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Apresentacao

O texto Inoculagdo de Mudas de Espécies Florestais com Fungos Micorrizicos
Arbusculares: Avangos na Produgéo e Legislagdo apresenta o estado da arte
sobre o uso de fungos micorrizicos arbusculares (FMA) em espécies florestais.
Ao longo de mais de 3 décadas, especialistas da Embrapa Agrobiologia vem
envidando esforgos na disponibilizacdo de informacgdes técnicas visando
promover o uso da inoculacdo de mudas de espécies florestais, especialmente
em programas voltados para a restauracéo de areas degradadas.

Este trabalho € fruto destas pesquisas cientificas que, ao longo destes anos,
possibilitaram o avango do conhecimento na tematica. As informacdes ora
apresentadas evidenciam os beneficios provenientes da interagcdo entre os
fungos micorrizicos e as espécies florestais, conferindo maior capacidade
de estabelecimento e desenvolvimento dessas plantas em areas de baixa
fertilidade e com escassez hidrica.

Por fim, a publicagdo analisa o0 ambiente institucional brasileiro apresentando
0s possiveis riscos atrelados a regulamentacdo dos biocinsumos com FMA,
trazendo sugestdes de aperfeicoamento do arcabouco legal que poderéao
ajudar no ganho de escala e aumentar a adog¢ao da pratica da inoculagédo com
estes fungos. Aoportunidade trazida pela necessidade de descarbonizagao dos
processos produtivos do pais, por meio da restauracgao de areas degradadas a
partir do plantio de arvores, coloca este bioinsumo como prioritario na agenda
nacional para agricultura sustentavel e mudancgas climaticas.

Desejo a todos uma boa leitura.

Cristhiane Oliveira da Graga Améancio
Chefe-Geral da Embrapa Agrobiologia
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1

Introducao

Cerca de 1/3 dos solos do mundo estdo degradados, causando problemas
irreversiveis para a agricultura e geracao de servigos ecossistémicos (PENNOCK
etal., 2015). Estima-se que um bilhdo de hectares de vegetacao serao eliminados
até 2050 para atender a producéao global de alimentos, caso os padrdes atuais
de uso da terra e desmatamento continuem (Tilman et al., 2011).

Visando estimular a restauracdo desses ecossistemas e reduzir seu impacto
ambiental, a ONU estabeleceu a Década da Restauracdo de Ecossistemas,
a qual se iniciou em 2021. Essa iniciativa tem a meta global de restaurar 350
milhdées de hectares até 2030 (PNUMA, 2019). No caso do Brasil, o governo
assumiu a meta de restaurar 12 milhdes de hectares até 2030, por meio de
acordos internacionais e nacionais (bonn chalenge, 2020; Brasil, 2017).

Na recomposicao de florestas nativas, um dos grandes desafios € a produgao
de mudas que possam suprir, em quantidade e qualidade necessarias,
programas de reflorestamento e que possuam precos competitivos (Abreu
et al. 2015). O plantio de mudas de arvores, embora mais caro, € a principal
técnica de restauragdo aplicada no Brasil (Silva et al. 2017). Desta forma,
€ necessaria a busca por técnicas e insumos que favorecam e otimizem
o estabelecimento dessas mudas no campo. Uma alternativa ja validada
cientificamente € a utilizacdo de organismos simbiontes que auxiliam as plantas
na aquisicdo de agua e nutrientes, dentre outros beneficios (Franco; Faria,
1997). Dentre esses organismos estdo os fungos micorrizicos arbusculares
(FMAs), os quais serao abordados a seguir.

Beneficios da inoculacao com
Fungos Micorrizicos Arbusculares

Os estudos das associagdes micorrizicas tiveram inicio no século XIX (Trappe,
2005), sendo o primeiro estudo brasileiro conduzido por Sacco (1962) ha
apenas 60 anos. Essas sdo associagdes mutualistas entre fungos e plantas,
onde os fungos, ao se associarem as raizes, estimulam o seu crescimento
através do fornecimento de agua e nutrientes. Em contrapartida, as plantas
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fornecem aos fungos fontes de carbono © necessarias para o seu crescimento
(Santos, 2006). Dentre as associagdes micorrizicas, a mais comum € a
simbiose com Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMAs). Os FMAs séao
abundantes em solos da maioria dos ecossistemas terrestres e podem formar
associacdes simbidticas com 80% de todas as espécies vegetais terrestres
(Van Der Heijden, 1998), sendo classificados no filo Glomeromycota (Schibler
et al., 2001). As plantas micorrizadas apresentam menor estresse nutricional
(Koide, 1991), maior capacidade de absorcdo de agua e aumento na taxa
fotossintética (Smith; Read, 1997), além de maior densidade e longevidade
das raizes e maior protecédo contra patogenos (Sylvia; Williams, 1992). Esta
simbiose em mudas pode gerar, como beneficio, a reducdo de danos no
transplante, maior indice de pegamento, redugéo no tempo de formagao em
viveiro, maior producao de substancias de reserva e aumento na absor¢ao de
alguns nutrientes (Haas; Menge, 1990; Azcén-Aguilar et al., 1992).

A capacidade aumentada de absorcao de nutrientes proporcionada pelos
FMAs é evidenciada, principalmente, para o fésforo (P), que na forma de
fosfato inorgéanico (forma absorvida pelas plantas) geralmente encontra-se
imobilizado, sendo esta capacidade muito perceptivel quando a concentracao
deste nutriente na solugdo do solo é baixa. A simbiose é importante
também para o aumento da absor¢cdo de cobre (Cu), magnésio (Mg) e
zinco (Zn), que sao nutrientes pouco moéveis (Berbara et al., 2006). O P é
um nutriente encontrado em baixas concentragdes e pouco mével em solos
intemperizados, caracteristicos do clima tropical. O aumento da absor¢ao de
P através dos FMAs é essencial para a sobrevivéncia de diversas espécies
vegetais incapazes de mobilizar este nutriente e traz varios beneficios, como:
(a) o aumento no crescimento e na atividade fotossintética; (b) o aumento
na taxa de transferéncia de carboidratos para as raizes; e (c) o aumento
no efluxo de carboidratos ao apoplasto, em direcdo ao dreno imposto pelo
fungo micorrizico (Bucking; Shachar-Hill, 2005). Além disso, proporcionam
uma maior economia no uso de fertilizantes fosfatados industriais.

Além dos beneficios da inoculagdo de FMAs anteriormente citados, deve-
se acrescentar a producédo de glomalina (Begum et al., 2019; Zhang et al.,
2020). A glomalina € uma glicoproteina produzida pelas hifas e esporos dos
FMAs. Uma vez que essas estruturas dos FMAs sao decompostas ou ocorra
0 processo de exsudagao, a glomalina € depositada nos solos, passando
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a fazer parte da proteina do solo relacionada a glomalina (PSRG) (Rillig,
2004). A deposigao de glomalina contribui para o aumento da estabilidade
dos agregados e para o estoque de C e agua no solo, trazendo desse modo
beneficios para o reflorestamento.

A PSRG constitui-se de uma mistura de compostos de origem micorrizica
e nao micorrizica (Rillig, 2004; Gillespie et al., 2011; ZOU et al., 2016). Em
funcdo do método de extragado, duas fragdes sdo consideradas na maioria
dos estudos: a PSRG faciimente extraivel (PSRG-FE) e a PSRG total
(PSRG-T) (Rillig, 2004). A PSRG-FE é considerada como a fragdo recém-
depositada, mais ativa e relativamente mais labil. Por sua vez, a PSRG-T
€ a soma da PSRG-FE com a PSRG - dificiilmente extraivel (originada da
transformacao bioquimica da PSRG-FE), ou seja, uma proteina mais velha,
mais recalcitrante e mais aderida as particulas do solo (Rillig, 2004; Koide;
Peoples, 2013; Wu et al., 2014a).

Ha um consenso de que a PSRG € um tipo de condicionador de solo,
similar as substéncias humicas, com enorme potencial no desenvolvimento
de culturas perenes (Zou et al., 2016; Gao et al., 2019). A PSRG influencia
as propriedades da rizosfera, com diversas funcdes ecoldgicas no sistema
solo-agua-planta (Chi et al., 2018), como o armazenamento de carbono no
solo (He et al., 2020), aumento da estabilidade de agregados do solo (Wang
et al., 2015), aumento do crescimento (Wang et al., 2015; Chi et al., 2018) e
aumento da tolerancia das plantas a seca (Zou et al., 2014; Chi et al., 2018)
e a metais pesados (Zhang et al., 2020; Riaz et al., 2020).

Alguns estudos com a producdo de espécies de frutiferas perenes e de
leguminosas arbéreas em diferentes condigdes hidricas, de solo e fertilizacao,
dentre outros, tém demonstrado que a inoculagdo com FMAs aumenta o
conteudo de PSRG (Wu et al., 2014b; Gomes Junior et al., 2018; Zhang
et al., 2020; He et al., 2020). Tal aumento coincide com um melhor
desempenho no desenvolvimento das plantas (Wu et al., 2014b; He et al.,
2020). Os efeitos positivos na produgdo das plantas, com o aumento da
PSRG, tém sido relacionados, principalmente, a sua agao nas caracteristicas
quimicas e fisicas (agregagao) do solo rizosférico. Além da sua atuagao como
quelante de metais pesados, reguladora de fitohormdnios relacionados ao
estado hidrico da planta, e protetora das hifas fungicas contra a perda de
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agua, funcionando como uma camada hidrofébica (Nichols, 2008; Zou et al.,
2016; Chi et al., 2018; Riaz et al., 2021).

Exemplos podem ser destacados, como no estudo de Wu et al. (2014b),
que observaram que a micorrizacdo de mudas de diferentes gendtipos de
Citrus com Funneliformis mosseae induziu o aumento das concentracdes de
PSRG-T e PSRG-FE na rizosfera. Enquanto Wang et al. (2014) observaram
que os aumentos das fracbes da PSRG foram dependentes das espécies
de FMA, uma vez que a espessura da parede e o didametro das hifas, bem
como seu padrao de ramificagao influenciaram a produgdo de PSRG. Wu
et al. (2014b) observaram maiores taxas de desenvolvimento das plantas
(altura, diametro do caule, area de superficie de raiz, volume de raiz e peso
de parte aérea e raiz fresca), estabilidade de agregados e carbono orgéanico
do solo nos tratamentos inoculados com FMASs, cujo conteudo de PSRG
foi mais elevado. Correlagbes positivas e significativas entre as fragdes da
PSRG e a estabilidade de agregados e carbono organico do solo na rizosfera
também foram observadas. Portanto, pode-se sugerir que a PSRG, por
meio das possiveis agdes nos atributos quimicos e fisicos do solo, contribui
indiretamente para o desenvolvimento das mudas e para a recuperacao das
areas onde as mudas sao transplantadas.

Em trabalho realizado por Zhang et al. (2020), a inoculagdo de mudas de
Robinia pseudoacacia com Rhizophagus intraradices, em solos contaminados
com arsénico (As) também aumentou os teores de PSRG-FE e PSRG-T e 0
crescimento da planta (peso de parte aérea e da raiz seca, o comprimento
total da raiz, a area da superficie da raiz, e o volume da raiz), quando
comparado com as mudas ndo inoculadas. Estes autores especularam que
o aumento no conteudo de PSRG pode ter contribuido para o incremento no
comprimento das hifas extrarradiculares das micorrizas arbusculares (MA) e
para o rapido tempo de renovacgao das hifas, em comparagao ao tratamento
sem inoculagdo. Assim, tendo em vista as evidéncias de que a glomalina
€ capaz de ligar poluentes como Cu, cadmio (Cd), chumbo (Pb) e Zn, ou
imobiliza-los, absorvendo-os nas paredes celulares das hifas micorrizicas
(Vodnik et al., 2008; Gonzalez-Chavez et al., 2009; Spagnolettti et al., 2017),
inferiu-se que a resisténcia de mudas de R. pseudoacacia ao arsénio foi
aumentada em fungao da glomalina originada dos FMAs.
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Chi et al. (2018) observaram que a aplicagdo de PSRG-FE exdgena (extraida
do solo rizosférico de plantas de Citrus unshiu com 26 anos de idade)
exibiu um efeito positivo no desempenho de crescimento das mudas e na
morfologia radicular de Poncirus trifoliata, em condi¢cdes de boa irrigacao e,
especialmente, sob estresse hidrico. Além disso, a PSRG-FE, em condi¢des
de seca, aumentou as concentragdes de fitohormbnios, como acido abscisico,
acido indol-acético e metil-jasmonato, e estimulou a atividade da superoxido
dismutase (enzima antioxidante mais sensivel contra o estresse hidrico) nas
raizes e nas folhas.

Producao de mudas inoculadas com FMAs

A produgdo de mudas florestais representa o inicio de uma cadeia de
operagdes que visa o estabelecimento de florestas e povoamentos (Hoppe et
al., 2004). O viveiro é o local que deve proporcionar um ambiente adequado
a germinagao das sementes, ao crescimento das plantulas e a formagao de
mudas sadias e bem desenvolvidas (Moraes et al., 2013). Esta fase € uma
das mais importantes para o estabelecimento e o sucesso de povoamentos
florestais, e esta diretamente relacionada a qualidade das operacdes de
viveiro e do seu produto. Varias pesquisas cientificas tém sido realizadas com
o objetivo de melhorar a qualidade das mudas, assegurando boa adaptagao e
crescimento apos o plantio, dentre elas a inoculagdo com fungos micorrizicos
(Santos et al., 2016; Gomes Junior et al., 2018; Chu et al., 2004).

No que se refere ao substrato, nem sempre o mais rico em termos nutricionais
€ 0 mais adequado para a colonizagdo micorrizica (Abaurre et al., 2020). Por
se tratar de microrganismos, a sobrevivéncia dos FMAs e a sua interagéo
com a planta s&o diretamente afetados pela qualidade do substrato ou pelo
tipo de recipiente utilizado no viveiro. De acordo com Moraes et al. (2013),
o substrato deve possuir caracteristicas fisicas e quimicas adequadas para
garantir a germinagdo das sementes e um bom desenvolvimento da muda
até a sua completa formagado no viveiro. As seguintes caracteristicas séo
consideradas essenciais para um substrato de boa qualidade: a) boa estrutura
e consisténcia; b) porosidade suficiente para uma boa drenagem da agua das
chuvas ou das regas, além de boa aeracgéo para as raizes; c) boa capacidade
de retengcdo de agua, para evitar irrigacdes muito frequentes; d) auséncia
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de sementes ervas daninhas, doengas e pragas; e) viabilidade econdmica e
boa disponibilidade; f) caracteristicas fisicas e quimicas homogéneas, para
facilitar o preparo.

Para a produgdo de mudas inoculadas com fungos micorrizicos e bactérias
fixadoras de nitrogénio, para revegetagao de solos degradados, Franco et al.
(1992) propuseram o substrato composto por 30% de composto organico,
30% de subsolo (argiloso), 30% de solo arenoso e 10% de fosfato de rocha
(proporcées baseadas em volume). Este substrato apresenta a enorme
vantagem de ser preparado pelo produtor de mudas, utilizando-se os
residuos organicos compostados, resultantes de podas ou restos de colheita
para a formacdo de mudas arbdéreas micorrizadas. O substrato foi estudado
por Tavares et al. (2016) na produ¢cao de mudas de Mimosa caesalpiniaefolia
(sabia), Souza et al. (2009) na produgao de Schinus terebinthifolius (aroeira
pimenteira) e por Santos (2018) na produgdo de Anadenanthera peregrina
(angico), Apuleia leiocarpa (garapa) e Melanoxylon bratina (brauna). Para
este ultimo autor, o substrato de Franco et al. (1992) se igualou ao substrato
comercial composto pela mistura de vermiculita expandida, turfa, carvéo,
macro e micronutrientes.

Abaurre et al. (2020) avaliaram o crescimento de mudas de Samanea saman
(Jacq.) inoculadas com bactérias fixadoras de nitrogénio e fungos micorrizicos
arbusculares cultivadas em nove substratos em casa de vegetacéo. Os autores
observaram que a colonizagao e esporulacdao de FMAs foram favorecidas
nos substratos com maior porcentagem de capacidade de tamponamento de
agua (agua retida em tensdo entre 5 e 10 kPa), que foram lodo de esgoto e
subsolo argiloso 90% + cama de frango 10%.

Os substratos comerciais sao criados com a proposta de serem produtos
homogéneos, estabilizados e prontos para o uso (Hoffmann et al., 2001).
A utilizagdo de substratos comerciais na producido de mudas micorrizadas
é relatada por Tristdo et al. (2006) na cultura do café, por Samaréo et al.
(2011) na cultura da graviola, por Anzanello et al. (2011) em porta-enxertos
micropropagados de videira e por Abaurre (2020, 2021) para producédo de
mudas de S. saman.

Tristdo et al. (2006) observaram que a colonizagdo micorrizica foi maior
nos substratos que continham solo na sua composi¢éo (Solo puro e Solo +
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esterco) do que nos substratos organicos comerciais, nos quais foi inferior
a 10%. Abaurre (2021) observou que mudas de S. saman inoculadas com
bactérias e FMA, cultivadas com substrato comercial, ndo sdo recomendadas
para plantio em locais sujeitos a déficit hidrico. De acordo com Schindler
et al. (2017), o substrato comercial tem comportamento hidrofébico (dificil
reidratacdo) quando atinge baixa umidade.

Outro fator importante na producdo de mudas inoculadas com FMAs é a
escolha do recipiente para o desenvolvimento das mudas e dos FMAs, sendo
escassas as pesquisas que abordam essa interacdo (recipiente x mudas
inoculadas) (Carmo et al., 2016). Entre as varias op¢des de recipientes
para a producdo de mudas, os tubetes e as células em caixa de isopor
sao excelentes para a produgcao de mudas micorrizadas. Isto porque estes
recipientes ficam suspensos e possuem um orificio no fundo. Quando a raiz
pivotante atinge o orificio, ocorre a poda feita pelo ar e a planta produz uma
resposta fisiolégica, emitindo raizes finas laterais, que sdo as colonizadas
pelos fungos micorrizicos.

Quando se utiliza tubetes na formagado de mudas, ha que se ter cuidado
para que a irrigacdo seja adequada. Desta forma, evita-se a elevada
lixiviacdo e perdas de nutrientes (Chaves et al., 2004), que pode reduzir a
biomassa radicular e prejudicar a colonizagao micorrizica. Entre os aspectos
relacionados com tubetes e lixiviagao, destaca-se que pode ocorrer extrema
flutuagdo no gradiente de umidade do solo. Santos (2018) comenta alguns
trabalhos mostrando que esses extremos comprometem o crescimento dos
FMAs, levando a diminui¢ao do numero de esporos (Land; Schonbeck, 1991).
O numero de esporos no substrato tende a ser menor com o excesso de agua
(Garcia et al., 2008).

Em recipientes pequenos, onde haja alguma limitagdo para o crescimento
das raizes, recomenda-se que se utilize um substrato com agua facilmente
disponivel as plantas (Bunt, 1961), e que também proporcione uma nutricio
adequada e favorega a simbiose com os fungos micorrizicos.

A inoculacdo de FMAs deve ser praticada na formacdo das mudas para
garantir o estabelecimento da simbiose. Pode-se utilizar inéculos de uma
unica espécie ou de uma mistura de FMAs. Em experimentos, € comum a
aplicacao de quantidade de inoculante suficiente para introduzir em torno de
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100 esporos em cada muda. Sobre o inoculante, efetua-se o semeio das
sementes ou o transplante de plantulas.

Recomenda-se pesquisar se ha estudos anteriores para a espécie arbdrea,
pois ela pode responder melhor a uma determinada espécie de FMA. No
Anexo 1, sdo apresentadas espécies arboreas nativas do Brasil com respostas
positivas a inoculagdo de fungos micorrizicos arbusculares descritas na
literatura.

Resposta e dependéncia das
especies arbdéreas a micorrizagcao

A adigao de adubos organicos ou de substratos ricos em nitrogénio ou fésforo
pode prejudicar o desempenho da inoculagdo com bactérias e FMAs (MELO
et al., 2009), pois a alta disponibilidade de nutrientes inibe o estabelecimento
destas simbioses, afetando a resposta a inoculacéo.

A resposta a micorrizacdo (ou a inoculagao) é variavel com a adubacao,
sendo alterada pelo tipo de solo/substrato, tipo de matéria orgéanica, eficiéncia
simbidtica do fungo e presenca de fatores estressantes como, por exemplo,
patdgenos e metais toxicos. A presenca de resposta a micorrizagao indica que
a planta possui algum grau de dependéncia as micorrizas, mas nao se pode
quantificar a dependéncia micorrizica da planta, pelo seu nivel de resposta
a micorrizagdo. Conforme Saggin Junior e Silva (2006) a dependéncia
micorrizica pode ser definida como “o grau de necessidade da simbiose
micorrizica que a planta apresenta para germinar, crescer, sobreviver e
reproduzir independente do ambiente que esteja”. Enquanto a resposta
a micorrizagao pode ser definida como “o quanto uma planta micorrizada
cresce, produz ou tem um conteudo de nutrientes maior que uma planta nao
inoculada”.

Um exemplo de resposta a micorrizagdo ocorre para a espécie Araucaria
angustifolia. Essa espécie responde a micorrizagéo até a dose de 150 mg kg™
de P, sendo as taxas de colonizagdo radicular e esporulagdo variaveis com
a espécie de FMA. A resposta com a espécie Gigaspora rosea € maior com
baixos teores de P no solo, e com Rhizophagus intraradices nos teores
mais elevados de P. Os FMAs nativos promovem respostas a micorrizacao
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benéficas ao crescimento da araucaria em qualquer teor de P (Moreira-Souza;
Cardoso, 2002). Rocha et al. (2006) também observaram elevada resposta a
micorrizacao de mudas de cedro, que se mantiveram responsivas até a dose
de 800 mg kg de P aplicado ao solo.

Um exemplo de avaliagao do grau de dependéncia micorrizica € o trabalho de
Oliveira Junior et al. (2017). Os autores avaliaram a resposta a micorrizagao
de Apuleia leiocarpa em diferentes condi¢gdes de disponibilidade de fosforo e
espécies de fungos. Como essa espécie apresenta resposta a micorrizacao
com Dentiscutata heterogama, mesmo em doses muito elevadas de fésforo, os
autores concluem que essa espécie possui elevada dependéncia micorrizica.
A quantificacdo da dependéncia micorrizica ndo pode ser feita facilmente,
sendo que é proposto como seu quantificador o nivel de fésforo para que
a planta nao micorrizada tenha um crescimento igual ao da micorrizada
(Siqueira; Saggin Junior, 2001).

Chaves e Borges (2005) avaliaram os efeitos de adubacéao fosfatada e de
fungos micorrizicos arbusculares sobre o crescimento das mudas de Dalbergia
nigra em casa de vegetagao. O experimento consistiu em cinco tratamentos
com doses de P (0, 50, 100, 150 e 300 mg.dm™), na presenca e auséncia de
Gigaspora margarita ou Glomus fasciculatum. Os autores constataram que
as mudas inoculadas apresentaram maior resposta em crescimento em altura
e didametro do coleto, quando comparadas com as mudas nao inoculadas,
independente da dose de P adicionada.

Vandresen et al. (2007) constataram que mudas de Anadenanthera colubrina
produzidas com complementagcdo mineral, apesar de apresentarem maior
crescimento em viveiro, quando foram para campo, apds seis meses do plantio,
apresentaram sobrevivéncia e taxa de crescimento relativo significativamente
menores do que as plantas do tratamento com substrato base (sem adicao de
adubos) inoculadas com FMAs.

Estima-se que cerca de 80% das espécies formem simbiose e tenham algum
grau de dependéncia com os fungos micorrizicos arbusculares (Smith; Smith,
2011). Dentre arvores nativas, pode-se citar como responsivas a micorrizagao
mesmo com alto fésforo disponivel, sendo portanto dependentes de micorrizas:
Cedrela fissilis (Rocha et al., 2006; Siqueira; Saggin Junior, 2001), Araucaria
angustifolia (Moreira-Souza; Cardoso, 2002); Solanum granuloso-leprosum;
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Lithraea molleoides; Trema micranta; Luehea grandiflora; Senna spectabilis;
Croton floribundus; Tibouchina granulosa; Cecropia pachystachya; Cordia
trichotoma; Leucaena leucocephala; Senna macranthera; Caesalpinia ferrea;
Myrsine umbellata; Tabebuia impetiginosa; Sapindus saponaria; Tabebuia
serratifolia; Aspidosperma parvifolium e Copaifera langsdorffii (Siqueira;
Saggin Junior, 2001) e Apuleia leiocarpa (Oliveira Junior. et al., 2017).

As espécies vegetais podem ter preferéncias em relacao as espécies de FMAs
(ou vice-versa), sendo recomendavel testar diferentes espécies de FMAs,
misturadas e isoladas em uma mesma planta, sob as mesmas condi¢des
ambientais, para selecionar combinagdes fungo-planta eficientes quanto
a capacidade de promover resposta em crescimento a planta hospedeira
(Rocha et al., 2006). Dos Santos et al. (2016) avaliaram a influéncia de cinco
espéecies de FMAs no desenvolvimento de mudas de Albizia polycephala:
Gigaspora margarita, Dentiscutata heterogama, Scutellospora calospora,
Claroideoglomus etunicatum e Acaulospora colombiana. Todos os inoculantes
de FMAs promoveram crescimento das mudas de Albizia polycephala, porém
o mais eficiente foi o de Acaulospora colombiana, principalmente, pela
superioridade no didmetro, tamanho da maior folha e peso da matéria seca,
que se refletiram em resultados semelhantes para a eficiéncia micorrizica.

Santos (2018) avaliou, em Apuleia leiocarpa, uma comunidade de FMAs
composta por dez espécies, e verificou que a utilizacdo de uma mistura
de fungos proporcionou maiores valores de massa seca de parte aérea,
area foliar e volume de raizes, quando comparada com o tratamento sem
inoculacdo com FMAs.

Caldeiraetal. (1999) avaliaram o efeito dainoculagao com FMAs no crescimento
de Cassia leiandra. Os autores observaram que as mudas foram colonizadas
igualmente por Rhizophagus clarus, Gigaspora margarita e fungos nativos.
No entanto, incrementos de biomassa aérea e biomassa de raizes finas
foram observados apenas nas mudas inoculadas com Rhizophagus clarus.

Os experimentos que avaliam os beneficios da inoculacdo com FMAs, em sua
maioria, estimam o desenvolvimento das mudas em viveiro, sendo poucos 0s
que extrapolam a avaliagdo para a fase de campo (Marques et al., 2001;
Vandresen et al., 2007). Diversas espécies da familia Fabaceae tém sido
estudadas quanto aos beneficios promovidos pela inoculagdo com fungos
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micorrizicos (Anexo 1). Algumas espécies, porém, podem nao demonstrar
beneficios da inoculacdo na fase de mudas, dentre as quais, pode-se citar:
Myroxylon peruiferum (Siqueira; Saggin-Junior, 2001), Parapiptadenia rigida,
(Patreze; Cordeiro, 2004), Hymenaea coubaril (Carneiro et al., 1998; Siqueira;
Saggin-Junior, 2001; Lacerda et al., 2011), Melanoxylon brauna (Santos,
2018). Um dos fatores que pode estar associado a auséncia de resposta
a micorrizagao nesta fase de muda € o lento crescimento destas espécies,
em sua maioria, ndo pioneiras e de ciclo mais longo. Esse fato sugere a
necessidade de ampliar o tempo de estudo, e de avaliar sua capacidade de
associacdo em uma condicdo de germinagao em sub-bosque, onde essas
plantas podem estar sendo mantidas pelas micorrizas das plantas do dossel.

Outras leguminosas podem apresentar uma interagado tripartite (FMA -
planta - bactéria fixadora de nitrogénio) (Bournaud et al., 2018). Diversos
estudos mostraram que a inoculacdo dupla de rizobios e FMAs aumenta
significativamente o desenvolvimento das plantas e/ou o estabelecimento
no campo, conforme ja foi observado para Anadenanthera peregrina var.
falcata (Gross et al., 2004), Centrolobium tomentosum (Marques et al.,
2001), Piptadenia gonoacantha (Bournaud et al., 2018), Tachigali vulgaris
(Freire et al., 2020), Enterolobium contortisiliquum (Souza et al., 2010). Em
alguns casos, entretanto, é possivel a ocorréncia de incompatibilidade entre
simbiontes, conforme ja foi sugerido para a espécie Dalbergia nigra (Santiago
et al., 2002).

Aquisicao de in6culo de isolados de
Fungos Micorrizicos Arbusculares
do Centro de Recursos Bioldgicos
Johanna Dobereiner (CRB-JD)

A Embrapa Agrobiologia, através do Centro de Recursos Biolégicos Johanna
Doébereiner (CRB-JD), mantém uma colegdo de fungos micorrizicos e
endofitos denominada de Cole¢cdo de Fungos da Embrapa Agrobiologia
(COFMEA), a qual oferece servigos a comunidade por intermédio do CRB-
JD. Dentre os servigos prestados esta o fornecimento de indculo de fungos
micorrizicos arbusculares (FMAs) para pesquisa. O in6culo de FMAs oferecido
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€ produzido pelo cultivo de plantas hospedeiras em solo, sendo designado
como “solo-indculo”. Esse indculo ndo se encaixa na exigéncia de pureza da
legislacao brasileira que define inoculantes, como sera discutido ainda nesta
publicagao.

O solo-in6culo € um produto multiplicado em planta viva, em casa de
vegetacao, geralmente utilizando o capim braquiaria como planta hospedeira.
O solo-in6culo € o solo onde se cultivou a braquiaria e os fungos em
simbiose, contendo pedacos de raizes colonizadas e fragmentos de hifas,
além dos esporos fungicos. Certamente, esse produto contém, junto, outros
microrganismos rizosféricos do capim braquiaria. Pela legislacéo brasileira
de inoculantes, € necessario um grau de pureza do inoculante de forma a
haver auséncia de crescimento de outros microrganismos contaminantes
na diluicdo 10* do produto, sendo tal exigéncia viavel para inoculantes
produzidos em condicdes axénicas. O in6culo de FMAs, na forma de solo-
in6culo ndo é comercializado, mas ofertado pelo custo de producéo para
atender a demanda desse produto pela pesquisa nacional sobre os beneficios
das micorrizas.

Producao de inoculante micorrizico

A multiplicagdo de Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMAs) deve ser feita na
presenca de raizes em crescimento (fisiologicamente ativas), sendo os FMAs
ainda considerados biotroficos obrigatorios, ou seja, ndo completam o ciclo
reprodutivo em meio de cultura sem uma raiz hospedeira. No entanto, alguns
trabalhos de co-cultura de Rhizophagus irreqularis e a bactéria Paenibacillus
validus, consideradas auxiliares de micorriza, demostraram a possibilidade
dos FMAs completarem seu ciclo reprodutivo sem a presenca de raizes
(Hildebrandt et al., 2002; 2006). Estudos da diferente ativagdo de genes
entre plantas mutantes ndo micorrizicas e plantas parentais micorrizicas tém
demonstrado a ativagao de genes que produzem proteinas transportadoras
de lipidios na simbiose (Jiang et al., 2018; Keymer et al., 2017). Portanto,
acidos graxos da planta sdo essenciais para o crescimento dos fungos,
com os quais, no meio de cultura, amplia-se a esporulagdo assimbidtica dos
FMAs (Kameoka et al., 2019). Certamente, a evolugdo dessas pesquisas ira
revolucionar a forma de produzir inoculantes de FMAs, levando a uma nova
geracgao de inoculantes micorrizicos (Tanaka et al., 2020).
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Apesar de haver avancos nos sistemas de cultura assimbiética de FMAs,
0s esporos produzidos ainda sdo menores do que nas culturas simbidticas
e seu desempenho como inoculante ainda nao foi bem estudado (Tanaka
et al., 2020). Para a atual producédo axénica de inoculantes desses fungos,
ha a necessidade de manter raizes crescendo abundantemente, em meio
totalmente estéril, o que torna a producao de inoculante onerosa e dificil.
Nos dias atuais, a maioria dos inoculantes produzidos de FMAs ainda é
multiplicada em uma planta hospedeira viva, cultivada em uma condi¢ao
desinfestada, mas raramente completamente esterilizada.

Esta dificuldade, aliada a legislagdo brasileira de inoculantes, altamente
exigente de pureza e auséncia de outros microrganismos, atrasou bastante
a entrada comercial de inoculantes micorrizicos na agricultura brasileira.
Atualmente, comegam a entrar no mercado nacional inoculantes micorrizicos
importados, produzidos com técnicas que sao patenteadas ou encontram-se
sob segredo industrial. Mas, certamente, todos os inoculantes disponiveis
atualmente, utilizam-se de plantas ou culturas de raizes, como hospedeiros
e meio de cultura, solugao nutritiva ou substrato para o cultivo das plantas ou
raizes hospedeiras.

a) Multiplicagcao em meio de cultura

O inoculante de FMA que atende a atual legislagao brasileira deve ser
produzido em condi¢cdes axénicas, livre de microrganismos contaminantes,
particularmente patégenos vegetais e humanos. A tecnologia de multiplicagao
axénica de FMAs foi criada na década de 1980 (Mugnier; Mosse, 1987) usando
culturas de raizes geneticamente modificadas pelo gene Ri ("root-inducing")
da bactéria Rhizobium rhizogenes, antes classificada como Agrobacterium
rhizogenes. Na natureza, essa bactéria provoca uma doenga nas raizes de
dicotiledéneas, cujo sintoma é o crescimento de raizes adventicias altamente
ramificadas no local da infec¢cdo, chamadas de “raizes cabeludas” (Chilton et
al., 1982).

Essas raizes transformadas, de crescimento abundante e ramificadas,
desenvolvem-se bem em meio de cultura axénico, com baixo teor de
nutrientes e agucares, condigcdo essa necessaria para que os FMAs crescam
e esporulem (Bécard; Fortin, 1988; Bécard; Piché, 1990). Apesar de ser uma
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excelente tecnologia de multiplicagao de FMAs, as principais limitagdes sao:
a nao adaptagao de algumas espécies de FMAs ao sistema; o longo tempo
necessario para a esporulaciao dos FMAs; a baixa producao de esporos de
algumas espécies dentro do sistema; o custo e trabalho constante para manter
algumas espécies de FMAs sob cultivo continuo in vitro e a possibilidade
de perda de caracteristicas fisioldégicas e genéticas das linhagens fungicas
devido ao cultivo continuo em ambiente artificial (Kokkoris; Hart, 2019). As
empresas que desenvolveram sistemas de multiplicagao in vitro de FMAs em
larga escala, mantém a tecnologia como segredo industrial, e as espécies mais
comuns oferecidas dentro desse sistema pertencem ao género Rhizophagus,
particularmente, as espécies Rhizophagus intraradices e Rhizophagus
irregularis. As espécies desse género esporulam abundantemente dentro das
raizes vegetais (Schibler; WALKER, 2010).

b) Multiplicagao em solucao nutritiva

Entre as técnicas que usam solugdo nutritiva para o crescimento de
plantas hospedeiras, visando a multiplicacdo de FMAs nas suas raizes,
destacamos a técnica de aeroponia (Sylvia; Hubbell, 1986). No sistema
aeropbnico, a solugcao nutritiva é finamente pulverizada sobre as raizes
com jatos intermitentes, permitindo, as raizes, crescerem em um ambiente
extremamente aerado. As plantas sao colocadas no sistema com as raizes
previamente colonizadas com o fungo micorrizico que se deseja multiplicar. O
sistema pode ser fechado dentro de uma camara de crescimento, a qual, no
desenvolvimento original da tecnologia (Sylvia; Hubbell, 1986), era uma caixa
d’agua de cimento-amianto. O sistema permite a multiplicacao dos FMAs sem
um substrato solido, o que produz um inoculante leve e concentrado.

As principais limitagdes do sistema sdo: a ndo adaptacéo de certas espécies
de FMAs, certamente funcionando melhor nas espécies que esporulam
intraradicalmente; a dificuldade de manter esse sistema em condi¢des
axénicas; a necessidade de energia constante e estavel para manter a
pulverizacao intermitente da solugcdo nutritiva que, em uma eventual falha
do sistema elétrico, poderia provocar a perda de todo o lote de multiplicacao;
a constante necessidade de acompanhamento da qualidade da solucao
nutritiva (pH, nutrientes, crescimento de algas etc); a necessidade de controle
de temperatura pelo efeito estufa dentro da camara de crescimento; e a
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limitacao de plantas hospedeiras que se adaptem a esse sistema. As plantas
hospedeiras sugeridas por Jarstfer e Sylvia (1995), para serem utilizadas
para aeroponia, sdo a batata-doce, grama batatais, milho e o hibrido
sorgo-capim-sudao.

Os métodos para pulverizagdo da solugdo nutritiva nas raizes podem ser
diversos, com uso de disco atomizador, bicos pulverizadores ou micro-
aspersores pressurizados ou nebulizador ultrassénico. Os principais
problemas que os sistemas de pulverizacdo apresentam sdo de agitacio
excessiva das raizes, rompimento ou enrolamento das raizes nas pecas ou,
ainda, de serem volumosos, reduzindo o espaco disponivel para as raizes.
O sistema deve apresentar gotas pequenas cujo tamanho nao prejudique o
crescimento extrarradicular dos FMAs.

A solugao nutritiva usada é acumulada no fundo da camara e pode ser
reutilizada, fazendo-se filtragens e corre¢des periddicas de pH, sendo trocada
periodicamente para evitar o esgotamento, o desbalango de nutrientes e o
acumulo de toxinas.

c) Multiplicacao em substrato

A maioria dos inoculantes estudados de FMAs é produzida utilizando plantas
hospedeiras cultivadas em substratos. Varias técnicas podem ser utilizadas,
contudo, a mais comum € o uso de vasos com solo autoclavado, cultivados
em casa de vegetagao. No entanto, existem varios estudos de multiplicagao
em canteiros, caracterizando a produgao de um inoculante “on farm”, em cuja
producao dificiimente se obtém um inoculante de uma Unica espécie de FMA
(monoespecifico) (Douds Junior. et al., 2005; Feldmann; Idczak, 1992).

O inéculo inicial da produgdo de inoculantes em substrato € bastante
importante, ja que € o método de multiplicagdo que menos permite
acompanhamento da pureza do que esta sendo multiplicado. E importante
que o inoculo inicial tenha sido checado quanto a pureza da linhagem ou tenha
uma origem confiavel, ja que ainda n&o existem indculos certificados sendo
comercializados. O CRB-JD presta servigos de fornecimento de linhagens
de FMAs e de recebimento de depdsito de linhagens para empresas que
desejam registrar inoculantes. O Acervo da COFMEA ¢ baseado em fungos
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endofiticos, particularmente, os micorrizicos. Somente sao aceitas para depdsito
linhagens fungicas classificadas no grupo de risco biolégico 1, segundo a
Organizacao Mundial da Saude (OMS) e que atendam ao escopo da colegao.
O fornecimento e recebimento de depdsitos de linhagens fungicas devem
seguir os tramites legais brasileiros para acesso e transporte do patriménio
genetico brasileiro, particularmente, quanto aos acordos de transferéncia de
materiais, que seguirdo os modelos do Conselho de Gestdo do Patrimdnio
Genético (CGEN) e o registro de acesso das linhagens no Sistema Nacional
de Gestéo do Patriménio Genético (SisGen).

Durante a multiplicagédo do inoculante, a contaminacido das culturas de
FMAs com outros fungos micorrizicos ou mesmo com fitopatdégenos
indesejados ocorre através do vento e animais (formigas, centopeias, ratos,
pererecas etc.). A contaminagao ocorre facilmente mesmo dentro da casa
de vegetagao, pois algumas espécies de FMAs extremamente esporulantes,
como Oehlia diaphana e Rhizoglomus microaggregatum, podem infectar e
dominar rapidamente a cultura de multiplicacdo de outro fungo micorrizico.
Esses fungos possuem grande capacidade de disseminagdo, sendo que
R. microaggregatum consegue esporular dentro de esporos e hifas de outros
FMAs (Figura 1). Para evitar a contaminag&o, bancadas com culturas puras
de FMAs devem ser mantidas limpas, sem poeiras e solos; a irrigagao deve
ser cuidadosa, evitando-se respingos entre vasos; a ventilagdo deve ser com
velocidade moderada; deve-se deixar largo espago entre vasos e 0 acesso de
animais deve ser controlado, particularmente, de formigas que, geralmente,
sao ignoradas por serem minusculas, mas transitam livremente de um vaso
para outro.

Quando se multiplica FMAs na presencga de substratos, as plantas hospedeiras
mais comuns sao gramineas e leguminosas. Entre varias possibilidades,
as mais frequentes sdo capins braquiarias (Brachiaria decumbens Stapf e
outras espécies), milho (Zea mays L.), paingo (Panicum miliaceum L.), sorgo
(Sorghum bicolor (L.) Moench), capim-sudado (Sorghum sudanense (Piper)
Stapf) e o hibrido sorgo/capim-sudéo, grama batatais ou baiana (Paspalum
notatum Fluggé), capim andropogon (Andropogon gayanus Kunth), capim
colonido (Panicum maximum Jacq.), kudzu tropical (Pueraria phaseoloides
(Roxb.) Benth.), centrosema (Centrosema pubescens Benth.) e estilosantes
(Stylosanthes guianensis (Aubl.) Sw. var. vulgaris).
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Figura 1. Esporulacdo de Rhizoglomus microaggregatum dentro de outros fungos
micorrizicos arbusculares. (A) dentro de esporos de Gigaspora margarita em casa-
de-vegetacgao; (B) dentro da hifa de sustentagdo de esporos de Gigaspora margarita
(seta vermelha); (C) e (D) dentro de esporos de Glomus macrocarpum em campo; (E)
dentro de esporos de Acaulospora scrobiculata em campo.

As gramineas produzem maior volume de raizes colonizadas, que sao
importantes propagulos de FMAs. Sao eficientes na fotossintese (em geral
se utilizam gramineas C4), o que favorece a nutricdo dos FMAs e resulta
em maior rapidez de cultivo. As leguminosas, geralmente, estimulam maior
producédo de esporos (Sieverding, 1991). Quando o inoculante se destina
a plantas dicotiledéneas, o ideal € que ele seja multiplicado em gramineas
para evitar a multiplicacdo dos patégenos tipicos de dicotiledéneas. E,
quando o inoculante se destina a gramineas, o ideal € que seja multiplicado
em leguminosas. Também deve-se evitar plantas hospedeiras que possam
constituir potenciais plantas invasoras ou evitar que estas produzam sementes
através de podas periodicas.

Fotos: Itamar Garcia Ignacio
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Em relagdo ao substrato de multiplicacdo dos FMAs, eles ja foram cultivados
nos mais diversos tipos. Os substratos mais comuns tém sempre um tipo
de solo ou areia na sua composigao, sendo comum também o emprego de
argilas expandidas, como vermiculita e perlita, e fontes de matéria organica,
como turfa e humus de minhoca. A escolha do substrato vai depender da
disponibilidade regional, do custo, do peso, da adaptagdo do fungo e da
planta, da perspectiva de uso direto dele como parte do inoculante ou mesmo
como substrato para a formacdo de mudas. O recomendavel para uma
boa multiplicacédo dos propagulos de FMAs é que o substrato tenha baixos
teores de nutrientes, particularmente de P, o qual inibe o estabelecimento da
simbiose e a producao de propagulos dos FMAs (Balzergue et al., 2013).

Substratos contendo solo e areia, em geral, sdo bastante conducentes aos
FMAs, e, assim, sdo os mais utilizados para sua multiplicagdo. A textura
grossa da areia facilita a drenagem e aeracao, o que também favorece a
multiplicacdo e a separagao dos esporos por decantagdo. O peso destes
materiais € o fator mais limitante para seu uso, particularmente, quando o
substrato fara parte do inoculante a ser utilizado.

Materiais organicos dos mais diversos ja foram testados na multiplicacéo de
FMAs. Alguns substratos organicos podem inibir a formagado de micorrizas
por apresentarem baixo pH, alto teor de nutrientes, como fésforo disponivel,
e metais pesados. Este efeito depende da origem do material organico.

Materiais minerais como a perlita e vermiculita, dentre outros, tém sido
avaliados e recomendados como substrato para producdo de inoculante
e veiculo dos FMAs (Plenchette et al., 1982; Dehne; Backhaus, 1986;
Feldmann; Idczak, 1992). Esses minerais tém as vantagens de serem
inorganicos, industrializados e isentos de patégenos. Como sdao materiais
porosos, os FMAs podem esporular dentro dos seus poros, o que pode
proteger e estender a vida dos propagulos. Geralmente, tornam o inoculante
produzido mais leve e, como existem diversas granulometrias disponiveis,
o uso de uma granulometria ideal pode facilitar a aplicacédo do inoculante.
Outras vantagens sao o custo relativamente baixo; a capacidade de serem
armazenados por longos periodos, sob varias condigbes e de poderem ser
lavados e autoclavados sem mudar acentuadamente suas caracteristicas
quimicas.
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Avancos na legislacao sobre bioinsumos
e inoculantes micorrizicos no Brasil

O Programa Nacional de Bioinsumos e o Conselho Estratégico do Programa
Nacional de Bioinsumos foram instituidos pelo Decreto n°® 10.375, de 26 de
maio de 2020. Este decreto define bioinsumo como “o produto, o processo
ou a tecnologia de origem vegetal, animal ou microbiana, destinado ao uso na
producao, no armazenamento e no beneficiamento de produtos agropecuarios,
nos sistemas de producao aquaticos ou de florestas plantadas, que interfiram
positivamente no crescimento, no desenvolvimento e no mecanismo de
resposta de animais, de plantas, de microrganismos e de substancias
derivadas e que interajam com os produtos e os processos fisico-quimicos e
biologicos”.

Portanto, esse decreto unifica os bioinsumos como sendo qualquer produto,
processo ou tecnologia derivada da diversidade biolégica, mas que seja
destinado a agropecuaria, sistemas de produgédo aquaticos ou florestais.
A definicdo de bioinsumo ndo abrange claramente seu uso na industria
de alimentos e farmacéutica, dentre outras. Atualmente, para o Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), as legislacdes onde os
bioinsumos se encaixam, indicam ser direcionadas apenas para a agricultura
e florestamento. A legislagcdo ainda parece ndo abranger a pecuaria e seus
produtos veterinarios.

A atual legislagdo brasileira enquadra os diferentes bioinsumos como
diferentes produtos: agentes de controle biologico; agentes microbiologicos
de controle; produtos bioquimicos; produtos semioquimicos; estimulantes
ou biofertilizantes, condicionadores e inoculantes. A legislacdo sobre esses
produtos, em geral, ndo prevé sua mistura ou que um mesmo produto possa
ter duas destas funcdes.

A legislacao brasileira para registro de inoculantes microbianos destinados
a promogéao do crescimento de plantas dificulta o surgimento de produtos
oficializados contendo fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) e outras
misturas de microrganismos benéficos a produgao vegetal. Aisso se deve os
poucos produtos contendo FMAs no mercado nacional.
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Os inoculantes para uso agricola foram definidos, primeiramente, na Lei
n° 6.894, de 16 de dezembro de 1980, como sendo “material que contenha
microrganismos fixadores de nitrogénio e que atue favoravelmente no
desenvolvimento das plantas”. Essa definicdo equivocada e restritiva foi
corrigida sete meses depois pela Lei n°® 6.934, de 13 de julho de 1981, que
definiu inoculante como “substancia que contenha microrganismos com a
atuagao favoravel ao desenvolvimento vegetal”.

Somente depois de 24 anos, essa Lei de 1980 foi regulamentada pelo
Decreto n°® 4.954, de 14 de janeiro de 2004, estabelecendo normas sobre
registro, padronizagao, classificagao, inspegao e fiscalizagcdo da produgao
e do comércio de produtos agricolas, entre eles os inoculantes. Para os
demais produtos agricolas, o artigo 2° desse decreto define os diferentes
tipos encontrados no mercado. Para inoculante, em vez de serem definidos
diferentes tipos, o artigo define apenas o suporte e a pureza dos produtos
como sendo:

a) suporte: material excipiente e esterilizado, livre de contaminantes
segundo os limites estabelecidos, que acompanha os microrganismos
e tem a funcdo de suportar ou nutrir, ou ambas as fungdes, o
crescimento e a sobrevivéncia destes microrganismos, facilitando a sua
aplicagao; e

b) pureza do inoculante: auséncia de qualquer tipo de microrganismos
que nao sejam os especificados.

Essas duas definicdes sao altamente limitantes para a producao de inoculantes
de FMAs. Por sua biotrofia obrigatéria, a multiplicacdo desses fungos ainda
tem que ser realizada na presenga de raizes com crescimento fisiolégico
ativo. Excetuando-se poucas espécies que conseguem se multiplicar
abundantemente em culturas axénicas de raizes, a maioria das espécies de
FMAs requer uma planta viva para sua multiplicacdo e, consequentemente,
a presenca de outros microrganismos rizosféricos. Além disso, os FMAs
possuem bactérias enddgenas cuja presengca € importante para seu
metabolismo e, possivelmente, ndo podem ser eliminadas (BIANCIOTTO et
al., 2000). Essa caracteristica dos FMAs de apresentarem uma comunidade
micorrizosférica tornam muito restrito o registro de seus inoculantes, que
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possam atender as duas definicdes de inoculante do Decreto n° 4.954, de 14
de janeiro de 2004.

Esse problema ja foi discutido com técnicos do Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) resultando no encaminhamento a esse
Ministério de propostas de modificagées ao Decreto n® 4.954/2004. A proposta
de modificagdo do Decreto n° 4.954 prevé a eliminacao das especificagdes
de pureza e suporte do inoculante, as quais deverao ser determinadas em
Instrugdes Normativas de acordo com cada grupo de microrganismo passivel
de inoculagao. Entretanto, a modificacdo de um Decreto € um processo que
envolve o interesse do Ministro da Agricultura, da Casa Civil e da Presidéncia
da Republica. Portanto, pode ser moroso sem o interesse politico necessario.

Dentro da legislagdo brasileira para inoculantes, para normatizar essa
Lei e esse Decreto, foram criadas as Instrucbes Normativas do MAPA,
particularmente as editadas pela Secretaria de Defesa Agropecuaria (SDA)
desse Ministério. As Instrucbes Normativas que enfocam diretamente os
inoculantes sao a Instrugdo Normativa SDA/MAPA n° 30, de 12 de novembro
de 2010, que estabelece métodos oficiais para analise de inoculantes, e a
Instrugdo Normativa SDA/MAPA n° 13, de 24 de margo de 2011, que aprova
as normas sobre especifica¢des, garantias, registro, embalagem e rotulagem
dos inoculantes, bem como as relagbes dos microrganismos autorizados e
recomendados para producao de inoculantes no Brasil.

Alnstrugcado Normativa (IN) n°® 30, de 12 de novembro de 2010 foi criada visando
inoculantes de bactérias fixadoras de nitrogénio. A maioria das metodologias
propostas, particularmente, de identificacdo, ndo pode ser aplicada em um
inoculante de fungos micorrizicos. Entretanto, os inoculantes de FMAs que
vém sendo atualmente registrados no MAPA sio analisados parcialmente
pelas metodologias da IN n° 30, apenas utilizando as metodologias que sejam
viaveis de serem aplicadas para um inoculante de FMAs. Assim, baseado
nessa Instrugdo Normativa, os inoculantes de FMAs tém sido analisados,
particularmente, quanto ao quesito pureza ou auséncia de microrganismos
contaminantes que cresgam em meios de culturas. Lembrando que os FMAs
podem conter bactérias endégenas que ainda nao foram isoladas em meio
de culturas, virus ou outros fungos nao culturaveis. Existe uma proposta
de criagdo de uma Instrugdo Normativa para estabelecer metodologias
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especificas para analise de inoculante de FMAs, o que facilitaria o trabalho
de registro desses inoculantes. No entanto, ainda n&o se chegou a um
documento final, cujas metodologias possam ser executadas facilmente e
rapidamente em caso de fiscalizagao.

AIN n°® 13, de 24 de marco de 2011 que aprova as especificagcdes, garantias,
registro, embalagem e rotulagem dos inoculantes, separa os inoculantes
apenas entre dois grupos de produtos. O primeiro s&o os que contém bactérias
fixadoras de nitrogénio para leguminosas e o segundo sao os produtos que
incluem outros grupos de microrganismos (como descrito na IN: “bactérias
associativas, microrganismos promotores de crescimento de plantas, de vida
livre, associativos ou simbidticos”). Para o primeiro grupo de inoculantes, a
IN estabelece o numero minimo de Unidades Formadoras de Colénias (UFC)
por grama ou mililitro de produto. Para o segundo grupo de inoculantes, a
concentracao de propagulos devera ser informada no processo de registro do
produto, de acordo com uma recomendacao especifica emitida por um 6rgao
brasileiro de pesquisa cientifica oficial ou credenciado pelo MAPA. Para o
primeiro grupo de inoculantes, a IN exige a especificacdo da cultura a ser
inoculada no rétulo. Para o segundo grupo de inoculantes, isso n&o é exigido.
AIN 13 prevé inoculantes apenas nas formulagdes solida e fluida, dificultando
produtos que poderiam ser a base de géis. Adicionalmente, a IN 13 possui trés
anexos, cada um contendo os protocolos oficiais para avaliagao da viabilidade
e eficiéncia agrondmica das cepas inoculantes e tecnologias de inoculagao,
sendo o primeiro anexo referente a bactérias fixadoras de nitrogénio em
leguminosas; o segundo anexo referente a bactérias associativas e o terceiro
anexo referentes a microrganismos promotores de crescimento.

Proposta de modificacdo da Instrugdo Normativa n° 13, visando adapta-la
melhor aos inoculantes de FMAs, também ja foi apresentada ao MAPA, o que
inclui modificagdes no texto e a criagcdo de um novo anexo, com protocolos para
avaliacao da eficiéncia agronémica de FMAs. Essas modificagdes permitiriam
normas mais especificas para inoculantes micorrizicos e testes agronémicos
direcionados para FMAs, o que facilitaria o registro de inoculantes de FMAs e
a clareza das analises sobre a qualidade do produto inoculante.

Uma outra possibilidade para comercializacdo de produtos contendo
propagulos de FMAs seria o registro desse produto como “condicionadores
de solo” (nesse caso o produto ndao seria mais um inoculante). Para isso o
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produto devera atender a Instrugdo Normativa SDA/MAPA n° 35, de 4 de julho
de 2006, que aprova as normas sobre especificagdes e garantias, tolerancias,
registro, embalagem e rotulagem dos corretivos de acidez, de alcalinidade e
de sodicidade e dos condicionadores de solo. Isso permitiria a comercializacéo
de produtos contendo propagulos de FMAs sem a necessidade de rigorosa
pureza microbiana, podendo o produto ser constituido do solo-inéculo
comumente usado nas pesquisas para inocular esses fungos. Pode ser
composto por numerosos fungos e outros microrganismos. Esse tipo de
produto ndo deixa de ser interessante para a producdo de mudas florestais
e para a recuperagao de areas degradadas, mas apresenta riscos grandes
para uso em uma agricultura de grande escala e na produgao de alimentos. A
venda de condicionadores de solo que contenham propagulos de FMAs pode
atender o fornecimento de espécies de FMAs nao adaptaveis a multiplicacao
em condigdes axénicas.

Conclui-se, sobre a legislagcao brasileira de inoculantes, que a criagcao de
uma Instrucdo Normativa com metodologias de analises especificas para
inoculantes de FMAs, adicional a IN n° 30, facilitara o trabalho de registro de
inoculantes desses fungos no MAPA. Que a implementacdo de modificagdes
no Decreto n°® 4.954 e nas IN n°® 13 e n°® 35 também auxiliara a expansao do
limitado mercado de inoculante de FMAs existente no Brasil.

Consideracdes finais

O desafio de produc¢do de mudas de espécies arbdreas para suprir programas
de reflorestamento e recomposicdo de florestas nativas pode ser muito
auxiliado pela inoculagéo de Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMAs), como
discutido neste documento.

O aumento da capacidade de absor¢cdao de nutrientes pelas mudas,
proporcionado pelos FMAs e sua maior tolerancia aos estresses do transplante
e na competicao vegetal por espaco e luz, propiciam economia na implantagao
de reflorestamentos, e a insercao de espécies nativas que dependem desses
fungos para a formacao de sua muda e seu estabelecimento no campo. O
reflorestamento feito com a técnica da inoculagédo micorrizica, proporciona
um solo com maiores teores de glomalina, o que contribui para a mais rapida
estabilizagcdo dos agregados e estocagem de C e agua no solo.
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A inoculagdo micorrizica de mudas florestais, pode gerar novas cadeias
comerciais de inoculantes e substratos especificos em manter a simbiose,
e de mudas produzidas com micorrizas. Além da possibilidade da insercéo
conjunta de outros biocinsumos benéficos, como a inoculagdo de bactérias
fixadoras de nitrogénio.

No campo cientifico, a evolugdo das pesquisas avaliando a dependéncia
micorrizica da grande diversidade vegetal das florestas e a selecéo de fungos
adaptados as condicdes de viveiro e as diferentes espécies florestais € o
ponto de partida para a efetivacdo do sucesso da introducdo de FMAs na
producdo de mudas florestais. A possibilidade de adquirir o solo-inbculo em
pequenas quantidades no Centro de Recursos Biolégicos Johanna Ddbereiner
(CRB-JD) auxilia a pesquisa e pequenos produtores de mudas. Outros servigos
prestados pelo CRB-JD como o fornecimento e recebimento de depdsitos
de linhagens fungicas auxiliam as empresas produtoras de inoculantes, para
aquelas espécies florestais cujos inoculantes podem ser demandados em
escala industrial (por exemplo, para eucalipto e cedro).

A evolucéo cientifica nas técnicas de produgao de inoculantes, favorecerao
certamente a disponibilidade, custo e pureza do material inoculante, o que
concretizara a inoculagao inclusive de grandes culturas anuais. Mas a produgéo
de inoculantes micorrizicos arbusculares especificos para determinada espécie
ou condicao florestal poderdo ser continuados a ser produzidos utilizando-se
a técnica de cultivo de uma planta hospedeira em substrato. Para isso é
necessario avangar na normatizacao do Decreto de Bioinsumos (Decreto n°
10.375, de 26 de maio de 2020), estabelecendo metodologias de analises
especificas para inoculantes de FMAs, e flexibilizagado do uso de inoculantes
micorrizicos produzidos em plantas hospedeiras para uso em pequena escala
ou em culturas cujas finalidades ndo sejam alimenticias.
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Anexo 1. Estudos envolvendo a inoculagdo de espécies de fungos micorrizicos
arbusculares em arvores nativas do Brasil.

Espécie
Albizia polycephala

Anadenanthera
peregrina

Apuleia leiocarpa

Araucaria angustifolia
Astronium

graveolens

Calophyllum
brasiliense

Cassia leiandra

Cedrela fissilis

Ceiba pentandra

Centrolobium
tomentosum

Copaifera langsdorffii

Cordia trichotoma

Dalbergia nigra

FMAs eficientes
Acaulospora colombiana

Claroideoglomus etunicatum;
Acaulospora scrobiculata;
Gigaspora margarita

Rhizophagus clarus;
Gigaspora margatrita;
Dentiscutata heterogama;
mistura desses trés fungos

Rhizophagus clarus

Rhizophagus fasciculatus

Gigaspora margatrita;
Rhizophagus clarus

Rhizophagus clarus

Claroideoglomus etunicatum;
Rhizophagus clarus;
Acaulospora scrobiculata;
Gigaspora margarita;
Cetrapora pellucida;
Acaulospora colombiana

Acaulospora mellea;
Acaulospora morrowiae;
Claroideoglomus claroideum;
Acaulospora scrobiculata e
Acaulospora spinosa

Mistura de fungos
(Gigaspora margqarita,
Scutelospora heterogama e
Glomus etunicatum)

Claroideoglomus etunicatum

Claroideoglomus etunicatum

Giaspora margatrita;
Claroideoglomus etunicatum;
Dentiscutata heterogama;
Rhizoglomus fasciculatum

Referéncia
Santos et al. (2016)

Toétola et al. (2000), Gross
et al. (2004), Scabora et al.
(2011), Gomes et al. (2012)

Oliveira Junior et al. (2015)

Moreira-Souza; Cardoso,
2002; Zandavalli et al.
(2004)

Hernandez; Salas (2009)

Silva et al. (2018);
Sierra-Escobar et al. (2012)

Caldeira et al. (1999)

Rocha et al. (2006);
Siqueira; Saggin Junior
(2001), Zangaro et al.
(2005), Pouyu-Rojas et al.
(2006)

Lovelock et al. (2003);
Huante et al. (2012);
Janos et al. (2013);
Bechem et al. (2018)

Marques et al. (2001)

Siqueira; Saggin-Junior
(2001), Zangaro et al.
(2003)

Zangaro et al. (2003)
Chaves; Borges (2005);

Chaves et al. (1995);
Santiago et al. (2002)
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Anexo 1. Estudos envolvendo a inoculagdo de espécies de fungos micorrizicos

arbusculares em arvores nativas do Brasil. (continuacdo)

Espécie
Dipteryx alata

Enterolobium
schomburgkii

Handroanthus
serratifolius

Hymenaea courbaril

Inga laurina

Mimosa bimucronata

Mimosa
caesalpinaefolia

Mimosa scabrela

Mimosa tenuiflora

Myracrodruon
urundeuva

Parapiptadenia rigida

Peltogyne venosa
Peltophorum dubium

Piptadenia
gonoacantha

FMAs eficientes
Rhizoglomus clarum

Glomus clarum;
Glomus macrocarpum

Cetraspora pellucida;
Acaulospora colombiana;
Gigaspora margatrita;
Rhizoglomus clarum;
Claroideoglomus etunicatum

Claroideoglomus etunicatum
Glomus clarum

Acaulospora colombiana;
Rizophagus irregularis e
Acaulospora morrowiae

Glomus etunicatum;
Acaulospora morrowae e
A. longula

Rizophagus irregularis;
Rizophagus clarus;
Acaulospora colombiana;
Acaulospora morrowiae e
Dentiscutata heterogama

Acaulospora, Claroideoglomus;

Dentiscutata, Funneliformis;
Gigaspora, Rhizoglomus e
Scutellospora

Acaulospora longula

Acaulospora colombiana;
Rhizophagus irregularis e
Acaulospora morrowiae

Gigaspora margarita

Claroideoglomus etunicatum

Rhizophagus clarus

Referéncia
Scabora et al. (2011)

Caldeira et al. (2003)

Carneiro et al. (1998),
Siqueira; Saggin-Junior
(2001); Pouyu-Rojas et al.
(2006)

Gonzaga et al. (2016)

Lacerda et al. (2011)

Stoffel et al. (2016)

Burity et al. (2000)

Stoffel et al. (2016)

Souza et al. (2016)

Amorim et al. (2004);
Santana (2012);
Oliveira et al. (2013)

Stoffel et al. (2016)

Caldeira et al. (1999)

Carneiro et al. (1998);
Zangaro et al. (2002)

Bournaud et al. (2018);
Jesus et al. (2005)
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Anexo 1. Estudos envolvendo a inoculagdo de espécies de fungos micorrizicos
arbusculares em arvores nativas do Brasil. (continuagdo)
Referéncia

Espécie FMAs eficientes

Plathymenia
reticulata

Schizolobium
parahyba

Senna multijuga

Sesbania virgate

Simarouba amara

Virola sumarinensis

Vochysia maxima

Zeyheria tuberculosa

Gigaspora margarita;
Dentiscutata heterogama;
Glomus brohultii

Rhizoglomus clarum

Mistura de Glomus etunicatum,

Gigaspora margarita e
Acaulospora scrobiculata

Gigaspora margatrita e
Glomus etunicatum

Acaulospora morrowiae;
Acaulospora mellea;
Acaulospora foveata

Acaulospora scrobiculata;
Scutellospora calospora

Rhizoglomus mosseae;
Gigaspora margarita e
Acaulospora sp.

Gigaspora margarita;
Scutellospora cerradensis;
Racocetra gregaria;
Acaulospora scrobiculata*

Chaves (1996); Pagano
et al. (2009); Pagano;
Cabello (2011)

Carneiro et al. (1996);
Carneiro et al. (1998);
Gongalves et al. (2015);
Cely et al. (2016)

Pouyu-Rojas; Siqueira
(2000)

Moreira et al. (2010)

Oliveira et al. (1999);
Lovelock et al. (2003)

Béreau et al. (1997);
Mangan et al. (2010);
Eck (2017)

Chu et al. (2004)

Carneiro et al. (1998);
Zangaro et al. (2002);
Pagano; Scotti (2010)
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