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RESUMO

A introdugao de fungos micorrizicos vesicular-arbusculares (FMVAs) em sistemas agricolas favorece o |
crescimento e a vigor das culturas, especialmente em 4reas abandonadas de solos pobres. Como um pré-|
requisito para aplicagao dos simbiontes, os fungos devem ser isolados e selecionados levando em consideragao
a sua eficiéncia para as plantas e sua adaptabilidade as condi¢des ambientais no campo. Sao descritos os
diferentes métodos de isolamento e o processo de selegdo. A produgao, em grande escala, do fungo selecionado
pode ser feita em casa-de-vegetagdo ou diretamente no campo. A inoculagio das plantas com o FMVAs é
possivel tanto em viveiros como no campo. Dois métodos de aplicagao sao apresentados: inoculagido das
plantas com uma mistura homogénea de in6culo no substrato e com uma camada concentrada de inéculo,

respectivamente.

INTRODUCAO

Nos habitats tropicais, o beneficio dos fungos
micorrizicos vesicular-arbusculares (FMVAs) para
suas plantas hospedeiras é de especial importancia.
O fornecimento mais eficiente de nutrientes pelos
fungos determina maior crescimento das plantas nos
solos pobres dos trépicos (Sieverding 1987; Lin 1986).
Além disso, a colonizagao das raizes pelos fungos
micorrizicos aumenta a resisténcia das plantas
hospedeira a patégenos das raizes (Zambolim 1986)
e reduz a severidade de doencas de folhas
(Feldmann 1991). A tolerancia de plantas
micorrizadas a “stress” (ex: temperaturas externas,
umidade alta ou baixa e transplantio) geralmente é
maior do que nas plantas nao micorrizadas
(Schonbeck 1987; Miiller 1991). Nos sistemas
agricolas tém sido observada alta deficiéncia de
fungos simbiontes (Feldmann 1991). Para recuperar
a “vitalidade do solo” em relagcao a FMVAs, e
necessario a aplicagdo de fungos na época da
semeadura ou do plantio no campo ou em viveiro.
Em Manaus-AM, instalou-se um sistema de
policultivo de plantas perenes cujo manejo leva em
consideragao as exigéncias dos fungos (menos
fertilizantes, menos pesticidas e mais vegetagao
secunddria). A plantagao foi estabelecida em uma
area abandonada (anteriormente era um plantio de

seringueira). Para melhorar o “fitness ecolégico” das
plantas, estas foram inoculadas com FMVAs no
viveiro ou na época de plantio, no campo.

Até o momento, o uso de FMVAs em sistemas
de produgdo agricola nao é uma pratica comum
devido, principalmente, as dificuldades envolvidas
no isolamento, selecao, multiplicagdo e aplicagao dos
FMVAs. O objetivo deste trabalho é demonstrar os
métodos que envolvem desde o primeiro passo de
isolamento dos fungos micorrizicos até o passo fi-
nal de aplicagao nos viveiros e no campo.

ISOLAMENTO DE FUNGOS MICORRIZICOS
VESICULAR-ARBUSCULARES

Os FMVAs podem ser usados na forma de:

- isolados puros, derivados de culturas
monosporicas, ou polispéricas de uma
espécie fungica

- uma mistura de definidos isolados puros

- uma mistura de espécies de FMVAs
desconhecidas com estabilidade compro-
vada da populagao e de seus efeitos.

O estabelecimento de isolados puros (1) e de
isolados de uma mistura desconhecida de FMVAs



(2) é mostrado na Figura 1. Em ambos os casos, os

fungos originaram-se de solos do campo. Além dos |

esporos vivos de FMVAs, o solo de campo !/

feqiientemente contém grande niimero de esporos
mortos de fungos micorrizicos. Como consome-se
muito tempo para se estabelecer isolados
monospdricos diretamente das amostras originais do
campo, preferiu-se aumentar o niimero de esporos
vivos cultivando uma planta hospedeira (ex: milho,
cebola, pimentéo) no solo. Isso facilita a propagagao
dos fungos no substrato. Uma desvantagem desse
método de aumentar o nimero de esporos vivos de
FMVAs é a possibilidade da pré-selecdo de fungos
que sejam mais adaptados a determinadas condigbes
de crescimento. Para minimizar essa pré-selegao,
recomenda-se o uso de diferentes espécies de plantas
em diferentes condi¢oes de crescimento. Quatro a
oito semanas, apos o semeio ou plantio, as raizes
das plantas estarao colonizadas pelos FMVAs. Para
o estabelecimento de isolados puros, as plantas
devem ser removidas do substrato e as raizes,
totalmente enxagiiadas. Para evitar a contaminagao
com patégenos de raizes, recomenda-se desinfectar
as superficies (ex: com etanol). As plantas sao
transplantadas para sacos de plastico ou outros

N

recipientes tais como: vasos ou caixas contendo um
substrato poroso. Elas sdo irrigadas moderadamente
e adubadas uma vez por semana, com um fertilizante
com baixo teor de fésforo (P < 60 ppm). Apés um
periodo de crescimento de oito semanas, as plantas
ndo sdo mais irrigadas, induzindo a producao de
esporos dos FMVAs. Os esporos devem ser
removidos do substrato pelo método de
peneiramento iimido e centrifugagdo (Daniels and
Skipper 1984; Feldmann 1991). Para estabelecer
culturas puras, o processo descrito é repetido com
um tunico esporo de fonte de inéculo (isolado
monosporico) ou com diversos espores da mesma
espécie flungica (isolado polospérico), o que
freqlientemente é problematico porque ¢é dificil
determinar se esporos similares pertencem a mesma
espécie. Para a produgdo de um isolado de FMVAs,
contendo uma mistura desconhecida de espécies de
FMVAs (2), diversos passos do processo descrito
anteriormente podem ser omitidos (ver Figure 1).
Além disso, é possivel extrair os esporos de FMVAs
diretamente do solo do campo e uséa-los como
inéculo priméario. Esse método diminuird a
contaminagao com patégenos, que podem estar
presentes no solo.
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FIGURA 1. Processo de isolamento de FMVAs.

(1) isolado puro; (2) isolado de uma mistura desconhecida de FMVAs.
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Antes de se estabelecer que os isolados de
FMVAs podem ser usados em viveiros ou em uma
escala agricola, eles devem ser selecionados com
relagdo as suas efetividades.

SELECAO DEISOLADOS EFETIVOS DE FMVAS

Apesar de os FMVAs estarem distribuidos em
todo o mundo e da maioria das espécies de plantas
viverem em simbiose com esses fungos, existe uma
especificidade na interagdo entre fungos e plantas
hospedeiras (Estatn et al. 1987; Graw et al. 1979;
Idczak 1992). A especificidade é revelada em
relagdo a:

planta hospedeira (espécies de plantas /
cultivar da planta)

natureza do efeito (o qual depende também
das condi¢bes ambientais).

Portanto, é necessaria a selecdo de isolados
efetivos de FMVAs.

PROCESSO DE SELECAO:

Listar:

* anatureza dos efeito(s) desejado(s) (ex:
aumento do crescimento da planta,
aumento da resisténcia a patégenos etc),
os fatores abiéticos, que durante a
selecdo devem ser semelhantes as
condigdes nas quais os fungos deverao
ser usados (substrato, temperatura, pH
etc).

Asegurar a infectividade do in6culo fingico,
testando-a (checar se uma planta hospedeira
potencial, ex: milho, é colonizado por
fungos).

Determinar se a planta, para a qual oisolado
fingico esta sendo selecionado, é
micotréfica (Janos 1987; Feldmann 1991),
isto é, testar se os FMVAs sio capazes de |
colonizar as raizes e se as plantas
micorrizadas estdao sendo beneficiadas pela

simbiose.

Se a planta é micotréfica, analizar o grau de
dependéncia micorrizica (dependéncia
facultativa ou obrigatéria, Feldmann 1991).
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Determinar, novamente, os fatores abiéticos
de selecdo, considerando o grau de
dependéncia, as condi¢des na drea onde os
fungos serdo usados e o tipo de manejo.

Comparar a efetividade dos isolados com
respeito ao efeito desejado.

Em adicdo aos passos descritos na selegdo de
isolados efetivos de FMVAs, ha outros fatores que
devem ser considerados durante o processo de
selecdo, tais como a habilidade competitiva e a
persisténcia dos fungos sob as condigbes naturais
(Abbot et al. 1992). Ap6s a escolha dos isolados dos
FMVAs, a produgao de inéculo em grande escala é
um pré-requesito para aplicagdo em viveiro ou no
campo.

PRODUCAO DO INOCULO

Uma descricdo detalhada da producéo de
in6éculo de FMVA a ser usada nos trépicos, tem sido
apresentado por Feldmann and Idczak (1992). Dessa
forma, sdo descritos apenas os principais aspectos
da producéo de inéculo.

A produgdo de inéculo pode ser diferenciada
entre uma fase inicial (Figure 2) e a produgdo massal
(Figure 3).

Fase inicial:

Encher dois ter¢os de um vaso (cerca de 500
ml) com areia quartzosa e uma camada de
inéculo primario (solo contendo os FMVAs,
pedacos de raizes infectadas ou esporos
fungicos) no topo.

Desinfectar superficialmente as sementes de
uma planta hospedeira (ex: milho),
enxaglid-las com dgua para remover todos
pesticidas, semed-las no vaso e cobri-las com
areia.

Irrigar os vasos moderadamente (a umidade
do substrato devera ficar um pouco abaixo
da capacidade de campo) e adubar as
plantas com fertilizante com baixo teor de
fésforo (P < 60 ppm, para detalhes ver
Feldmann and Idczak 1992). Evitar o uso
de pesticidas.

Apbs um periodo de crescimento de trés a
quatro semanas, as raizes da planta



FIGURA 2. Fase inicial da producao de inéculo
(Feldmann & Idczak 1992). Ver texto para

detalhes.

[]

FIGURA 3. Produg¢ao massal de inéculo
(Feldmann & Idczak 1992). Ver texto para

detalhes.
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hospedeira deverao estar colonizadas pelos
FMVAs. Controlar a colonizagédo das raizes
por meio de um microscépio. No caso de
baixa infectividade do inéculo primério o
periodo de cultivo pode ser estendido por
uma ou duas semanas.

- Quando as raizes da planta hospedeira
estiverem bem colonizadas, separar as
plantas e lavar as raizes. Algumas vezes
pode ser que haja necessidade de desinfectar
a superficie das raizes (etanol 70%, 2 min.)
para eliminar fitopatégenos.

- Asplantas tratadas desse modo sdo usadas
para produgdo massal de inéculo FMVAs.

Produgao massal:

- Asplantas micorrizadas sao transplantadas
para vasos maiores (volume com cerca de 5
1) ou containers semelhantes, os quais
podem ser maiores mas que permitam a
exploragao de todo o volume do solo, pelas
raizes. O uso de argila expandida, como
substrato, (método descrito por Dehne and
Backhaus 1986) tem vaérias vantagens, tais
como: baixo peso, fcil aplicagdo e o fato de
que a cantaminagao por patégenos pode ser
facilmente evitada e também seja possivel
uma descontaminagao subseqiiente. Outros
substratos, como solos arenosos
esterilizados, podem também ser usados.

- Irrigagdo e adubagdo devem ser executadas
conforme descrito na fase inicial.

- Ap6s trés a quatro meses de crescimento das
plantas, as raizes deverao ocupar o volume
inteiro do container. A partir desse
momento, suspende-se as irrigagoes. O
stress da seca estimula a produgado de
esporos de FMVAs. Uma semana apds o
término da irrigagao, as plantas sao cortadas
e 0s VASOS coam as raizes sdo mantidos
secos, durante duas semanas. Apos este
periodo, remove-se as raizes do substrato.

- O substrato é espalhado em camada fina e
rapidamente seco ao ar. O indculo seco deve
ser armazenado sob condicGes seca e fria,
por mais de um ano.



Alternativamente ao processo de produgao de
in6culo descrito acima, a multiplicagdo de FMVAs
pode ser feita diretamente no campo (produgéao “in
situ”). Feldmann (1991) relata que a inoculagao de
plantas hospedeiras (ex: milho) com FMVAs no
campo, na época da semeadura ou do plantio, resulta
em um aumento do niimero de esporos de FMVAs
em torno de 4 a 57 esporos/g de solo, apés dois
meses.

APLICACAO DE INOCULO DE FMVA

A inoculagdo de plantas com fungos
micorrizicos pode ser feita de diversos modos:

- O inéculo fangico pode ser misturado de
forma homogénea com o substrato de
crescimento das plantas.

- Uma camada concentrada de inéculo pode
ser colocada abaixo das sementes ou das
raizes das plantas.

O método de inoculagao e a quantidade de
inéculo aplicado (0; 0,2; 1,0; 5,0 e 10% vol.)
determinam o desenvolvimento da associagdo
micorrizica (Figure 4).

O maior indice de colonizagdo das raizes de
mudas de seringueira (Hevea sp.) é conseguido
usando mais de 1% (v/v) de inéculo no substrato.
A distribui¢do homogénea do inéculo leva a um
maior grau de colonizagao das raizes, quando
comparado com o método de “aplicagdo
concentrada”, embora uma porcentagem maior de
colonizagao das raizes seja conseguido com o tltimo
método, durante os estadgios iniciais de
desenvolvimento da simbiose. Isso provavelmente
seja devido ao fato de que no caso da “aplicagao
concentrada”, as raizes de uma muda contactem um
grande nimero de unidades de infecgao, quando
crescem através da camada de inéculo. Neste
momento, ocorre uma infecgdo pesada no sistema
radicular. Apés as raizes atravessarem a camada de
indculo, ndo existem mais unidades de infecgao de

mistura homogénea
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FMVAs. O fungo tem que se sepalhar por todo o
sistema radicular, a partir do sitio dos pontos de
infeccdo primaria. No caso da distribuicado
homogénea do inéculo flingico, sdo possiveis novas
infecgdes nas raizes pelo fungo, mesmo apds um
longo periodo de desenvolvimento do sistema
radicular. Por essa razdo, recomenda-se aplicar o
in6culo na forma de mistura homogénea, mas a
“aplicacdo concentrada” também tem sido bem
sucedida no campo.

O USO DE FMVAS EM SISTEMAS DE
POLICULTIVO

A introdugdo de FMVAs em sistemas agricolas
como um fator de manejo é simples. Se oisolamento,
a selecdo e a producdo do inéculo primério sdo
efetuados por institutos oficiais ou companhias
especializadas, o produtor tem que multiplicar o
in6culo em grande escala. Isso pode ser feito em
containers contendo areia ou solo poroso
esterilizado. O inéculo produzido é usado para
inoculagdo das plantas no viveiro, misturado de
forma homogénea com o substrato. Nessa situacéo,
as plantas ja estardo micorrizadas quando entao
serdo transplantadas para o campo. Isso sera
benéfico para as plantas durante a primeira fase
critica de adaptagao as novas condigdes de ambiente.

Se o agricultor desejar inocular plantas perenes
nao micorrizadas que ja estao no campo, devera usar
“plantas governantes”. Isso significa que devera
semear ou plantar espéciesl que freqiientemente sao
usadas na produgao de in6culo (ex: milho), préximo
das plantas perenes e inoculadas com FMVAs. As
“plantas governantes” multiplicardo o inéculo de
FMVAs no solo, e as raizesizes dessas plantas
micorrizadas crescerdo proximo as raizes das plantas
perenes e, assim, inocula-las. Se o manejo no plantio
for feito de acordo com as exigéncias de FMVAs
(menos ferilizantes e pesticidas e mais vegetacao
secundaria), os fungos poderdo se estabelecer no
campo.
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