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Fungo micorrizico arbuscular com
potencial para o desenvolvimento de
inoculante para a cultura do milho e
para a producao de mudas florestais'’

Introducgao

A inoculacgdo de plantas com microrganismos benéficos € reconhecida como
uma tecnologia capaz de aumentar a produtividade das lavouras aliando
ganhos de produgéo, com beneficios econdmicos e ambientais. As plantas se
associam com diversos grupos de microrganismos benéficos, como bactérias
e fungos. O primeiro passo para o desenvolvimento de um bioinsumo ¢é a
identificacdo do potencial biotecnoldgico dos microrganismos, em termos de
acgao favoravel ao crescimento de plantas e potencial para produgéo industrial.

Os fungos micorrizicos arbusculares (MA) formam um grupo de
microrganismos simbiontes de plantas que apresentam resultados favoraveis
para inumeras culturas agricolas e florestais (Smith; Read, 2008; Berruti et
al., 2016). Resultados de 231 experimentos em campo em area de produtores
de batata-inglesa inoculada com o fungo Rhizoglomus irregulares DAOM
197198 mostraram ganhos econémicos em 79% das areas (Europa e América
do Norte). Para milho, a inoculagdo em campo com o fungo Rhizoglomus
intraradices Rootella BR em cinco localidades no Brasil resultou em ganhos
médios de produgao de graos da ordem de 54%, as maiores respostas foram
obtidas em solos que originalmente continham baixos a médios niveis de P
disponivel (Stoffel et al., 2020). O principal mecanismo de ac¢des dos fungos
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MA é o aumento da area efetiva de absorgcao de agua e nutrientes promovido
pelo micélio (conjunto de hifas) fungico e transporte e troca com a planta
simbionte por agucares e lipideos (Smith; Read, 2008; Berruti et al., 2016).

O principal obstaculo a utilizagdo ampla destes fungos esta na dificuldade de
producao, em larga escala, de inoculantes que atendam as especificagbes
do mercado, em termos de custo, pureza e qualidade. Os fungos MA sao
biotroficos obrigatérios, ou seja, dependem do estabelecimento de simbiose
com raizes de plantas compativeis para completar seu ciclo de vida. Esta
caracteristica dificulta a producéo asséptica de inoculante e seu registro no
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (Mapa).

A produgdo massal de inoculo de fungos MA, sem contaminantes, tem sido
obtida por meio da associagéo do fungo com culturas de érgaos radiculares,
principalmente em raizes transformadas por Rhizobium rhizogenes
(anteriormente Agrobacterium rhizogenes) (Tahir et al., 2015; Fortin et al.,
2002; ljdo et al., 2011). No entanto, o numero de espécies/estirpes de fungos
MA comercializadas globalmente ainda é baixo (Basiru et al., 2021). Os
produtos comercializados normalmente contém espécies pertencentes a
apenas trés géneros da familia Glomeraceae - Claroideoglomus, Funneliformis
e Rhizoglomus (sindnimo - Rhizophagus, Wijayawardene et al., 2020), porém
a grande maioria dos produtos é formulada com Rhizoglomus (Basiru et al.,
2021). Espécies de Rhizoglomus apresentam boa adaptagéo para produgéo
de in6culo em sistemas monoxénicos - fungo associado a cultura de raizes
Ri T-DNA, e dependendo da espécie podem ser capazes de produzir centenas
a milhares de propagulos em curtos periodos de tempo (Souza et al., 2005).

Atualmente, existe uminoculante comercial composto porfungos MAregistrado
no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (Mapa) - Rootella BR,
sob n°® 22902 10000-0 (Stoffel et al., 2020). Este inoculante contém o fungo
Rhizoglomus intraradices (Rhizophagus intraradices). Além dessa espécie, o
Rhizoglomus clarum também vem sendo testado em campo no Brasil (Cely et
al., 2016; Barazetti et al., 2019), porém sem registro comercial.

Aqui apresentamos resultados obtidos com uma estirpe de Rhizoglomus
isolada da Amazobnia, que apresentou alta efetividade para inoculacdo de
milho e jacaranda-da-Babhia, e alto potencial para produgdo massal de in6culo
em sistema monoxénico-asséptico. E apresentamos também resultados
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promissores com uma linhagem clonal de raizes Ri T-DNA de cenoura para
cultivo monoxénico deste fungo. Este trabalho contribui para o atendimento
dos ODS 2. “Agricultura Sustentavel” ODS 2.4, pelo desenvolvimento
de praticas agricolas resilientes e que aumentam a produtividade e a
producdo que ajudam a manter os ecossistemas. E também para o ODS
15. “Vida terrestre” - Proteger, recuperar e promover o uso sustentavel dos
ecossistemas terrestres, gerir de forma sustentavel as florestas e deter a
perda de biodiversidade.

Material e Métodos

Origem e registro da estirpe

A estirpe Rhizoglomus sp2 CNPMS11 pertence a Colegao de Microrganismos
Multifuncionais e Fitopatogénicos da Embrapa Milho e Sorgo, foi isolada de
um fragmento de raiz colonizada coletada na Floresta Amazénica e registrada
no SISGEN sob o No. AEDFA70.

Cultivo monoxénico in vitro da estirpe Rhizoglomus sp2
CNPMS11

A cultura do fungo foi obtida a partir de um fragmento de raiz colonizada
contendo esporos intrarradiculares diretamente de uma amostra de solo. O
fragmento de raiz foi inoculado em radiculas de uma plantula de braquiaria
(Urochloa brizantha CV Marandu) pré-germinada. Apds quatro meses de
cultivoem solo autoclavado, os esporos obtidos foram extraidos, desinfestados
e estabelecidos em cultivo monoxénico com raizes Ri T-DNA de cenoura,
conforme descrito por (Souza; Berbara, 1999; Souza; Declerck 2003). As
culturas foram estabelecidas com o clone C264 e C87 de cenoura CV BRS
Planalto (Carneiro et al., 2019), sendo cultivadas em meio minimo, conforme
Souza e Berbara, 1999. A produgao de esporos em fungao da linhagem clonal
de raizes foi avaliada em meio de cultura solidificado com Phytagel ™.
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Eficiéncia simbidtica em plantas de jacaranda-da-Bahia
(Dalbergia nigra (Vell.) Allemao ex. Benth) e milho (Zea mays
L.)

Para o jacaranda foram testados quatro tratamentos de inoculagéo: 1.
Controle nao inoculado; 2. Rhizoglomus clarum CNPMSO05; 3. Rhizoglomus
sp2 CNPMS11; 4. MIX (Inéculo obtido a partir da combinagdo das estirpes
Rhizoglomus sp2 CNPMS11, Acaulospora sp1 CNPMS17, Gigaspora
margarita CNPMSO01, Fuscutata rubra CNPMS08 e Ambispora apendicula
CNPMS13). Os tratamentos de inoculagdo foram combinados com dois
niveis de fésforo aplicados ao solo: 30 mg kg’ e 100 mg kg' de P na
forma de KH,PO,. Variaveis relacionadas ao crescimento das mudas foram
mensuradas aos 60, 90 e 120 dias de cultivo.

Para o milho, utilizaram-se os hibridos BRS1010 e DKB390 VT PRO,
submetidos a oito tratamentos de inoculagédo: 1. Controle ndo inoculado;
2. Racocetra crispa CNPMS10; 3. Rhizoglomus sp2. CNPMS11; 4. Glomus
heterosporum CNPMSO06; 5. Fuscutata rubra CNPMSO08; 6. Claroideoglomus
etunicatum CNPMSO09; 7. Rhizoglomus clarum CNPMSO05; 8. On farm.
O indculo on farm foi obtido pela multiplicagdo da mistura das estirpes
individualizadas em substrato desinfestado por solarizagéo (Souza et al.,
2017). O nivel de fosforo aplicado ao solo foi de 30 mg kg de P na forma de
KH,PO,.

Aqui sdo apresentados dados da produgdo de biomassa total (parte aérea
e raizes) obtida 45 dias apds a germinacgédo, apresentados como Eficiéncia
Simbidtica (ES), expressa pela formula ES = (Biomassa seca da planta
inoculada, Biomassa seca de planta controle / Biomassa seca planta
controle) x 100. Os experimentos foram conduzidos em condigbes de casa
de vegetagdo. S&o apresentados dados consolidados em relagdo aos
controles nao inoculados, focando na performance da estirpe Rhizoglomus
sp2 CNPMS11. Dados completos podem ser encontrados em Macena (2020)
e Gomes-Junior (2018).
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Resultados e Discussao
Jacaranda-da-Bahia

Todos os tratamentos de inoculagdo com fungos micorrizicos foram
superiores ao tratamento controle (ndo inoculado), contribuindo para melhor
desenvolvimento das mudas de jacaranda (Tabela 1). Esses resultados
evidenciam a dependéncia micorrizica do jacarada-da-Bahia, que mesmo
na dose de 100 mg de P.kg"' apresentou desenvolvimento limitado quando
comparado aos tratamentos inoculados (Tabelas 1 e 2). O MIX de estirpes
apresentou a melhor performance para acumulo de biomassa com a dose de
30 mg.Kg™, sendo similar ou superior a de 100 mg.Kg"' de P aplicado (Tabela
2).

Tabela 1. Diametro e altura de mudas de Dalbergia nigra em resposta a ino-
culagcdo MIX de estirpes de fungos micorrizicos arbusculares e estirpes de
Rhizoglomus.

Diametro

60 dias 90 dias 120 dias

Tratamentos

MIX 1,964 a 2,216 a 2,664 a
Rhizoglomus sp2 1,912 a 2,189 a 2,386 a
Rhizoglomus clarum 1,748 b 1,900 b 2,051 b
Controle n&o inoculado 1,739 b 1,828 b 1,993 b
Altura
MIX 12,50 a 15,35 a 19,35 a
Rhizoglomus sp2 12,25 a 14,15 a 18,10 a
Rhizoglomus clarum 12,10 a 13,95 a 16,85 a
Controle ndo inoculado 7,70 b 8,40 b 9,95b

"MIX - Inéculo misto obtido a partir da combinagéo de solo indculo das estirpes: Rhizoglomus sp2
CNPMS11, Acaulospora sp1 CNPMS17, Gigaspora margarita CNPMS01, Ambispora appendicula
CNPMS13.

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si, pelo teste Scott Knott a 5% de probabilidade.
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Tabela 2. Matéria Seca Raizes (MSR), Matéria Seca Total (MST) e Matéria
Seca Parte Aérea (MSPA) de mudas de Dalbergia nigra em reposta a
inoculacdo MIX de estirpes de fungos micorrizicos arbusculares e estirpes
de Rhizoglomus.

Tratamentos

MIX 0.399 aA 0.391 aA 1.116aA 0.947aA 0.708 aA 0.564 aB
R. clarum 0.307 aA 0.301 aA 0.621aB 0.981aA 0.418 aB 0.598 aA
Rhizoglomus sp2 0.284 aB 0.313 aA 0.671aB 0.916aA 0.412 aB 0.538 aA

Controle n&o inoculado 0.094 bB 0.271 bA 0.262bB 0.659bA 0.168 bB 0.388 bA
"MIX - Inéculo misto obtido a partir da combinag&o de solo indculo das estirpes: Rhizoglomus sp2 CNPMS11,
Acaulospora sp1 CNPMS17, Gigaspora margarita CNPMS01, Ambispora appendicula CNPMS13.

Médias seguidas de letras iguais (mailsculas ou minusculas) nao diferem entre si, pelo teste Scott Knott a
5% de probabilidade. Letras mindsculas comparam os tratamentos de inoculagdo, e as letras maiusculas, os
niveis de fertilizacdo com P dentro de um mesmo tratamento de inoculacéo.

A performance da estirpe Rhizoglomus sp2 CNPMS11 foi estatisticamente
similar ao tratamento com MIX de estirpes e também com R.clarum
CNPMSO05. R. clarum é uma estirpe efetiva para diversas culturas, porém a
taxa de esporulacdo é baixa quando comparada com a estirpe Rhizoglomus
sp2 CNPMS11 (dados nao apresentados). R. clarum é uma das espécies
mais utilizadas em inoculantes comerciais (Basiru et al., 2021).

Milho

A resposta da inoculagdo dos fungos MA para os dois hibridos de milho
(Figura 1) indicaram que a performance da estirpe Rhizoglomus sp2
CNPMS11 foi superior a das demais, independentemente da genética do
milho. O hibrido BRS1010 foi mais responsivo a inoculagéo para todos os
tratamentos, exceto Racocetra crispa, que foi mais eficiente para o DKB390
(Figura 1). A inoculacdo do DKB390 com as estirpes Glomus heterosporum
CNPMSO06, Fuscutata rubra CNPMS08 e Rhizoglomus clarum CNPMS05
causou redugao do desenvolvimento deste hibrido em relagcéo ao controle nao
inoculado (Figura 1). O inéculo on farm apresentou resposta baixa quando
comparado com inoculantes monoespecificos. O inéculo on farm continha
em sua composi¢cao as mesmas estirpes avaliadas individualmente, porém, o



8 Circular Técnica 276

numero de propagulos por grama de inéculo € mais baixo por espécie do que
nos inoculantes monoespecificos (dados nao apresentados).

Producgéao de esporos de Rhizoglomus sp2.
CNPMS11 em cultivo monoxénico

A producgao de esporos de Rhizoglomus sp2. CNPMS11 em raizes Ri T-DNA
de clones C264 e C87 de cenoura variou, respectivamente, na faixa de 9.990
a 70.445 e 1.455 a 26.046 esporos por placa com 40 mL de meio de cultura
(Figura 2). O numero total de propagulos infectivos (unidades capazes de
iniciar uma nova infecgdo - esporos, raizes colonizadas e micélio) pode
ser similar ao numero de esporos ou até 6 vezes superior, dependendo da
formacao de vesiculas e hifas infectivas (Tiwari; Adholeya, 2003). A linhagem
C264 produziu em média 2,9% mais esporos do que a C87. Nossos resultados

6.61
8.68

Racocetra crispa CNPMS 10 F f9-24
-3.33
Fuscutata rubra CNPMS 08 -_ 27.86
9.96
Claroideoglomus etunicatum CNPMS 09 h 35.01
-12.91
Glomus heterosporum CNPMS 06 9.41
-2.07
Rhizoglomus clarum CNPMS 05 33.83
31.53
Rhizoglomus sp2 CNPMS 11 43.31

-20.00 -10.00 0.00 10.00 20.00 30.00 40.00 50.00

On Farm

mDKE 330 VTPro mBRS 1010

Figura 1. Eficiéncia Simbidtica (%) de Fungos Micorrizicos Arbusculares para os
hibridos de Milho DKB390 VTPro e BRS 1010 na dose de 30 mg.kg" de P aplicado.
Eficiéncia simbidtica= (Matéria seca planta inoculada — Matéria seca planta controle/
Matéria seca planta controle) x 100.
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demonstram o elevado potencial de produgéo de propagulos por esta estirpe
em sistema monoxénico associado a linhagens de raizes clonais de cenoura
selecionadas.

Os fungos MA apresentam auséncia de especificidade hospedeira (Smith;
Read, 2008), em teoria, qualquer espécie de fungo MA seria capaz de
colonizar qualquer planta micotréfica arbuscular. Na pratica, verifica-se que a
formacao da simbiose e a magnitude da resposta a inoculagdo dependem da
adaptacao do fungo as condi¢des edafoclimaticas locais e da receptividade
da planta simbionte e esta sofre influéncia da sua genética e de seu estado
nutricional (Berruti et al., 2016). As maiores respostas positivas a inoculagao
sdo observadas em situagbes onde as plantas estdo demandando mais
nutrientes do que seu sistema radicular € capaz de conseguir sozinho. E
€ dependente do suprimento do solo e da taxa de crescimento da planta.
Assim, mesmo em culturas crescendo em solos agricolas ricos em nutrientes

Mo, esporos placa x 10.000

[ R % B R I =
|

I [
C_264 C_87

Linhagem de Raiz de Cenoura

Figura 2. Produgéo de esporos do fungo Rhizoglomus sp2. CNPMS11 em raizes Ri
T-DNA de dois clones de cenoura.
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a formacdo da simbiose micorrizica arbuscular ocorre naturalmente
(Baltruschat et al., 2019). Esses autores reportaram uma alta diversidade de
fungos MA em chernossolos, que s&o solos com altissima fertilidade natural
e altamente produtivos, utilizados para produgao agricola na Europa central.

Para o milho, verificou-se que o gendtipo BRS1010 foi mais responsivo a
inoculagado quando comparado ao DKB390 para todas as estirpes avaliadas
(Figura 1), com destaque para a estirpe Rhizoglomus sp2. CNPMS11, que
apresentou o melhor desempenho para os dois hibridos.

O desenvolvimento do jacaranda-da-Bahia foi limitado, apesar de responder
positivamente ao aumento da disponibilidade de P, sem a inoculagao (Tabela
1). Esses resultados indicam a necessidade da inoculagdo do jacaranda na
fase de produgdo de mudas. Atualmente, a maioria dos viveiros florestais
tem produzido mudas em substratos comerciais. Esses substratos sao livres
de propagulos de fungos MA, requerendo, nesta condigdo, maior aporte de
nutrientes para atingir desenvolvimento adequado. A disponibilizagdo de
bioinsumos contendo fungos MA eficientes para a produgéo florestal resultara
em ganhos econdmicos e ambientais ja na fase de produgéo de mudas.

Dados obtidos de experimentos conduzidos em campo estdo demonstrando
que a compatibilidade entre caracteristicas do solo/locais e da estirpe € a
determinante do sucesso da inoculagdo de fungos MA (Herrera-Peraza et
al., 2011; Kokkoris et al., 2019). Assim, a ampliacao da oferta de estirpes
com potencial para produgao de inoculantes comerciais € fundamental para
o desenvolvimento de bioinsumos capazes de promover o crescimento
de plantas em uma ampla variedade de culturas, sistemas de produgéo e
condigdes edafoclimaticas.

A inoculagdo de comunidades de plantas com uma maior diversidade
interespecifica de fungos MA, em geral, apresenta melhor performance,
explicada por maior complementariedade funcional, adaptagdo e menor
competicdo entre as espécies inoculadas (Maherali; Klironomos, 2007). No
caso do milho, a inoculacdo somente com Rhizoglomus sp2 CNPMS11 foi
superior ao inéculo contendo mudltiplas espécies. Ja para o jacaranda-da-
Bahia a melhor performance foi do inoculante contendo multiplas espécies.
No entanto, a produgdo comercial de inoculantes mistos pode ser mais
onerosa e requerer ampliagao da infraestrutura necessaria para produzir as
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estirpes individualmente. Por outro lado, o cultivo simultaneo de Gigaspora
margarita e R. intraradices (Tiwari; Adholeya, 2002) e Dentiscutata reticulata e
R. intraradices (Souza et al., 2005) ja foi demonstrado em cultivo monoxénico
com raizes de cenoura, indicando uma possivel vantagem deste sistema
para a produgao de inoculantes mistos em condi¢cbes assépticas.

A produgdo de in6culo em sistema monoxénico € o principal processo
para produgdo comercial de inoculantes contendo fungos MA em ambiente
asséptico (ljdo et al., 2011; Sharma et al., 2017). Neste sistema, o fungo MA,
que é biotrofico obrigatdrio, cresce em simbiose com uma cultura de raiz
in vitro em um meio de cultura sintético, sendo capaz de se desenvolver,
acumular biomassa e formar novos propagulos (Bécard; Fortin, 1988).

O desenvolvimento e a selecdo de linhagens clonais de raizes Ri T-DNA
sao partes fundamentais para o sucesso do processo de produgdo massal
de inéculo de fungos MA em sistema monoxénico. A formagéo de raizes Ri
T-DNA por Rhizobium rhizogenes ocorre pela transferéncia e integracao de
genes do plasmideo Ri no genoma da planta (Carneiro et al., 2019). Neste
processo, cada linhagem de raiz obtida & Unica e apresenta diferengas
genéticas e fisioldgicas que podem causar modificagdes na expressao génica,
na morfologia, no fenétipo e consequentemente na dindmica de crescimento
radicular (Srivastava; Srivastava, 2007; Doran, 2013), e afetar a simbiose
micorrizica arbuscular (Tiwari; Adholeya, 2003).

Consideragoes Finais e Perspectivas

Existem cerca de 350 espécies de fungos MA descritas (Wijayawardene et
al., 2020), no entanto, a formulagao de inoculantes comerciais esta baseada
em poucas estirpes pertencentes a um numero limitado de espécies (Basiru
et al., 2021). A disponibilizagao de novas estirpes de fungos MA selecionadas
para a promog¢ao do crescimento vegetal e com potencial para produgao
de inéculo em condicdes assépticas é fundamental para ampliar a oferta
de bioinsumos eficientes para uma ampla gama de sistemas de produgéo,
culturas e condi¢des edafologicas.

A estirpe Rhizoglomus sp2. CNPMS11 apresentou eficiéncia para promogao
do crescimento inicial do milho e do jacaranda-da-Bahia, em condigbes
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controladas, sendo uma graminea e a outra uma leguminosa arbérea, duas
espécies de plantas com habitos de crescimento distintos.

O cultivo monoxénico da estirpe Rhizoglomus sp2. CNPMS11 em raizes Ri
T-DNA de cenoura demonstra o potencial para cultivo deste fungo em sistema
monoxénico asséptico. Este sistema é passivel de “scale up” para produgao
massal de inoculante.

A produtividade de esporos obtida no cultivo monoxénico desta estirpe foi
maior quando associada a linhagem clonal de raizes de cenoura C264 em
relacdo a C87. Outras linhagens de raizes Ri T-DNA vém sendo desenvolvi-
das e testadas (Carneiro et al., 2019), porém as duas utilizadas no presente
trabalho sao as mais eficientes até o momento.

O “scale up” do sistema de producéo de indculo da estirpe Rhizoglomus sp2.
CNPMS11 permitira a produgcdo massal para a condugao de experimentos
em campo visando avaliar a performance da estirpe em diferentes sistemas
de produgao.
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