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RESUMO

O objetivo do presente trabalho visou avaliar a influéncia dos FMA
Glomus etunicatum Becker & Gerd. e Glomus clarum Nicol. & Schenck, no desenvolvimento
de plantas de alecrim e manjericdo, bem como verificar a capacidade destas plantas
micorrizadas em superar 0os danos causados pelo fungo Fusarium oxysporum Schecht. Plantas
de alecrim (Rosmarinus officinalis L.) e de manjericdo (Ocimum basilicum L.) foram
inoculadas, separadamente, com G. etunicatum e G. clarum, em casa de vegetacdo, com
temperatura de 26 + 2°C e luminosidade de 3000 Lux. Utilizou-se substrato autoclavado
composto por uma parte de areia e uma de terra; o indculo constou de esporos [500 esporos de
G.etunicatum (50 mL™) de solo e 700 esporos de G.clarum (50 mL™) de solo] e ainda
fragmentos de raizes infectadas e micelio. Em cada tipo de planta inoculada foram avaliadas
as seguintes variaveis: altura das plantas (AP), peso da matéria seca da parte aérea (MSPA),
peso da matéria fresca das raizes (MFR), esporulagdo (E), colonizag&o radicular (CR) e teor de
macro e micronutrientes no substrato e nas plantas (TMm). Foi avaliada também a influéncia
de G. etunicatum e G. clarum no controle de F. oxysporum em plantas de alecrim e
manjericdo. A inoculagdo do patégeno (concentracdo de 5 x 10° esporos mL™) foi realizada,
separadamente, em plantas de alecrim e de manjericdo com 90 dias de micorrizagdo (5 vasos
com G. etunicatum e 5 vasos com G. clarum) e ainda plantas testemunhas, ndo micorrizadas (5
vasos). No alecrim, G. clarum mostrou-se significativamente mais eficiente do que G.
etunicatum em AP, MSPA e E; por outro lado, G. clarum apresentou CR menor do que G.

etunicatum. Em relag&o as plantas testemunha, G. clarum diferiu significativamente destas em



todos as variaveis analisadas, porém G. etunicatum ndo diferiu estatisticamente das plantas
testemunha em AP e MSPA. No manjericdo, em relacdo a todas as variaveis analisadas, G.
clarum diferiu significativamente de G.etunicatum e este foi semelhante ao tratamento
controle em todas as variaveis, exceto colonizagdo micorrizica (CR) e esporulacdo (E).
Portanto, G. clarum foi mais eficiente do que G. etunicatum na micorrizagdo do manjericéo.
Com relagéo ao controle de F. oxysporum, as plantas testemunha de alecrim e manjericao, ndo
micorrizadas, revelaram sintomas de “murcha” ap6s 12 dias da inoculacdo do patégeno, que
foi reisolado de cada planta em meio de cultura. Tanto no alecrim quanto no manjericao, 0s
dois simbiontes mostraram-se eficientes no controle do patégeno, ndo tendo sido notados

sintomas tipicos da doenca nas plantas micorrizadas.

Palavras-chave: fungos micorrizicos arbusculares, FMA, alecrim, manjericdo, Fusarium

oxysporum.



INFLUENCE OF ARBUSCULAR MYCORRHIZAL FUNGI ASSOCIATED OR NO
WITH Fusarium oxysporum Schecht. ON ROSEMARY (Rosmarinus officinalis L.) AND
BASIL (Ocimum basilicum L.) PLANTS. Botucatu, 2006. 88 p. Tese (Doutorado em
agronomia/Protecdo de Plantas) — Faculdade de Ciéncias Agrondmicas, Universidade

Estadual Paulista.

Author: OLGA MARIA RIPINSKAS RUSSOMANNO
Advisor: MARLI TEIXEIRA DE ALMEIDA MINHONI

SUMMARY

The purpose of the present work had the objective of evaluating the
influence of AMF Glomus etunicatum Becker & Gerd. and Glomus clarum Nicol. & Schenck
on the rosemary and basil plants development and also concerning the capacity of the
mycorrhizal plants in resisting the wilt caused by Fusarium oxysporum Schecht. For that,
rosemary (Rosmarinus officinalis L.) and basil (Ocimum basilicum L.) plants were previously
inoculated with G. etunicatum and G. clarum in greenhouse under the temperature of 26 + 2°C
and luminosity of 3000 Lux. The soil was sterilized and composed by one part of sand and one
part of earth. The inoculum was composed by the fungi spores [500 spores of G. etunicatum in
(50 mL™) soil and 700 spores of G. clarum in (50 mL™) soil] and micelium and roots
fragments infected by the AMF. In each plant inoculated the following variables were
evaluated: plant height (PH), plant dry weigt (PDW), roots fresh weight (RFW), sporulation
rate (SR), root mycorrhizal percentage (RMP) and macro and micronutrients level (MmL)
present in the plants and in the soil. The G. clarum and G. etunicatum influence in the control
of F. oxysporum wilt in both plants was also evaluated. The inoculation of the pathogen
(5x10° spores mL™) was separatety realized in the rosemary and basil plants after 90 days of
the mycorrhization (5 pots of G. clarum and 5 pots of G. etunicatum); the control was also
composed by 5 pots without mycorrhization. In the rosemary, G. clarum was significantely

more efficient than G. etunicatum in the variables PH, RFW and SR; although G. clarum



presented RMP smaller than G. etunicatum. In relation to the control, G. clarum was
significably better to the plants in all the variables, although G. etunicatum do not differed
statistically for the control plants in PH and PDW. For basil in all the analised variables G.
clarum differed statistically from G. etunicatum and was similar to the control treatment in all
the variables, except in the mycorrhizal colonization (CR) and sporulation (E). Although, G.
clarum was more efficient than G. etunicatum on basil mycorrhization. In relation of to the
possible control of the pathogenic fungus F. oxysporum, the plants of rosemary and basil not
mycorrhized showed wilt simptons after only 12 days after the pathogen inoculation and the
Fusarium was reisolated in culture media. The other way as in the rosemary as in the basil
both symbionts showed to be efficient in the control of the pathogen because it was not

possible to see the typical simptons of the disease in the mycorrhized plants.

Key-words: arbuscular mycorrhizal fungi, AMF, rosemary, basil, Fusarium oxysporum.



1. INTRODUCAO

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA), pertencentes a ordem
Glomales (Glomeromycota), colonizam a maioria das plantas terrestres. Sdo também
conhecidos como fungos endomicorrizicos, pois ao infectarem o hospedeiro, penetram o
cortex das raizes e diferenciam-se em estruturas intracelulares especiais denominadas
arbusculos. Os efeitos benéficos da inoculacdo dos FMA sobre o crescimento e nutricdo de
plantas de interesse econdémico sdo acentuados e de grande interesse ecologico e comercial
(ZAMBOLIM ; SIQUEIRA, 1985; SIQUEIRA, 1986). A presenca desses fungos no sistema
radicular das plantas aumenta a absor¢éo de nutrientes, principalmente dos elementos minerais
pouco moveis, como o fosforo. Os FMA crescem e ramificam-se no solo, além das raizes,
atuando como complemento do sistema radicular e isto aumenta a capacidade de absor¢do em
locais distantes dos sitios atingiveis pelas radicelas. Portanto, as plantas colonizadas pelos
FMA sdo capazes de utilizar nutrientes que ocorrem em quantidades limitadas no solo,
reduzindo, desta forma, as deficiéncias. Além disso, diversas pesquisas tém demonstrado que
esses fungos estdo associados a aumentos no desenvolvimento das plantas, aumentos na
absorcdo de agua e resisténcia das plantas a periodos de estiagem e, principalmente, aumentos
na resisténcia das plantas a patdgenos do sistema radicular, principalmente os fungos
(POWELL ; BAGYARAJ, 1984; PAULA ; SIQUEIRA, 1987b; SILVEIRA, 1992; SMITH ;
READ, 1997).

Os efeitos benéficos dos FMA tém sido demonstrados em variadas

condicBes e espécies vegetais, estimulando o crescimento vegetal como uma conseqléncia de



seu efeito na nutricdo mineral da planta, principalmente no aumento da absorcdo de fésforo
(SMITH ; READ, 1997). Entretanto, pouco se conhece sobre os efeitos dos FMA sobre o
crescimento e producdo das plantas medicinais, condimentares e aromaticas. Alguns destes
trabalhos estdo associados a producdo e qualidade de 6leos essenciais por estes tipos de
plantas, quando inoculadas com FMA (FREITAS et al., 2004).

O cultivo de plantas medicinais, condimentares e aromaticas € de
importancia fundamental para a humanidade, pois, além de serem utilizadas pela medicina
como fitoterapicos, em substituicdo aos medicamentos sintéticos, apresentam elevados teores
de dleos essenciais que sdo empregados nas industrias de cosméticos e perfumarias. Além
disso, muitas destas plantas servem de condimentos para o preparo de diferentes tipos de
alimentos, nos mais diversos paises, inclusive no Brasil. Como todo tipo de planta cultivada,
as plantas medicinais, condimentares e aromaticas também sdo afetadas pelo ataque de
microrganismos fitopatogénicos, principalmente fungos, que causam danos irreversiveis nos
cultivos. Dentre estes fungos, Fusarium oxysporum Schecht., causador da doenca conhecida
como “murcha”, afeta plantas como o alecrim e manjericdo, causando danos irreversiveis ao
cultivo. Para o controle destes fungos, produtos fitossanitarios tornam-se inviaveis,
principalmente por interferirem no produto final. Portanto, torna-se necessario o emprego de
controladores bioldgicos no combate a essas doencas e 0s FMA podem ser empregados como
uma dessas alternativas.

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo estudar a
influéncia dos FMA Glomus etunicatum e Glomus clarum sobre o desenvolvimento de plantas
de alecrim e manjericdo, bem como verificar o comportamento destas plantas micorrizadas

guando inoculadas com o fungo Fusarium oxysporum.



2. REVISAO DE LITERATURA

As plantas medicinais, condimentares e aromaticas tiveram uma
ascensdo em seu cultivo na dltima década. Sdo conhecidas, desde longa data, quando eram
empregadas apenas na medicina caseira, por diversas etnias. Atualmente, sdo usadas por
médicos como medicamentos fitoterapicos, alguns fabricados por conceituados laboratérios.
Além do que, apresentam elevados teores de 6leos essenciais e, portanto, suprem as industrias
de cosmeéticos e perfumarias, no preparo dos mais variados produtos. Ndo se pode esquecer
que algumas dessas plantas também servem de condimentos para o preparo dos mais variados
tipos de alimentos, em diversos paises, inclusive no Brasil. O alecrim (Rosmarinus officinalis
L.) e o manjericdo (Ocimum basilicum L.) sdo exemplos destas plantas. Estas duas plantas,
como qualquer outro tipo de cultura, podem ser atacadas por patdégenos habitantes do solo,
principalmente fungos e, diante disso, controles alternativos devem ser estudados para reduzir

essas doencas, tendo em vista que o controle quimico nem sempre é aconselhavel.

2.1. Rosmarinus officinalis L.

O alecrim (Rosmarinus officinalis L.), também conhecido
popularmente como alecrim-de-cheiro, rosmarino, alecrim-de-jardim e alecrim-de-horta, €
uma planta arbustiva odorifera perene pertencente a familia Lamiaceae (Labiatae). Pode
atingir até dois metros de altura, dependendo do seu cultivo. Possui caule lenhoso e muito



ramificado, com folhas pequenas, coriaceas, espessas e lanceoladas, cuja face superior € de cor
verde-acinzentada e rugosa e a inferior brilhante, esbranquicada e com pélos. Suas flores,
também pequenas, apresentam-se em pequenos cachos na parte final dos ramos, com
coloracdo variando de esbranquigada a azul. Os frutos sdo ovdides, secos, separando-se em
quatro fruticulos ou ndculas (aquénios) de cor escura. Suas sementes correspondem a €sses
fruticulos, em numero de quatro por flor ou geralmente menos, devido ao atrofiamento de um
ou mais ovulos contidos nos ovarios. Em climas tropicais as sementes tém se mostrado
estéreis. Reproduz-se por sementes (importadas) ou por divisao de touceiras e galhos (estacas),
cujo plantio deve ser feito antes da florago intensa. E originario da Europa, de regides do
Mediterraneo e foi introduzido no Brasil pelos colonizadores, que lhe deram lugar de honra na
medicina natural. Em sua composicdo quimica encontra-se 0leo essencial rico em terpenos
(pineno, canfeno, cineol, borneol, eucaliptol, acetato de isobornila, valerianato de isobornila,
canfora), além de saponinas, flavonoides, acidos (citrico, glicolico, glicinico, rosmarinico),
nicotinamida, colina, pectina, taninos, rosmaricina e vitamina C. O 6leo essencial do alecrim ¢
bastante usado nas industrias de cosméticos, higiene e perfumaria na fabricacdo de sabonetes,
xampus, desodorantes, colonias e desinfetantes, entre outros. Também é freqiliente a sua
utilizacdo nas industrias farmacéuticas e de alimentos para elaboragdo de medicamentos e
como aromatizante e conservante. Para fins condimentares e medicinais sdo colhidos os ramos
com folhas e flores; para fins aromaticos (perfumaria e cosméticos) as sumidades florais
(CASTRO ; CHEMALE, 1995; PANIZZA, 1997; CORREA et al., 1997).

2.2. Ocimum basilicum L.

O manjericdo ou alfavaca (Ocimum basilicum L.) é uma planta
herbacea anual pertencente a familia Lamiaceae (Labiatae). Atinge até cinqlienta centimetros
de altura, com caule bem ramificado. Suas folhas sdo opostas, inteiras, pecioladas e crespas,
com nervura saliente na porcao inferior. As flores sdo pequenas, numerosas, de cor branca e se
aglomeram no apice dos ramos. O fruto-semente de quatro aquénios resulta em sementes
muito finas, oblongas, pequenas e de cor escura. Sua reproducdo pode ser feita por estacas de
galhos ou por fruto-semente, sendo que a estaca de galho ndo deve conter flores. E originario



da Asia tropical e foi introduzido no Brasil pela coldnia italiana. Em sua composi¢do quimica
encontra-se 0leo essencial (estragol, linalol, eugenol, cineol e pineno), taninos, flavonoides e
saponinas. As folhas e flores sdo utilizadas tanto na culinaria quanto para fins aromaticos

(perfumaria e cosméticos) e medicinais (PANIZZA, 1997).

2.3. Fusarium oxysporum Schecht.

Fusarium oxysporum Schecht. é um fungo cosmopolita que causa a
doenca conhecida como “murcha de fusarium” em mais de cem espécies de plantas. Coloniza
0s vasos condutores de solucdo do solo (xilema) das plantas e devido a isso, 0s sintomas nos
hospedeiros sdo caracterizados por murcha das folhas, amarelecimento e eventual morte das
plantas. Sdo conhecidas variantes ou formas especializadas de F. oxysporum que s&o
especificas para diferentes plantas hospedeiras, sendo portanto difenciadas como formae
speciales ou f.sp. Como principais formae speciales, os hospedeiros mais conhecidos séo
tomate, banana, algodao, soja, aspargo, gengibre e cucurbitaceas, entre outros. Embora seja de
distribuicdo cosmopolita, suas diferentes formae speciales apresentam diferentes regides de
distribuicdo. E um fungo mitosporico, apresentando dois tipos de conidios assexuais
(microconidios e macroconidios) e uma estrutura de resisténcia (clamidosporos). Os
microconidios podem ser uni ou bicelulares, sendo estes o tipo de esporo mais abundante e
freglientemente produzido pelo fungo em todas as condicdes, bem como o tipo de esporo mais
comumente encontrado nos vasos condutores das plantas infectadas. Os macroconidios podem
apresentar de trés a cinco células, sendo levemente afilados e curvados nos bordos. Esse tipo
de esporo é normalmente encontrado na superficie de plantas mortas pelo patégeno, bem como
os clamiddsporos que sdo arredondados, podendo ser produzidos de modo terminal ou
intercalarmente em micélios mais velhos ou em macroconidios (BOOTH, 1971; AGRIQOS,
1997). Russomanno et al. (2004) identificaram F. oxysporum em plantas de manjericdo e
alecrim procedentes de localidades diferentes, em épocas diferentes. Estudos estdo sendo
realizados para identificar a forma specialis de cada um dos isolados. F. oxysporum f. sp.
basilici, ocorrendo em plantas de manjericdo, ja foi descrito na Argentina (TAGLIALATELA
et al., 2001) e Italia (GARIBALDI et al.,1997), porém, no Brasil, ainda ndo se tem informac&o
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de sua ocorréncia. Por outro lado, o fungo F. oxysporum ainda nao foi relatado sobre plantas

de alecrim, em qualquer regido do mundo.

2.4. Considerac0es gerais sobre micorrizas

O termo micorriza (do grego, mykes=fungo; rhiza=raiz) refere-se a
uma associacdo simbiotica mutualista entre fungos do solo e raizes da maioria das plantas.
Essas associacfes sdo de ocorréncia generalizada na grande maioria das espécies vegetais e
ecossistemas do planeta, constituindo, portanto, uma regra e ndo uma excec¢ao na natureza,
representando assim o estado natural da maioria da plantas cultivadas e ndo cultivadas
(MARX ; BRYAN, 1975; SMITH ; READ, 1997). Pesquisadores botanicos consideram que a
migracdo de plantas aquaticas para ambientes terrestres, ocorrida ha aproximadamente 400
milhGes de anos, deveu-se ao auxilio dos fungos micorrizicos (MORTON, 2001).

Com a agravante crise energética e de recursos naturais que Varios
paises vém atravessando, existe interesse na utilizacdo das micorrizas na agricultura a fim de
promover reducdo nos custos de producdo, otimizacdo do uso de fontes de recursos naturais
ndo renovaveis e a utilizacdo de solos considerados improprios para o plantio, devido a baixa

fertilidade e erosdo dos mesmos.

2.4.1. Historico

A associacdo entre fungos micorrizicos e raizes foi primeiramente
observada por Meyen em 1829 (TRAPPE; BERCH, 1985). Entretanto, a primeira ilustracéo
desta associacdo apareceu impressa em 1840 por Theodor Hartig, que ilustrou as varias
estruturas formadas em raizes de Pinus, sem entretanto reconhecer as estruturas fungicas
(SIQUEIRA, 1986).

O termo micorriza foi designado pelo pesquisador alemdo A. B.
Frank, em 1885, referindo-se as associa¢cdes mutualistas ndo antagonicas entre fungos do solo
e radicelas de plantas; nessas associa¢Ges os dois membros sdo beneficiados. Frank postulou

que tais fungos, quando colonizavam as raizes, exercem a funcdo de pélos absorventes,
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aumentando a absorcdo de nutrientes e agua do solo. Entretanto, os beneficios dessa
associacdo, bem como a ampla distribuicdo dos fungos micorrizicos no solo, s6 comecaram a
ter grande repercussdo a partir de 1960 (ZAMBOLIM ; SIQUEIRA, 1985).

As pesquisas revelam que a presenca de fungos micorrizicos no
sistema radicular das plantas aumentam a absorcdo de nutrientes, principalmente aqueles de
baixa mobilidade no solo como o fdsforo, o zinco e o cobre. Um dos fatores responsaveis pelo
aumento da capacidade de absorcdo das raizes € o crescimento do fungo, em que o micélio
estende-se e ramifica-se no solo. Isso torna as plantas capazes de utilizar nutrientes que
ocorrem em quantidades limitantes no solo (GERDEMANN, 1968). Além disso, as pesquisas
com micorrizas tém demonstrado a capacidade desses simbiontes em aumentar a absorcao de
agua, a resisténcia das plantas a periodos de estiagem, bem como a patdgenos do sistema
radicular (SCHENCK ; KELLAN, 1978; DEHNE, 1982; MELO, 1989; NEWSHAM et al.,
1995) e ainda, o crescimento e producéo das plantas (LOPES et al., 1983). Algumas pesquisas
também foram desenvolvidas no sentido de se obterem culturas axénicas dos fungos
micorrizicos arbusculares (SIQUEIRA, 1987; JANARDHANAN et al., 1990; STRULLU et
al., 1991).

2.4.2. Classificagao das micorrizas

As micorrizas foram classificadas originariamente em trés grupos, de
acordo com o aspecto morfolégico e anatdmico da colonizagdo radicular (GERDEMANN,
1968; LOPES et al., 1983).

Ectomicorriza — a raiz do hospedeiro € recoberta externamente por manto espesso de hifas; o
micélio interno penetra intercelularmente no cortex radicular, formando a chamada rede de
Hartig. E uma associagio entre fungos pertencentes aos Basidiomycota e plantas do grupo de
Gymnospermas e Angiospermas.

Endomicorriza — ndo ocorre formacdo do manto de hifas ao redor das raizes; a penetracao do
micélio interno no cortex da raiz ocorre inter e intracelularmente. Esse tipo de micorriza

engloba as arbusculares, as ericdides e as orquiddides. No primeiro grupo, 0 mais importante,
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ocorre uma ssociacdo entre fungos pertencentes aos Zygomycota e a grande maioria das
plantas.

Ectoendomicorriza — forma de transicdo entre ecto e endomicorriza. As raizes do hospedeiro
séo recobertas externamente pelo manto de hifas, o qual pode ser reduzido ou mesmo ausente;
a rede de Hartig é bem desenvolvida e a penetracdo do micélio é inter e intracelular.

Além de considerarem as caracteristicas anatomicas e morfologicas da
raiz, Harley e Smith (1983) levaram em conta também os hospedeiros e endofitos envolvidos
na simbiose. Com isso, sete tipos de micorrizas foram descritos: ectomicorriza, vesiculo-
arbuscular, ericéide, orquiddide, ectoendomicorriza, arbutdide e monotropéide. Dentre essas
micorrizas, destacam-se as ectomicorrizas e as micorrizas arbusculares (MA).

De maneira geral, ecto e endomicorrizas ocorrem em 83% das plantas
dicotiledéneas, em 79% das monocotiledoneas e ainda em todas as Gimnospermas
(MARSCHNER, 1995). Os fungos micorrizicos arbusculares ocorrem na maioria das
familias, ou seja, mais de 80% de todas as plantas sdo colonizadas por esses simbiontes
(SMITH ; GIANINAZZI-PEARSON, 1988).

2.4.3. Importancia e historico taxondmico dos Fungos Micorrizicos Arbusculares
(FMA)

Os FMA constituem um grupo de fungos simbiontes obrigatorios que
colonizam a maioria das espécies vegetais, formando associagfes com 70% das Angiospermas
bem como com muitas coniferas e samambaias (pteridofitas). Esses fungos sdo de grande
importancia para as regides tropicais e associam-se as raizes das plantas, propiciando a estas
maior capacidade de competicdo em solos de baixa fertilidade, favorecendo a sobrevivéncia e
desenvolvimento destas hospedeiras em condicdes adversas (SIQUEIRA ; SAGGIN JUNIOR,
1995). Além disso, esses fungos apresentam grande importancia para programas de
restauracéo e reabilitacdo ambiental (POUYU-ROJAS ; SIQUEIRA, 2000; CAPRONI et al.,
2003). Mediante efeitos diversos, nutricionais e nao-nutricionais, os FMA facilitam o
crescimento vegetal, exercendo papel importante na revegetacdo de areas degradadas,

inclusive daquelas que apresentam excesso de metais, onde as plantas micorrizadas s&o menos
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afetadas do que as ndo micorrizadas (MILLER ; JASTROW, 1992; LEYVAL et al., 1997;
KLAUBERG-FILHO, 1999; SIQUEIRA et al., 1999; CAPRONI et al., 2003). Devido aos
estresses climaticos e edaficos encontrados nos tropicos, a planta micorrizada tem sido, muitas
vezes, condi¢do para maior sobrevivéncia e melhor desenvolvimento das fruteiras e arvores
florestais nos solos de baixa fertilidade encontrados nestas regides (JANOS, 1988).

Os FMA podem ser encontrados nos mais variados ambientes, em
savanas, campos, florestas, semidesertos e dunas (HAYMAN, 1982). As pesquisas com esses
simbiontes envolvem estudos que comprovam sua eficiéncia no aumento da produtividade das
culturas, através do estimulo da nutricdo mineral da planta, principalmente no aumento da
absorcdo do fosforo. Inimeros trabalhos tém sido realizados nesse sentido (GERDEMANN,
1968; HAYMAN, 1982; LOPES et al., 1983; ABBOTT ; ROBSON, 1984; HOWELER et al.,
1987; SILVEIRA, 1992; KIERS et al., 2002; MOREIRA ; SIQUEIRA, 2002; MINHONI ;
AULER, 2003; COSTA et al., 2005).

Siqueira (1987) e Silveira (1992), apontam que os FMA pertencem a
Ordem Endogonales, Familia Endogonaceae, dentro do Reino Mycetae, divisdo
Amastigomycota, Subdivisdo Zygomycotina, Classe Zygomycetes. Os géneros sdao: Glomus,
Sclerocystis, Acaulospora, Entrophospora, Scutellospora e Gigaspora, identificados pelas
caracteristicas e modo de formacdo de esporos. Os géneros Glomus e Sclerocystis formam
esporos do tipo clamiddsporo, enquanto que os demais géneros formam azigdésporos. Dentre
esses seis géneros, mais de 140 espécies ja eram conhecidas.

Em 1990 Morton e Benny, citados por Antoniolli e Kaminski (1991),
propuseram as ordens Glomales e Endogonales para a Classe Zygomycetes:

a) Ordem Glomales

Subordem Glomineae
Familia Glomaceae
Géneros Glomus e Sclerocystis
Familia Acaulosporaceae

Géneros Acaulospora e Entrophospora

Subordem Gigasporinae
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Familia Gigasporaceae

Géneros Gigaspora e Scutellospora

b) Ordem Endogonales
Familia Endogonaceae
Género Endogone

Essa classificacdo vem de encontro aquela em que algumas espécies
do género Endogone séo funcionalmente consideradas fungos ectomicorrizicos (MILLER JR.,
1982).

Embora tradicionalmente classificados na Divisdo Zygomycota, oS
FMA apresentam divergéncias suficientes, com base na analise do RNA ribossémico 18 S,
para formarem uma nova Divisdo. Foi proposta a Divisdo Glomeromycota para abrigar os
FMA, ficando portanto este grupo de fungos no mesmo nivel de hierarquia taxonémica que 0s
tradicionais grupos Basidiomycota e Ascomycota (SCHUESSLER et al., 2001).

Na nova classificagdo taxonémica proposta por Morton e Redecker
(2001), os FMA passaram a pertencer ao grupo dos Zygomycota, ordem Glomales, subordens
Gigasporineae e Glomineae, abrangendo 5 familias, 7 géneros e aproximadamente 168
especies. A subordem Gigasporineae abriga a familia Gigasporaceae que subdivide-se nos
géneros Gigaspora e Scutellospora; a subordem Glomineae é formada pelas familias
Acaulosporaceae (géneros Acaulospora e Entrophospora), Archaeosporaceae (género
Archaeospora), Glomaceae (género Glomus) e Paraglomaceae (género Paraglomus). Esta
classificacdo estd baseada nas caracteristicas morfologicas e moleculares de cada espécie
(INVAM, 2003).

2.4.4. Morfologia dos FMA

Nas micorrizas arbusculares (MA) a penetracdo do fungo ocorre intra
e intercelularmente no cortex da raiz, ndo atingindo a endoderme. As raizes micorrizadas nao
podem ser distinguidas das ndo micorrizadas pela simples observagdo macroscopica, pois ndo

ocorre alteracdo morfoldgica visivel a olho nd. As micorrizas arbusculares sdo formadas
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basicamente por trés componentes: as raizes das plantas hospedeiras, as hifas do fungo no
interior das raizes e as hifas externas que se desenvolvem para além da rizosfera, sendo que
modificacbes das hifas originam os esporos, vesiculas e arbusculos, principais estruturas dos
fungos (LOPES et al., 1983; SILVEIRA, 1992). O processo de formacdo das micorrizas
arbusculares pode ser dividido em cinco fases: ativacao dos propagulos do fungo, crescimento
do fungo até a raiz com acdo da rizosfera, penetracdo da hifa e inicio da infeccao,
desenvolvimento da fase intraradical ou coloniza¢do da raiz e desenvolvimento do micélio
externo. Nessas fases de formacdo de MA, além de hifas e esporos do fungo micorrizico, séo
produzidas também estruturas denominadas de vesiculas e arbisculos. Nas raizes das plantas
micorrizadas podem ser encontradas as hifas, os arbusculos e as vesiculas, enquanto que no
solo as estruturas que podem ser visualizadas sao as hifas e os esporos (BAREA et al., 1985;
SILVEIRA, 1992; INVAM, 2003).

2.4.4.1. Hifas

As hifas dos FMA sdo produzidas a partir da germinacdo dos esporos
no solo, os quais, estimulados por fatores intrinsicos do solo, produzem o tubo germinativo e
apressorio na superficie das raizes. Dos apressorios sdo formadas as hifas que penetram inter e
intracelularmente nas células situadas no cortex da raiz (geralmente nas raizes jovens); nao
ocorre penetracdo nos tecidos meristematicos e vasculares. Essas hifas, altamente ramificadas
e chamadas infectivas, crescem externa e internamente as raizes. O conjunto de hifas externas
pode estendem-se através do solo, aumentando a superficie de contacto das raizes. Esta fase é
de grande importancia para a eficiéncia da simbiose. As hifas sdo importantes na absorcao e
transferéncia de nutrientes minerais e/ou outras substancias do solo para a planta hospedeira
(GERDEMANN, 1968; LOPES et al., 1983; MELO, 1989; INVAM, 2003).

2.4.4.2. Arbusculos

Os arbusculos sdo estruturas terminais e intracelulares, formados a

partir da ramificagdo de hifas intercelulares. Eles ocupam grande parte do volume das células
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do cortex e constituem o sitio preferencial de intercdmbio de metabdlitos entre os dois
simbiontes. Sdo bastante vacuolados e possuem globulos de lipideo e granulos de polifosfato e
glicogénio. As células que contém arbusculos sofrem transformacdes; o amido desaparece e 0s
nacleos aumentam de tamanho, podendo até ocorrer divisdo nuclear. A formagdo dos
arbusculos € continua e inicia-se logo apos a colonizagdo das raizes e seu periodo funcional
varia de 4 a 15 dias, ap0s o que ocorre a sua degeracao, voltando a célula hospedeira a sua
atividade normal (GERDEMANN, 1968; COX ; SANDERS, 1974; COX ; TINKER, 1976;
BONFANTE-FASOLO, 1984; ZAMBOLIM ; SIQUEIRA, 1985; INVAM, 2003).

2.4.4.3. Vesiculas

As vesiculas sdo estruturas ovais, esféricas ou piriformes, resultantes
de dilatacbes nas porgOes terminal ou intercalar das hifas corticais, podendo ser inter ou
intracelulares; ademais, podem também ser externas ao coértex radicular. Apresentam,
internamente, granulos de lipideos, o que resulta em aspecto reticulado, e grénulos de
polifosfato. Funcionam como 6rgéos de reserva do fungo bem como estruturas de propagacéo
e repouso. Sdo produzidas depois dos arbdsculos e tornam-se mais numerosas com O
envelhecimento das raizes. Nem todos os géneros de FMA formam vesiculas nas associacdes
micorrizicas; dentre estes citam-se espécies dos generos Gigaspora e Scutellospora. O numero
e a morfologia das vesiculas formadas ndo é sempre igual, podendo variar de acordo com a
espécie do FMA (GERDEMANN, 1968; COX ; SANDERS, 1974; BONFANTE-FASOLO,
1984; ZAMBOLIM ; SIQUEIRA, 1985; SILVEIRA, 1992; INVAM, 2003).

2.4.4.4. Esporos

Os esporos sdo as estruturas de repouso e reproducdo dos FMA,
podendo persistir no solo por longos periodos. No solo, germinam com crescimento de tubos

germinativos e posterior aparecimento de micélio, quando as condic¢Bes de temperatura, pH e
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umidade tornam-se favoraveis. Juntamente com o miceélio, os esporos constituem o tipo de
inbculo mais importante para disseminacdo e infeccdo desses simbiontes. Podem ser
encontrados isolados no micélio ou agregados em estruturas chamadas esporocarpos. A
diferenciacdo dos esporos dos FMA € baseada na cor, tamanho, estrutura da parede e da hifa
de sustentacdo e presenca ou auséncia de esporocarpos. A identificacdo dos géneros de FMA é
baseada justamente nas caracteristicas e modo de formacdo dos esporos (GERDEMANN,
1968; HARLEY ; SMITH, 1983; ZAMBOLIM ; SIQUEIRA, 1985; SILVEIRA, 1992;
INVAM, 2003).

2.4.5. Plantas hospedeiras dos FMA

De acordo com Trappe (1977), os FMA ocorrem em praticamente 4/5
das plantas vasculares. Gerdemann (1968) relatou que é mais facil elaborar uma relagédo de
plantas ndo micorrizicas do que tentar catalogar as micorrizadas.

Os FMA séo de ocorréncia generalizada nas plantas superiores, exceto
alguns membros das familias Amarantaceae, Brassicaceae, Chenopodiaceae, Commelinaceae,
Cyperaceae, Juncaceae, Poligonaceae e Proteaceae. Entretanto, as plantas podem apresentar
diferentes niveis de dependéncia a simbiose, em funcdo da disponibilidade de fésforo no solo,
comparando-se a planta micorrizada com a ndo micorrizada, geralmente com base na
producdo de matéria seca (MOREIRA ; SIQUEIRA, 2002). Existem ainda familias que
formam associagdo com ectomicorrizas e FMA, entre elas as Juglandaceae, Tiliaceae,
Myrtaceae, Salicaceae, Fagaceae e Caesalpinaceae (ZAMBOLIM ; SIQUEIRA, 1985).

Deve-se destacar que dentro das grandes familias de plantas de
importancia econémica, culturas importantes se associam com MA tais como: milho, trigo,
soja, sorgo, arroz, feijdo, tomate, batata, cebola, alho, morango, macieira, pessegueiro, citros,
videira, algoddo, cacau, maracuja, cana-de-agUcar, café, chd, seringueira, mandioca,
mamoeiro, abacateiro, mangueira, aceroleira, bananeira, maracujazeiro, mangabeira, cajueiro e
inimeras gramineas e leguminosas forrageiras (JOHNSON et al., 1982; LOPES et al., 1983;
MENGE, 1983; ZAMBOLIM ; SIQUEIRA, 1985; FERNANDES et al., 1986; FERNANDES
et al., 1987; SILVA ; SIQUEIRA, 1991; OLIVEIRA et al., 1992; SAGGIN JUNIOR ;



18

SIQUEIRA, 1995; RUSSOMANNO, 1996; MELO et al., 1997; TRINDADE, 1998; YANO-
MELO et al, 1999; TRINDADE et al, 2000a; TRINDADE et al., 2000b; COSTA et al., 2001;
CAVALCANTE et al., 2001; CAVALCANTE et al., 2002a; CAVALCANTE et al., 2002b;
DECLERCK et al., 2002; LOCATELLI et al., 2002; SILVEIRA et al., 2002; AQUINO, 2003;
ANDRADE ; SILVEIRA, 2004; FOCCHI et al., 2004; SILVA et al., 2004; WEBER et al.,
2004; COSTA et al.,, 2005). Também em cupuaguzeiro (Theobroma grandiflorum) e
guaranazeiro (Paullinia cupana), plantas tipicas da Amazé6nia, os FMA vém sendo estudados
(OLIVEIRA ; OLIVEIRA, 2004).

Em geral, os FMA sdo dependentes das plantas superiores para sua
sobrevivéncia, as quais, por sua vez, nem sempre se beneficiam dessa relacdo
(MARSCHNER, 1995). Apenas em alguns casos, como nas orquideas, a associacdo
micorrizica é essencial para o hospedeiro (SILVEIRA, 1992; SMITH ; READ, 1997). A
micorrizagdo pode ser minima ou até mesmo ndo ocorrer em casos de solos demasiadamente
secos, salinos, alagados (pantanos), severamente perturbados (extracdo de minérios) ou com
fertilidade extremamente alta ou baixa (SMITH ; READ, 1997). As estruturas do fungo na
planta ndo tém forma estética, havendo continuo crescimento das hifas dentro das raizes e
novos pontos de colonizagédo, o que permite a invasdo de novos tecidos (HARLEY ; SMITH,
1983).

2.4.6. Efeito dos FMA no crescimento das plantas

Desde a década de 70 do século passado que os FMA tém sido
considerados como possivel alternativa na reducdo da aplicacdo dos insumos (fertilizantes e
agrotoxicos) para a Agricultura. O manejo adequado desses simbiontes pode proporcionar uma
maximizacdo da producéo agricola. Diversos experimentos (ZAMBOLIM ; SIQUEIRA, 1985;
ANTONIOLLI ; KAMINSKI, 1991) tém revelado os efeitos benéficos proporcionados pelos
FMA no crescimento de diversas espécies vegetais, incluindo-se plantas de interesse
agrondmico, horticola, florestal e pastoril. Dentre essas espécies vegetais destacam-se as
culturas economicamente importantes citadas no item 2.2.2. Destas, destacam-se o milho (Zea
mays L.) que vem h& muito tempo sendo empregado em testes de micorrizacdo com FMA,
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revelando maior crescimento dessas plantas e ainda aumento da quantidade de fdsforo
assimilavel pelas mesmas (GERDEMANN, 1964, GERDEMANN, 1965; KHAN, 1972;
HALL, 1978; JENSEN, 1984; STRUBLE ; SKIPPER, 1988; SIMPSON ; DAFT, 1990a;
SIMPSON ; DAFT, 1990b; KOTHARI et al., 1990; TALUKDAR ; GERMIDA, 1993,
BRESSAN ; VASCONCELLOS, 2002). O sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench.) também
tem revelado resultados satisfatorios quando inoculado com FMAs (HETRICK ; BLOOM,
1986; MIRANDA et al., 1989; SIMPSON ; DAFT, 1990a; SIMPSON ; DAFT, 1990b; REIS
et al.,, 1991; BRESSAN et al., 2001). A soja (Glycine max (L.) Merr.), tanto em casa de
vegetacdo como em campo, revela experimentos sendo conduzidos em ritmo mais avangado
do que as gramineas (ROSS ; HARPER, 1970; KUO ; HUANG, 1982; CARDOSO, 1986;
PAULA et al., 1990; BRESSAN et al., 2001; ANDRADE ; SILVEIRA, 2004). Na soja, além
dos beneficios diretos, existem efeitos positivos na interacdo fungo micorrizico-rizobio, que
resultam da melhor nutricdo de fosforo, necessaria para a nodulagéo e a fixacao bioldgica de
nitrogénio (PAULA ; SIQUEIRA, 1987a, 1987b, 1987c; VEJSADOVA et al., 1992).
Resultados satisfatorios no aumento da produtividade tém sido conseguidos por diversos
autores com gramineas e leguminosas de importancia econémica, tanto em experimentos
mantidos em casa de vegetacdo como em campo. (ISLAM ; AYANABA, 1981; KUCEY ;
JANSEN, 1987; SILVEIRA ; CARDOSO, 1987; BOWEN et al., 1988; PACOVSKY et al.,
1991; RUSSOMANNO, 1996). Também gramineas e leguminosas forrageiras vém sendo
comumente empregadas em testes de micorrizacdo com os mais variados enddfitos, revelando
aumentos significativos na producdo de massa aérea e radicular das plantas inoculadas
(LOPES et al., 1980; KRISHNA ; DART, 1984; PAULINO et al., 1986; KOFFA et al., 1995;
RUSSOMANNO, 1996). Alem de gramineas e leguminosas, outras plantas como hortalicas,
ornamentais, espéecies arboreas e frutiferas sdo utilizadas com enorme sucesso nos ensaios de
micorrizagdo com FMA (GERDEMANN, 1965; FAIRWEATHER ; PARBERY, 1982;
POWELL et al., 1982; HUSSEY et al., 1984; ESPINDOLA et al., 1989; XUE ; LUO, 1992;
MATSUBARA et al., 1994; SILVA et al., 1998; MARTINS et al., 2000; TRINDADE et al.,
2000a, 2000b; COSTA et al., 2001; FLORES-AYLAS et al., 2003; ZEMKE et al., 2003;
ANJOS et al., 2005; OLIVEIRA ; OLIVEIRA, 2004).
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2.4.7. Efeito dos FMA no crescimento de plantas medicinais, condimentares e

aromaticas

Sd0 poucos os trabalhos envolvendo a micorrizagdo de plantas
medicinais, condimentares e aromaticas. Alguns destes trabalhos, além de pesquisar a
produtividade da espécie hospedeira, também avalia a producdo de 6leo essencial produzido
pela planta, tendo em vista que estas substancias sdo bastante utilizadas nas industrias
farmacéuticas e de cosmeéticos.

Camprubi et al. (1991) estudaram o efeito da inoculacdo de quatro
plantas medicinais (Salvia officinalis L., Artemisia dracunculus L., Thymus vulgaris L. e
Ocimum basilicum) com o FMA Glomus mosseae (Nicol. & Gerd.) Gerd. & Trappe e
obtiveram, em todas as espécies, maiores pesos secos das raizes e das plantas comparado com
as plantas controle nédo inoculadas.

Em casa de vegetacdo, Pattaro et al. (2001) avaliaram o efeito de
Glomus sp. e Acaulospora sp. na producéo de biomassa vegetal e 0leo essencial das espécies
vegetais capim-limdo (Cymbopogon citratus (DC) Stapf.), citronela (Cymbopogon nardus),
palmarosa (Cymbopogon martinii) e vertiver (Vertiveria zizanioides). Todas as plantas
inoculadas com os FMA revelaram maior biomassa vegetal, bem como maior producéo de
0leo essencial para uma mesma quantidade de folhas. Da mesma forma, Gupta et al. (1990)
observaram resultados semelhantes quanto a producdo de biomassa vegetal, quando
inocularam Cymbopogon martinii com Glomus sp. Entretanto, nenhum aumento significativo
foi encontrado por esses pesquisadores na producgdo de 6leo essencial.

Kapoor et al. (2002a) estudaram o efeito da associa¢ao de dois FMA
(Glomus macrocarpum Tulasne & Tulasne e Glomus fasciculatum (Thaxter) Gerd. & Trappe
emend. Walker & Koske sobre a concentracdo e composicdo do 6leo essencial de coentro
(Coriandrum sativum L.). Nas plantas micorrizadas foram observados incrementos de 43%
nos teores de Oleos essenciais extraidos dos frutos e os teores de geraniol e linalol foram
maiores em plantas inoculadas com solo estéril e com 0,54 mg de P por kg de solo. O teor de
geraniol foi incrementado com a inoculagdo de G. macrocarpum e o teor de linalol, com a
inoculacédo de G. fasciculatum. Da mesma forma, em outro experimento, Kapoor et al. (2002b)

utilizaram duas plantas da familia Apiaceae (Umbelliferae), ou seja, Anethum graveolens
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L.(endro) e Trachyspermum ammi (Linn.) Sprague (tomilho indiano) e os dois FMA citados
acima, para micorriza-las. Observaram incrementos nos teores de 6leos essenciais da ordem de
90% em plantas de endro e 72% em plantas de tomilho indiano, em relacdo ao controle, em
solo estéril com 0,54 mg de P por kg de solo. Constataram também variagdes nos constituintes
quimicos dos Oleos essenciais em resposta a inoculacdo de FMA, onde G. fasciculatum em
plantas de tomilho indiano e G. macrocarpum em plantas de endro apresentaram,
respectivamente, aumentos de 51% e 116%, nos teores dos éleos essenciais timol e carvona,
em relacédo ao tratamento controle.

Trabalho realizado em campo, utilizando diferentes cultivares de
Mentha arvensis L. e 0 FMA G. fasciculatum em solo com 17 mg kg™ de P, permitiram a
Gupta et al. (2002) observar valores diferenciados em relacdo aos teores de 6leos essenciais
entre as cultivares. Esses autores também concluiram que a inoculagdo do FMA proporcionou
aumentos no conteudo de 6leos essenciais e na producdo de matéria fresca e seca da parte
aérea, em relacao ao tratamento controle.

Freitas et al. (2004), utilizando diferentes espécies de FMA (Glomus
clarum, Glomus etunicatum, Gigaspora margarita Becker & Hall, Acaulospora scrobiculata
Trappe) na producdo e qualidade de Oleos essenciais de Mentha arvensis cultivada com
diferentes doses de fésforo (0, 50, 100 e 200 mg kg™), verificaram que os FMA e as doses de
fosforo influenciam o crescimento, os teores e a composicdo dos 6leos essenciais das plantas.
Na auséncia de adubacdo fosfatada, as maiores producdes de matéria fresca da parte aérea
foram obtidas nos tratamentos com Glomus clarum e Gigaspora margarita, em relacdo ao
tratamento controle.

Estudando a influencia do FMA Glomus deserticola Trappe, Bloss &
Menge sobre o crescimento de Rosmarinus officinalis L. sobre condicdes de stress hidrico (14
dias), Sanchez-Blanco et al. (2004) demonstraram haver aumento na biomassa aérea e

radicular das plantas micorrizadas, quando comparadas as testemunhas.
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2.4.8. Macro e micronutrientes nos FMA

Os processos de colonizagdo e estabelecimento dos FMA estdo
relacionados com o perfeito equilibrio entre o fungo simbionte, o hospedeiro e o ambiente
(clima e solo). As hifas externas funcionam como extensfes do sistema radicular do
hospedeiro, aumentando a interface raiz-solo e, consequentemente, possibilitando maior
absorcdo de nutrientes e agua do solo. Esses elementos, estando fora do alcance das raizes do
hospedeiro, serdo transportados pelas hifas até as células corticais (LOPES et al., 1983).
Dentre os nutrientes absorvidos pelos FMA, o fosforo (P) é o mais importante do ponto de
vista nutricional para o hospedeiro (TINKER, 1975; BUWALDA et al., 1982) e a principal
funcdo do micosimbionte estd relacionada com a absorcdo e translocacdo do P e outros
nutrientes (relativamente imoveis) do solo para o hospedeiro (BUWALDA ; GOH, 1982;
HAYMAN, 1983). As hifas dos FMA no solo se estendem além das superficies radiculares,
absorvendo o P da solucéo, o que proporciona maior liberacdo de P-l&bil para o P da solugédo
(SANDERS ; TINKER, 1971).

O P é absorvido pelas hifas na mesma forma que pelas raizes e
transformado em granulos de polifosfato que sdo translocados pela corrente citoplasmatica até
os arbusculos, onde fosfato inorgénico é produzido e transferido para a planta. No sentido
contrario, existe um fluxo de carboidratos para o fungo, o qual controla o grau de colonizacéo
das raizes (DEXHEIMER et al., 1982; ZAMBOLIM ; SIQUEIRA, 1985).

Plantas micorrizadas aparentemente sdo capazes de utilizar melhor as
formas pouco soltveis de P (MOSSE, 1981). Esta habilidade parece ser atribuida ao maior
contacto entre as hifas e as particulas de fosfato, bem como a uma diminuicédo do P na solugéo
que proporcionaria maior gradiente de concentracdo e maior solubilizacdo do fosfato
(HAYMAN ; MOSSE, 1972).

Altos niveis de P no solo geralmente reduzem a colonizagdo
micorrizica devido ao aumento nos teores deste elemento na planta. N&o apenas a colonizagéo
do FMA pode ser reduzida, como também a producdo de esporos e micélio externo (MENGE
et al., 1978). Este efeito pode ser explicado por uma possivel redugdo na permeabilidade e
exsudacdo de metabolitos das membranas (GRAHAM et al., 1981) ou pelo efeito no

metabolismo de carboidratos da planta (SIQUEIRA et al., 1984). Por outro lado, algumas
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especies de FMA podem ser mais tolerantes ao excesso de P no solo, onde a taxa de
colonizacdo micorrizica e a producao de esporos ndo foram influenciadas pela utilizagdo de
superfosfatos, conforme descrito por Sylvia e Schenck (1983). Tanto em casa de vegetacdo
como em campo, sao inimeros os trabalhos empregando dosagens diferentes de P no estudo
da eficiéncia dos FMA em colonizar os mais variados tipos de plantas (KRISHNA ;
BAGYARAJ, 1982; HEPPER, 1983; KRISHNA ; DART, 1984; SUMAN BALA ; SINGH,
1985; SIQUEIRA et al., 1986b; SCHUBERT ; HAYMAN, 1986; SIQUEIRA ; COLOZZI-
FILHO, 1986; FERNANDES et al.,, 1986; FERNANDES et al.,, 1987; SILVEIRA ;
CARDOSO, 1987a, 1987b; MIRANDA et al., 1989; KOTHARI et al.,1991; KOFFA et al.,
1995; LEONIDAS et al., 1995; NAIK et al., 1995; NOGUEIRA ; CARDOSO, 2000;
CAVALCANTE et al., 2002a; CHU et al., 2004).

Além do P, alguns autores relatam os efeitos dos FMA em aumentar a
absorcdo de outros ions pouco mdveis no solo, principalmente Zn, Cu e Fe, havendo também
aumentos na absorc¢do de K, Ca, Mo e amonio (MOSSE, 1957; POWELL, 1975; LAMBERT
etal., 1979; BOWEN, 1980; AMES et al., 1983).

2.4.9. Protecao dos FMA contra fitopatogenos

Os FMA formam a simbiose microbiana mais importante para a
maioria das plantas, propiciando varios beneficios para as mesmas, inclusive a prote¢do contra
patdgenos de raiz. Entretanto, as interacBes entre esses simbiontes e doengas de plantas tém
recebido pouca consideracdo do ponto de vista experimental, apresentando resultados
inconsistentes e/ou altamente especificos. A interpretacdo dos resultados desse tipo de
interacdo ¢ bastante dificil, pois a estabilidade da expressao desse potencial natural depende da
natureza do hospedeiro, da espécie de fungo micorrizico e do tipo de patégeno envolvidos
nessa interacdo, bem como ainda das condi¢cbes ambientais, acima ou no interior do solo,
prevalentes nessa interacdo (CHOU ; SCHMITTHENNER, 1974; SCHONBECK ; DEHNE,
1977; MARONEK et al., 1981; MOSSE, 1981; AZCON-AGUILAR ; BAREA, 1996;
JEFFRIES et al., 2003).

As pesquisas com FMA tém se concentrado sobre patogenos do solo,

pelo fato desses micosimbiontes se estabelecerem nas raizes das plantas. Diversas pesquisas
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tém revelado que a colonizacdo das raizes por FMA pode aumentar, diminuir ou ndo exercer
efeito algum sobre o desenvolvimento de fungos patdgenos de raizes e a severidade das
doencas que eles induzem em seus hospedeiros (ZAK, 1964; SAFIR, 1968; SCHENCK ;
KELLAN, 1978; DAVIS et al.,, 1979; DAVIS, 1980; DAVIS ; MENGE, 1980, 1981;
SCHENCK, 1981; DEHNE, 1982; GRAHAM ; MENGE, 1982; BAATH ; HAYMAN, 1983,
1984; KRISHNA ; BAGYARAJ, 1983; ZAMBOLIM ; SCHENCK, 1983; BAGYARAJ,
1986; KAYE et al., 1984; ZAMBOLIM, 1984; ZAMBOLIM ; SCHENCK, 1984; CARON,
1989; MELO, 1989; NEWSHAM et al., 1995; AGNANI, 2002).

Em linhas gerais, Dehne (1982) descreve que os danos de doencas
fangicas de raiz foram reduzidos em 17 dentre as 32 pesquisas por ele citadas.

Caron (1989) considera os FMA como potenciais agentes bioldgicos
contra patégenos do solo (fungos, bactérias e nematoides) pelo fato de colonizarem o cortex
radicular da grande maioria das plantas, serem de ocorréncia natural no solo e ainda
proporcionarem beneficios ao desenvolvimento das plantas. A dificuldade de trabalho com
esses fungos é devida a grande variabilidade de efeitos na interacdo patdgeno-planta
hospedeira-FMA.

O primeiro trabalho relatando a influéncia de FMA sobre um
patogeno de planta foi feito por Safir em 1968. Entretanto, esse tipo de associacao ja tinha sido
anteriormente observado por Zak (1964) com ectomicorrizas. SAFIR (1968) estudou a
interagdo de um FMA denominado Endogone mosseae Nicol. & Gerd. (hoje classificado com
Glomus mosseae) com plantas de cebola (Allium cepa L.). Verificou que a doenca conhecida
como raiz rosada da cebola, causada pelo fungo Pyrenochaeta terrestris teve menor
porcentagem de infeccdo pelo patdgeno nas plantas micorrizadas do que o controle sem
micorriza.

Por outro lado, Ross (1972) relata que 88% das plantas de soja
inoculadas com Phytophthora megasperma var. sojae e clamidosporos de Endogone tiveram
descoloracdo interna do caule e posterior morte de 33% das plantas, enquanto que apenas 17%
das plantas inoculadas apenas com Phytophthora apresentaram a descoloragdo e nenhuma
morreu.

Prados-Ligero et al. (2002), pesquisando a micorrizagdo de alho com

Glomus intraradices Schenck & Smith, ndo obteve resultados satisfatorios tanto na
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produtividade da planta como no controle da podriddo de raiz do alho causada por Sclerotium
cepivorum.

Em contraposicdo, Glomus mosseae causou diminui¢ao na producao e
germinacdo de clamiddsporos do fungo Thielaviopsis basicola, agente causal da podriddo de
raizes de plantas de fumo (Nicotiana tabacum L.); extratos das raizes micorrizadas inibiram a
producéo de clamiddsporos (80-100%) em meio de agar e extrato de malte (BALTRUSCHAT
: SCHONBECK, 1972); esse mesmo FMA aumentou a resisténcia de plantas de fumo a
doenca causada por T. basicola, revelando alta inibi¢do dos clamidosporos (BALTRUSCHAT
; SCHONBECK, 1975). Similarmente, raizes ndo micorrizadas de algoddo foram severamente
mais danificadas por T. basicola do que raizes micorrizadas (SCHONBECK ; DEHNE, 1977).
Em contraposicdo, o FMA Glomus mosseae nao reduziu a severidade da doenca causada por
Pythium ultimum ou Phytophthora megasperma sobre plantas de soja (CHOU ;
SCHMITTHENNER, 1974).

Citros (Citrus sinensis [L.] Osbeck cultivar “Pineapple”), abacate
(Persea americana Mill. “Topa Topa”) e alfafa (Medicago sativa L. “Moapa 69”) com e sem
0 FMA Glomus fasciculatum (Thaxter) Gerd. & Trappe, foram inoculados com Phytophthora
parasitica, Phytophthora cinnamomi e Phytophthora megasperma, respectivamente. Pequena
ou nenhuma diferenca a resposta das espécies de Phytophthora foram observadas entre plantas
micorrizadas e ndo micorrizadas de citros e alfafa. Por outro lado, plantas de abacate
micorrizadas foram mais afetadas por P. cinnamomi do que plantas ndo micorrizadas (DAVIS
etal., 1978).

Becker (1976), utilizando o FMA Glomus fasciculatum, inoculou raizes
micorrizadas e ndo micorrizadas de cebola (Allium cepa L. var. Early Yellow Globe) com
Pyrenochaeta terrestris e observou que a invasdo do patdgeno ocorreu apenas nas
testemunhas, ndo micorrizadas; a restricdo a penetracdo de raizes micorrizadas foi atribuida ao
engrossamento da parede celular da planta hospedeira nos pontos de entrada do patégeno. Foi
verificado haver formacdo de calosidades mais desenvolvidas nesses locais. Da mesma forma,
Becker e Gerdemann (1977) observaram que o crescimento de Pyrenochaeta terrestris foi
limitado pelo espessamento da parede celular quando raizes de cebola foram micorrizadas.

Em casa de vegetacdo, Cassiolato e Melo (1986) estudaram as

interacdes entre Rhizoctonia solani e trés FMA (Glomus leptotichum Schenck & Smith,
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Gigaspora margarita Becker & Hall e Acaulospora scrobiculata Trappe). A melhor interagédo
foi aquela da associacdo com G. leptotichum, apresentando menor porcentagem de plantas
tombadas, maior altura e maior peso de matéria seca das plantas, bem como maior indice de
colonizagdo das raizes.

Baath e Hayman (1983) estudaram os efeitos das interacfes de
Glomus mosseae e Glomus caledonium (Nicol. & Gerd) Trappe & Gerd., com Verticillium
albo-atrum Reinke & Berthold, em plantas de tomate, apds 29, 37 e 83 dias de interacdo, mas
ndo observaram efeito interativo das espécies de Glomus sobre Verticillium no
desenvolvimento da doenca em qualquer um desses tempos.

Zambolim e Schenck (1983), estudando as interacdes entre Glomus
mosseae e alguns patégenos da soja como Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid.,
Rhizoctonia solani Kuhn. e Fusarium solani (Mart.) App. & Wr. Emend Synd. & Hans,
observaram que a colonizacdo de raizes de soja por G. mosseae compensaram o efeito dos
patdgenos sem afetar a incidéncia destes no hospedeiro; eles reportaram ndo haver variagdo
deste efeito apos 25, 45 e 100 dias apds a inoculacao.

Caron et al. (1986) estudaram a interacdo entre Glomus intraradices
Schenck & Smith e Fusarium oxysporum Schecht. f.sp. radicis-lycopersici Jarvis &
Shoemaker sobre plantas de tomate por periodo de 12 semanas. A colonizacdo por Glomus
ndo foi afetada pela presenca de Fusarium. O numero de propagulos de Fusarium foi
consistentemente menor quando as plantas foram inoculadas com Glomus. A presenca de
Glomus diminuiu a necrose na raiz causada por Fusarium nas 5, 11 e 12 semanas ap6s a
inoculacdo mas, efeito ndo significativo foi observado nas outras 9 semanas.

Declerck et al. (2002) estudaram a interacdo de quatro FMA (Glomus
sp., Glomus proliferum Dalpe & Declerck, G. intraradices e Glomus versiforme (Karsten)
Berch) com Cylindrocladium spathiphylli, causador da podriddo de raizes de bananas (Musa
acuminata, AAA, cv. Grande Naine), em condic¢des de casa de vegetacdo. De forma geral, a
infeccdo das raizes por C. spthiphylli reduziu o crescimento das plantas de banana, mas a pré-
inoculagdo com FMA atenuou significativamente este efeito deletério. Glomus sp. e G.
proliferum induziram maiores aumentos nos parametros de crescimento e assimilagdo de
fosforo, quando comparados com G. intraradices e G. versiforme, tanto na presen¢a quanto na

auséncia de C.spathiphylli.
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Raizes de citros pré-colonizadas por Gigaspora margarita e Glomus
macrocarpum foram menos atacadas por Phytophthora parasitica e as plantas tiveram maior
peso de raiz e maior didmetro do caule do que as ndo micorrizadas (SCHENCK et al., 1977).

Em plantas de morango, G. fasciculatum e G. etunicatum induziram
resisténcia ao fungo Phytophthora fragariae (NORMAN et al., 1996).

Akkopru e Demir (2005) conseguiram reduzir a severidade da doenca
causada por Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici em plantas de tomate inoculadas com
Glomus intraradices.

Plantas de algodédo inoculadas com Glomus mosseae e Thielaviopsis
basicola mostraram maior peso da parte aérea naquelas micorrizadas, diferencas néo
significativas entre os pesos das raizes de plantas micorrizadas e ndo micorrizadas e maior
tolerancia a infeccdo pelo patdgeno por plantas micorrizadas (SCHONBECK; DEHNE, 1977).
A presenca de Glomus mosseae em raizes de soja reduziu o numero de plantas mortas por
Phytophthora megasperma var. sojae, ragas 1 e 3; observou-se a colonizacdo micorrizica 21
dias apos a inoculacdo e o efeito sobre o patdgeno em 35 dias. Plantulas de soja com trés
semanas de idade inoculadas com Glomus caledonium (Nicol. & Gerd.) Trappe & Gerd. e P.
megasperma var. sojae, raca 1, tiveram o dobro do peso das raizes ndo micorrizadas
(WOODHEAD et al., 1977).

A interacdo entre Pythium ultimum e duas culturas de Glomus spp. foi
estudada com plantulas de abdbora (Cucumber sativus L.). A inoculagdo dos FMA antes ou
simultaneamente com a inoculagdo do patégeno aumentou a sobrevivéncia das plantulas; a
inoculacdo com P. ultimum 14 dias ap6s a semeadura ndo matou as plantas, mas reduziu a area
foliar (ROSENDAHL ; ROSENDAHL, 1991).

Hu e Gui (1991) inocularam plantas de algoddo com Glomus mosseae
e Glomus intraradices e verificaram o controle desses FMA sobre o patégeno Fusarium
oxysporum f.sp. vasinfectum. Além de obterem maior produtividade das plantas com a
inoculacdo dos dois simbiontes, as plantas micorrizadas foram menos atacadas por F.
vasinfectum do que as plantas ndo micorrizadas.

Plantas de pimenta do reino (Piper nigrum) foram inoculadas com os
FMA Scutellospora sp., Scutellospora gilmorei (Trappe & Herd.) Walker & Sanders,

Scutellospora heterogama (Nicol. & Gerdemannn) Walker & Sanders) e Entrophospora
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colombiana Spain & Schenck. Trés meses e meio apds a micorrizacdo, as plantas foram
inoculadas com o fungo patogénico Fusarium solani f. sp. piperis. A incidéncia da fusariose
foi de 5%, 10%, 15% e 35% para 0s tratamentos de S. gilmorei, E. colombiana, S. heterogama
e Scutellospora sp., respectivamente, contra 85% das plantas testemunha, sem micorrizacéo
(CHU etal., 1997).

Dar et al. (1997) investigaram a interacdo entre 0 FMA G. mosseae, 0
simbionte Rhizobium leguminosarum e o fungo patdégeno Fusarium solani sobre plantas de
feijdo (Phaseolus vulgaris L.). As plantas micorrizadas apresentaram significativamente maior
biomassa vegetal e mobilizaram mais N e P quando comparadas com plantas ndo micorrizadas
ou com aquelas infectadas com F. solani. De maneira geral, G. mosseae reduziu a severidade
da doenca, porém, inoculacGes do FMA conjuntas com R. leguminosarum, reduziram muito

mais a podriddo de raizes causada por F. solani.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local de instalacdo dos experimentos

O presente trabalho foi realizado em condicGes de temperatura e luz
controladas, no Laboratério de Micologia Fitopatoldgica, Centro de Pesquisa e
Desenvolvimento de Sanidade Vegetal, Instituto Biol6gico de S&o Paulo.

Tanto para a producdo do inoculo como para a realizacdo dos
experimentos, a temperatura do laboratério foi mantida mediante o auxilio de um aparelho de
ar condicionado, oscilando entre 26 + 2°C. A intensidade luminosa durante estas duas fases foi
de 3000 Lux; essa iluminacdo foi mantida pela luminosidade proveniente da luz do dia,

equivalendo a aproximadamente 13 horas de luz e 11 horas de auséncia de luminosidade.

3.2. Producdo de indculo dos Fungos Micorrizicos Arbusculares

3.2.1. Preparo do substrato

Para o preparo do substrato utilizou-se uma mistura de amostra de

solo de baixa fertilidade e areia de rio lavada, na proporcéo de nove partes de areia e uma de

solo. O solo utilizado foi um Latossolo Vermelho Escuro textura média (CARVALHO et al.,

1983), coletado na Fazenda Experimental Lageado, Botucatu (SP), nos primeiros 20 cm da
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superficie. A seguir, a amostra foi seca ao ar e peneirada em malha de 2,00 mm. A analise
quimica da amostra (macro e micronutrientes) foi feita no Laboratério de Fertilidade do Solo
do Departamento de Ciéncias do Solo, Faculdade de Ciéncias Agrondmicas, UNESP,
Botucatu, SP (Tabela 1).

Tabela 1 — Caracteristicas quimicas da amostra de solo utilizada nos experimentos.

Sigla Descricado unidade Resultado
Al*? fon Aluminio mmolc/dm’ 0,00
B Boro mg/dm?® 0,07
Ca Célcio mmol/dm® 1,00
CTC Capacidade de Troca Catidnica mmol./dm?® 69,00
Cu Cobre mg/dm® 1,20
Fe Ferro mg/dm?® 76,00
H+Al Aluminio trocéavel mmol¢/dm?® 68,00
K Potéssio mmol/dm® 0,20
M.O. Matéria Organica g/dm® 10,00
Mg Magnésio mmol/dm® 0,02
Mn Manganés mg/dm? 0,30
P Fésforo resina mg/dm?® 2,00
pH Indice de pH - 4,00
S Enxofre mg/dm?® 0,00
SB Soma de Bases mmol/dm® 1,00
\/ Saturacdo de Bases % 2,00
Zn Zinco mg/dm? 0,20

Metodologia das analises: Andlise Quimica para Avaliacdo da Fertilidade de Solos Tropicais
(RAlJ et al., 2001).

O substrato foi acondicionado em lata com capacidade para 18 litros,
mantendo-se a umidade em 80% da capacidade de campo. A seguir, realizou-se 0 processo de
tindalizacdo, em autoclave sob vapor fluente, temperatura de 90 a 100°C, durante duas horas,
por trés dias consecutivos. Ap6s, a lata com o substrato foi colocada em estufa a 50°C, com

ventilacdo, revolvendo-se o substrato de hora em hora para auxiliar na secagem do mesmao.
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3.2.2. Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMA)

Para o preparo do indculo foram utilizados os FMA Glomus etunicatum
Becker & Gerd. e Glomus clarum Nicol. & Schenck, fornecidos pelo Laboratério de
Microbiologia do Departamento de Solos, Geologia e Fertilizantes, ESALQ/USP, Piracicaba
(SP). Cada um desses fungos foi multiplicado em plantas de Brachiaria ruziziensis e vieram
acompanhados por pedacos de raizes de B. ruziziensis, esporos e micélio do endofito, veiculados
em 300 gramas de substrato.

Para a multiplicacdo de G.etunicatum e G.clarum foram utilizadas

plantas de sorgo (Sorghum bicolor L.) cultivar Rubi como planta hospedeira.

3.2.3. Inoculacgéo

A multiplicacdo dos FMA foi feita em vasos de plastico com
capacidade para 2.500 gramas, cujo substrato foi preparado conforme descrito no item 3.2.1.
Cada FMA foi multiplicado separadamente, adicionando-se 50 ml da amostra de indculo,
contendo cerca de 500 esporos do respectivo simbionte e semeando-se, a seguir, cinco sementes
de sorgo em cada um; essas sementes de sorgo passaram por processo prévio de desinfestacdo
em solucdo 0,5% de hipoclorito de sodio por 15 minutos. Para cada tipo de fungo micorrizico
foram inoculados cinco vasos. Foram também preparados, da mesma forma, cinco vasos
testemunhas que receberam apenas as sementes de sorgo, sem inoculacdo dos FMA. A seguir,
todos os vasos foram transportados para um laboratério com temperatura 26 + 2°C e
luminosidade de 3000 Lux, sendo mantidos ali por 120 dias. Cinco dias ap6s a germinacao das
sementes, procedeu-se ao desbaste, mantendo-se trés plantas por vaso. A umidade foi mantida

em 60% da capacidade de campo, durante todo o periodo de desenvolvimento das plantas.

3.2.4. Adubacao

Ap0s a inoculacdo dos FMA cada vaso recebeu adubacgédo com solugdes

estoques de macronutrientes 1 M das seguintes substancias: sulfato de magnésio — MgSO, (120
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g L'™); nitrato de potassio — KNO3 (101g L™); fosfato de potassio — KH,PO, (136 g L™); nitrato
de célcio — Ca(NOs), (164 g L™). De cada uma dessas solucdes estoques foi retirado | mL,
completando-se o volume para 1.000 mL com 4&gua destilada. Foram adicionados
aproximadamente 100 mL em cada vaso no inicio da inoculagdo dos FMA e de 15 em 15 dias
até o final do experimento. Além dos macronutrientes foi aplicada solucdo de micronutrientes
diluida (1:1000) de Hoagland & Arnon, descrita por Sarruge (1975), porém sem 0 manganés.
Essa solucdo foi adicionada aos vasos de 15 em 15 dias, intercaladas com 0s macronutrientes,
até o final do experimento, na quantidade de 100 mL vaso™. Em cada vaso foi adicionado, no
total, 49,6 ug g™ de fésforo. A umidade dos vasos ndo ultrapassou 60% da capacidade de
campo, do momento da inoculacdo até o final do experimento. Os vasos testemunhas também

foram adubados e umedecidos da mesma forma que os inoculados com os FMA.

3.2.5. Isolamento e contagem dos esporos

Ao final de 120 dias apds o plantio, as plantas de cada vaso foram
cortadas rente ao colo, eliminando-se a parte aérea e reservando-se a porcdo contendo solo e
raizes; as raizes foram cortadas em pedagos com cerca de 1 cm de comprimento e devolvidas ao
restante do substrato, constituindo-se portanto, o indculo multiplicado. Uma por¢do desse
indculo (cerca de 50mL) foi reservada para aferir a presenca de esporos de G.etunicatum e
G.clarum. Para tanto, utilizou-se a técnica de peneiramento do solo em via imida e decantacéo
segundo Gerdemann e Nicolson (1963) e centrifugacdo em sacarose segundo Jenkins (1964),
com 0s seguintes passos:
a) 50 mL de inéculo bem homogeneizado foram transferidos para um frasco ao qual foi
adicionado 100 mL de &gua; agitou-se vigorosamente o conteldo e deixou-se sedimentar por
dois minutos;
b) o liquido sobrenadante foi passado sucessivamente por um conjunto de quatro peneiras de
solo de 60, 100, 200 e 325 mesh, dispostas nessa ordem;
C) acrescentou-se agua novamente ao sedimentado deixado no frasco, repetindo-se o0 processo
por mais quatro vezes;
d) o material retido nas peneiras foi coletado em um bequer, lavando-se muito bem cada uma

delas;
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e) adicionou-se ao bequer 30 mL de solucdo de sacarose a 50%, agitou-se e procedeu-se a uma
centrifugacdo a 1.000 rpm por 2 a 3 minutos.
f) o sobrenadante contendo os esporos foi passado novamente pelo sistema de quatro peneiras;
g) o0s esporos retidos nas peneiras foram lavados com agua destilada para retirada do excesso de
sacarose; em seguida os esporos foram transferidos para um bequer com pequena quantidade de
agua destilada;
h) para a contagem dos esporos foi utilizada uma placa nematoldgica; um volume da solugédo de
esporos foi adicionado a placa em quantidade suficiente para encher as canaletas; com o
microscopio estereoscopico procedeu-se a contagem do nimero de esporos presentes na placa;
repetiu-se a operacdo até acabar a solucdo do bequer. Somando-se todas as contagens, o
resultado obtido para cada um dos fungos micorrizicos foi de 500 esporos de G. etunicatum
(50mL™) e 700 esporos de G. clarum (50mL™).

ApoGs a contagem, os esporos foram acondicionados em sacos plasticos

e mantidos em geladeira a 4°C para uso posterior.

3.3. Experimentos

3.3.1. Experimento 1: Interacdo FMA — Rosmarinus officinalis - Fusarium
oxysporum

3.3.1.1. Inoculacéo dos FMA e plantio do hospedeiro

Mudas de alecrim (Rosmarinus officinalis L.) obtidas por estaquia
foram enraizadas, em casa de vegetacdo, em substrato constituido de areia de rio lavada, sem
adubacdo, durante 60 dias. Optou-se por estaquia pois, em nosso meio, com nossas condic¢des
climaticas, as sementes tém se mostrado estéreis (CASTRO ; CHEMALE, 1995). Cada in6culo
de FMA, obtido conforme item 3.2., constou de esporos [500 esporos de G.etunicatum (50mL)™
de solo e 700 esporos de G.clarum (50mL)™ de solo] e ainda, fragmentos de raizes infectadas e
micélio. Para tanto, em vasos plasticos de 11 centimetros de altura e com capacidade para

550mL, foram adicionados 350 mL de substrato (preparado conforme item 3.2.1., porém,
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composto por uma parte de areia e uma de terra) e sobre este, 50 mL de indculo do respectivo
enddfito, plantando-se a seguir a muda de alecrim e completando-se 0 vaso com o restante do
substrato até 500 mL de sua capacidade. Foram inoculados 16 vasos com G.etunicatum e 16
com G.clarum. O mesmo procedimento foi utilizado para as plantas testemunha, com igual
namero de repeticdes, porém, estas ndo receberam indculo de FMA. A umidade foi mantida em

60% da capacidade de campo, durante todo o periodo de desenvolvimento das plantas.

3.3.1.2. Adubacéo dos vasos de alecrim

A adubacdo dos vasos de alecrim foi feita com macro e micronutrientes
conforme descrito no item 3.2.5., porém empregando-se, tanto para macro quanto para
micronutrientes, apenas 50 mL vaso™. Em cada vaso foi adicionado, no total, 24,8 ug g™ de
fésforo. A umidade dos vasos ndo ultrapassou 60% da capacidade de campo, do momento da
inoculacdo até o final do experimento. Os vasos testemunhas também foram adubados e

umedecidos da mesma forma que os inoculados com os FMA.

3.3.1.3. Fungo patogénico Fusarium oxysporum

3.3.1.3.1. Obtencéo e multiplicacédo do isolado de F. oxysporum

O isolado de Fusarium oxysporum foi obtido de plantas de alecrim
(Rosmarinus officinalis L.) procedentes da cidade de S&o Paulo, SP. Essas plantas
apresentavam-se com sintomas caracteristicos de “murcha”, evidenciando, através de cortes
superficiais realizados com uma lamina, leve escurecimento do caule na regido dos vasos
lenhosos. Apds isolamento, pelos métodos tradicionais de desinfec¢do, o fungo foi mantido em
frascos de vidro com agua destilada (Método de Castellani). A identificacdo da espécie do fungo
foi feita com o auxilio de literatura especializada (BOOTH, 1971: NELSON et al., 1983).
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3.3.1.3.2. Preparo do in6culo de F. oxysporum

Um fragmento de meio de cultura contendo o fungo foi retirado do
frasco, colocado em placa contendo meio BDA (batata-dextrose-agar) e mantido por 6 dias em
camara tipo BOD com temperatura de 26°C e escuro.

O indculo de F. oxysporum constou de suspensdo conidial e micelial.
Para tanto, o fungo crescido na placa com BDA foi repicado para outras placas contendo o
mesmo meio de cultura. Essas placas foram novamente mantidas em camara tipo BOD, a
temperatura de 26°C e escuro, por 8 dias. Apds esse periodo, 10 mL de agua destilada
esterilizada foi adicionada as placas contendo a cultura do patégeno e, em seguida, micélio e
esporos foram removidos das placas com a ajuda de um pequeno pincel de cerdas macias. A
suspensdo de cada placa foi filtrada em quatro camadas de gaze para retirada dos fragmentos
solidos do meio de cultura, constituindo assim uma suspensdo final. O nimero de esporos da
suspensdo foi determinado através da camara de Neubauer (hemocitdmetro), obtendo-se a

concentracdo final de 5 x 10° esporos mL™.

3.3.1.3.3. Inoculacéo do patdégeno em plantas de alecrim micorrizadas

Para inoculacdo do patdgeno foram utilizadas plantas de alecrim
micorrizadas ha 90 dias (5 vasos com G. etunicatum e 5 vasos com G. clarum) e ainda 5 plantas
testemunha (sem inoculagdo do FMA). O solo de cada um dos 15 vasos foi revolvido,
superficialmente, com a ajuda de uma pinga, de maneira a formar um sulco esféerico ao redor da
regido proxima das raizes. Nestes sulcos, em cada vaso, foram vertidos 15 mL de suspensdo de
conidios de F. oxysporum. A seguir, os vasos foram umedecidos, de maneira a manter-se a
umidade em 60% da capacidade de campo, sendo empregado esse mesmo critério de umidade

por periodo de 12 dias, quando apareceram os primeiros sintomas da doenca.



36

3.3.2. Experimento 2: Interacdo FMA — Ocimum basilicum - Fusarium oxysporum

3.3.2.1. Inoculacéo dos FMA e plantio do hospedeiro

Para o plantio de manjericdo (Ocimum basilicum L.) foram utilizadas
sementes comerciais ndo tratadas. Cada indculo, obtido conforme item 3.2., constou de esporos
[500 esporos de G. etunicatum (50 mL™) de solo e 700 esporos de G. clarum (50 mL™) de solo]
e ainda fragmentos de raizes infectadas e micélio. Em vasos plasticos de 11 centimetros de
altura e capacidade para 550mL, foram adicionados 400 mL de substrato (preparado conforme
item 3.2.1., porém, composto por uma parte de areia e uma de terra) e sobre este 50 mL de
indculo do respectivo endofito, semeando-se, a seguir, dez sementes de manjericdo em cada um,
cobrindo-se as mesmas com fina camada do substrato, ou seja, 50 mL. Essas sementes de
manjericdo passaram por processo prévio de desinfestacdo em solucdo 0,5% de hipoclorito de
sodio por 15 minutos. Foram inoculados 12 vasos com G .etunicatum e 12 com G. clarum. O
mesmo procedimento foi utilizado para as plantas testemunha, com igual numero de repeticées.
Cada um dos vasos testemunhas recebeu 450 mL de substrato e sobre este foram semeadas dez
sementes de manjericdo, cobrindo-se as mesmas com mais 50 mL do substrato. Trinta dias ap6s
a germinacdo das sementes, procedeu-se ao desbaste, mantendo-se trés plantas por vaso, tanto
para as plantas inoculadas quanto para as plantas testemunhas. A umidade de todos os vasos foi
mantida em 60% da capacidade de campo, durante todo o periodo de desenvolvimento das
plantas.

3.3.2.2. Adubacéo dos vasos de manjericéo

A adubacéo dos vasos de manjericdo seguiu 0s mesmos procedimentos

adotados para o alecrim (item 3.3.1.2.)
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3.3.2.3. Fungo patogénico Fusarium oxysporum

3.3.2.3.1. Obtencéo e multiplicacédo do isolado de F. oxysporum

O isolado de Fusarium oxysporum foi obtido de plantas de manjericdo
ando (Ocimum minimum) procedentes de Salvador, BA. Essas plantas apresentavam-se com
sintomas caracteristicos de “murcha”, evidenciando, através de cortes superficiais realizados
com uma lamina, leve escurecimento do caule na regido dos vasos condutores. Apos isolamento
pelos métodos tradicionais de desinfeccdo, o fungo foi mantido em frascos de vidro com agua
destilada (Método de Castellani). A identificacdo da espécie do fungo foi feita com o auxilio de
literatura especializada (BOOTH, 1971; NELSON et al., 1983).

3.3.2.3.2. Preparo do in6culo de F. oxysporum

O in6culo de F. oxysporum isolado do manjericdo foi preparado da
mesma forma que o descrito no item 3.3.1.3.2., obtendo-se a mesma concentragao final de 5 x

10° esporos mL™.

3.3.2.3.3. Inoculacdo do patégeno em plantas de manjericdo

micorrizadas

A inoculacdo de F. oxysporum em manjericdo Seguiu 0S mMesmos
procedimentos descritos no item 3.3.1.3.3., utilizando-se 5 vasos com G. etunicatum, 5 vasos
com G. clarum e 5 plantas testemunha (sem inoculacdo do FMA). Os sintomas também

apareceram apos 12 dias.

3.4. Variaveis analisadas

A avaliagdo da reacdo do hospedeiro ao patdgeno foi feita com base no

numero de plantas que apresentavam os sintomas da doenca, seguidos pelo reisolamento do
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patdgeno em meio de cultura. Esse procedimento foi adotado tanto para as plantas testemunhas
quanto para as plantas micorrizadas com G. etunicatum e G. clarum.

As variaveis relativas ao crescimento e micorrizacdo das plantas foram
determinadas aos 120 dias ap6s o plantio ou semeadura. As variaveis analisadas foram: altura
das plantas (AP); matéria seca da parte aérea (MSPA); matéria fresca das raizes (MFR); taxa de
esporulacdo (TE), porcentagem de colonizacdo micorrizica (CR) e teor de macro e micro

nutrientes na parte aérea das plantas (TMm).

3.4.1. Altura das plantas (AP)

A partir de meio centimetro da superficie do solo, mediu-se a altura de
cada planta da parcela, obtendo-se uma media. Para o alecrim, o resultado foi oriundo de apenas
uma planta por vaso (16 repeticdes), enquanto que, para 0 manjericdo, o resultado foi uma

média das trés plantas por vaso (12 repetigdes).

3.4.2. Matéria seca da parte aérea (MSPA)

As plantas foram cortadas a meio centimetro da superficie do solo,
lavadas (&gua corrente, destilada e deionizada), acondicionadas em sacos de papel e deixadas
para secar em estufa a 60°C até obter-se peso constante. Em seguida, determinou-se o peso da

matéria seca em balanca de precisao.

3.4.3. Materia fresca das raizes (MFR)

Ap0s o corte da parte aérea das plantas, as raizes foram retiradas dos
vasos e lavadas em agua corrente. A seguir, foram previamente secas com uso de papel tipo

toalha e procedeu-se a pesagem das mesmas.
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3.4.4. Taxa de esporulacéo (E)

Apbs a coleta da parte aérea e das raizes, o solo de cada vaso foi
homogeneizado e retirou-se uma amostra de 50 mL. A contagem dos esporos foi feita conforme
0 método descrito no item 3.2.6.

3.4.5. Porcentagem de colonizagdo micorrizica (CR)

Para a quantificacdo da colonizacdo micorrizica, utilizaram-se 0s
métodos de coloracdo de raizes e porcentagem de colonizacdo micorrizica descritos

respectivamente por Phillips e Hayman (1970) e Giovannnetti e Mosse (1980).

3.4.5.1. Método de coloracao de raizes

De acordo com o sugerido por Phillips e Hayman (1970), foram
coletadas raizes de varias partes do sistema radicular de cada planta, de tal maneira a se obter
uma amostra representativa. As raizes foram lavadas e, para efeito de conservacdo, foram
acondicionadas em AFA (alcool - 200 ml; formol - 13 ml; acido acético - 5 ml). Para o processo
de coloracdo, as raizes foram retiradas do AFA, lavadas em agua corrente, imersas em solucao
aquosa de KOH 10% e deixadas em banho maria a 70°C durante 1 hora. Novamente, procedeu-
se a lavagem em agua corrente. Na etapa seguinte adicionou-se solucdo aquosa de HCl a 1%, a
frio, por 2-3 minutos. Em seguida realizou-se a coloragdo com lactofenol mais azul de tripano
0,05% (solucdo corante), em banho maria a 90°C, durante 3-4 minutos; ap6s esse periodo
substituiu-se o lactofenol colorido (solucéo corante) por lactofenol incolor (solugdo descorante),
mantendo-se as raizes nessa solucao por 24 horas.

Solucé@o Corante - Misturam-se volumes iguais de glicerina, acido latico e 4gua destilada com
0,5 g de azul de tripano.

Solucéo Descorante - Misturam-se partes iguais de glicerina, &cido latico e agua destilada.
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3.4.5.2. Determinacao da porcentagem de coloniza¢do micorrizica

Para a avaliacdo posterior da colonizacdo micorrizica, retirou-se uma
amostra de raiz e secou-se em papel absorvente. Cortaram-se fragmentos de cerca de 1cm e
distribuiu-se homogeneamente sobre laminas para microscopia. Foram analisadas 3 laminas
contendo 10 segmentos de raiz colorida, perfazendo o total de 30 segmentos por repeticdo e a
avaliacdo da taxa de colonizacdo micorrizica foi feita sob microscopio Optico 40x
(GIOVANNETTI ; MOSSE, 1980).

3.4.6. Analise de macro e micronutrientes no substrato e nas plantas

Ao final do experimento procedeu-se a andlise de macro e de
micronutrientes no substrato e na matéria seca da parte aérea das plantas, pelos Laboratério de
Fertilidade do Solo e Plantas do Departamento de Ciéncias do Solo, Faculdade de Ciéncias
Agrondmicas, UNESP, Botucatu (SP). Para isso foram utilizadas metodologias de Raij et al.
(2001) e Malavolta et al. (1997).

3.5. Delineamento experimental

Para os dois experimentos, o0 delineamento experimental foi
inteiramente casualizado com trés tratamentos (GE - G. etunicatum; GC - G. clarum; T —
Testemunha); dezesseis repeticdes para o experimento 1 (alecrim) e doze repeticGes para o
experimento 2 (manjericdo). Cada repeticao (ou parcela) foi representada por um vaso, contendo
uma planta para o alecrim e 3 plantas para o manjericéo.

Os dados foram submetidos a analise de varidncia para experimentos
inteiramente casualizados, empregando-se os testes F e Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
Para efeito de anélise, os dados relativos aos teores de nutrientes foram transformados para In X,
a colonizacdo micorrizica para arco seno vV x/100 e a contagem de esporos para \ x+0,5
(SNEDECOR ; COCHRAN, 1972). Os demais parametros avaliados foram analisados com 0s
dados originais.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Experimento 1: Interagdo FMA — Rosmarinus officinalis - Fusarium oxysporum

4.1.1. Parametros de micorrizagao

Os efeitos da micorrizagdo nas plantas de alecrim séo apresentados na
Tabela 2. A altura (AP), matéria seca da parte aérea (MSPA) e esporulacdo (E) foram maiores
nas plantas inoculadas com G. clarum em relacdo as inoculadas com G. etunicatum.
Entretanto, para a colonizagéo radicular (CR) ocorreu o inverso, ou seja, foi maior nas plantas
inoculadas com G. etunicatum. Para o parametro MFR, ndo houve diferenca em relacdo a
especie de FMA inoculado. Quando comparado a G. etunicatum, podemos observar que G.
clarum apresentou menor coloniza¢do radicular, porém maior esporulacdo que aquele
simbionte. Em relacdo as plantas testemunha, G. clarum diferiu significativamente destas em
todos os parametros, porém G. etunicatum ndo diferiu estatisticamente das plantas testemunha
nos parametros AP e MSPA. Apesar de G. etunicatum apresentar maior colonizacéo radicular
(CR) que G. clarum, isto ndo foi refletido no parametro altura (AP), como evidenciado na

Figura 1.



Tabela 2 - Altura da planta (AP), producdo média de matéria fresca radicular (MFR), producdo média de matéria seca da

parte aérea (MSPA), colonizacdo radicular (CR) e esporulacdo (E),
clarum e Glomus etunicatum em plantas de alecrim.

na presenca e na auséncia de Glomus

AP MFR MSPA CR E
(cm) (g/vaso) (g/vaso) (%)? (n® de esporos/50 ml
s0l0)?
Glomus clarum 19,28 a° 1,14 a 1,12 a 65,21 b 254,81 a
Glomus etunicatum 1553 b 0,94 a 0,67 b 85,21 a 17150 b
Testemunha 1531 b 0,47 b 0,74 b 0,00 ¢ 0,00 c
C.V. (%) 23,67 47,19 29,00 26,21 16,20

! Média de 16 repeticdes (foi avaliada 1 planta/vaso)
2 Para efeito de anlise, os dados de colonizacéo e esporulagdo foram transformados para arco seno Vx/100 e Vx+0,5,

respectivamente.

® Médias seguidas da mesma letra, nas colunas, néo diferem significativamente entre si (Tukey, 5%).
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testemunha G etunicatum G, clarum

Figura 1 — Plantas de alecrim mostrando as diferencas na variavel
altura (AP). A direita, planta inoculada com Glomus
clarum. No centro, planta inoculada com Glomus
etunicatum. A esquerda, planta ndo inoculada com FMA

(testemunha).

O aumento da colonizacdo micorrizica parece nem sempre se
correlacionar com o aumento do crescimento da planta, como demonstrado em trabalhos que
revelam a ocorréncia de uma grande variabilidade na capacidade do FMA em colonizar as
raizes do hospedeiro (infectividade) e promover o crescimento vegetal (JAIZME-VEJA ;
AZCON, 1995). Normalmente, a eficiéncia micorrizica esta relacionada a quantidade de
micélio externo formado no solo. Certos FMA podem possuir grande capacidade de colonizar
o0 hospedeiro, porém a proporcdo de hifas externas (estruturas que permitem a maior absor¢ao
de nutrientes) varia muito entre as espécies de FMA (MARSCHNER, 1995).

Por outro lado, no experimento em questdo, G. clarum apresentou

colonizacdo micorrizica menor, porém, com uma esporulacdo maior, quando comparado a
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G.etunicatum, mostrando inversdo entre os dois parametros. Resultados semelhantes foram
conseguidos por Bordin (2002), na micorrizacdo de tomateiros, obtendo maior colonizacéo
radicular com G. clarum (63,28%) em comparacdo com G. margarita (57,48%). Entretanto,
esse autor obteve maior esporulacdo com G. margarita (247,21 esporos.100 g™ de solo seco)
do que com G. clarum (15,65 esporos.100 g de solo seco). Douds Jr. e Schenck (1990)
demonstram que, em razdo das condic¢des tanto dos simbiontes como ambientais, parametros
de colonizacdo e densidade de esporos ndo sdo dependentes um do outro, embora se entenda
gue possam estar relacionados. Isto foi demonstrado em experimentos onde se utilizaram
diferentes concentragdes de nutrientes na micorrizagdo de Paspalum notatum por 3 FMAS
(Gigaspora margarita, Acaulospora longula e Glomus intraradices). Os resultados revelaram
parametros de colonizacdo e de densidade de esporos ndo dependentes um do outro, de acordo
com o simbionte e a concentracdo de nutrientes utilizados. Da mesma forma, Schubert et al.
(1988) nao observaram correlagéo entre densidade de esporos de FMA na rizosfera e a
colonizacdo de raizes em videiras. De acordo com o fungo considerado, a resposta da planta
pode sofrer alteracdes, porém seu potencial de resposta a colonizacdo parece estar ligado a
heranga genética, ou seja, relacionado as caracteristicas morfologicas, fisioldgicas ou
fenoldgicas do hospedeiro, que controlam a demanda e o suprimento de fdsforo, e, desta
forma, o grau de dependéncia da planta (KOIDE, 1991). Aspectos da relacdo fungo-planta
devem ser considerados para o estabelecimento da simbiose micorrizica, uma vez que efeitos
da variacdo genotipica sobre a colonizacao tém sido relatados em grande nimero de espécies
de plantas (GIANINAZZI-PEARSON, 1996).

Os dois FMA utilizados neste experimento foram também avaliados
por Silva et al. (1998) na micorrizacdo do urucuzeiro (Bixa orellana L.), junto com dois
outros FMA, quais sejam, Gigaspora margarita e Scutellospora heterogama. Em relagéo ao
nimero de esporos/50 cm® de solo foram constatadas diferencas significativas, sendo os
maiores valores encontrados nos tratamentos com inoculacdo de G. clarum e Gigaspora
margarita. Quanto a colonizacdo micorrizica, 0s resultados também diferiram
significativamente, porém o0s maiores resultados foram obtidos para Glomus clarum e
Scutellospora heterogama. Neste caso, G. clarum foi o endofito mais eficiente, restando o
terceiro lugar para G. etunicatum, tanto no parametro esporulacdo quanto na colonizacao

micorrizica. Esses autores verificaram ainda que os quatro FMA ndo diferiram
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significativamente entre si e em relacdo a testemunha sem inoculacdo, nos parametros altura,

diametro a altura do colo e peso da parte aérea seca.

4.1.2. Nutrientes

Comparando-se o0s teores de macronutrientes e micronutrientes
presentes na matéria seca da parte aérea em plantas de alecrim (Tabela 3) pode-se observar que
as plantas de alecrim micorrizadas com G. clarum apresentaram teores maiores de K, S, Cu e
Mn do que as plantas micorrizadas com G. etunicatum e plantas testemunha. Da mesma forma,
plantas micorrizadas com G. clarum apresentaram teores maiores de N e P do que plantas ndo
micorrizadas, enquanto que plantas micorrizadas com G. etunicatum apresentaram teores
maiores de K e Zn do que plantas testemunha. Por outro lado ndo se constatou efeito da
micorrizacdo para os teores de N, P, S, Cu e Mn para plantas micorrizadas com G. etunicatum.
Também ndo foi constatado efeito da micorrizacdo para os teores de Ca, Mg, B e Fe presentes
na matéria seca da parte aérea em plantas de alecrim micorrizadas com G. clarum e G.
etunicatum.

Plantas inoculadas com G. clarum apresentaram teores de N, P e K
maiores do que as inoculadas com G. etunicatum e estas Ultimas, por sua vez, apresentaram
valores maiores em relagdo as plantas testemunha, ndo micorrizadas. Este resultado
provavelmente refletiu na altura das plantas (AP) que apresentaram maior peso seco da parte
aérea (MSPA), como pode ser visualizado através da Tabela 2 e Figura 1, mostrando uma
relacdo raiz/parte aérea que variou de acordo com o FMA utilizado e com a disponibilidade de

nutrientes.
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Tabela 3 - Teores de macro e de micronutrientes na matéria seca da parte aérea de plantas de
alecrim inoculadas com fungos micorrizicos arbusculares.

Nutriente Unidade Tratamentos C.V.

GC GE T %

N Nitrogénio gkg'  1,40° & 1,33 ab 1,27 b 1,51
P Fésforo gkg? 019 a 0,15 ab 0,13 b 6,29
K Potéssio gkg! 247 a 213 b 1,97 ¢ 1,18
Ca Célcio g kg™ 0,97 a 1,00 a 1,10 a 5,73
Mg Magnésio g kg™ 0,27 a 0,24 a 0,25 a 3,46
S Enxofre gkg! 023 a 019 b 019 b 3,85
B Boro mgkg® 560 a 6,20 a 5,67 a 2,38
Cu Cobre mgkg? 150 a 1,07 b 0,83 b 5,95
Fe Ferro mgkg' 26,87 a 28,40 a 32,40 a 7,16
Mn Manganés mgkg? 15,10 a 9,67 b 10,83 b 5,66
Zn Zinco mgkg? 4,63 ab 510 a 407 b 3,43

' GC= Glomus clarum; GE= Glomus etunicatum; T= testemunha

2 Para efeito de analise, os dados foram transformados para arco seno v x/100 (médias de 3
repeticoes).

 Médias seguidas da mesma letra, nas linhas, ndo diferem significativamente entre si
(Tukey, 5%).

Metodologia da analise: Malavolta et al., 1997.

Segundo Klepper (1991), a relacdo raiz/parte aérea varia com a
especie e a fase de crescimento da planta e com as condi¢Ges ambientais. A disponibilidade de
nutrientes minerais para a planta, principalmente nitrogénio e fdsforo, pode provocar
alteragbes no crescimento e morfologia da raiz e na distribuicdo do sistema radicular no
substrato. O crescimento da raiz aumenta nos locais com maior disponibilidade desses
nutrientes comparados a sitios com menor disponibilidade, e leva ao decréscimo da relacao da
massa da matéria seca de raiz/parte aérea (MARSCHNER, 1995).

De acordo com Yano et al. (1996), a formacdo de micorrizas pode
alterar a morfologia do sistema radicular e o padrdo de alteracdo varia conforme a espécie
hospedeira e os FMA utilizados. As modificagdes na morfologia do sistema radicular
promovidas pelas micorrizas sd80 uma resposta adaptativa da planta as condicdes
predominantes em determinado momento (FITTER et al., 1991). Portanto, 0 conhecimento

das modificagcdes ocorridas na morfologia de raizes colonizadas por FMA pode auxiliar no
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entendimento dos mecanismos pelos quais a associacao influencia a absorcédo e a ciclagem de
nutrientes em sistemas naturais ou agricolas (HOOKER ; ATKINSON, 1992).

4.1.3. Controle do patdégeno Fusarium oxysporum

Apols 12 dias da inoculacdo do patogeno, as plantas testemunha
comecaram a apresentar os primeiros sintomas de “murcha”, ou seja, o amarelecimento das
folhas e o escurecimento visivel das regides vasculares dos caules. Portanto, empregando-se a
metodologia descrita, o patégeno foi reisolado em meio de cultura. Esse procedimento foi
adotado para cada uma das plantas ndo inoculadas com os FMA. Com relacdo as plantas
micorrizadas, tanto para G. etunicatum como para G. clarum, pode-se notar inicio de murcha
nas plantas, porém, a sintomatologia ndo progrediu e as plantas mantiveram-se sadias, com
nitida continuidade de crescimento (Figura 2). Nao se conseguiu isolar o patdgeno das plantas
micorrizadas, o que leva a crer que o fungo pode ter previamente colonizado as plantas,
mostrando leve sintomatologia, porém encontrou barreiras que impediram a continuidade da
colonizagdo. Portanto, tanto G. clarum quanto G. etunicatum foram eficientes no controle de
F. oxysporum em plantas de alecrim. Dugassa et al. (1996), ao inocular plantas de linho
(Linum usitatisssimum L.) com FMA, verificaram que as plantas micorrizadas apresentaram
resisténcia elevada ao fungo Fusarium oxysporum f. sp. lini. Os efeitos da doenca
apresentaram niveis diferentes, dependentes da cultivar de linho utilizada. Os pesquisadores
atribuiram aos FMA habilidade para induzir tolerancia ao patdgeno. Esta habilidade pode estar
ligada a producao de compostos fendlicos pelas raizes das plantas, como resposta de defesa a
presenca de patdgenos, o que faz com que os FMA sejam estimulados no seu
desenvolvimento (ELIAS ; SAFIR, 1987; TSAI ; PHILLIPS, 1991; BECARD et al., 1992;
BAPTISTA ; SIQUEIRA, 1994; ROMERO ; SIQUEIRA, 1996).
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testemunha  G.etunicatum G.ﬂm‘

Figura 2 — Plantas de alecrim com 90 dias de micorrizagdo, mostrando sintomas de “murcha”,
12 dias apds a inoculagio com Fusarium oxysporum. A direita, planta inoculada

com Glomus clarum. No centro, planta inoculada com Glomus etunicatum. A

esquerda planta ndo inoculada com FMA (testemunha).

Comparando-se as caracteristicas quimicas do solo de vasos com
plantas de alecrim ao final do experimento 1 (Tabela 4) observa-se que os valores dos
paramentros K, Ca, Cu, Mg, SB, M.O. e CTC foram semelhantes entre vasos com plantas
micorrizadas e plantas ndo micorrizadas. Da mesma forma, os valores dos paramentros P,
Al H+Al, S, Fe, B e V% foram semelhantes entre vasos com plantas micorrizadas com
Glomus etunicatum e plantas ndo micorrizadas, enquanto que, os valores obtidos de Mn e Zn

foram semelhantes entre plantas micorrizadas com Glomus clarum e plantas ndo micorrizadas.



49

Os valores de pH e Zn em vasos com plantas micorrizadas com

Glomus etunicatum foram superiores aos obtidos em vasos com plantas ndo micorrizadas. Da

mesma forma vasos com plantas micorrizadas com Glomus clarum apresentaram valores
maiores de pH, P e V% do que vasos com plantas ndo micorrizadas.

O Mn foi o Unico elemento em que o valor obtido em vasos com plantas

ndo micorrizadas foi maior do que vasos com plantas micorrizadas com Glomus etunicatum,

enquanto que, os valores obtidos de Al*® |, H+Al, S, Fe, e B foram maiores em vasos com

plantas ndo micorrizadas do que em vasos com plantas micorrizadas com Glomus clarum.

Tabela 4 — Caracteristicas quimicas do substrato de vasos com plantas de alecrim inoculadas
com fungos micorrizicos arbusculares ao final do experimento 1.

Descricéo Unidade Tratamentos C.V.

GC GE T %

AlI**  Ton Aluminio mmol.dm™® 567° b® 833 a 900 a 9,76
B Boro mgdm® 032 b 039 ab047 a 19,76
Ca Célcio mmol.dm® 967 a 867 a 833 a 1591
CTC  Capacidade de Troca Catidnica mmol.dm™ 44,67 a 50,00 a 52,00 a 8,04
Cu Cobre mgdm® 023 a 037 a 033 a 3226
Fe Ferro mgdm® 67,33 b 78,33 ab 93,67 a 7,76
H+Al  Aluminio trocavel mmol.dm™ 31,67 b 38,00 ab 40,00 a 6,94
K Potassio mmol.dm® 150 a 1,70 a 1,83 a 1331
M.O Mateéria Orgéanica gdm? 9,00 a 10,67 a 12,33 a 12,88
Mg Magnésio mmolcdm™ 233 a 167 a 200 a 2345
Mn Manganés mgdm® 223 a 1,80 b 247 a 7,98
P Fdsforo resina mgdm® 14,33 a 10,67 b 10,67 b 10,87
pH Indice de pH CaCl, 440 a 430 b 420 c¢ 2,02
S Enxofre mgdm® 17,33 b 2533 a 26,00 a 6,99
SB Soma de Bases mmol.dm™ 13,00 a 12,00 a 12,00 a 15,54
V% Saturacgdo de Bases % 29,67 a 23,67 ab 22,67 b 10,93
Zn Zinco mgdm® 157 ab1,97 a 127 b 1250

! GC= Glomus clarum; GE= Glomus etunicatum; T= testemunha*

2 Média de trés repeticdes.

¥ Médias seguidas da mesma letra, nas linhas, ndo diferem significativamente entre si (Tukey,
5%).
Metodologia da andlise: Raij et al. (2001).
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4.2. Experimento 2: Interagdo FMA — Ocimum basilicum — Fusarium oxysporum

4.2.1. Parametros de micorrizacao

Na tabela 5 estdo expressos 0s resultados relativos a micorrizacao das
plantas de manjericdo. Em relacdo a todos os parametros analisados, G. clarum diferiu
significativamente de G.etunicatum e este foi semelhante ao tratamento controle em todos 0s
parametros, exceto colonizagdo micorrizica (CR) e esporulacdo (E). Portanto, G. clarum foi
mais eficiente do que G. etunicatum na micorrizacdo do manjericdo; isto foi notado desde os
dois primeiros meses de micorrizacdo, como pode ser observado na Figura 3. A eficiéncia da
simbiose micorrizica estd relacionada com os fatores edafoclimaticos e aspectos da relacéo
fungo-planta, ou seja, dependendo da espécie de fungo utilizada e das condi¢des do meio
ambiente, a eficiéncia da simbiose planta/FMA também varia (POWELL ; BAGYARAJ,
1984; SMITH ; GIANINAZZI-PERSON, 1996; ALLEN, 1991; COSTA et al., 2001;
CAVALCANTE et al., 2002a; 2002b). G. clarum e G. etunicatum apresentaram
comportamento semelhante aquele mostrado por Freitas et al (2004); esses pesquisadores
utilizaram Glomus clarum, Gigaspora margarita, Glomus etunicatum e Acaulospora
scrobiculata na micorrizacdo de Mentha arvensis L., empregando quatro dosagens diferentes
de fésforo. Na auséncia de adubacdo fosfatada, obtiveram maior producdo de matéria fresca
da parte aérea nos tratamentos com G. clarum e G. margarita (207 e 198%, respectivamente),
em relagdo ao tratamento controle. Por outro lado, G. etunicatum e A. scrobiculata foram
menos eficientes em promover o crescimento das plantas em relacdo as outras duas espécies.
Entretanto, esses autores relacionam o comportamento diferenciado de cada FMA de acordo
com a quantidade de P aplicada no solo.

Silveira et al. (2002), estudando o efeito de seis FMA (entre elas G.
clarum e G. etunicatum) sobre o desenvolvimento vegetativo de plantas de abacateiro (Persea
sp.), nas fases de porta-enxerto, de muda enxertada e de muda no pomar, verificaram que a

influéncia desses FMA ¢ variavel de acordo com a espécie do endéfito envolvido. Esses
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autores relatam que todos os FMA - G. etunicatum, G. clarum, S. heterogama e A.
scrobiculata propiciaram melhor desenvolvimento vegetativo desde o periodo de formacéo

das mudas até o transplante ao campo e também apds essa fase.



Tabela 5 — Altura média das plantas (AP), producdo média de matéria fresca radicular (MFR), producdo média de matéria
seca da parte aérea (MSPA), colonizacéo radicular (CR) e esporulacdo (E) na presenca e na auséncia de Glomus
clarum e Glomus etunicatum em plantas de manjericéo.

AP MFR MSPA CR E
(cm) (g/vaso) (g/vaso) (%) (n® de esporos/50 ml
solo)
Glomus clarum 7,261 a? 254 a 0,56 a 79,72% a 34550° a
Glomus etunicatum 579 b 132 b 0,29 b 61,11 b 176,33 b
Testemunha 499 b 0,71 b 0,29 b 0,00 c 0,00 ¢
C.V. (%) 23,24 43,14 45,60 17,49 9,41

! Foram avaliadas 3 plantas/vaso (média de 12 repeticées).

2 Médias seguidas da mesma letra, nas colunas, néo diferem significativamente entre si (Tukey, 5%)

3 Para efeito de analise, os dados de colonizagao e esporulagio foram transformados para arco seno Vx/100 e Vx+0,5,
respectivamente.
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testemunha G.etunicatum G.clarum

Figura 3 — Plantas de manjericio com 65 dias de idade, ap6s semeadura. A direita, planta inoculada
com Glomus clarum. No centro, planta inoculada com Glomus etunicatum. A

esquerda, planta ndo inoculada com FMA (testemunha).

4.2.2. Nutrientes

Comparando-se 0s teores de macronutrientes e micronutrientes
presentes na matéria seca da parte aérea em plantas de manjericdo (Tabela 6), pode-se
observar que plantas micorrizadas com Glomus clarum apresentaram teores maiores de S, Cu,
Mn e Zn do que plantas micorrizadas com Glomus etunicatum. Observou-se também, que
plantas micorrizadas com Glomus clarum apresentaram teores maiores de Zn do que as plantas

micorrizadas com Glomus etunicatum e plantas ndo micorrizadas. Por outro lado, plantas
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micorrizadas com Glomus etunicatum apresentaram teores maiores de K do que as plantas

micorrizadas com Glomus clarum.

Tabela 6 — Teores médios (%) de macro e micronutrientes presentes na matéria seca da parte
aérea em plantas de manjericdo inoculadas com fungos micorrizicos arbusculares.

Descricéo Unidade Tratamentos C.V.

GC GE T %

N Nitrogénio g kg™ 1,13% a° 1,38 a 1,38 a 37,03
P Fdsforo g kg™ 0,28 a 0,27 a 0,26 a 8,94
K Potassio g kg™ 385 b 6,63 a 6,78 a 10,12
Ca Célcio g kg™ 0,63 a 0,75 a 0,68 a 5,18
Mg Magnésio g kg™ 035 a 034 a 036 a 5,93
S Enxofre g kg™ 0,26 a 0,16 b 0,24 a 9,98
B Boro mgkg' 643 a 1,88 a 1,58 a 84,09
Cu Cobre mg kg™ 1,05 a 0,68 b 0,75 ab 11,13
Fe Ferro mgkg' 29,10 b 36,10 ab 4828 a 14,03
Mn Manganés mgkg' 43,93 a 3450 b 46,28 a 6,23
Zn Zinco mgkg? 548 a 390 b 398 b 4,12

! GC= Glomus clarum; GE= Glomus etunicatum; T= testemunha
2 Para efeito de anélise, os dados foram transformados para arco seno vV x/100 (médias de 4
repeticoes).
% Médias seguidas da mesma letra, nas linhas, ndo diferem significativamente entre si (Tukey,
5%).
Metodologia da anéalise: Malavolta et al., 1997.

N&o foram constatados efeitos da micorrizagdo para os teores de N, P,
K, S, Ca, Mg, Fe, Mn, B e Cu presentes na matéria seca da parte aérea em plantas de manjericao
micorrizadas com Glomus clarum e Glomus etunicatum, quando comparadas com plantas nao

micorrizadas.
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4.2.3. Controle do patdégeno Fusarium oxysporum

Apo6s 12 dias da inoculagcdo do patdgeno, as plantas testemunha comecaram a
apresentar os primeiros sintomas de “murcha”, ou seja, amarelecimento das folhas e visivel
escurecimento das regides vasculares dos caules. Portanto, empregando-se a metodologia
descrita, o patogeno foi reisolado em meio de cultura. Esse procedimento foi adotado para
cada uma das plantas ndo inoculadas com o FMA. Com relagdo as plantas micorrizadas, tanto
para G. etunicatum como para G. clarum, ndo se conseguiu isolar o patdgeno e ainda ndo
foram notados quaisquer sintomas relacionados a doenca, mostrando que realmente os dois
simbiontes foram eficientes no controle de F. oxysporum (Figura 3), 0 que leva a crer que 0
fungo encontrou barreiras que impediram sua colonizag¢do. Portanto, tanto G. clarum quanto
G. etunicatum foram eficientes no controle de F. oxysporum em plantas de manjericdo. As
barreiras que impediram a colonizacdo de F. oxysporum podem estar relacionadas a producéo
de compostos fenolicos, principalmente aqueles do grupo dos flavondides. Diversas pesquisas
tém revelado que os compostos fendlicos sdo produzidos pelas raizes das plantas como
resposta de defesa a presenca de patdgenos e, portanto, tendem a estimular o desenvolvimento
de diversas espécies de FMA (ELIAS ; SAFIR, 1987; TSAI ; PHILLIPS, 1991; BECARD et
al., 1992; BAPTISTA ; ROMERO ; SIQUEIRA, 1996). Devido a isso, alguns pesquisadores
vém realizando trabalhos empregando FMA associados a compostos fendlicos, visando avaliar
a produtividade de algumas culturas, como por exemplo 0 mamoeiro e 0 maracujazeiro
(MARTINS et al., 2000; SOARES ; MARTINS, 2000; SOARES et al., 2005).
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Figura 4 — A foto da esquerda mostra, em detalhes, plantas de manjericdo ndo micorrizadas
(plantas testemunha) revelando sintomas de “murcha”. A foto da direita mostra
comparacdo entre a planta testemunha (esquerda) e plantas inoculadas com

Glomus etunicatum (centro) e Glomus clarum (direita).

Comparando-se as caracteristicas quimicas do solo de vasos com plantas
de manjericdo ao final do experimento 2 (Tabela 7) observa-se que vasos com plantas
micorrizadas e plantas ndo micorrizadas apresentaram valores semelhantes de Al*3, H+Al, Ca,
CTC, Mg, V% e Zn. Plantas micorrizadas com Glomus etunicatum também apresentaram
valores semelhantes de Cu, K, S, SB e pH quando comparadas com plantas ndo micorrizadas.
Por outro lado, valores mais elevados de Mn, P, B e M.O. foram encontrados em vasos com
plantas ndo micorrizadas. Da mesma forma, valores maiores de Cu, K, pH, S e SB foram
obtidos em vasos com plantas ndo micorrizadas do que em vasos com plantas micorrizadas
com Glomus clarum.

Somente no caso do Fe foi encontrado valor mais elevado em plantas

micorrizadas do que em plantas ndo micorrizadas.
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Tabela 7 — Caracteristicas quimicas do substrato de vasos com plantas de manjericéo ao final
do experimento 2.

Descricao Unidade Tratamentos C.V.
GC GE T %
Al fon Aluminio mmol.dm® 8,00°a® 7,25a 625a 21,56
B Boro mgdm®> 020b 021b 026a 1341
Ca Calcio mmol.dm® 125a 175a 1,75a 31,65
CTC Capacidade de Troca Catibnica  mmol.dm*® 37,75a 3950a 4300a 8,39
Cu Cobre mg dm® 045b 055ab 0,63a 16,62
Fe Ferro mgdm® 7875a 8325a 3375b 3148
H+Al  Aluminio trocavel mmol.dm® 3525a 3550a 3925a 8,36
K Potassio mmol.dm® 0,38b 0,78ab 098a 31,94
Mg  Magnésio mmol.dm® 1,00a 1,00a 1,25a 26,19
Mn Manganés mg dm® 1,50c 2,08b 283a 8§13
MO  Matéria Organica g dm?® 825b 850b 10,75a 5,77
P Fadsforo resina mg dm® 9,00c 11,75b 14,75a 9,56
pH Indice de pH CaCl, 410b 420a 418a 1,24
S Enxofre mgdm® 1450b 1550ab 20,25a 15,00
SB Soma de Bases mmol.dm® 300b 375ab 450a 17,28
V% Saturacédo de Bases % 7,25a 10,00a 950a 22,36
Zn Zinco mgdm® 105a 123a 195a 37,12

' GC= Glomus clarum; GE= Glomus etunicatum; T= testemunha

2 Média de quatro repeticdes.

3 Médias seguidas da mesma letra, nas linhas, ndo diferem significativamente entre si (Tukey,
5%)

Metodologia da anélise: Raij et al. (2001).
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5. CONCLUSOES

1) Tanto Glomus etunicatum quanto Glomus clarum séo eficientes na micorrizacdo de plantas

de alecrim.

2) Gomus clarum mostra-se mais eficiente do que Glomus etunicatum na micorrizagdo de

plantas de manjericéo.

3) Tanto Glomus clarum quanto Glomus etunicatum controlam o desenvolvimento de

Fusarium oxysporum em alecrim e manjericéo.
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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