivo em
vaso, permitindo a producédo de inéculos puros, estéreis, com alta quantidade de
massa fungica (hifas e esporos) e livres de propagulos contaminantes (Adholeya et

al, 2005).

010 A partir desta técnica tém sido desenvolvidos inoculantes a base de
fungos micorrizicos arbusculares, entre estes alguns protegidos por patentes como a
WO 2007/014974, um inoculante asséptico de micorriza e suas respectivas
aplicagdes in vitro e ex vitro e; WO 2013/098829, que descreve o processo de

producao biofertilizante a base de micorrizas.

SUMARIO DA INVENCAO

011 Em termos gerais a principal novidade desta invengdo € o
estabelecimento de um processo de multiplicagdo de fungos micorrizicos
arbusculares em condi¢gdes axénicas que permite a redugao do tempo e o aumento
da produgao de propagulos, assim como a introdu¢do de um substrato inerte de
argila expandida ou vermiculita que funciona como veiculo dos propagulos
otimizando o processo de inoculagéo para o cultivo intensivo agricola, permitindo a
substituicdo total ou parcial do fésforo da adubagéo pela a inoculagdo com fungos

micorrizicos arbusculares com comprovada eficiéncia agronémica.
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DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

012 O inéculo objeto desta invengdo contém especialmente propagulos do

fungo micorrizico arbuscular do género Glomus spp.

013 A adaptacgéo deste fungo as condi¢gdes de multiplicagédo in vitro consiste
numa série de etapas propostas na metodologia ja existente para o estabelecimento
de culturas axénicas de fungos MA utilizando raizes de cenoura transformadas com

o plasmideo Ri T-DNA.

014 O processo de produgao do inéculo inclui adaptagao do fungo micorrizico
ao desenvolvimento num meio bifasico (uma fase solidificada e uma fase liquida) em
recipientes de vidro com tampa hermética com capacidade entre 100 e 500 mL. A
fase sdlida consiste na combinacdo dos sais e as vitaminas do meio de cultura MRS
com a modificagdo do agente solidificante o fitogel e sua concentragcéo variando
entre 0,5% — 1,5%. A fase liquida consiste na combinacéo dos sais e as vitaminas do
meio de cultura MRS com a modificagdo da proporg¢ao da fonte de carbono variando
entre 0,01% - 2%. Neste meio de crescimento o fungo alcanga um maior
desenvolvimento de propagulos (hifas-esporos-raizes colonizadas) em comparagao
com o método convencional (meio semi-solidificado)em um periodo de 30 a 90 dias,
diminuindo assim o tempo requerido para a obtencdo de uma alta quantidade de
massa fungica (Figura 1). A produgdo do in6culo pode ser feita também partir da

utilizacdo unicamente da fase solidificada.

015 A aplicagado deste inéculo aos sistemas agricolas € feita através da
inoculagdo de sementes ou da utilizagdo de substratos inertes com veiculos dos

propagulos fungicos e raizes colonizadas.
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016 O in6culo para sementes contém um pool de propagulos de R. clarus
composto por esporos, micélio e raizes micorrizadas (colonizadas) provenientes do
cultivo asséptico, uma matriz de polissacarideo de origem microbiano e turfa. Cada
100 g a 1.000 g de pool de propagulos sao misturados com uma quantidade que

varia entre 10-2.500 g de matriz de polissacarideo e 2-15 g de turfa.

017 A porgao de turfa pode incluir um inéculo de bactérias fixadoras de
nitrogénio simbidticas para o caso de leguminosas ou de vida livre para plantas nado

leguminosas.

018 O meio de cultura contendo um substrato inerte de argila expandida ou
vermiculita que funciona como veiculo dos propagulos consiste numa mistura deste
substrato previamente esterilizado com o meio de cultura solidificado no qual o fungo
se desenvolve,esta mistura tem uma proporgéo de substrato que varia entre 2% -
80%. Nestas condi¢des as estruturas fungicas se desenvolvem dentro dos granulos
de argila expandida facilitando sua posterior recuperacao, preparagao do inéculo e

aplicagao em campo (Figura 2).

019 Estes inéculos apresentam uma alta aplicabilidade em sistemas agricolas
extensivos de todas as plantas cultivaveis. Como exemplo do seu desempenho em
condi¢cdes de campo pode se observar um aumento na porcentagem da colonizagao
micorrizica em plantas de soja (Glicine max L.) provenientes de sementes

inoculadas com R. clarus.

020 A inoculagao destas sementes promoveu um incremento entre 20-30% na
producdo de gréos inclusive chegando a ser mais eficiente do que o manejo com
adubacio. Isto indica seu alto potencial para a substituicdo de adubos fosfatados

(Figura 3).
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DESENHOS E ESQUEMAS

Figura 1 - Produgao de propagulos da cultura do fungo micorrizico Glomus clarum.
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Figura 2 - Desenvolvimento do fungo micorrizico Glomus clarum nos granulos de

argila expandida.
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Figura 3 - Eficiéncia de colonizagédo do inéculo de Glomus clarum em condi¢des de

campo e seu efeito no aumento da produgéo de graos de soja.
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