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RESUMO

O milho (Zea mays L.) em fungédo de seu potencial produtivo, composi¢ao
quimica e valor nutritivo, constitui-se em um dos mais importantes cereais cultivados e
consumidos no mundo. O presente estudo teve objetivo avaliar 9 genotipos de milho, dos
quais 02 foram desenvolvidos para as condigdes de cerrado, 02 parentais e 05 comerciais.
quanto a colonizagdo por fungos micorrizicos arbusculares (FMA) da comunidade indigena
e seus efeitos no crescimento vegetativo das plantas e determinar o potencial micorrizico do
solo. Os estudos foram desenvolvidos e conduzidos em casa de vegetagdo pertencente ao
Departamento de Biologia, UNESP/Campus de Ilha Solteira, SP. O solo, do tipo
LATOSSOLO VERMELHO Distrofico, foi coletado de uma area originalmente
caracterizado como cerrado “sensu stricto”, mas atualmente ocupada por pastagem

£

parcialmente degradada. O solo foi misturado com areia de rio lavada (4:1), fumigado com

brometo de metila e posteriormente adubado para permitir o desenvolvimento das plantas
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até a floragdo. O modelo experimental foi spli-plot, onde a colonizagdo micorriza foi
considera parcela e genotipos as subparcelas, com 10 repetigdes por tratamento e 1 planta
por repeti¢ao, sendo 10 sacos ndo inoculados e 10 sacos inoculados com cerca de 300
esporos de fungos micorrizicos arbusculares coletados da comunidade indigena desta area
de pastagem. Para avaliar a influéncia dos fungos micorrizicos no crescimento vegetativo,
as plantas foram mantidas por 80 dias em casa de vegetagdo, sendo que a cada 15 dias, e a
partir da semeadura, foram realizadas avaliagbes da altura da planta, usando como
parametro a folha mais desenvolvida (cm), e didmetro do caule (cm). Ao término do
experimento, as raizes e a parte aérea foram coletadas para a obten¢do do peso da matéria
seca. Para avaliar o potencial de inoculo dos FMA foi empregada a técnica do numero mais
provavel. Para cada tratamento foi empregada 6 repetigdes e o experimento foi conduzido
por 90 dias. Apos este periodo, as raizes foram coletadas e avaliadas para porcentagem de
colonizagdo por FMA. O grau de dependéncia micorrizica dos materiais testados foi
calculado pela diferenga entre a biomassa da parte aérea das plantas inoculadas e das ndo
inoculadas, e foi representada pela porcentagem da biomassa seca das plantas inoculadas.
Apesar de ndo terem sido detectadas diferengas significativas para altura de planta,
diametro de caule e peso de matéria seca para as raizes e parte aérea, foi possivel observar
no comportamento dos genotipos para todos os parametros avaliados, quando comparados

com genotipos nao inoculados com fungos micorrizicos arbusculares. Para a altura da

planta foi possivel detectar ganhos de até 18,19% (genotipoD7 BT). A infecgdo micorrizica

tambeém apresentou variagdes de porcentagem de colonizagdo, com uma amplitude de

70,6% at€ 35,7% e média de 60% para a maioria dos genotipos.

AVA
AVAVAL

2 3 4 5 6 if unespwl 12 13 14 15 1o 17 18



SUMMARY

Corn (Zea mays), due to is productive potential, chemical composition
and nutritious value, is one of the most important cultivated and consumed
grains worldwide. The objectives of this study were to evaluate nine corn
genotypes (two parental, two commercial and two developed for ‘cerrado’
conditions) for (a) colonization by wild arbuscular mycorrhizal fungi (AMF),
(b) AMF effects on plant growth and (c) to determine the micorrhyzal
potential of the soil. Studies were conducted in greenhouse conditions, at the
Department of Biology, UNESP, campus of Ilha Solteira, Sdo Paulo State,
Brazil. The soil, classified as a LATOSSOLO VERMELHO Distrofico
(Oxisol), was sampled in an area originally characterized as a “cerrado’ sensu

stricto, but today it is a partially degraded pasture. The soil was mixed with

washed river sand (4:1), fumigated with methyl bromide and later tertilized to
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allow for plant growth until flowering. The design was in a split-plot with
micorrhizal colonization as the whole unit, and the genotypes as sub-unity,
with 10 replications per treatment and one plant per replication. Ten bags
were not inoculated and other 10 bags were inoculated with ca. 300 AMF
spores collected from a wild communities collected from the pasture soil. To
evaluate the influence of the AMF on the vegetative growth of corn, plants
were kept for 80 d in a greenhouse, and every 15 d after seeding the plant
height (considering the most developed leaf) and stem diameter were
measured. At the end of the experiment, root and canopy portions were
weighed for dry matter. The AMF inoculum potential was assessed by the
most probable number technique; with six replications in each treatment. The
experiment lasted 90 d, after which roots were examined and evaluated for
%AMF infection. The degree of mycorrhizal dependency with the genotypes
was calculated by the difference of canopy biomass between inoculated and

non-inoculated plants, and expressed as the percentage of dry biomass of the

inoculated plants. There were no statistically significant differences for plant

height, stem diameter and weight of dry matter for root and canopy portions.
However, there were differences among genotypes for all measured
parameters, when considering inoculated versus non-inoculated plants. There
was an increase of up to 18.19% in plant height for the ‘cerrado’ genotype D7
BT. The mycorrhizal colonization rate varied, with an amplitude of 35.7% to

70.6% (average of 60% for the majority of the genotypes).
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1. INTRODUCAO

A crescente preocupagdo com a degradagdao do meio ambiente ¢ a
consciéncia da necessidade de racionalizagdo do uso dos recursos naturais deram
novo enfoque a agricultura, onde ecologia e sustentabilidade sdo as palavras de
ordem.

Os efeitos benéficos das associagdes micorrizicas sobre o

crescimento de plantas, ciclagem de nutrientes e estruturagio do solo estdo

amplamente demonstrados<Os fungos formadores de micorriza, da ordem Glomales,

a qual compreende exclusivamente os fungos micorrizicos arbusculares (FMAs). sao
especialmente importantes para as regioes tropicais, pois potencializam a absor¢do de
fostoro dos solos, especialmente em regides cujas caracteristicas predominantes do
solo s@o os baixos teores de nutrientes e alta capacidade de fixagdo de tosfatos”

O milho ¢ um alimento de consideravel importancia para milhoes

de pessoas. sendo que na América do Sul, Asia e Africa muitas vezes representa a
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principal fonte alimentar, fornecendo 15% da proteina e 19% das calorias produzidas
pelas culturas alimentares./Convém ressaltar que mais de 80% da produgdo de milho
no Brasil € oriunda de regides com algum tipo de estresse ambiental, onde mais de
70% dessa produgdo € realizada por pequenos e meédios agricultores, envolvendo
uma area superior a 3 milhes de hectares na América do Sul (Pandey et al., 1995); 0}
potencial de utiliza¢do da cultura do milho associado a micorriza tem sido objeto de
varios estudos, porém, a influéncia de genodtipos sobre essa associagdo tem sido

pouco relatada.

“Levando-se em consideragio a necessidade de expansio da

agricultura para areas com solos de baixa fertilidade, o uso mais eficiente dos
insumos, os poucos trabalhos relacionados ao melhoramento genético das plantas e o
uso de alternativas biologicas para o incremento de insumos, o alto custo relativo a
fertilizagdo e a exaustdo das fontes de maténa prima, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar genotipos de milho para colonizagdo das raizes por FMAs da
comunidade indigena e os efeitos desses FMA no crescimento vegetativo, além de

determinar o potencial micorrizico do solo.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Degradacio dos solos

De acordo com a visdo do projeto de avaliagdo mundial da
degradag¢do do solo (GLSOD-Global Assesement of Soil Degration), pertencente ao
Programa de Meio Ambiente das Nagdes Unidas, os fatores da degradagdo de solo
sdo: desmatamento ou a remogdo da vegetagdo para fins de agricultura, florestas
comerciais, construgdo de estradas e urbanizagdo e superpastejo da vegetagao,
atividades agricolas, onde estdo inseridas a ampla variedade de praticas agricolas,
como o uso insuficiente ou excessivo de fertilizantes; e a exploragdo intensiva da
vegeta¢do para fins domésticos, como combustivel, cercas, etc., expondo o solo a

acdo dos agentes de erosdao (Oldeman, 1994). De acordo com a mesma fonte, cerca

de 15% do solo mundial (1,966 x 10° ha) encontra-se de uma maneira ou de outra

degradado.
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Nas ultimas décadas, sob pressdo do crescimento demografico, os
solos agricolas tém sido intensivamente explorados, com tecnologias cada vez mais
baseadas no uso de maquinas e insumos agricolas. Segundo Alvarenga & Souza
(1995), a degradagdo do solo tem sido alvo de mais estudos, na medida que grandes
areas vao sendo incorporados ao processo produtivo, tanto em nivel de produgao,
propriamente dita, quanto em nivel de ampliagdo da infra-estrutura, tais como:
aterros, barragens, estradas e conjuntos habitacionais, entre outros (Dias & Griffith,

1998).

O desmatamento e o mau gerenciamento dos processos agricolas
tém provocado a perda dos recursos genéticos da fauna e da flora terrestre e aquatica.
muitas vezes, ainda desconhecidos. O manejo inadequado do solo tem causado a sua
compactagdo, a diminui¢do dos microrganismos, a perda da matéria organica e da
fertilidade. Como conseqiiéncia, observa-se o aumento dos processos erosivos, perda
da fertilidade, produtividade e ocorréncia de contaminagdo ambiental (Alvarenga &

Souza, 1995).

/(?J Brasil, bem como outros paises da América tropical, possui uma

grande area de solos extremamente lixiviados, acidos e distroficos, como os solos
sob vegetagdo de cerrado, que ocupam uma area de aproximadamente 1.8 milhdes de
km’/. Infelizmente a quantificagdo da extensdo de solos degradados no Brasil e,

ainda, muito precaria (Schwan, 1984).

O cerrado constitui-se uma das poucas areas restantes no mundo,
ainda pouco utilizada, mas com um grande potencial para a produgdo

agrossilvipastoril. No entanto, por centenas de anos. devido a grande distancia dos
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centros mais populosos no litoral do pais e inexisténcia de infra - estrutura, o cerrado
foi utilizado apenas para atividades extrativistas e para a produgdo pecuaria
extensiva, contando apenas com as pastagens nativas de baixa capacidade de suporte

animal (Dias & Griffith, 1998).

2.2. Degradacao das pastagens

As pastagens constituem sistemas complexos formados pelos
componentes solo-planta-animal, os quais estdo sujeitos a modificagdes antropicas
através do seu manejo. A maioria das pastagens cultivadas do mundo foram
estabelecidas apos a derrubada e queima da floresta natural (Hynes & Williams,
1993). No Brasil, a exploragdo ocorreu inicialmente em areas onde a fertilidade do
solo era mais elevada em substituigdo as culturas de café abandonadas e cana-de-
agucar na Mata Atlantica. Porém, fatores como a pressdo sobre o uso da terra
proximo aos grandes centros, a demanda crescente de produg¢do de alimentos e

incentivos fiscais levaram a exploragdo de areas com maiores limitagdes ecologicas e

de fertilidade do solo, a exemplo do que aconteceu na regido do cerrado (Boddey et

al., 1996, Rao et al., 1996, Resck, 1996) e na Amazonia (Veiga & Serrdo, 1987),
principalmente nas ultimas trés décadas. Assim, encontram-se pastagens
estabelecidas em diferentes regiGes fisiondmicas, ocupadas anteriormente por

campos nativos, cerrados ou florestas (Corsi & Martha Junior, 1997).

Estima-se que o Brasil conta, atualmente, com cerca de 100

milhGes de hectares de pastagens cultivadas, das quais mais de 60% sdo espécies de
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Brachiaria (Carvalho et al., 1991, Rao et al., 1996, Zimmer et al., 1994), a qual
destaca-se pela sua relativa adaptagdo a solos de baixa fertilidade (Botrel et al., 1990,

Rao et al., 1996), favorecendo assim a sua disseminagao.

A qualidade de qualquer solo depende da sua natureza, que €
fungdo dos fatores de formagao e da interferéncia antropica relacionada ao seu uso e
manejo. O conceito de sustentabilidade implica na passagem do tempo, ao longo do
qual o solo pode ser sustentavel, e na sua habilidade para funcionar como um
componente viavel do sistema e produzir alimentos, degradado ou até mesmo
melhorado. A avaliagdo da qualidade do solo requer um minimo de informagoes,
compreendendo a medida de varios atributos fisicos, quimicos e biologicos

(Gregorich et al., 1994).

Certamente que a conversio da vegetagdo nativa em pastagens
provoca a ruptura do estado de equilibrio original, cujas modificagdes recaem
principalmente sobre um dos componentes do sistema, o solo, em fung¢do da nova

cobertura vegetal e da presenga do animal pastejando (Hynes & Willians, 1993).

O quadro evolutivo do processo de degradagdo de uma pastagem,
de acordo com Barcellos (1990) e Spain & Gualderon (1991), tem como

consequiéncia: 1) redugdo da producdo e qualidade da forragem; 2) diminuigdo na

cobertura do solo pela pastagem e reduzido numero de plantas novas oriundas de

ressemeadura natural; 3) aparecimento de espécies invasoras, com processos de
competi¢do, e erosdo pela agdo da chuva; 4) grande propor¢ao de invasoras e

colonizag@o da area por gramineas nativas e processos erosivos acelerados.
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As areas com pastagem degradadas atingem grandes dimensdes em
varias regioes do Brasil (Barcellos, 1990; Boddey et al., 1996; Soares Filho et al.,

1992; Veiga & Serrdo, 1987). Nas areas de cerrado, segundo Macedo (1995),

existem aproximadamente 50 milhdes de hectares com pastagens artificiais, sendo

que cerca de 85% sdo espécies de Brachiaria e mais de 50% ja atingem algum grau
de degradacdo. Apesar da baixa fertilidade natural na maioria desses solos, as
pastagens apresentam-se produtivas nos primeiros anos de seu estabelecimento,
reduzindo rapidamente a produgdo apds 4 a 10 anos de uso, sendo que o efeito € mais

acelerado em solos mais arenosos (Spain et al., 1996).

Ao contrario das pastagens produtivas ¢ bem manejadas, as areas
com pastagens degradadas tém, decididamente, um impacto negativo sobre o meio
ambiente em escala local e regional. Além dos reflexos econdmicos, com a perda de
produtividade e da qualidade da forrageira, tém-se ainda conseqiiéncias ecologicas
assinaladas, principalmente, pela degradacio fisica, quimica e biologica do solo. Em
regides onde a pressdo sobre o uso da terra ¢ reduzida, a exploragdo pecuaria ¢ a
atividade pioneira e esta alicergada no uso minimo de insumos e a rapida degradagao
das pastagens provoca o abandono da area (Alvim, 1982; Serrdao & Romama, 1982).
Nestes casos, novas areas sdao incorporadas ao processo produtivo atraves do
procedimento habitual de derrubada e queima da floresta nativa, contribuindo para a

reducdo das reservas florestais e aumento da emissdo de CO; para a atmostera.

Dessa forma, os estudos sobre as causas de degradagdo das
pastagens ¢ a eficiéncia das estratégias de recuperagiao tem despertado grande

interesse, tanto por razoes econémicas como por questoes ambientais
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A degradagdo de pastagens pode ser causada por varios fatores
como mau estabelecimento, manejo inadequado, pragas e doengas, compactagio e
queda da fertilidade do solo (Nascimento et al., 1994, Spain & Gualderon, 1991,

Zimmer et al., 1994).

As causas de degradagao de pastagens em areas de cerrado podem
ser resumidas em: a) deficiéncia de nitrogénio apds dois a trés anos, decorrentes de
perdas por volatiliza¢do e lixiviagdo nos locais que receberam urina e imobilizagio
em formas estaveis da matéria organica formadas por residuos de gramineas no solo;
b) imobilizagdo de fosforo e enxofre nessa mesma matéria organica, causando
deficiéncia desses nutrientes; c) falta de adubagdo de manutengdo; d) aumento da
incidéncia de pragas, doengas e plantas invasoras; e) dificuldades no estabelecimento
de leguminosas nas pastagens de gramineas; f) super pastoreio e compactagdo pelo

pisoteio animal (Spain et al., 1996).

A deficiéncia de fosforo é citada como a causa primaria da

degradagdo das pastagens em condigdes edaficas semelhantes a da regido Amazonica

(Dias & Serrdo, 1987, Paulino et al., 1994, Veiga & Serrao, 1987).

O processo de ocupagio dos cerrados deu-se de forma
desordenada, onde os sistemas produtivos nao foram caracterizados por um modelo
técnico — econdmico, ndo contemplando assim, de forma criteriosa, os aspectos
ambientais, trazendo conseqiiéncias negativas para a preservagdo dos recursos

naturais.

Os efeitos benéficos dos FMAs tém sido repetidamente

demostrados nas mais variadas condigdes e espécies vegetais. Paralelamente, tem-se
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desviado grande atengdo para os processos fisiologicos envolvidos, na tentativa de
esclarecer os mecanismos responsaveis pelos efeitos da simbiose sobre o crescimento

e nutrigdo da planta (Silveira, 1992).

2.3. A cultura do milho

O milho Zea mays L. em fungio de seu potencial produtivo,
composi¢do quimica e valor nutritivo constitui-se em um dos mais importantes
cereais cultivados e consumidos no mundo. Devido a sua multiplicidade de
aplicagdes, quer na alimentagdo humana quer na alimentagdo animal, assume
relevante papel socioecondmico, além de constituir-se em indispensavel matéria
prima impulsionadora de diversificados complexos agro-industriais. Comparando-se
o milho a outras espécies cultivadas, avangos significativos nas mais diversas areas
do conhecimento agronémico vém sendo realizados para a cultura, nas areas
concernentes a ecologia e etnobiologia, propiciando melhor compreensdo de suas
relagdes com o meio e 0 homem. Tais interagdes mostram-se fundamentais para o
exercicio da previsio de comportamento da planta quando submetida a estimulos e
agoes negativos advindos da atuagdo de agentes bidticos e abidticos no sistema
produtivo (Fancelli & Dourado Neto, 2000).

Quanto a base genética, as cultivares sdo agrupadas em variedades

e hibridos (intervarietal, simples, simples modificado, duplo e triplo). Uma variedade

de milho € constituida de um conjunto de plantas com caracteristicas mais ou menos

comuns (alturas de plantas e espigas, tipos de plantas, de espigas e de grdos, etc.)

mas que diferem entre si em grande namero de alelos e, portanto, apresentam uma
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adaptagdo mais ampla. Porém, sio menos uniformes e produtivas que os hibridos
(Teixeira et al., 1997).

Os hibridos sd@o obtidos através de cruzamentos controlados entre
variedades ou linhagens, visando um aumento do vigor e da produtividade. Com
relagdio aos hibridos de linhagens, a medida em que o nimero de linhagens
envolvidas para a formagido do hibrido torna-se maior, a uniformidade de plantas e
espigas diminui e a capacidade de adaptagdo as condigdes adversas aumentam.
Assim, entre os hibridos de linhagem o simples é o que apresenta maior
uniformidade de caracteristicas agrondmicas e maior susceptibilidade as condigGes
adversas. O Tractor, entre os hibridos de linhagem € o que possui menor
uniformidade, porém, possui maior capacidade de adaptagdo as condi¢Ges adversas.
Portanto, dependendo das condigdes climaticas prevalecentes no local, e da
possibilidade de ocorréncia de estresses, deve-se fazer a escolha de qual base
genética das cultivares € mais interessante ser utilizada (Teixeira et al., 1997).

A maioria dos programas de melhoramento de plantas que visam
aumentos de produgdo (também, outros que ndo os especificamente relacionados a

nutricdo de plantas) utilizam altos niveis de fertilizantes. Nestas condigdes a

colonizagdo por microrganismos economizadores de nutrientes e seus efeitos nos

hospedeiros sio minimos ou antagonicos, geralmente nio sendo considerados ou
monitorados (Pereira, 1995).

O material melhorado torna-se portanto excelente produtor de
fotossintatos, apresentando crescimento inicial vigoroso. Porém descarta-se a
possibilidade de se identificar genotipos que obtenham rapida infec¢do e

colonizagdo, sendo a resposta positiva anulada ou ignorada (Krishma et al., 1985).
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Populagdes em milho denominadas de crioulo caracterizam-se pela
utilizagdo de poucos insumos e pela forma doméstica como sio selecionados, isto €,
manualmente e a partir dos melhores exemplares da ultima colheita, os quais sdo
separados para o proximo plantio, escolhendo-se a forma, o tamanho e cor.
Considerando-se os ditos crioulos como plantas domesticadas, espera-se respostas
diferenciadas das novas variedades com alta produgdo em resposta a fertilizagdo,
irrigagao e praticas agricolas (Gavito & Varela, 1995).

Faz-se necessario o conhecimento do potencial de utilizagdo de
microrganismos como as micorrizas, no desenvolvimento e nutrigdo mineral das
plantas, o que precisa ser considerado nos programas de melhoramento para
maximizar a eficiéncia de utilizagdo de nutrientes em culturas que demonstrem
variabilidade na colonizagdo ou na resposta a infecgdo. Isso se torna ainda mais
importante quando o objetivo for a obtengdo de cultivares mais rusticas, para

agricultores de baixa tecnologia.

2.4. Fungos micorrizicos arbusculares (FMA)

#As associagdes entre raizes e determinados fungos do solo sdo

denominadas de micorriza e ocorrem na maioria das espécies vegetais superiores;”O

termo micorriza foi inicialmente proposto por Frank em 1855, originando-se do

grego, onde “mico” significa fungo e “riza”, raiz}/ As micorrizas sdo de ocorréncia

generalizada e resultantes da unido organica entre as raizes e o micélio de fungos. um
orgdo morfologicamente independente, gerando dependéncia fisiologica intima e

reciproca, entre eles. A colonizagdo das raizes pelos fungos resulta em micelio
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abundante na rizosfera, o qual favorece a absor¢io de nutrientes do solo (Siqueira &
Franco, 1988).

As micorrizas arbusculares (MA) sdo associagdes mutualisticas
entre as raizes da maioria das plantas e os fungos da ordem Glomales (Zigomicetos).
Além do crescimento intercelular, tipico de ecto e de endomicorrizas, o processo de
colonizagdo das raizes pelos FMA é caracterizado pelo crescimento intracelular das
hifas no tecido cortical e pela diferenciagdo de hifas intracelulares terminais em
estruturas efémeras semelhantes a haustorios, chamados arbusculos (Bonfante-

Fasolo, 1984). As endomicorrizas sdo caracterizadas pela auséncia de modificagdes

morfologicas nas raizes e sao de ocorréncia muito generalizada (Siqueira & Franco,

1988).” :

A colonizagdo de uma planta micotrofica ocorre a partir de
propagulos infectivos presentes no meio de crescimento do vegetal. Estes podem
provir de esporos, micélio externo e/ou interno (raizes infectadas contendo vesiculas
ou clamidosporos). Na superficie da raiz ocorre o processo de infec¢gao propriamente
dito, através da diferenciagdo da hifa infectiva em apressorio, e penetragdo por
combinagdo de pressio mecénica e degradagdo enzimatica parcial da parede celular
vegetal (Lambais, 1996). A colonizag@o intracelular é caracterizada pela invaginagio
da membrana plasmatica vegetal e sintese de interfaces caracteristicas (Bonfante &
Perotto, 1995).

/Para que ocorra a simbiose micorrizica é necessario que haja
colonizagdo das raizes pelos propagulos do fungo micorrizico no solo, levando os
simbiontes a estabelecerem uma estreita sintonia morfologica, fisiologica,

bioquimica e funcional e que por sua vez, sdo regulados pelo genotipo do fungo e da
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planta, bem como por condigdes ambientais, como exsudados radiculares,
interferéncia de outros microrganismos, quantidade de inoculo e fatores abioticos
como cultivo do solo, fertilidade, regime hidrico, uso de pesticidas, manejo do solo e
concentragdo de metais pesados no solo (Siqueira, 1994, Siqueira & Franco, 1988),7

/A ocorréncia generalizada de fungos micorrizicos em plantas
sugere um papel de relevancia dos inesmos para as plantas em si e para as
comunidades vegetais. Ao enfocar o significado ecologico das associagdes
micorrizicas para as comunidades vegetais, Baylis (1975), Malloch et al. (1980) e
Janos (1980) comentam sobre a vantagem nutricional as plantas advinda da
associagdo com os fungos. Espécies com sistema radicular extremamente ramificado
dependem menos dos FMA para a absor¢do de nutrientes, mesmo em solos muito
deficientes (Baylis, 1975).

Para o estabelecimento da simbiose é necessario, principalmente,
uma alta densidade de indculo presente no solo. Segundo Wilson (1984), com o
aumento do nivel de inoculo, a colonizagdo sera mais rapida e o comprimento de raiz
colonizada aumenta. A colonizagdo geralmente € favorecida em sistemas de cultivo
pouco perturbados, em solos de baixa fertilidade (Smith & Read, 1997) e em solos

com niveis de fosforo disponiveis em tormo de 12ug por g de solo (Siqueira &

Saggin Junior, 1995%35 ¢ reduzida com condigoes diferentes destas, havendo a

necessidade de elevar a densidade de propagulos e/ou maximizar a atividade dos
presentes no solo.

Varias metodologias vem sendo empregadas para avaliagdo da
ocorréncia dos FMAs e incluem: extragdo e contagem de esporos (Gerdemann &

Nicolson, 1963). taxa e comprimento de raizes colonizadas (Giovanneti & Mosse.
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1980), estimativa da densidade de propagulos infectivos (esporos, hifas e raizes

colonizadas) presentes no solo, utilizando a técnica do numero mais provavel (NMP;

Porter, 1979).{_

A percentagem do comprimento de raizes colonizadas ou a
percentagem de raizes colonizadas, sdo tradicionalmente utilizados como método de
avaliagdo da micorrizagdo (Schwab et al., 1991), embora ndo seja uma caracteristica
consistente quando correlacionado com outros valores (Vierheilig & Ocampo, 1991).
As maiores criticas feitas aos métodos mais utilizados, devem-se ao fato de que esta
medi¢do depende de ambos, do fungo e da taxa de crescimento das raizes (Scwab et
al, 1991) e mais do fato de ser uma avaliagdo pontual, normalmente feita em uma
Unica época e pela destruigdo das plantas. Outras consideragdes a serem feitas € o
tempo em que os segmentos de raizes se mantém infectados (Buwalda et al., 1982) e
a flutuagao destas taxas.

Um perfeito entendimento da ecologia das espécies de FMAs ¢
necessario para um melhor aproveitamento desta simbiose, principalmente em
sistemas agricolas de baixo uso de insumos (Dodd & Jeffrries, 1986; Siquuira &
Saggin Junior, 1995).

Os beneficios advindos das associagdes micorrizicas $ao
dependentes das interagdes entre o sistema radicular da planta hospedeira com
fungos em determinadas condigdes edafoclimaticas. Assim, em um determinado
local (solo) pode ocorrer uma populagdo de FMA nativos com endotitos eficientes ou
ndo a um determinado hospedeiro.

Respostas a inoculagdo ocorrem quando a populagdo nativa ¢

ineficiente e/ou o potencial de inoculo seja baixo (Abbott & Robson, 1982). Como
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foi mostrado nos locais onde ocorria uma populagio de FMA efetiva e com alto
potencial de inoculo, ndo havia resposta a inoculagdo com Glomus manihotis, mesmo
quando foram utilizadas diferentes fontes e niveis de material de inoculo. A
inoculag@o com fungos desta espécie em outro local onde o potencial de inoculo era
baixo e a popula¢do era composta por espécies ineficientes, a inoculagdo promoveu
um significativo aumento na produtividade da mandioca até um nivel intermediario
de 100 kg de P por hectare (Howeler & Sieverding, 1983).

O conhecimento da densidade de propagulos infectivos, capacidade
infectiva e efetividade dos FMA nativos é fundamental para o desenvolvimento de

estudos sobre ecologia e manejo destes fungos, bem como para auxiliar na

introdugdo de fungos exadticos ao sistema, quando for necessario (Abbott & Robson,

1991).

O desenvolvimento e a propagagdo das hifas externas depende
principalmente do tipo de solo, do hospedeiro e do fungo. O micélio externo liga-se
ao micélio intraradical podendo haver correlag@o entre a sua quantidade e a taxa de
colonizagao da raiz (Tinker, 1975).

Os FMA sdo de ocorréncia generalizada nos ecossistemas, sendo,
geralmente, encontrados em todo solo, mas ndo em quantidade suficiente para
garantir a colonizag¢do nos estadios iniciais das culturas anuais e, assim, beneficia-las,
o que de fato apresenta enorme potencial para o desenvolvimento das mudas.
Embora existam praticas agronémicas para manejar os FMAs, as respostas ao
manejo dos fungos indigenas sdo imprevisiveis (Romero, 1999).

O fosforo é um elemento essencial as plantas e tem fungdes na

maioria dos processos metabolicos dos vegetais. Nos solos tropicais e subtropicais, a
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maior parte do fosforo encontra-se em formas pouco disponiveis as plantas, fator que
freqientemente tem limitado a produgdo das culturas, tornando a agricultura,
praticamente, dependente de adigdes de fertilizantes fosfatados (Tsai & Rosseto,
1992).

Plantas micorrizadas apresentam um aumento na absorgdo de
fontes de P pouco solaveis como os fosfatos de ferro e aluminio e rochas fosfatadas,
possivelmente, pelo deslocamento do equilibrio das reagdes de fixagdo de fosforo. A
maior eficiéncia na absor¢do de fosforo por plantas micorrizadas se deve,
basicamente, a explora¢do de um volume maior de solo e ao movimento de fosforo

mais rapido nas hifas fungicas do que no solo (Bolan, 1991).

2.5. Efeitos dos FMA no crescimento da planta

A micorriza, na maioria dos casos, estimula o crescimento vegetal,

como uma conseqiiéncia de seu efeito sobre a nutricdo mineral da planta,

principalmente, no aumento da absor¢do de fosforo. A simbiose ndo sO aumenta a

biomassa vegetal como, também, influencia a proporg¢ao na qual esta se distribui

entre a parte aérea e a raiz. Assim a relagdo peso da matéria seca da parte aerea/peso
da matéria seca da raiz ¢, em geral, mais elevada em plantas micorrizadas (Silveira,
1992).

Em algumas condigdes, entretanto, observam-se efeitos negativos
da micorriza. Nesse caso pode ocorrer depressdo no crescimento da planta, pois o
fungo passa a se comportar como parasita, provavelmente em conseqiéncia de:

competi¢do entre planta e fungo por fotossintatos nos estagios iniciais da infecgdo;
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condigdes sub-Otimas para fotossintese quanto a intensidade e qualidade luminosa e
temperatura, concentragdes supra-otimas de fosforo nos tecidos vegetais; e grande
disponibilidade de fosforo no substrato (Smith, 1980).

O fosforo € o mais importante nutriente envolvido na resposta de
crescimento das plantas micorrizadas (Tinker, 1975, Rhodes & Gerdemann, 1980).
Experimentos em casa de vegetagdo tém demonstrado que a aplicagdo de fosforo no
solo diminui a colonizagdo das raizes e a produgdo de esporos por fungos
micorrizicos ( FMA), e a aplicagdo de nutrientes sem fosforo, geralmente, aumentam
a esporulagdo (Douds & Schenck, 1990) e a colonizagio de raizes (Hepper, 1983).
Efeitos semelhantes foram obtidos em milho e soja por Douds et al. (1993).

Jasper et al. (1991) conduziram experimento na Australia, para
determinar a capacidade infectiva de micorrizas arbusculares em trés solos
degradados e com diferentes tipos de vegetagdo nativa. Os solos oriundos dos
diferentes tipos de gramas apresentaram entre 10 a 25 vezes mais propagulos

infectivos do que os solos da floresta nativa e da area degradada. Nos solos sob

diferentes tipos de gramas existia alto nimero de propagulos, visto que nas diluigdes

até 60%, a infectividade permaneceu praticamente inalterada. A taxa de redugdo da
colonizagdo das plantas utilizadas no bioensaio, ao longo da diluigdo, foi menor do
que a taxa de dilui¢do dos solos, o que indicou que, mesmo perturbados, estes solos
possuiam elevada densidade de propagulos antes da diluigdo. A conclusdo dos
autores foi de que o alto nimero de propagulos, como hifas e esporos, em solos onde
gramas crescem, garante que a infectividade possa ser mantida durante uma
perturbacdo, enquanto que nos solos da floresta nativa e¢ da area degradada a

perturbagdo pode limitar a formagdo de novas associagdes com os FMAs.
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Gavito & Varela (1995) testaram os efeitos da inoculagdo de
Glomus mosseae, Acaulospora bireticulata e uma populagdo nativa de FMAs no
crescimento de milho “criolo” (Zea mays L.). Os testes foram conduzidos em casa-
de-vegetacgdo, utilizando-se trés niveis de fosforo. Os resultados indicaram diferengas
significativas entre os tratamentos e o peso de matéria seca foi maior no tratamento
sem adigdo de fosforo. Para o nivel de 40 kg/ha de P,Os, os tratamentos controle,
inoculado com Acaulospora bireticulata e fungos nativos produziram a mesma
quantidade de matéria seca, ficando inferior a produzida por plantas inoculadas com
Glomus mosseae. Quando se utilizou 80 kg/ha de P,0s, o tratamento controle € os
inoculados com Acaulospora bireticulata e os com fungos nativos produziram uma
quantidade semelhante de matéria seca.

Comparando a distribuigdo vertical de fungos micorrizicos, hifas
extraradiculares e esporos na profundidade de 0-25 cm, na cultura do milho, em solo
cultivado tradicionalmente e em solo ndo cultivado, Kabir et al. (1998) verificaram
que a colonizagdo das raizes, a densidade total de hifas e a densidade de esporos
foram correlatas, e foram altas na profundidade de 0-15cm.

Em estudos com milho, utilizando-se 100 a 120 esporos de Glomus

etunicatum por kg de solo, adubado com 3 mg fosforo, Pacovsky (1989) observou

que a concentragdo de fosforo nas folhas e a produgdo de matéria seca nao diferiram,
e a concentragdo de fosforo nas raizes das plantas micorrizadas foi menor.
Flores-Aylas (1999), estudando Glomus etunicatum e doses de
fosforo no desenvolvimento inicial de sete espécies arboreas: fedegoso (Senna
macranthera), mutamba (Guazuma ulmifolia), cassia verrugosa (Senna multijuga),

gravitinga (Solanum garanuloso-leprosum), aroeira (Schinus terebentifolius) e trema
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(Trema micantra), em semeadura direta, verificou que a altura de planta, didmetro de
caule, area foliar, produ¢do de massa seca da parte aérea e raiz, foi superior nas
espécies micorrizadas, na dose de P < 0,02 mg/L-1 . No nivel de 0,02 mg/L-1 o teor
de P aumentou na parte aérea, exceto para a Trema micantra com micorriza¢do. O
teor de potassio nao foi influenciado pela micorrizagéo.

Estudando a importancia dos fungos micorrizicos arbusculares no

processo de transferéncia de nitrogénio das plantas de feijao para o milho, utilizando

isotopo "°N, Cruz & Martins (1997) verificaram que a presenga do fungo

proporcionou maior resposta na produgdo de matéria seca e no conteido de P em
todos os tratamentos e '°N apenas no tratamento em que nio havia sem tela, para
parte aérea das plantas de milho. O fungo micorrizico atuou no processo de
transferéncia de "°N entre plantas.

Gavito & Varela (1993) comparando a interferéncia de fungos
micorrizicos no desenvolvimento de quatro variedades de milho, nas diferentes
estagdes do ano (inicio, meio e fim da estagdo chuvosa e inicio da estagdo seca) no
Meéxico, avaliaram o numero de esporos e a percentagem de infecgdo, relacionando
esses dados obtidos com algumas caracteristicas agronomicas, como propriedades
dos solos e o ciclo das plantas. Verificaram que a colonizagdo foi mais intensa nos
primeiros dois meses de crescimento das plantas, tendo um desenvolvimento de
micélio interno nas raizes muito abundante. O desenvolvimento de arbusculos e
vesiculas predominaram entre o segundo e o quarto més, no periodo de crescimento
maximo das plantas e no florescimento. A maior esporulagdo ocorreu no quinto €

sexto més, quando as plantas ja estavam bem desenvolvidas.
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Quintero et al. (1993), trabalhando com milho, encontraram
diferengas significativas no peso da matéria seca entre hibrido e nativo. Milho nativo
respondeu mais eficientemente a inoculagdo com FMA que o hibrido. Os efeitos de
diferentes endofitos foram mais importante que a intensidade de colonizagdo nas
respostas do hospedeiro.

Krishma et al. (1985) obtiveram resultados opostos e sugeriram que
diferengas genotipicas na colonizagdo micorrizica e sua distribuicdo foram
dependentes do gendtipo do milheto, e levaram a respostas diferenciadas no
crescimento da planta e na resposta 4 maior disponibilidade de fosforo e inoculag@o.
Eles demostraram que gendtipos de milheto apresentam diferengas na micorrizagao
quando expostos a inoculagdo com um unico fungo ou mistura, e ainda sugerem que
a selegdo de genotipos para rapida e extensiva colonizagdo deve ser considerados nos
programas de melhoramento. O genotipo 5912 obteve maxima resposta (maior
dependéncia micorrizica) e acumulou menor quantidade de massa seca quando ndo
inoculado. A percentagem de colonizagdo variou entre os parentais e progénies,

sugerindo diferenga hereditaria, o que possibilitou o melhoramento neste aspecto.

Mais ainda, o fator para alta colonizagdo ¢ dominante quando se cruzam plantas de

alta e baixa susceptibilidade (Krishma et al, 1985).

Toth et al. (1990) afirmaram que o controle genético exercido por
diferentes espécies e variedades de ambos, a planta e o fungo, sdo provavelmente os
mais importantes fatores a influenciar a micorrizagao. Os autores, trabalhando com
milho em um ensaio que visava a obtengdo de plantas melhoradas para resisténcia a
fungos patogénicos, observaram que linhagens selecionadas para maior resisténcia

obtinham menor colonizagdo e maior sistema radicular. Sem determinar a sequéncia

AVA
AVAVAL

3 4 5 6 if unespwl 12 13 14 15 16 17 18



causa-efeito, eles asseguraram que independente da causa, o programa de
melhoramento para resisténcia a doenga influenciou a capacidade das plantas de
milho em formarem micorrizas.

Diferengas marcantes foram encontradas por Tewari et al. (1993)
quando trabalharam com genotipos de milheto inoculado com G. caledonicum e ndo
inoculado. O genétipo HR-374 apresentou maior desenvolvimento da parte aérea e
produg¢do de matéria seca, independente da micorrizagdo. Neste genotipo, a
porcentagem de eficiéncia micorrizica e a colonizagdo das raizes sdo também
significativamente maiores. No genodtipo PES-400, as raizes ndo micorrizadas
apresentaram volume muito menores que as micorrizadas, assim como as taxas de
coloniza¢do. Neste caso a eficiéncia micorrizica foi significativamente alta e o
genotipo da planta influenciou a taxa de distribuigdo das micorrizas, parecendo que a
demanda da planta hospedeira pode determinar, pelo menos parcialmente, a resposta-
induzida das micorrizas.

A maioria dos estudos envolvendo variagdo genética de
plantas/fungos na colonizagdo micorrizica, normalmente empregam plantas adultas e
as comparagdes sdo feitas na época de maxima infecg¢do ou ndo, dependendo da
planta, ndo mencionando a histéria inicial da infecgdo (Smith et al., 1992).

Em estudos sobre o desenvolvimento de plantas de milho, a partir
de sementes pre-germinadas, em vasos com substrato inoculado com Glomus
mosseae, a concentragdo de fosforo e zinco encontrada, foi maior na parte aérea do
que nas raizes. A maior aquisigdo de fosforo e zinco pelas plantas micorrizadas foi

relacionada com o fato das hifas dos FMAs absorverem e translocarem mais

nutrientes para as plantas (Kothari et al., 1990).
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A colonizagdo micorrizica em ciperaceas e gramineas, em savanas
naturais, degradadas e em processo de recuperagdo, em La Gran Sabana, na
Venezuela foi estudada, sendo a mais alta freqiiéncia micorrizica e porcentagem de
vesiculas arbusculares encontrada na area de savana natural, quando comparada a
area de savana degradada. Segundo os autores, este resultado pode ser explicado pelo
fato da savana degradada possuir uma populagdo de FMAs inferior a da savana

natural, dado o processo de degradagio que ali existe (Lovera & Cuenca, 1996).

As ligagdes entre a dependéncia micorrizica em diferentes

concentragdes de fosforo e genotipos de plantas de Citrus spp., inoculados com
Glomus intraradices foram estabelecidas, e a dependéncia micorrizica foi maior para
Citrus aurantium, que respondeu melhor em baixa concentragdo de fosforo, seguida
de Citrus volkameriana, sendo que o genotipo Poncirus trifoliata teve uma maior
dependéncia micorrizica quando estava em alta concentragdo de fosforo, diferindo

dos outros genotipos (Grahm & Eissenstat, 1994).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local e solo

O experimento foi conduzido na Fazenda de Ensino e Pesquisa da
UNESP, no municipio de Ilha Solteira-SP e no Laboratorio de Microbiologia do
Departamento de Biologia da UNESP, Campus de [lha Solteira.

O solo foi classificado como LATOSSOLO VERMELHO, por
Dematté (1980) e atualizado de acordo com Embrapa (1999). As amostras foram
retiradas de uma area originalmente sob cerrado semsu stricto, hoje ocupado com
pastagem degradada, que recebeu a ultima calagem sem adubagdo quimica ha quatro
anos e esta localizada na Fazenda de Ensino e Pesquisa da UNESP, Campus de Ilha
Solteira, localizada no municipio de Selviria-MS.

O solo coletado foi retirado da camada aravel (0-20 cm), seco a

sombra, peneirado (malha de 2 mm) e homogeneizado. Uma amostra composta foi

enviada para o Laboratério de Fertilidade do Solo e Nutrigio de Plantas do
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Departamento de Ciéncia do Solo e Engenharia Rural da UNESP, Campus de Ilha

Solteira, para andlise segundo metodologia de Raij et al. (1987) e Embrapa (1997).

As caracteristicas quimicas do solo utilizado encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas quimicas do solo utilizado para o experimento, coletado em

area de pastagem em Selviria-MS.
pH P MO K Ca Mg H+#tAl Al SB CIC V

CaCl; mgdm’  g/dm’ ————-mmol,/ dm’ X
5.1 5 53 23 27 11 28 0 398 678 39

Baseando-se nestas informagdes foram aplicados nitrogénio,
fosforo e potassio, nas formas de uréia, superfosfato simples e cloreto de potassio.
respectivamente. As doses empregadas foram calculadas seguindo as recomendagdes
para a cultura do milho: 10 kg/ha de N, 50 kg/ha de P;Os e 15 kg/ha de KO, (Raij et
al., 1996), além do fator de corregdo para cultivos em vasos, e 1/5 desta

recomendacao foi aplicado.
3.2. Genotipos de milho estudados

Os genotipos de milho utilizados foram escolhidos por suas
caracteristicas quanto ao nivel de melhoramento imposto para sua obtengdo. As

descri¢des dos genotipos encontram-se na Tabela 2.

AVA
AVAVAL

3 4 5 6 if unespwl 12 13 14 15 1o .17

18



Tabela 2. Descri¢des dos genétipos de milho estudados.

Genotipos Descricgoes

Tractor hibrido duplo comercial da empresa Novartis, de caradteristicas rusticas. recomendado para média
e baixa tecnologia

variedade comercial obtida pela Empresa de Pesquisa Agropecuana de Santa Catarina (EMPASC),
para atendimento a pequenos produtores

Sol da Manha variedade comercial da EMBRAPA, recomendada para pequenos agricultores e regides de baixa
altitude

Piranio VD2 variedade comercial obtida na ESALQ/USP, caracterizada como de¢ porte baixo devido
homozigose para o gene “braquitico” e grio tipo dente

Ag 9010 hibrido simples hiperprecoce, recomendado para condigdes de alta tecnologia

FO composto flintisa original (variedade), obtido na FEIS/UNESP. a partir de germoplasma de grios
duros

composto dentado (variedade) com um ciclo de selegio em solo de carrado, em condigdes de baixa
tecnologia, para melhorar rendimento

composto flintisa (variedade) apds oito ciclos de sclegio em solo de cerrado. em condigdes de
baixa tecnologia, sendo sete ciclos para melhorar o rendimento ¢ um ciclo para diminuir a altura da
espiga

composto dentado (variedade) com sete ciclos de selegio em solo de cerrado, em condigoes de
baixa tecnologia, sendo seis ciclos para melhorar rendimento e um para diminuir altura da espiga

3.3. Solo de rizosfera utilizado para obtengio dos esporos dos FMA

O solo coletado e preparado, como anteriormente descrito, foi

mantido em local fresco por 5 dias até seu uso.

Os esporos dos fungos micorrizicos arbusculares da comunidade

indigena foram obtidos do solo homogeneizado, do qual foram retiradas amostras
para serem processadas segundo uma associagdo dos métodos de decantagdo e
peneiramento umido (Gerdemann & Nicolson, 1963) e de centrifugagdo e flutuagdo
em sacarose (Jenkins, 1964) modificado, e efetuado o isolamento dos esporos e

purificagao.
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Apos a extragdo, os esporos foram contados em microscopio
estereoscopio (40x), separados em lotes de aproximadamente 300 esporos, colocados
em potes com tampas e mantidos refrigerados a temperatura de 5°C, onde
permaneceram cerca de 10 dias até sua transferéncia para os sacos plasticos, em casa

de vegetacgao.

3.4. Preparo do substrato e inoculagao

O substrato foi composto de uma mistura de solo de pastagem

(80%) e areia de rio lavada (20%).

Para desinfecg¢do foi utilizado brometo de metila na dosagem de

263 cm’m™ de substrato seco (Hungria et al., 1994). O substrato foi fumigado por

trés dias, ficando mais cinco dias descoberto para ventila¢do antes do uso.

A corre¢ao do substrato foi realizada através da adigdo de
suplementos quimicos, individualmente para cada saco plastico (3 kg), como
anteriormente descrito.

Um dia antes da semeadura, o substrato foi molhado e para cada
saco de cultivo, foram adicionados 100 mL de filtrado do solo peneirado e isento de
propagulos de FMA, objetivando a equalizagdo e reincorporagdo da microbiota do
solo fumigado.

Para cada genétipo de milho, foram semeados 20 sacos, colocando-
se 5 sementes na regido central dos mesmos. Em 10 sacos foram adicionados
também 20 mL de agua destilada contendo aproximadamente 300 esporos de FMA,

previamente separados. Cada saco constitui-se em uma parcela experimental.
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O desbaste das plantas foi realizado aos 15 dias apos a emergéncia

(DAE), deixando-se apenas uma planta por saco plastico.

3.5. Potencial de inoculo

Para a avaliag@o do potencial de inoculo dos FMA, o solo coletado
da area de pastagem degradada foi diluido em 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20 e 10%,
utilizando-se uma mistura do solo da pastagem (80%) e areia lavada (20%) fumigado
com brometo de metila. Os solos ndo diluidos (0% de diluig@o), o solo de pastagem
degradada + areia (100% de dilui¢@o) e aqueles diluidos, foram colocados em sacos
plasticos com 3 kg do substrato, com 6 repeticdes cada. Procedeu-se a semeadura do
milho Tractor, colocando para cada saco 5 sementes. Posteriormente foi realizado
desbaste aos 15 DAE, deixando apenas uma planta por vaso. Apos 90 dias de
crescimento as plantas foram retiradas dos sacos plasticos e suas raizes lavadas em
agua cormrente. Reservou-se 1 g das raizes finas de cada planta, para serem
posteriormente clarificadas, acidificadas e coradas, e a coloniza¢do micorrizica foi

avaliada, conforme técnica descrita posteriormente.

3.6. Analise da altura das plantas e diametro do caule

Para a avaliagdo do crescimento vegetativo, os nove genotipos de
milho permaneceram por 80 dias em casa de vegetagdo, no periodo de agosto a
outubro de 2000. Foram realizadas, quinzenalmente, as medigGes de altura da planta
(cm), tomando-se a distancia entre o solo e a folha mais nova. O didmetro do caule

(cm), medido no nivel do solo, foi obtido com auxilio de um paquimetro.
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Apos a ultima medigdo, as partes aérea e raizes foram colocadas em
saco de papel etiquetado e secas em estufa com circulagio forgada de ar, a 60°C, até

peso constante, tendo-se em seguida, efetuada a pesagem em balanga analitica.

3.7. Determinacio da coloniza¢do micorrizica

As amostras de raizes coletadas foram acondicionadas em alcool
50%. Para a coloragdo, 1 g de raiz foi lavado com agua corrente e colocado em KOH
10%, aquecidas a 90°C por 1 hora, seguida de acidificagdo com HCI 1% por 15
minutos, aquecida a 90°C.

Para a quantificagdo da colonizagdo micorrizica, utilizou-se o
método de coloragdo de raiz descrito por Phillips & Hayman (1970), seguido da
determinagido da porcentagem de colonizag¢do por um método descrito por Giovanetti
& Mosse (1980).

A coloragao foi realizada imergindo as raizes por 4 minutos em

lactoglicerol mais azul de tripan 0,05%, aquecidas a 90°C e deixadas esfriar para

posteriormente serem colocadas em solugao de lactoglicerol para conservagao.

3.8. Dependéncia micorrizica

A dependéncia micorrizica (Gerdemann, 1975) foi calculada pela
razao entre a biomassa da parte aérea e raizes de plantas inoculadas e ndo inoculadas
e foram expressas como porcentagem da biomassa seca de plantas e raizes

inoculadas (Plenchette et al., 1983). Com base nas respostas das plantas inoculadas
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para produ¢do de matéria seca da parte aérea, as espécies foram arbitrariamente

categorizadas em: altamente responsivas (resposta acima de 1000% sobre o
controle), muito responsivas (resposta entre 500 a 999%), responsivas (resposta entre
100 a 499%), pouco responsivas (resposta entre 20 a 99%), ndo responsivas (resposta

entre 19 a -19%) e depressivas (resposta abaixo de —20%) (Zangaro Filho, 1997).

3.9. Delineamento experimental

Foi utilizado o delineamento inteiramente ao acaso em esquema de
parcelas subdivididas, onde o fator micorrizagdo foi a parcela e o fator genotipo a
subparcela, com 10 repetigoes. Os dados foram transformados em log (x+10) para a

analise e as medias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Crescimento vegetativo

Os resultados das analises referentes as caracteristicas altura e
diametro das plantas inoculadas e ndo inoculadas com esporos de fungos
micorrizicos da comunidade indigena, para as diferentes ¢pocas de avaliagdo, estdo
na Tabela 3 e Figuras 1, 2.3, 4,5, 6.

Somente foram observadas diferengas estatisticas para altura e
diametro das plantas entre os genotipos de milho na avaliagao realizada aos 15 DAE.

As diferengas foram verificadas tanto entre genotipos como entre 0s tratamentos

inoculados e nao inoculados com FMA da comunidade indigena. Para o tratamento

ndo inoculado. as plantas do Tractor foram as mais altas ¢ nao diteriram do FO Os
demais genotipos que ndo diferiram estatisticamente entre si foram Conda. Pirando

VDZ. IF§ BT. D7 BT. Sol da Manha, D1 e Ag 9010
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Tabela 3- Efeito da inoculagdo (inoc) com esporos de fungos micorrizicos da
comunidade indigena, na altura e didmetro de plantas aos 15, 30, 45 e 60
dias apds a emergéncia (DAE), em nove genotipos de milho.

15 DAE

Gendtipos Altura (cm) Diimetro (cm)
n-inoc inoc n-inoc inoc
Tractor 8.13a A 5.28b B 0.6020 0.9340
Conda 6,43bc A 6,76 ab A 0,5450 0.5720
Sol da Manhi 521c B 6.17ab A 0,5510 0.1163
Piranio VD2 6,42bc A 5,23b B 0,5540 0,5310
Ag 9010 581c B 6.98 a 0.5060 0,5960
FO 7.56 ab A 731a 0,6120 0.6320
D1 509¢ B 7.00 a 0,5530 0.6160
F 8 BT 6,22bcB 7.39a 0.5710 0,6330
D7BT 6.22bcB 7.39a 0,5700 0,6330
Média 6,34 6,69 0,5637 0,5848
CY

Tractor 16,0999 14,1700 1.0698 1,1025
Conda 15.4000 15,8099 1,0360 1,0425
Sol da Manhi 14,6800 14.4900 1.1140 11112
Piranio VD2 14.6400 12,5700 1.0310 0,9670
Ag 9010 14.4500 15.3299 1.0050 0,9980
FO 15.4600 14,4299 1,0660 1.0950
D1 13,7000 14,4500 1,0570 1,0805
F8 BT 14,7300 14,4400 1.1045 1,1090
D 7BT 15.5100 15,4800 1,0785 1.0640

M¢édia 14,9633 14,5744 1,0624 1,0633
Cv

Tractor 25,8500 24.7200 1.4725 1.3890
Conda 25,6600 27.6200 1,2610 1,1985
Sol da Manhi 23.3700 23.2099 1.2490 1.1930
Piranio VD2 18.7899 19,2700 1.2915 1.4345
Ag 9010 24.2700 23,6300 1,1565 1.1675
FO 24.4800 24,6699 1,1725 1.2300
DIl 22.2800 23.8599 1.1665 1.2700
F 8 BT 21.5100 22.5200 1,2770 1.2615
D7BT 22.5500 24,9600 1.2305 1.2265
Média 23,1955 23,8289 1,2530 1,2634
Cv

Tractor 55.1900 56,2200 1.3845 1.4105
Conda 54,6499 58,3600 1,2685 1,2295
Sol da Manhi 56,2800 61.5099 1.2695 1.1810
Piranio VD2 33.4199 28,7800 1.4535 1,5835
Ag 9010 71.3099 75.5200 1.1055 1,1175
FO 55,6800 57.2299 1,1780 1.2350
D1 48.9110 50,0799 1.2233 1.2630
F8BT 42.0300 46,3100 1.3205 1.2905
D7BT 47.8200 56.5199 1.2215 1.2225
Média 51,6990 54,5032 1,2693 1,2814
CV 3.84 0.56

Mcdias seguidas pela mesma ltra (minuscula na coluna e maidscula na linha) nio diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5%.
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As diferencas dentro de genotipos inoculados com FMA indigenas
também foram significativas. O Tractor e Pirando VD2 ndo diferiram entre si,
apresentaram as menores taxas de desenvolvimento e ndo diferiram do Conda e Sol
da Manha, os quais ndo diferiram entre si ou dos demais genotipos (Tabela 3).

Ate a fase dos 15 DAE também foi possivel detectar diferengas
estatisticas significativas entre as plantas inoculadas e ndo inoculadas. exceto para os
genotipos Conda e FO. As plantas inoculadas foram as que apresentaram maior
altura, exceto para Tractor. Para as demais épocas de avaliagdo de altura e diametro
ndo foram verificadas diferencas estatisticas significativas tanto entre as plantas
inoculadas ou entre as ndo inoculadas com FMAs indigenas, como entre genotipos
para cada tratamento, como pode ser constatado na Tabela 3 ¢ Figuras 2, 3,4, 5 e 6.

As plantas dos genotipos avaliados apresentaram grande amplitude

de resposta. embora estatisticamente ndo significativa quanto ao ganho de altura,

quando toram feitas as comparagoes entre plantas inoculadas ¢ ndo inoculadas. como

pode ser conferido a seguir, pela ordem decrescente da resposta a micorrizagao: D7
BT (18.19%), F8 BT (10,18%), Sol da manha (8,75%), Conda (6.78%), Ag 9010
(5.90%). FO (12.78%), DI (2,38%), Tractor (1,86%) e Pirando VD2 (-13.88%) aos 60
DAE.

Os estudos de melhoramento deverdo considerar. cada vez mais.
caracteristicas das micorrizas que possam intluenciar na produg¢do das plantas (Smith

etal.. 1992)
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Figura 1 — Efeito da inoculagdo (inoc: inoculado, ninoc: ndo inoculado) com esporos
de fungos micorrizicos arbusculares da comunidade indigena na altura da
planta dos milhos Tractor, Conda e Sol da manhd, aos 15, 30, 45 e 60
dias apos a emergéncia (DAE).
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Figura 2 — Efeito da inoculagdo (inoc: inoculado, ninoc: ndo inoculado) com esporos
de fungos micorrizicos arbusculares da comunidade indigena na altura da
planta dos milhos Pirando VD2, Ag 9010 e FO, aos 15, 30, 45 e 60 dias
apos a emergéncia (DAE).
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Figura 3 — Efeito da inoculagdo (inoc: inoculado, ninoc: ndo inoculado) com esporos
de fungos micorrizicos arbusculares da comunidade indigena na altura da
planta dos milhos D1, F8 BT e D7 BT, aos 15, 30, 45 e 60 dias ap0s a
emergéncia (DAE).
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Figura 4 — Efeito da inoculag@o (inoc: inoculado, ninoc: ndo inoculado) com esporos
de fungos micorrizicos arbusculares da comunidade indigena no diametro
do caule dos milhos Tractor, Conda e Sol da manh3, aos 15, 30, 45 e 60
dias ap0s a emergéncia (DAE).
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Figura 5 — Efeito da inoculagdo (inoc: inoculado, ninoc: ndo inoculado) com esporos
de fungos micorrizicos arbusculares da comunidade indigena no didmetro
do caule dos milhos Piranio VD2, Ag 9010 e F0, aos 15, 30, 45 e 60 dias
apos a emergencia (DAE).
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Figura 6 — Efeito da inoculagdo (inoc: inoculado, ninoc: ndo inoculado) com esporos
de fungos micorrizicos arbusculares da comunidade indigena no diametro
do caule dos milhos D1, F8 BT e D7 BT, aos 15, 30, 45 e 60 dias apos a

emergéncia (DAE).
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4.2. Producio de matéria seca

Os resultados das analises referentes a produgdo de matéria seca
para as plantas ndo inoculadas e inoculadas com FMAs encontram-se na Tabela 4 ¢
Figura 7.

Foram detectadas diferengas estatisticas para a produgdo de materia

seca da raiz, entre inoculados e ndo inoculados para todos os milhos. Dentro de ndo

inoculado e inoculado, os gendtipos também mostraram comportamentos diferentes.
Sem inoculagao os maiores pesos de raiz foram do D7 BT, Tractor e F8 BT. Este
comportamento deve-se as diferengas genéticas entre os varios tipos de milho.
Dentro do tratamento inoculado os genotipos também mostraram diferengas, sendo
que D7 BT e D1 apresentaram os maiores pesos de raiz. Sem inoculagio o destaque
foi para 0 D7 BT. que obteve uma produgido média de 8,0501 g/planta, nio diferiu do

D1, Tractor e F8 BT, mas diferiu dos genotipos Conda, Ag 9010 e FO.

Tabela 4 — Produgio de matéria seca de raiz e parte aérea de genotipos de milho,
inoculados (inoc) e ndo inoculados (n-inoc) com fungos micorrizicos
indigenas, aos 60 dias apos a emergéncia.

Raiz (p/planta) Parte aérca da planta (g/planta)
Genotipos n-inoc inoc n-inoc Inoc

Tractor 7.6902 a A 9.5070 abc B 23.7923a A 24.7908 a A
Conda 41911 bA 9.2088 abc B 19.6789 a A 218413aB
Sol da Manhi Sdl6ab A 9.7862 abc B 2323940 A 2232154 A
Piranio VD2 Adl45ab A 10,9969 abc B 21.7552a A 220401 a A
Ag Y010 Q002 bA 74675 ¢ B 245673 a A
Fo 18416 bA 10.5186 abc B 206773 a A
D1 S.04440b A 12.9265ab B 18.9506 0 A
F8BT 7.3252a A 11.8706ab B 21.0297a A
D7BT .0501a A 13.0982 a B 20.2235a A
Meédia 5.0998 10,5978 21.5400 23,0441
Cv 6.34 4.05
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Medias seguidas pela mesma ldra cminuseula na coluna ¢ maascula na hinha) ndo diferem aitre si pelo Teste de Tukey o 57
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Figura 7 — Efeito da inoculagdo (inoc) e ndo inoculagdo (n-inoc) com esporos de
fungos micorrizicos da comunidade indigena na produgdo de matéria
seca de parte aérea e raiz, de genotipos de milho, aos 60 dias apos a
emergéncia (DAE).
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Dentro do tratamento inoculado o destaque também foi para o
genotipo D7 BT, com produgdo média de 13,0982 g/planta, diferindo apenas do Ag
9010, o qual apresentou a menor média que foi de 7,4675 g/planta.

Na parte aérea, ndo foram detectadas diferengas significativas
dentro dos tratamentos inoculados e ndo inoculados, porém foram verificadas
diferengas significativas entre os tratamentos, onde os genotipos que diferiram foram
Conda, FO, F8 BT e D7 BT.

Os resultados encontrados neste ensaio coincidiram com o0s
apresentados por Gavito & Varela (1995) que, estudando os efeitos da inoculagio de
(slomus mossae e Acaulospora delicata e de uma populagdo nativa de FMAs no
crescimento de milho “criolo” Zea mays L., encontraram diferengas significativas
para o peso de matéria seca, a qual foi maior no tratamento sem adi¢do de fosforo.
Diferengas significativas na produgdo de massa de matéria seca no milho, também
foram encontradas em estudos da importincia dos FMAs no processo de
transferéncia de nitrogénio do feijao para o milho (Cruz & Martins, 1997).

Respostas positivas para o peso de matéria seca de plantas de
milho, sob solo degradado, em casa de vegetagdo e em campo; foram observadas

quanto a absorgdo de fosforo e produgdo de matéria seca das plantas, porém mesmo

com esses ganhos, a porcentagem de colonizagdo micorrizica ndo mostrou diferenga

significativa (Mcgoingle et al., 1990).
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4.3. Colonizac¢io micorrizica

Para a colonizagdo micorrizica ndo houve diferengas significativas
entre os genotipos, quando ndo se inoculou o solo (Tabela 5). Porém com a
inoculagio, as taxas de coloniza¢do mostraram significativamente diferentes.

O genotipo Sol da Manh@ apresentou a mais alta porcentagem de
colonizagio (70,6%) nao diferindo do Conda, Piranio VD2, DI, FO, e F8 BT, os
quais ndo diferiram entre si. O genotipo D7 BT apresentou a menor porcentagem de
colonizagdo (35,7%) diferindo dos demais (Tabela 5).

Todos os genotipos mostraram um aumento drastico na taxa de
colonizagio, com a inoculagao.

Apesar da resposta mais baixa a micorrizagdo, o genotipo D7 BT
mostrou um desenvolvimento normal (Tabela 3) quanto a altura, didmetro e matéria
seca da parte aérea.

Tabela 5 - Colonizagdo micorrizica dos genotipos de milho, inoculados (inoc) e nao

inoculados (n-inoc) com fungo micorrizico, aos 60 dias apos a
emergéncia (DAE).

Infeccido micorrizica (%)
Genotipos n-inoc inoc

Tractor 32aA 476 bB
Conda 54 aA 66.7 aB
Sol da Manhi 39aA 706 aB
Piranio VD2 23 aA 598 aB
Ag 9010 43 aA 456 bB
FO 39aA 66.3 aB
DI 53 aA 68.7 aB
F 8 BT 1,3aA 59,5 aB
D7BT 42 aA 357 ¢B
CV 3,12

Meédias seguidas pela mesma letra (minuscula na coluna e maiiscula na linha) nio diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5%.

As populagdes de FMAs indigena, em certos casos, tem se

mostrado suficiente para promover um bom desenvolvimento das plantas. Neste

experimento, no entanto, a falta de diferencas estatisticas significativas nas
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avaliagOes para altura e diametro, realizadas aos 30, 45 e 60 DAE, pode ter sido
decorrente das condighes experimentais, estressantes especialmente as altas
temperaturas que ocorreram durante o periodo experimental.

Espécies de gramineas, como milho, sorgo, milheto e Brachiaria

decumbens, tém mostrado favorecimento para a esporulagdo e o consequente

aumento do numero de propagulos infectivos, mais que algumas espécies de
leguminosas (Ilag et al,, 1987, Reis et al, 1991, Simpson & Daft, 1990). Este
comportamento tem sido atribuido a estrutura do sistema radicular e ao comprimento
de raizes das gramineas.

Apesar do solo desta area estudada possuir esporos com uma alta
infectividade, a quantidade de esporos utilizada no experimento como unica fonte de
propagulos de FMA, talvez nio tenha sido suficiente para promover uma maior
colonizagdo das raizes, assim como um efeito positivo no crescimento das plantas,
até 60 dias apos a emergencia. Verificou-se, no entanto um ganho que variou entre
28 ¢ 180% de peso matéria seca nas raizes para todos os genotipos e entre 7 e 28%
para parte aérea (Figura 8).

O numero de propagulos aqui utilizado, cerca de 300 esporos/vaso
de cultivo, ¢ uma quantidade considerada até que alta para as condigdes
experimentais empregando inoculos de FMAs purificados em condigdes naturais.
Entretanto, relatos tém mostrado que os fragmentos de raizes colonizadas e o micélio
presentes no solo. podem ser tdo ou mais infectivos do que 0s esporos. aspectos
relatado por Brundrett (1991) e Smith & Read (1997), firmando sua importancia na

ecologia dos fungos micorrizicos.
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Figura 8 — Efeito da inoculagdo (inoc) e ndo inoculagido (ninoc) com esporos de
fungos micorrizicos arbusculares da comunidade indigena no ganho de
matéria seca (%) da parte aérea e raiz e na dependéncia micorrizica (%)
para os genotipos de milho.
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Correlacionando a porcentagem de colonizagdo dos genotipos de
milho com o potencial micorrizico do solo, € possivel verificar que a porcentagem de
colonizagdo média foi de 60%, comparavel com o resultado obtido para a diluigao de

50% do teste de potencial de indculo do solo. Desta forma, a capacidade infectiva

dos esporos inoculados foi comparavel ao total de propagulos presentes no solo e

infectando as raizes para a diluigao de 50% (Figura 9).

Resultado semelhante foi encontrado por Pacovsky (1989) que,
utilizando cerca de 100 a 120 esporos de Glomus etunicatum por kg de solo adubado
com fosforo, ndo verificou diferenga significativa na produgdo de matéria seca em
plantas de milho.

A presenga de segmentos de raizes infectados, além do nimero de
esporos pode ter influenciado no resultado. No teste de potencial micorrizico ocorreu
uma alta porcentagem de infec¢do, como pode ser apresentado na Figura 9, para

potencial de inoculo do solo.

Colonizagao (%)

40

Diluigao do Solo

Figura 9 — Efeitos da dilui¢do do solo na colonizagdo micorrizica de raizes de milho
do genotipo Tractor.
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A porcentagem de colonizagdo de raizes ndo deve ser interpretada

como a taxa de atividade do fungo. Porém, sua taxa maxima de infecg¢do, quando as

taxas de crescimento de raizes e de colonizagdo pelo fungo sdo constantes, indica a

infectividade da populagdo fungica (Sieverding,1991). A infecgio continua das raizes
sem um beneficio a planta, leva ao estabelecimento de uma relagio parasitica
(Mcgoingle & Fitter, 1988).

Amostras de solos coletadas na Nova Zeldndia, apresentavam
fungos menos eficientes que as espécies de fungos que haviam sido inoculadas
(Powell, 1976).

Genotipos de milheto (Pennisetum americanum) foram avaliados
quanto a micorrizagdo em trés diferentes pH. No primeiro ensaio foram verificadas a
dependéncia micorrizica de 30 genotipos de milheto a campo. A taxa de colonizagdo
variou de 25 a 56% e destes foram selecionados 10 para o ensaio em casa de
vegetagdo. Para o ensaio em casa de vegetagao foi usado solo com pH 6,8, e a
inoculagdo foi feita com Gigaspora calospora utilizando-se cerca de 2000 esporos
puros por vaso. Os resultados indicaram que o comprimento total de raiz colonizada
e a colonizagdo micorrizica variou entre cultivares e o crescimento das plantas
micorrizadas, demostrando a dependéncia do genotipo ao hospedeiro em colonizar as
raizes (Krishma et al., 1985).

Interagdes entre genotipos de plantas e colonizagdo por FMAs, com
diferentes respostas entre genotipos também foi relatado por Mosse (1980). Para
Krishma et al. (1985), as diferengas na taxa de colonizagio entre genotipos pode ser

consequencia de diferengas na taxa de crescimento dos fungos no cortex das raizes.
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A rapida e elevada taxa de colonizagdo pode ser determinada pela
eficiéncia da simbiose entre o fungo e a planta (Menge, 1983).

Assim, as diferengas existentes quanto a colonizagdo por FMAs nas
raizes entre genotipos de plantas também pode ser devido ao balango da produgdo de

substancias inibitorias em resposta a infec¢do, como os compostos fenolicos e

fitoalexinas, ou de substdncias promotoras de crescimento, como os carboidratos

(Menge, 1978).

Desta forma, a infecgdo micorrizica pode ser afetada por fatores
fisiologicos e bioquimicos das plantas e esta resposta provavelmente depende do
genotipo das plantas (Carling & Brow, 1982, Gianinazzi & Gianinazzi, 1983).

Assim, o incremento e a selegdo de gendtipos com uma rapida e
alta capacidade de colonizagdo pode ser um dos fatores a serem incorporados aos

programas de melhoramento genético no futuro.

4.4. Potencial de inoculo

O solo da area estudada, pastagem degradada, apesar de ndo
receber calagem ha quatro anos, revelou conter elevada quantidade de propagulos
viaveis de FMAs da comunidade indigena. No teste de potencial de inoculo, as raizes
dos tratamentos controle, com solo esterilizado e sem dilui¢do, exibiram 90% de
coloniza¢ao micorrizica, enquanto que na maior diluigdo (90%), a porcentagem de
colonizagao foi cerca de 40% permanecendo alta (Figura 9).

Estes resultados mostram que, apesar das perturbagdes que esta

area vem sotrendo ao longo de muitos anos, os FMAs indigenas tém se mostrado
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bastante resistentes e com capacidade de multiplicagdo, mantendo um alto potencial

de indculo composto por propagulos bem infectivos.

O conhecimento da densidade de propagulos infectivos, capacidade

infectiva e efetividade dos FMAs indigenas é fundamental para o desenvolvimento

de estudos sobre ecologia e manejo destes fungos, bem como para auxiliar na

introdugdo de fungos exoticos ao sistema (Abbott & Robson, 1991). Infelizmente,
como confirmado por Espindola et al. (1998), o potencial de in6culo dos FMAs das
comunidades indigenas dos solos brasileiros ndo tem sido diretamente investigado
faltando assim subsidios para melhor compreender as influéncias reciprocas entre

FMAs indigenas e seu hospedeiro, em condigdes naturais.
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5. CONCLUSOES

- Verificou-se que a inoculagdo das plantas com FMA acarretou um incremento da
produgdo de peso matéria seca de raizes e parte aérea de forma diferenciada entre os
genotipos,

- 0s genotipos mostraram comportamento diferente quanto a colonizagdo micorrizica,
sendo que Conda, Pirando, FO e D1 apresentaram uma colonizagdo média de 60% e
também apresentaram os mais elevados pesos de matéria seca das raizes e parte

aerea;

- todos os genotipos mostraram ser responsiveis quanto a dependéncia micorrizica,

- 0 solo da area de pastagem, apesar de degradado, apresentou alto potencial de

inoculo.
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