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RESUMO

LIMA, Késsia Barreto, Bidloga Lincenciada, M.Sc., Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro. F evereiro de 2010. Fungos micorrizicos
arbusculares, bactérias diazotroficas e adubacao fosfatada em mudas de
mamoeiro. Orientador: Prof. Marco Antonio Martins. Co-orientadores: Prof.
Fabio Lopes Olivares e Prof.? Marta Simone Mendonga Freitas.

Foi conduzido um experimento em casa de vegetagdo com o objetivo de avaliar
os efeitos dos fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) e das bactérias
fixadoras de nitrogénio, na auséncia e na presencga de fésforo, em mudas de
mamoeiro da cultivar Golden. O delineamento experimental adotado foi o de
blocos casualizados, em arranjo fatorial 4 x 3 x 2, sendo trés tratamentos com
fungos micorrizicos arbusculares: Glomus clarum, Gigaspora margarita, inéculo
misto (Glomus clarum + Gigaspora margarita) e o controle sem FMAs; dois
tratamentos com bactérias diazotroficas: Stenotrophomonas maltophilia e
Azospirillum sp. TS 15 e o controle sem bactérias diazotréficas; e duas doses
de fosforo, 0 e 25 mg dm?®. Os tratamentos foram dispostos em blocos
casualizados, com quatro repeticdes e a unidade experimental foi composta por
um vaso com duas plantas. As mudas foram produzidas a partir de sementes
desinfestadas com hipoclorito de sédio (0,5%) em vasos de 4 dm?, contendo
como substrato uma mistura de solo (Cambissolo) e areia na proporgao de

1:1(v/v), esterilizado em autoclave por duas vezes a 121°C. Aos 105 dias apéds a



semeadura as plantas foram coletadas e avaliadas altura, area foliar total,
diametro do caule, massas frescas da parte aérea e raiz, massas secas da
parte aérea, raiz e total, conteudo de N, P, K, Ca e Mg na parte aérea das
mudas, porcentagem de colonizagdo micorrizica e contagem do numero de
bactérias diazotréficas em amostras de raizes. Independente da presencga da
bactéria e do P no substrato, a inoculagdo com todos FMAs proporcionaram
aumentos significativos no crescimento e nos conteudos de N, P, K, Ca e Mg da
parte aérea das mudas de mamoeiro. Na auséncia de P no solo, os indculos
misto e G. margarita se destacaram como 0s mais promissores para as mudas
de mamoeiro. Nao houve efeito estimulatério ou supressivo no crescimento das
mudas com a inoculagao de bactérias diazotréficas na auséncia ou na presenca
dos FMAs.
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ABSTRACT

LIMA, Késsia Barreto, Biologist, M.Sc., Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. February 2010. Arbuscular mycorrhizal fungi and
diazotrophic bacteria and phosphate fertilization on papaya seedlings. Adviser:
Prof. Marco Antonio Martins. Co-adviser: Prof. Fabio Lopes Olivares and Marta
Simone Mendonca Freitas.

An experiment was conducted in greenhouse to evaluate the effects of
arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) and nitrogen fixing bacteria in the absence
and presence of phosphorus in papaya cultivar Golden. The experimental was
performed using a randomized experimental design factorial 4 x 3 x 2,
corresponding to: three treatments with mycorrhizal fungi: Glomus clarum,
Gigaspora margarita, mixed inoculum (Glomus clarum + Gigaspora margarita)
plus one control with plants without AMF, two treatments diazotrophic bacteria,
Stenotrophomonas maltophilia and Azospirillum sp. TS 15 plus one control with
plants without diazotrophs, and two phosphorus levels, 0 and 25 mg dm™. The
treatments were arranged in randomized block design with four replications and
the experimental unit consisted of one pot with two plants. The seedlings were
grown from seeds disinfected with sodium hypochlorite (0.5%) in pots of 4 dm?
containing as substrate a mixture of soil (Cambisol) and sand 1:1 (v / v) sterile
by autoclaving twice to 121°C. At 105 days after sowing the plants were
collected and measured for height, leaf area, stem diameter, fresh weight of

shoot and root dry masses of shoot, root and total content of N, P, K, Ca and Mg
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in the area of seedlings, percentage of mycorrhizal colonization and counting the
number of diazotrophic bacteria in samples of roots. It was observed that
regardless of the presence of bacteria and the presence in soil inoculated with
AMF all provided significant increases in growth and content of N, P, K, Ca and
Mg in shoots of papaya seedlings. In the absence of P in the soil, the inoculant
mixed and G. margarita stood out as the most promising for the papaya. There
was no suppressive or stimulatory effect on growth of seedlings with inoculation

of diazotrophic bacteria in the absence or presence of AMF.
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1. INTRODUGAO

Dentre o quadro de frutos tropicais produzidos no Brasil, o mamao (Carica
papaya L.) encontra-se em destaque, conferindo ao pais uma grande importancia
econdmica. O Brasil é considerado o maior produtor mundial e o terceiro maior
exportador de mamao em 2007 (IBGE, 2007), com a produgdo estimada de
aproximadamente 1,9 milhdes de toneladas, em 36700 ha de area cultivada
(FAO, 2009).

O mamoeiro esta sendo disseminado em, praticamente, todo o territorio
nacional. Entretanto, a maior parte da producao desta cultura esta concentrada no
norte do Estado do Espirito Santo e sul da Bahia, que apresentam solos de baixa
fertilidade, principalmente no que se refere aos teores de fosforo (P), levando os
produtores a utilizarem altas doses de fertilizantes (Oliveira, 2004). Segundo
Costa e Costa (2007), o P € o nutriente que mais limita o crescimento do
mamoeiro do grupo Solo.

Considerando-se a potencialidade que € conferida a esta cultura para o
pais e o requerimento crescente de fertilizantes fosfatados e nitrogenados para
producdes de mudas destinadas a renovacado de pomares, existe claramente uma
demanda por tecnologias alternativas que passem pela intensificagdo de uso de
processos bioldgicos, com ganhos econémicos e ecoldgicos. Varios estudos
(Miyauchi et al., 2008; Sala et al., 2007; Balota et al., 1997; Paula et al., 1991)

demonstraram que a incorporagao de microrganismos benéficos, como fungos



micorrizicos arbusculares (FMAs) e bactérias diazotroficas, pode melhorar o
desenvolvimento e qualidade das mudas.

Todavia, a literatura ainda carece de estudos sistematizados envolvendo a
interacao entre bactérias diazotroficas e FMAs a cultura do mamoeiro. Apesar do
pouco conhecimento quanto a capacidade de associagao entre bactérias
diazotroficas e mudas de mamoeiro, Boddey et al. (2007) observaram a
capacidade das bactérias diazotroficas epifiticas e endofiticas de colonizarem a
superficie, bem como, o interior das raizes na zona de diferenciagao e
alongamento das cultivares Golden e UENF Caliman 01, além de incrementos no
acumulo de massa de raizes e da parte aérea em ambas as cultivares, indicando
uma resposta promissora a inoculacdo de bactérias diazotroficas em mudas de
mamoeiro.

Por apresentar pouca ramificagdo de raizes e atingir pouca profundidade
no solo, o sistema radicular do mamoeiro € considerado um fator que pode gerar
deficiéncias nutricionais (Souza et al., 2000). Neste sentido, a inoculagcdo de
FMAs na produgédo de mudas de mamoeiro tem aumentado a capacidade da
planta em absorver nutrientes como o zinco (Zn), o cobre (Cu) e principalmente o
P, além da promocédo do crescimento da planta, que pode ser atribuida a
eficiéncia desta associagéo (Dantas et al., 2003; Trindade et al., 2001a; Souza et
al., 2000). Em adicdo, Trindade et al. (2001b) observaram maior absorcéo de K,
nutriente bastante exigido por esta cultura, atingindo teores superiores a 100%,
em relagdo as mudas nao micorrizadas. Além disto, estes autores observaram
que a inoculagado com os FMAs: Glomus clarum e Gigaspora margarita, pode
reduzir até sete vezes a necessidade de aplicagdo de P no solo para se atingir a
produgdo maxima de parte aérea da planta.

Dentro deste contexto, o trabalho tem como objetivo avaliar a resposta a
inoculacdo com FMAs e bactérias diazotréficas, quanto a capacidade de
promog¢ao do crescimento e do acumulo de nutrientes em mudas de mamoeiro

(cultivar Golden), na auséncia e na presencga de fosforo.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A cultura do mamoeiro

O mamoeiro (Carica papaya L.) é uma planta herbacea pertencente a
classe Dicotyledoneae, subclasse Archiclamydeae, ordem Violales, subordem
Caricinae (Badillo, 2000), inserida na familia Caricaceae que compreende seis
géneros e 35 espécies (Van Droogenbroeck et al., 2002). Os géneros Carica (uma
espeécie), Horovitzia (uma espécie), Jacaratia (sete espécies), Jarilla (trés
espécies) e Vasconcellea (21 espécies) séo originarios do continente americano,
enquanto o género Cylicomorpha (duas espécies) pertence ao continente africano
(Van Droogenbroeck et al., 2004).

De acordo com Siméo (1998), o mamoeiro apresenta sistema radicular
pivotante, com raiz principal bastante desenvolvida. A concentragao do sistema
radicular do mamoeiro encontra-se em um raio de 0,35 m a partir do tronco da
planta, sendo que esses valores podem variar em fungao da textura e da estrutura
do perfil do solo (Coelho et al., 2000). O caule € ereto, unico, flexivel, cilindrico,
variando entre 10 a 30 cm de didametro, as folhas sdo grandes, com longos
peciolos fistulosos. As flores do mamoeiro podem apresentar trés tipos de sexo:
masculino, hermafrodita e feminino (Dantas e Castro Neto, 2000). Contudo, as
plantas hermafroditas sdo preferencialmente utilizadas para a producéao
comercial, por apresentarem frutificacdo continua, favorecendo producdes

significativas (Ritzinger e Souza, 2000). O inicio de florescimento e frutificagéo do



mamoeiro ocorre entre 8 a 9 meses apds o semeio. O fruto do mamoeiro é uma
baga, com formato ovdide, esférico-periforme, tamanho e peso com grandes
variagbes (Dantas e Castro Neto, 2000).

As cultivares de mamoeiro sdo classificadas em dois grupos, de acordo
com o fruto: Solo e Formosa (Dantas, 2000). O grupo Solo, no qual se encontra a
maioria das variedades de mamoeiro (ex.: Sunrise Solo, Improved Sunrise Solo
‘Line” 72/12 e Baixinho de Santa Amalia), apresenta frutos com peso médio de
350 a 600 g. O grupo Formosa é composto por mamoeiros hibridos (ex.: Tainung
N°1 e N°2) que apresentam frutos com peso médio de 800 a 1100g (Dantas et al.,
2003; Dantas, 2000). Os frutos do grupo Solo apresentam polpa firme, cor
vermelha e sabor agradavel. Dentre este grupo, encontra-se inserida a cultivar
Golden, cujos frutos foram selecionados entre 1993 e 1996 em Linhares, ES, pela
Caliman Agricola S/A, a partir de uma mutagéo natural de plantas ‘Sunrise Solo’,
que foram introduzidas no pais entre 1975 e 1976 (IBRAF, 2008).

A cultivar Golden é considerada como a lider nas exportacdes, sendo a
principal responsavel pelos 16,7 milhées de toneladas de mamao exportadas em
2007 (IBRAF, 2008). Isto se deve a determinadas vantagens, como a sua menor
susceptibilidade a Mancha Fisiolégica do Maméao e a colorag&do da casca mais
uniforme, resultando em um produto de melhor aparéncia (Marin et al., 1995).
Cerca de 90% das lavouras do Espirito Santo cultivam o maméao Golden,
responsavel por 59% das exportagdes brasileiras da fruta (IBRAF, 2008).

A propagacao do mamoeiro pode ser realizada por meio de semente,
estaquia e enxertia, contudo, estes dois ultimos métodos de propagacgéao
vegetativa sdo economicamente ineficientes e, do ponto de vista do vigor da
planta e da produtividade, n&o apresentam vantagens (Trindade e Oliveira, 2000).
Segundo Dantas et al. (2003), para as condigdes brasileiras, 0 uso mais indicado
como meio de propagacao é o de sementes por ser um método mais barato e de
facil execugao. Como néo se conhece o sexo das plantas no inicio do plantio, os
agricultores plantam pelo menos trés mudas por cova, o que aumenta os custos
de produgédo (Costa et al., 2003b).

Apesar da grande importancia da cultura do mamoeiro na fruticultura
nacional, de modo geral, poucas pesquisas tém sido desenvolvidas com essa
frutifera, principalmente em relagdo a formagdo de mudas (Mendonga et al.,
2003). Quando as mudas alcangam cerca de 5 cm, deve-se fazer a eliminagao



das mais fracas e menos sadias, deixando apenas uma por recipiente. Ao
atingirem 15 a 20 cm de altura, as mudas estdo aptas para serem plantadas no
campo, totalizando um periodo de 45 a 60 dias de cultivo (Lima et al., 2007;
Chaves et al, 2000).

O ciclo de produgao com aproveitamento comercial é relativamente curto.
Lima et al. (2005) afirmam que é possivel que com dois anos de ciclo se obtenha
de 60 a 80% da producao esperada e ainda apontam que o mamoeiro da cultivar
Golden apresenta picos produtivos decrescentes ao longo do ciclo e a produgao
de final de ciclo apresenta maior quantidade de frutos de menor peso unitario.

Desta forma, a necessidade de producao de mudas requeridas para a
renovagao de pomares desta cultura, incentiva a implantagcdo de técnicas
alternativas no processo produtivo dessas mudas. Segundo Trindade et al.
(2000), o aperfeigoamento das técnicas de producdo de mudas de mamoeiro é de
suma importancia, uma vez que o crescimento inicial das mudas tem relagéao

direta com a precocidade e produgao de frutos.

2.2. Nutricdo mineral do mamoeiro

A nutricdo do mamoeiro é um dos principais fatores que interferem na
produtividade e qualidade da fruta, dependendo da disponibilidade de agua e
nutrientes para atender as exigéncias nutricionais desta cultura (Costa e Costa,
2003a). Durante o primeiro ano, 0 mamoeiro apresenta maior demanda por
nutrientes devido ao crescimento continuo e inicio de floragdo (Coelho e Oliveira,
2003). Os solos mais adequados para o plantio do mamoeiro s&o os de texturas
médias ou areno-argilosas, com pH variando de 5,5 a 6,7 (Oliveira, 2002).

Os macronutrientes extraidos em maior quantidade pelo mamoeiro séo
respectivamente, o nitrogénio (N), potassio (K) e calcio (Ca), enquanto o fosforo
(P) é o nutriente extraido em menor quantidade. Os micronutrientes ferro (Fe),
manganés (Mn), e boro (B) sdo os mais exigidos pelo mamoeiro, enquanto o
molibdénio (Mo) é o que se destaca com menor extragdo (Coelho e Oliveira,
2003).

O N é um elemento quimico fundamental na formagcao de biomoléculas
como proteinas, aminoacidos e acidos nucléicos. Segundo Marinho et al. (2001),

este € um dos nutrientes cujo fornecimento esta relacionado aos maiores



incrementos na produtividade do mamoeiro. O K possui uma grande importancia
apoés o estagio de florescimento e frutificagdo, por proporcionar frutos maiores,
com teores mais elevados de agucares, além de sdélidos soluveis totais,
desempenhando uma melhor qualidade do fruto (Oliveira et al., 2000).

Nas regides tropicais, onde o mamoeiro é tradicionalmente cultivado,
podem ocorrer limitagdes de ordem nutricional causadas pelo N e P (Fernandes et
al., 1990). Por essa razéo os agroecossistemas dependem fortemente da adigao
desses nutrientes ao solo para garantir a produtividade das culturas, uma vez que
frequentemente estdo disponiveis no solo em quantidades insuficientes (Gomes
et al., 2000). Apesar da elevada demanda por nutrientes, o mamoeiro apresenta
um sistema radicular com pouca ramificagdo de raizes e atinge pouca
profundidade no solo, podendo ocasionar deficiéncias nutricionais na planta
(Souza et al., 2000).

Cruz et al. (2004) relatam que o mamoeiro sob deficiéncia de nitrogénio
pode apresentar redu¢cao no crescimento e alteragcdo no particionamento de
massa seca. Para a variedade Golden todos os parametros de crescimento das
plantulas do mamoeiro podem ser prejudicados pela deficiéncia de nitrogénio,
sendo a area foliar o componente mais afetado (Cruz et al., 2007).

Apesar do P ser o macronutriente requerido em menor quantidade pelo
mamoeiro, este elemento se acumula na planta de forma crescente e uniforme,
apresentando grande importéncia na fase inicial do desenvolvimento radicular e
fixagdo do fruto na planta, sendo imprescindivel a adubagéo das plantas jovens
com fosforo prontamente disponivel (Oliveira et al., 2004; Oliveira et al., 2000).
Costa e Costa (2007) observaram que o P foi o nutriente que mais limitou o
crescimento do mamoeiro do grupo Solo, seguidos de K, Ca e Mg.

As limitagdes na disponibilidade de P no inicio do ciclo vegetativo podem
resultar em restricbes no desenvolvimento, das quais a planta nao se recupera
posteriormente, mesmo aumentando o suprimento de P em niveis adequados.
Oliveira (2002) cita que na deficiéncia de foésforo, € possivel observar no
mamoeiro um mosqueado amarelo nas margens das folhas novas, e necrose das
suas extremidades. Com a evolugao da caréncia, as areas amarelas tornam-se
necroéticas e as pontas dos lI6bulos e as margens das folhas, enrolam-se para
cima. Sendo assim, o suprimento adequado de P é essencial desde os estadios



iniciais de crescimento da planta, garantindo o desenvolvimento e a qualidade das
mudas, além de proporcionar maior produtividade (Grant et al., 2001).

Durante o crescimento inicial do mamoeiro, alguns autores recomendam a
utilizagdo de dosagens na formulagao do substrato correspondendo a 1.800 mg
de N dm™ em cobertura de uréia (Mendonca et al., 2009), 138 mg dm™ de KCI
(Souza Filho et al., 2006) e 10 kg m™ de superfosfato simples (Mendonca et al.,
2006), atingindo maiores taxas de incremento no crescimento e proporcionando

melhor qualidade na formagao das mudas.

2.3. Fungos micorrizicos arbusculares (FMAs)

A capacidade das raizes das plantas estabelecerem relagdes simbidticas
mutualistas com certos fungos do solo € conhecida como micorrizas (Silveira,
1992), que foi inicialmente proposto pelo botanico alemé&o Albert Bernard Frank,
em 1885 (Siqueira e Franco, 1988).

Sete diferentes categorias de micorrizas tém sido distinguidas com base
em suas caracteristicas morfologicas e espécies de fungos e plantas envolvidas:
arbuscular, ecto, ectendo, arbutdide, monotropdide, ericdide e orquiddide (Finlay,
2008; Smith e Read, 1997). Dentre estes, a micorriza arbuscular (MA) é a mais
ancestral e apresenta melhor distribuicdo e ocorréncia nas plantas tropicais e de
interesse agricola, devido a sua capacidade de colonizar varias espécies de
plantas de importancia econémica (Michereff e Barros, 2001).

Os FMAs pertenciam a ordem Glomerales inserida no Filo polifilético,
Zigomycota (Morton e Benny, 1990). Entretanto, Schuldler et al. (2001)
demonstraram que os FMAs constituem um grupo monofilético claramente distinto
de outros grupos conhecidos. Desta forma, os FMAs foram ascendidos a uma
nova categoria taxondmica, o Filo Glomeromycota. Neste trabalho foram
propostas também as ordens Archaeosporales, Diversisporales, Glomerales e
Paraglomerales, inseridas na Classe Glomeromycetes (glomeromicetos). Apesar
disto, o grupo de fungos que deu origem aos glomeromicetos ainda néo é
conhecido na literatura. A atual classificagdo da Classe Glomeromycotes pode ser
observada na Figura 1.



Sé&o conhecidas 214 espécies de FMAs descritas formalmente e
distribuidas em treze familias e dezenove géneros (AMF-Taxonomy e Phylogeny,
2009).
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Figura 1: Arvore filogenética com a recente mudanca taxondmica da Classe
Glomeromycotes (AMF-Taxonomy e Phylogeny, 2009).

Os FMAs formam associagdes simbidticas mutualistas, que ocorrem em
mais de 80% das plantas vasculares (Schubler et al., 2001; Smith e Read, 1997).
Em relagéo as plantas tropicais, Trappe (1987) relata que cerca de 13,4% das
espécies sao nao-micorrizicas, 70,9% formam micorrizas arbusculares e 15,7%
formam outros tipos de simbiose radicular com fungos.

Na familia Glomeraceae, encontra-se o género Glomus que é considerado
o mais diverso, contendo 105 espécies, correspondendo ao maior numero de
espécies descritas (AMF-Taxonomy e Phylogeny, 2009; INVAM, 2009). Contudo,
o Brasil, até o momento, apresenta apenas 31% da diversidade total deste
género. Apesar disto, o género Glomus aparece como predominante na maioria
dos ecossistemas brasileiros (Moreira et al., 2008). Dentre este grupo, encontra-
se a espécie Glomus clarum descrita por Nicolson e Schenck (1979). O género

Gigaspora, pertencente a familia Gigasporaceae, possui 9 espécies descritas



(AMF-Taxonomy e Phylogeny, 2009), na qual esta inserida a espécie Gigaspora
margarita, descrita por Becker e Hall (1976).

Os FMAs sao considerados biotréficos obrigatérios e incapazes de
completar seu ciclo de vida sem formar simbiose com uma planta autotréfica
(Smith e Read, 2007), entretanto, este fato tem sido contestado por alguns
autores. Hildebrandt et al. (2006) demonstraram que a espécie de FMA
Glomus intraradices é capaz de completar o seu ciclo de vida na auséncia

de uma planta hospedeira quando acompanhado de uma rizobactéria
promotora de crescimento Paenibacillus, sugerindo que os FMAs podem ser
capazes de crescer na auséncia de uma planta hospedeira.

A troca de nutrientes entre os FMAs e a planta associada, além da
transferéncia reciproca, sao requisitos para um bom funcionamento da simbiose
(Javot et al., 2007). O fluxo de carbono na raiz da planta é direcionado ao fungo
sob a forma de agucares (Solaiman e Saito, 1997), e, juntamente, ocorre a
transferéncia de nutrientes minerais a partir do fungo a raiz (George et al., 1995).

O estabelecimento das micorrizas arbusculares resulta em uma sequéncia
de eventos complexos coordenados pelo fungo, pela planta e suas interagdes,
cujos mecanismos de regulacao ainda sao pouco conhecidos (Kiriachek et al.,
2009). Apesar disso, estudos sugerem que moléculas sinalizadoras de plantas,
como estrigolactonas, exsudadas pelas raizes de espécies hospedeiras e nao
hospedeiras de FMAs, atuam como compostos sinalizadores da formacao ou
regulagcédo da simbiose micorrizica arbuscular (Garrido et al., 2009; Reinhardt,
2007) e induzem a ramificagao das hifas, favorecendo a colonizagéo das raizes
pelos FMAs, conforme demonstrado por Akiyama et al. (2005) ao utilizar a
espécie Gigaspora margarita.

O desenvolvimento da simbiose micorrizica arbuscular conduz a um
aumento na formacéo de raizes laterais (Harrison, 2005). A colonizagdo tem inicio
com o crescimento de uma hifa infectiva, a partir de um esporo germinado,
segmento de raiz ou de hifa no solo. O fungo coloniza os espagos inter e
intracelulares das células da epiderme e cértex das raizes, formando arbusculos
através das hifas intercelulares terminais, que atuam primordialmente na
transferéncia bi-direcional de nutrientes entre os simbiontes (Finlay, 2008;
Bonfantes-Fasolo e Perotto, 1992; Bonfantes-Fasolo e Perotto, 1991).
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Os arbusculos apresentam ciclo curto (em média de quatro a cinco dias)
localizados na parte mais interna do cortex, que se diferenciam através da
continua ramificag&do dicotdbmica de suas extremidades (Khachatourians e Arora,
2002). Apés a degradacao do arbusculo, a célula vegetal retoma seu metabolismo
normal e esta apta para abrigar um novo arbusculo. Apos a infec¢do, e durante a
colonizagao do tecido cortical da raiz, além da diferenciagao de arbusculos, pode
ocorrer a formacao de hifas intracelulares, vesiculas ou células auxiliares
(Kiriachek et al., 2009). Os FMAs apresentam grande quantidade de micélio
externo que pode atingir sitios fora da zona de deplegcédo de nutrientes,
aumentando a absorgao e o aproveitamento de agua e nutrientes da solugao do
solo (Smith e Read, 2008).

Para uma eficiente absorcao de nutrientes, a maioria das plantas precisa
se associar a fungos micorrizicos para suprir 0S minerais necessarios,
aumentando sua produtividade e conferindo resisténcia a condigdes de estresses
(Reinhardt, 2007). A exploracdo destas simbioses em ambientes naturais e
agrondmicos é de alto valor ambiental e econémico (Bonfante e Anca, 2009). O
aumento da absorgdo de nutrientes ocorre através da extenséo do sistema
radicular pelas hifas dos FMAs, que proporcionam aumento da area da superficie
de contato com o solo, favorecendo a maior absor¢ao de nutrientes como: P, Cu,
Zn (Kirkby e Romheld, 2007; Fernandes, 2006; Kahneh et al., 2006; Chu, 2001
Marschner e Dell, 1994), Fe (Kahneh et al., 2006), N (Govindarajulu et al., 2005),
K (Gupta et al., 2002).

A contribuicdo dos FMAs para a nutricao fosfatada das plantas esta
amplamente aceita e documentada na literatura nacional e internacional. Em
muitos ecossistemas, os niveis de fosforo disponivel para as plantas sao
limitantes para o crescimento, e isso tem um significativo impacto na agricultura
(Vance et al., 2003). Diversos trabalhos evidenciam que em solos com baixa
disponibilidade de P, ha um aumento da taxa de crescimento, assim como das
concentragdes de P total nos tecidos das plantas micorrizadas, nos estagios
iniciais de desenvolvimento da planta (Smith e Gianinazzi-Pearson, 1988).

De modo geral, o estabelecimento da simbiose resulta em diversos
beneficios para a planta hospedeira como: a reducéo da suscetibilidade a certos
patdgenos, toleréncia ao estresses climaticos e edaficos como, melhor resisténcia

ao estresse hidrico, as temperaturas elevadas, a acidez, a salinidade e a maior



11

tolerancia as condigdes de toxidez do solo (Fernandes, 2006; Bacon e White,
2000; Smith e Read, 1997). Além de acumulo de estoques de carbono (Smith et
al., 2009; Treseder e Allen, 2000), estruturagdo e maior estabilidade dos
agregados no solo (Sylvia, 1999).

2.4. Associagdo micorrizica em mamoeiro

No Brasil, a maior parte da cultura do mamoeiro encontra-se em areas com
solos de baixa fertilidade (norte do Estado do Espirito Santo e Extremo Sul da
Bahia), notadamente baixos teores de fosforo (Oliveira, 2004). Entretanto, Minhoni
e Auler (2003) observaram que o mamoeiro necessita de teores elevados de
fosforo disponivel para o seu crescimento inicial e que a inoculagdo com FMAs
pode reduzir substancialmente esta necessidade.

A inoculacdo de FMAs para a produ¢cdo de mudas de mamoeiro tem
demonstrado a eficiéncia dessa associagdo na promog¢ao do desenvolvimento da
planta, aumentando a sua capacidade em absorver nutrientes como o Zn, Cu, K
(bastante exigido por esta cultura) e principalmente o P (Souza et al. 2000;
Dantas et al., 2003). Em doses menores de P, o efeito de FMAs associados a
compostos fendlicos proporcionam aumentos significativos no crescimento e no
conteudo de P em mudas de mamoeiro (Martins et al., 2000). Diferengas na
absorcao de nutrientes em mudas de mamoeiro inoculadas com FMAs podem
estar associadas as diferengas na porcentagem de colonizagado micorrizica
radicular (Khade e Rodrigues, 2009).

Ao estimar o coeficiente de determinag&o genotipica representado por
quatro gendtipos de mamoeiro (grupos ‘Solo’ e ‘Formosa’), quanto a capacidade
de se associar a espécie de FMA (Gigaspora margarita), Trindade et al. (2001a)
concluiram que todos os gendtipos testados responderam a inoculagdo. O grupo
Formosa apresentou menor comprimento de raiz e maior demanda na forma da
proporgao entre parte aérea e comprimento de raiz, enquanto a eficiéncia
micorrizica e a colonizagdo radicular média para ambos os grupos de plantas
foram similares, situando-se em 60% e 50%, respectivamente, além da
inoculacao ter aumentado a absorcéo de Cu, K, e Cu.

Trindade et al. (2001b) demonstraram que cultivares pertencentes aos
grupos Solo e Formosa, podem ser beneficiadas pela inoculagdo com Glomus
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clarum e Gigaspora margarita, reduzindo-se até sete vezes a necessidade de
aplicagao de P no solo para se atingir a maxima da produgao de parte aérea, em
resposta a uma maior eficiéncia simbidtica. Além da maior absorcéo de K para
todos os gendtipos de ambos os grupos, atingindo valores superiores a 100% em
relacdo as ndo micorrizadas.

Da mesma forma, € possivel que outras cultivares possam ser beneficiadas
pela inoculagdo destas espécies de FMA (Glomus clarum e Gigaspora margarita).
Entretanto, Khade e Rodrigues (2009) apontam que nem todas as combinagdes
de enddfitos e hospedeiros tém efeitos similares de estimulagdo de crescimento e
este fato pode ser interpretado como um tipo de especificidade hospedeira
funcional ou compativel, sendo necessarios estudos desta associagéo.
Considerando a limitagdo de crescimento do mamoeiro do grupo Solo pela
auséncia de P (Costa e Costa, 2007) e a inexisténcia de relatos na literatura
envolvendo a associagao micorrizica arbuscular a cultivar Golden, bem como, a
sua relevancia econdmica para o pais, ainda se faz necessario o desenvolvimento
de pesquisas que permitam avaliar as diferentes potencialidades proporcionadas
no que se refere a promogao de crescimento vegetal e aquisicdo de nutrientes.

Segundo Dantas et al. (2003), as associagdes micorrizicas tendem sempre
a serem benéficas para o mamoeiro, contudo algumas variedades podem ser
beneficiadas mais do que as outras. O hibrido Tainung N°1 apresenta menor
crescimento de raizes em relacéo as variedades Sunrise Solo e Improved Sunrise
Solo Line 72/12, gerando maior necessidade de associacdo com fungos
micorrizicos.

Trindade et al. (2000) empregando solo desinfestado ou ndo por fumigacéo
e fungos nativos e exoticos selecionados em solo fumigado, concluiram que todos
os fungos inoculados apresentaram, eficiéncia simbidtica para o mamoeiro em
solo ndo fumigado, destacando-se os exoéticos: G. clarum e G margarita e um
isolado nativo (Gigaspora sp.). Os fungos, previamente selecionados em solo
fumigado, mostraram alta eficiéncia simbiotica em solo ndo fumigado, ainda que
na presenga de uma comunidade de fungos micorrizicos nativos. De acordo com
Chu et al. (2001), Gigaspora margarita é a espécie mais promissora para ser
usada como inoculo das mudas de gravioleira, em solos fumigado e nédo
fumigado, por ser mais competitivo mantendo os mesmos niveis de colonizagao

antes que as raizes sejam colonizadas pelos FMAs nativos. Visto a eficiéncia
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simbidtica apresentada pelos FMAs: G. clarum e G. margarita, em baixas
concentracdes de P no solo, tanto desinfestado e ndo desinfestado existe um
indicativo de que estes microrganismos s&o promissores podendo emergir
futuramente como produtos biotecnolégicos em programas de inoculagao de
plantas em escala comercial. Da mesma forma, Minhoni e Auler (2003)
observaram que a fumigagao do solo nao interferiu no crescimento das mudas de
mamao colonizadas por G. macrocarpum. Os maiores efeitos da micorrizagao
ocorreram com adigdo de 60 mg dm™ de P ao solo e foram equivalentes & adigéo
de 240 mg kg™ de P ao solo para as mudas nao micorrizadas. Estes autores
observaram também que a inoculagéo reduziu a necessidade de P para plantas
de mamoeiro, medida pelos ganhos em didametro de caule, altura e numero de
folhas, confirmando o potencial de utilizagdo de FMAs para o mamoeiro.

Estes estudos indicam que a utilizagdo dos FMAs na producdo de mudas
de mamoeiro pode, ndo somente influenciar na nutrigdo e crescimento da planta,
reduzir o tempo de permanéncia das mudas no viveiro, reduzindo os custos de
insumos e mao-de-obra, mas também, proporcionar maior vigor e sobrevivéncia
das mudas apos transplantio para o campo, reduzindo os custos adicionais com o

replantio.
2.5. Interacdo entre plantas, FMAs e bactérias diazotréficas

Complexas interacdes microbianas com raizes de plantas podem envolver
tanto microrganismos endofiticos e simbibticos, quanto os de vida livre,
associativos ou que ocorrem casualmente na natureza (Richardson et al., 2009).

Existe uma interacéo funcional entre as bactérias endofiticas e os FMAs
(Paula et al., 1992). A transmissao das bactérias diazotréficas para as plantas
pode ocorrer através de esporos de FMAs (Bhowmik e Singh, 2004; Li e
Strzelczyk, 2000; Paula et al., 1991) ou pela colonizagao bacteriana em hifas
extra-radiculares de FMAs (Toljander et al., 2006).

Os FMAs além de fornecerem nutrientes para as bactérias que colonizam
as superficies ou o interior dos esporos, conferem protecdo contra dessecacéo,
radiacdo, predacao e salinidade (Levy et al., 2009). Durante o processo de
penetracao das hifas infectivas ocorre maior exsudagao de nutrientes pela planta,
acelerando o crescimento das bactérias (Paula et al., 1991).
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De forma reciproca, as bactérias associadas aos esporos de FMAs podem
promover aumento e rapida colonizagao pelo fungo, conforme sugerido por
Bhowmik e Singh (2004). Hildebrandt et al. (2006) demonstraram que algumas
espécies da BPCP Paenibacillus sao altamente eficientes em sustentar o
crescimento dos FMAs pela produgdo de novos esporos germinantes na auséncia
de planta hospedeira. E provavel que algum componente quimico possa ser
excretado pelas bactérias e utilizado pelos fungos, embora isto ainda n&o tenha
sido descoberto (Hildebrandt et al., 2002). Estes resultados permeiam a
possibilidade de FMAs serem capazes de crescer na auséncia da raiz de uma
planta, como um parceiro alternativo, o que mudaria radicalmente a compreensao
atual do papel da FMAs nos ecossistemas do solo, além de abrir novas
possibilidades para a exploragédo destes fungos na producdo de plantas (Larsen et
al., 2009).

Segundo Artursson et al. (2006), os beneficios da interagdo FMA-bactéria
diazotrofica podem ser atribuidos, principalmente, ao incremento na absorcao de
P pelas plantas micorrizadas, propiciando melhores condi¢gdes para o
estabelecimento da associagdo com bactérias diazotréficas, o que representa, por
sua vez, alto custo energético para o funcionamento da nitrogenase. Como as
bactérias diazotréficas associativas ndo estdo separadas dos FMAs (Bandara et
al., 2006), esta interacédo pode resultar em competicdo por nutrientes e espago
entre os dois microrganismos, ou ainda, em sinergismo, proporcionando
beneficios para planta hospedeira.

Soares et al., (2009) observaram que através da dupla inoculagao de
BPCP e FMAs em mudas micropropagadas do abacaxizeiro, a germinagéo de
esporos de FMAs pode ser estimulada ou inibida em presenca de BPCP,
engquanto a simbiose micorrizica pode ser inibida. Resultados similares foram
obtidos por Larsen et al., (2009) em mudas de Cucumis sativus, através de efeitos
estimulatérios e supressivos em relagédo ao crescimento da planta em resposta a
dupla inoculagao.

De modo geral, a inoculagédo conjunta de bactérias diazotroficas e fungos
micorrizicos é uma estratégia ja comprovada pela pesquisa em diferentes
especies, conferindo beneficios tanto na nutricdo, quanto na protecdo das mudas
(Borges et al., 2003). Existem varios relatos dos efeitos benéficos propiciados
pela interacdo FMA-bactéria diazotrofica (Barea et al., 2005; Bhowmik e Singh,
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2004), no crescimento de varias culturas, como milho (Miyauchi et al., 2008), trigo
(Sala et al., 2007), arroz (Raimam et al., 2007), mandioca (Balota et al., 1999;
Balota et al. 1997), batata-doce, cana-de-agucar e sorgo (Paula et al., 1991).

Perante a complexidade das interagdes ecoldgicas existentes entre FMAs e
as bactérias diazotroficas, é importante ressaltar a necessidade do
desenvolvimento de estudos que permitam ampliar o entendimento dos beneficios
e dos efeitos inibitérios proporcionados por esta associagdo. De forma geral,
essas interagdes podem ser de extrema importancia para uma agricultura
sustentavel, contribuindo para redugao de insumos quimicos, uma vez que estes
microrganismos podem, além de estimular o crescimento vegetal, conferir a planta
hospedeira maior resisténcia ao ataque de patégenos e condigdes adversas do
solo.

O aumento na fixagdo bioldgica de nitrogénio em plantas micorrizadas,
através de relagdes sinergisticas com sistemas fixadores, € de grande interesse
em varias culturas tropicais importantes (Fernandes, 2006). Todavia, apesar de
muitos estudos evidenciarem diferentes contribuicées destes microrganismos no
desenvolvimento de diversas culturas, a literatura ainda carece de relatos que
demonstrem o efeito desta associagcdo em fruteiras tropicais. Nesse sentido,
conhecimentos sistematizados que envolvam a interagao entre BFN e FMAs a
cultura do mamoeiro quanto a promogao de crescimento, protecao vegetal e
acumulo de nutrientes sdo necessarios.

Outro fator que dificulta a compreensao desta interagdo € o pouco
conhecimento existente quanto a capacidade de associagao entre bactérias
diazotroficas a cultura do mamoeiro. Boddey et al. (2007) observaram a
capacidade de bactérias diazotréficas epifiticas e endofiticas de colonizarem a
superficie, bem como, o interior das raizes de mudas de mamoeiro, na zona de
diferenciagao e alongamento das cultivares Golden e UENF Caliman 01. Além
disso, ao selecionar diferentes isolados bacterianos diazotroéficos, sob diferentes
formas de inoculagéo e gendtipos, estes autores observaram incrementos no
acumulo de massa vegetal entre todos os genodtipos avaliados, indicando uma

resposta promissora a inoculacdo de BFN em mudas de mamoeiro.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local e delineamento experimental

O experimento foi realizado em casa de vegetacéao, localizada na unidade
de apoio do Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias (CCTA) da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), em Campos
dos Goytacazes - RJ (Latitude= 21° 19' 23"; Longitude = 41° 10' 40" W; Altitude=
14 m), entre 16/04/2009 a 31/07/2009. Diariamente foram registrados os valores
de temperatura maxima e minima no interior da casa de vegetagédo. As
temperaturas diarias maximas variaram de 41,5 °C a 20,0 °C, com médias de 33,9
°C, e as temperaturas diarias minimas entre 12,0 °C a 22,0 °C, com média de
18,6 °C.

O delineamento experimental foi um arranjo fatorial 4 x 3 x 2, sendo trés
tratamentos compostos por espécies de fungos micorrizicos arbusculares:
Glomus clarum (Nicol son e Schenck,1979), Gigaspora margarita (Becker e Hall,
1976) e inoculo misto (Glomus clarum + Gigaspora margarita) e o controle sem
FMAs; dois tratamentos com bactérias diazotroficas: Stenotrophomonas
maltophilia (NCBI J293470) e Azospirillum sp. TS 15 (NCBI AB114194), e o
controle sem bactéria diazotrofica; e duas doses de fosforo no solo, 0 e 25 mg dm’
3. Os tratamentos foram dispostos em blocos casualizados, com quatro
repeticoes.



17

A unidade experimental foi composta por um vaso plastico de 4 dm?® de

substrato, contendo duas mudas de mamoeiro por vaso.

3.2. Preparo do substrato

O solo destinado ao preparo do in6culo de FMAs e para o experimento foi

classificado como Cambissolo Haplico Tb Distréfico tipico, coletado na
profundidade de 0-20 cm, peneirado, misturado com areia 1:1 (v/v) e esterilizado
em autoclave por 2 vezes, a uma temperatura de 121°C por 1 hora.
Apds a autoclavagem, o substrato apresentou as seguintes caracteristicas
quimicas: pH em agua = 5,9; matéria organica= 12,24 g dm™; P= 5,0 mg dm™; S=
7,0 mg dm; K*=0,7 mmol. dm™; Ca?*=13,0 mmol. dm; Mg?= 12,1 mmol. dm;
Al**= 0,0 mmol, dm™; H+Al= 12,5 mmol; dm™; SB= 26,3 mmol, dm™; CTC= 38,8
mmol, dm™; Fe= 42,8 mg dm™; Cu= 0,50 mg dm™; Zn= 1,06 mg dm™®;, Mn= 59,3
mg dm™ e B= 0,24 mg dm™.

Ao substrato foram adicionadas duas doses de P (0 e 25 mg dm™),
utilizando-se como fonte KH,PO,4. Os teores de K do substrato foram elevados
para 100 mg dm™, utilizando-se, como fonte, KH,PO e KCI. O substrato foi
mantido por 42 dias incubado, devidamente molhado. Posteriormente foram
realizadas extracdes de P (Mehlich™) nas amostras com as doses de 0 P e 25 P,
obtendo-se 5 e 20 mg dm™ de P, respectivamente.

3.3. Preparo dos in6culos dos FMAs

As espécies de FMAs testadas (Glomus clarum, Gigaspora margarita e
inéculo misto) foram provenientes do Banco de Inoculo do Setor de Microbiologia
da UENF do Laboratério de Solos.

Para multiplicacdo do in6culo, foram semeadas em vasos de cultura
contendo 3 dm® de substrato esterilizado, sementes de Brachiaria decumbens
desinfestadas em solugao de hipoclorito de sédio 0,5%, durante 15 minutos,
posteriormente lavadas com agua destilada, por quatro vezes consecutivas. Apos
o plantio, os vasos foram mantidos em casa de vegetagéo por um periodo de 90
dias para a multiplicagcdo dos fungos. Sequencialmente, as partes aéreas foram
podadas e os vasos cobertos com folhas de papel, sem irrigacdo, por um més,
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para facilitar a esporulagédo dos fungos. Transcorrido este periodo, a mistura do
solo contendo, raizes colonizadas e os esporos dos FMAs, foi utilizada como
inéculo, sendo conservados em camara fria a 4°C até a execucao do experimento.

Para a inoculacdo das mudas de mamoeiro foram adicionados 50 cm?®
vaso™ do indculo fungico de cada espécie. Para os tratamentos com inéculo misto
foram adicionados 25 cm® vaso™' do indculo de cada espécie. A aplicacgéo foi
realizada entre 2 a 3 cm abaixo da superficie do substrato.

3.4. Preparo dos inoculos das bactérias diazotréficas

As seguintes estirpes de bactérias diazotroficas foram utilizadas:
Stenotrophomonas maltophilia (NCBI AJ293470) e Azospirillum sp. TS 15 (NCBI
AB114194), advindas da Colecado de Culturas de Bactérias Fixadoras de
Nitrogénio do Setor de Citologia Vegetal da UENF/Laboratorio de Biologia Celular
e Tecidual. Estas estirpes foram previamente selecionadas como promissoras
para promog¢éo de crescimento em mudas de mamoeiro (Boddey et al., 2007) e
sao oriundas do Grupo Solo obtidas a partir de raizes da cv. Golden e da rizosfera
da cv. Baixinho de Santa Amalia, respectivamente.

As estirpes selecionadas foram estocadas em agua Milli-Q estéril. As
caracteristicas culturais das bactérias diazotroficas utilizadas apresentam-se na
Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas quanto a morfologia das colénias das bactérias
diazotroficas crescidas em meio Dygs soélido

Caracterizagdo morfolégica das colOnias

Estirpes
Tamanho Forma Elevacdo Bordo Superficie Cor
- . : . . Amarelo/
S. maltophilia Puntiforme Circular Lente Inteiro Lisa Translucido
Azospirilumsp. 2 (mm)  Circular Convexa Inteiro  Lisa Branco/

opaco
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A producao do inoculante bacteriano foi realizada a partir da obtencéo de
coldnias isoladas e crescidas em pré-inéculo contendo 5 mL de meio de cultivo
liquido Dygs (Dobereiner et al.,1995) e mantidos sob agitagao (250 rpm, por +24h
a 30°C). O pré-inoculo obtido foi utilizado para produzir um volume maior de
inoculante (1,5 L de meio liquido Dygs), sob as mesmas condi¢gdes. Os indculos
foram padronizados em absorbéancia (leitura da densidade 6ptica em 560 nm)
mediante a diluicdo e contagem em camara de “Neubauer”, correspondendo a

uma densidade de 108 células por mL.
3.5. Producao de mudas de mamoeiro

Sementes de mamoeiro (Carica papaya L.) da cultivar Golden (Grupo Solo)
foram fornecidas pela empresa Caliman Agricola S/A. As sementes foram
desinfestadas com hipoclorito de sodio (0,5 %), por 10 minutos, e colocadas para
germinar em vasos plasticos contendo 4 dm® de substrato autoclavado,
previamente adubados com duas doses de fésforo 0 e 25 mg dm™. Em cada vaso
foram plantadas cinco sementes.

No momento do plantio foram inoculados os FMAs e as bactérias
diazotréficas. Os tratamentos contendo os FMAs foram inoculados a partir de uma
mistura de solo e raizes colonizadas (item 3.2.) (50 cm® vaso™ de indculo) com
Glomus clarum, Gigaspora margarita e inoculo misto (Glomus clarum + Gigaspora
margarita), deixando-se o tratamento controle sem inoculagdo. Cada in6culo
fungico foi aplicado a uma profundidade aproximada de 3 cm, nos vasos dos
tratamentos correspondentes, procedendo-se em seguida com a semeadura.
Para os tratamentos contendo bactérias diazotréficas, a inoculagdo consistiu na
aplicagao direta ao substrato de 1 mL do inéculo (na concentragdo de 102 células
por mL) ao redor de cada semente contida no vaso.

Aos 22 dias ap0s a germinacéo, foi aplicada em todos os tratamentos uma
dose correspondente a 20 mg dm™ de N na forma de NH4sNO; (34% N),
parcelada em duas aplicagdes, em intervalos de 15 dias.

Ap0s 45 dias de germinagéo foi realizado o desbaste das mudas, deixando-
se duas plantas mais vigorosas por vaso. Em adig¢éao, foi reaplicado 1 mL de
in6culo bacteriano diretamente ao redor de cada muda tratada com bactérias
diazotroficas.
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Irrigagdes diarias foram realizadas, utilizando-se agua desionizada durante

o periodo de conducao experimental.

3.6. Colheita e variaveis avaliadas

Antes da colheita, foi realizada a avaliagédo de caracteristicas biométricas,
sendo mensurados, a altura das plantas (determinada a partir da regido do colo
até a gema apical por meio de uma régua milimetrada) e o diametro do caule (a
partir de 2 cm do colo da planta com auxilio de um paquimetro digital).

Aos 105 dias apds a semeadura, foi realizada a coleta das plantas (parte
aeérea e raiz). A area foliar total foi quantificada por meio do analisador de gas por
infravermelho de leitura direta (LI-6200, LI-COR). As raizes das mudas de
mamoeiro foram lavadas, sequencialmente, com agua comum e desionizada, e
foram coletadas amostras de raizes mais finas para determinagao da
porcentagem de colonizagdo micorrizica e outra amostra (aproximadamente 1g de
massa fresca) para contagem bacteriana. A parte aérea e a raiz foram
acondicionadas individualmente em sacos de papel e, apos a pesagem,
colocadas em estufa de ventilagdo forgada.

Apos a coleta, foram quantificados as massas frescas e secas e 0s
conteudos de N, P, K, Ca e Mg da parte aérea das plantas. Além disso, foi

realizada a avaliagédo da colonizagao de raizes pelos microrganismos.

3.6.1. Avaliagcdo de massa fresca e seca das mudas

As plantas obtidas foram divididas em parte aérea (folhas e caule) e raizes,
sendo pesadas em sequéncia, utilizando-se uma balanga digital com precisdo de
trés casas decimais. Posteriormente, os materiais vegetais foram acondicionados
em sacos de papel e colocados em estufa com circulagédo de ar forgada, a 75 °C
por 48 horas, sendo, posteriormente, pesados para a determinagédo da massa
seca (Malavolta et al., 1989).
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3.6.2. Contéudos de N, P, K, Ca e Mg na parte aérea das mudas

Apds a determinacido da massa seca, toda a parte aérea das plantas de
mamoeiro foram trituradas (com excegao das folhas senescentes) em moinho tipo
Willey, usando peneira de 20 mesh. Em seguida, foram acondicionadas em
recipientes plasticos hermeticamente fechados.

Posteriormente, o material triturado foi submetido a oxidagcao através da
digestdo sulfurica (H.SO4 e H,0,), obtendo-se um extrato onde foram
determinados os teores de nutrientes. O N foi determinado pelo método de
Nessler (Jackson, 1965). O P foi determinado colorimetricamente, pelo método
azul de molibdato (Malavolta et al., 1997) por espectofotometria, e o K através da
espectrofotometria de emiss&do de chama. Os nutrientes Ca e Mg foram
determinados por espectrofotometria de absorgéo atémica (Zeiss AAS4).

3.6.3. Porcentagem de colonizag&o micorrizica

As amostras de raizes obtidas foram coletadas, lavadas com agua corrente
e as raizes finas foram cortadas em aproximadamente 2 cm de comprimento e
armazenadas em alcool etilico 50% para a avaliagdo sequencial da porcentagem
de colonizag&o micorrizica. A coloragédo das raizes em azul de metila foi efetuada
de acordo com a metodologia descrita por Grace e Stribley (1991), adaptada com
KOH (5%) a 80°C por 10 minutos e H,0O, alcalina 5% por 7 minutos. Apos a
coloragdo com azul de metil, 10 segmentos de raizes foram depositados, com o
auxilio de uma pinga, sobre laminas, onde foram adicionadas algumas gotas de
glicerol acido sobre as raizes, sendo posteriormente cobertas por uma laminula.
Para determinar a porcentagem de colonizagédo micorrizica, os segmentos de
raizes foram levados ao microscopio Optico para a observacao da presencga de
estruturas de FMAs.

3.6.4. Contagem de bactérias diazotroficas

Para estimar o numero de células das bactérias diazotréficas associativas

presentes nas raizes foi utilizada a técnica do numero mais provavel (NMP). Para

tanto, foram utilizadas 1g de amostras de raizes frescas de cada tratamento,
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sendo maceradas em 9 mL de solucéo salina estéril (diluicdo 107"), seguidas de
diluicdes seriadas de 107" até 10°®. Aliquotas (100 pL) das respectivas diluigdes de
10 até 107 foram inoculadas em vidros de penicilina contendo 5 mL de meio
semi-seletivo semi-solido NFB (Oliveira et al., 2002) e, posteriormente, incubados
em estufa a 30 'C por 7 dias. Apds este periodo, os frascos inoculados foram
avaliados quanto a presenca de crescimento tipico de bactérias fixadoras de
nitrogénio, caracterizado pela formag¢édo de uma pelicula aerotaxica, formada na
superficie do meio. O numero populacional foi obtido com o uso da tabela de
McCrady, tomando-se por base o numero de frascos positivos em cada diluigdo
(Dobereiner et al.,1995).

3.7. Analise estatistica

Os dados experimentais obtidos foram submetidos a analise de variancia e
a comparagao entre as meédias dos tratamentos pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade. Os valores do numero mais provavel (NMP) das bactérias
diazotroficas nas raizes foram normalizados pela transformagédo em log x. Foi
utilizado o Sistema de Analise Estatistica (SANEST), desenvolvido pelo CIAGRI

(Centro de Informatica na Agricultura) da Universidade de Sao Paulo.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Altura, area foliar e diametro do caule das mudas

A altura das mudas de mamoeiro foi influenciada tanto pela inoculagdo com
FMAs quanto pelas doses de fosforo (Tabela 2). No entanto, nao foi influenciada
pela inoculagdo com as bactérias diazotroficas. A altura média encontrada nas
mudas foi de 23,1 cm, com variacdes entre 5,4 cm (tratamento sem FMA e sem
fésforo) e 29,5 cm (tratamento inoculado com G. margarita ou inéculo misto com
fésforo). De forma geral, foi possivel observar que a inoculagdo com todos os
FMAs proporcionaram maior crescimento em altura, comparativamente aos
controles (sem FMAs), independente da presencga de bactérias diazotroficas no
substrato, em ambas as doses de P avaliadas (0 e 25 mg dm™).

Na auséncia da adubacao fosfatada, a altura das mudas de mamoeiro foi
maior nos tratamentos inoculados com in6culo misto (29,3 cm) e G. margarita
(28,0 cm), que proporcionaram incrementos de 443% e 419%, respectivamente,
em relagao ao tratamento sem FMA (5,4 cm) (Tabela 2). O mesmo desempenho
foi observado com a inoculagao destes mesmos inéculos na presenga do P no
substrato, proporcionando incrementos de 198% na altura das mudas. Os
resultados obtidos no presente trabalho demonstram a eficiéncia destes fungos
em promover o crescimento das plantas de mamoeiro, mesmo em condi¢des de

baixa disponibilidade de P no solo.



Tabela 2. Altura (cm) das mudas de mamoeiro da cultivar Golden em fung&o da inoculagé&o de fungo micorrizico arbuscular (FMA) e

das doses de P no substrato, com os incrementos relativos (IR%) aos 150 dias apds a semeadura

Altura das plantas (cm)

Doses de P FA
Sem FMA G. margarita IRF% G. clarum IRF%  In6culo Misto  IRF% Médias
0 mgdm? 5,4 cB 28,0 aA 419 25,3 bB 369 29,3 aA 443 21,9
25 mg dm™ 9,9 bA 29,5 aA 198 28,1 aA 184 29,5 aA 198 24,3
IRP% 83% 5% - 11% - 1% -
Médias 7,7 28,8 26,7 29,4 23,1
C. V. (%) 10,3

Médias seguidas da mesma letra, mindscula na linha e maidscula na coluna, ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. Incremento
relativo a inoculagao com FMA [IR£% = 100(x-y)/y, sendo x: altura da planta inoculada e y: altura da planta controle (n&do inoculada)]; Incremento relativo a

presenca de P no substrato [(IRp% = 100(x-y)/y, sendo x: com P e y: sem P)];

144
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As médias obtidas pelas mudas inoculadas com FMA no presente trabalho,
em ambas as doses de P no substrato, foram superiores aos valores verificados
em alguns trabalhos. Trindade et al. (2001a) observaram que a inoculagdo com
FMAs aumentou significativamente a altura e o numero de folhas da maioria dos
genotipos de mamoeiro do Grupo Solo e Formosa. Além disso, o valor maximo de
altura obtido por estes autores foi correpondente a 12 cm, aos 41 dias apdés o
transplantio, quando inoculadas com G. margarita, utilizando-se 20 mg dm™ de P
no substrato. Trindade et al. (2000), utilizando esterco na composi¢gao do
substrato para producdo de mudas de mamoeiro da cv. Sunrise Solo inoculadas
com G. etunicatum, observaram que as médias das alturas das mudas variaram
de 7 a 19,5 cm aos 45 dias apos o transplantio.

Mendonga et al. (2006), trabalhando com mudas de mamoeiro ‘Formosa’,
aos 140 dias apos a semeadura, conseguiram obter médias de alturas que
variaram entre 15 a 18 cm, adicionando-se a dose de 10 kg m™ de superfosfato
simples com a adigdo de 20% ou 40% de composto organico. Da mesma forma,
Medeiros et al. (2009) obtiveram o valor de altura maxima de 22,2 cm, na
producdo de mudas de mamoeiro na dose de 10 kg m™ de superfosfato simples,
com a utilizagao de diferentes proporgdes de matéria organica. Repinaldo Filho et
al. (2008) verificando o efeito de diferentes propor¢des de N, K, P e Ca para as
mudas do mamoeiro e sua relagao durante o estagio inicial de crescimento,
cultivadas em solucao nutritiva por 35 dias, observaram que a altura maxima das
mudas de mamoeiro ‘Golden’ foi de 16 cm.

A altura média ideal para que as mudas de mamoeiro sejam levadas ao
campo € de 15 a 20 cm, que pode ser obtido entre um periodo entre 45 a 60 dias
de cultivo (Lima et al., 2007; Chaves et al., 2000). No presente trabalho, na dose 0
de P, foram obtidos valores de altura minimo de 25,3 cm e maximo 29,5 cm,
quando inoculadas com FMAs, independente da inoculagédo bacteriana, aos 105
dias ap6s a semeadura. Estes resultados foram superiores aos trabalhos
mencionados acima, mesmo sem a aplicacao de adubos fosfatados.

Isso demonstra a capacidade dos FMAs em potencializar a producéo de
mudas de qualidade, reduzindo a aplicagdo de insumos quimicos necessarios
para esta cultura.

A associagao simbidtica mutualistica formada entre os fungos micorrizicos

arbusculares (FMAs) e as raizes de fruteiras é de grande importancia para as
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plantas que passam por fase de viveiro, pois antecipa o tempo de transplantio
para o campo, estimulando o crescimento precoce da muda e,
consequentemente, reduzindo o seu tempo de aclimatagédo, o que aumenta a
produtividade, a rotatividade na ocupacao da infra-estrutura e a eficiéncia de
utilizacdo da mao-de-obra especializada (Silveira et al., 2003). Esses beneficios
foram observados em varias frutiferas como aceroleira (Costa et al., 2001),
maracujazeiro amarelo (Silveira et al., 2003; Cavalcante et al., 2002; Cavalcante
et al., 2001), maracujazeiro doce (Anjos et al., 2005), cajueiro (Weber et al.,
2004b) e bananeira (Lins et al., 2003). Além disso, tem a possibilidade de reduzir
a adubacao fosfatada (Silva et al., 2008; Cavalcante et al., 2001; e Trindade et al.,
2000).

A adubacgéo fosfatada nao influenciou significativamente a altura das
mudas inoculadas com in6culo misto e G. margarita. O incremento com a adigao
de P ao substrato foi de apenas 1% e 5% para o in6culo misto e G. margarita,
respectivamente. Isto demonstra que a inoculagédo de G. margarita de forma
isolada ou combinada ao G. clarum pode potencializar o desenvolvimento das
mudas de mamoeiro favorecendo o seu crescimento, mesmo em condi¢cdes de
baixa disponibilidade de P, independentemente da presencga da bactéria. A Figura
2 mostra o desenvolvimento das mudas de mamoeiro inoculadas com os FMAs,
na auséncia de adubacao fosfatada e de bactérias diazotréficas aos 105 dias
apoés a semeadura.

Em relacédo ao didmetro do caule e a area foliar das mudas de mamoeiro
foi possivel observar que as médias foram significativamente maiores em todas as
mudas micorrizadas, quando comparadas as nao inoculadas com FMA,
independentemente da presencga de bactérias diazotréficas e das doses de P no
solo (Tabela 3).
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Figura 2. Visdo geral do efeito da inoculagcdo com FMAs em mudas de mamoeiro
da cultivar Golden aos 105 dias apds a semeadura, na auséncia de
bactérias diazotréficas e de P no substrato. SF: Sem fungo; GM:
Gigaspora margarita; GC: Glomus clarum; GM+GC: in6culo misto.

Tabela 3. Diametro do caule (mm) e area foliar total (cm?) de mudas de mamoeiro
da cultivar Golden em fung¢éo da inoculagdo com fungo micorrizico
arbuscular (FMA) aos 150 dias apds a semeadura

EMA Diametro do caule Area Foliar Total
mm IR:% cm? IR:%
Sem FMA 1,95¢ - 13,8 b -
G. margarita 9,28 a 376 249,51 a 1708
G. clarum 7,85b 303 243,61 a 1665
Inéculo misto 9,31 a 377 276,40 a 1903
Médias 7,10 - 195,85 -
C.V. (%) 13,5 - 34,0 -

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Tukey, em nivel de
5% de probabilidade; Incremento relativo [(IR:%) = 100(x-y)/y, sendo x: planta inoculada e y:
planta controle (sem FMA)].

Minhoni e Auler (2003), verificando os efeitos das doses da adubacéo
fosfatada, da fumigacao do substrato e da inoculagdo com o FMA G.
macrocarpum, observaram que o crescimento em termos de altura, numero de

folhas e didmetro de caule das mudas de mamoeiro inoculadas na auséncia de
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adubacao fosfatada foi equivalente ao de plantas nao inoculadas submetidas a
dose de 240 mg dm™ de P no solo.

Ao avaliarem o efeito, em condigcdes de campo, do desenvolvimento de
mudas de mamoeiro inoculadas com G. margarita e G. etunicatum em diferentes
formas de adubacgao, Trindade et al. (2003b) observaram que mudas micorrizadas
por G. etunicatum apresentaram maior diametro do caule nos primeiros meses de
crescimento da planta apds o plantio, embora ndo tenham resultado em aumento
de produtividade nas condi¢cdes avaliadas. Entretanto, poucos experimentos sao
realizados objetivando constatar se a eficiéncia da micorrizagdo na fase de muda
se mantém apos o transplantio para o campo. Collozi Filho e Carvalho (1993)
relataram que as mudas de maracujazeiro previamente micorrizadas por G.
margarita, produziram mais que as mudas n&o micorrizadas no campo.

A inoculacdo com os FMAs proporcionaram aumento na area foliar das
mudas de mamoeiro, n&o diferindo estatisticamente entre si (Tabela 3). Dentre os
valores obtidos, a inoculagdo combinada de G. margarita e G. clarum
proporcionou a maior média (216,98 cm?), com incremento maximo de 1903% em
comparagao com as mudas hao micorrizadas.

Resultados similares foram obtidos em outras fruteiras. Os maiores valores
de incremento obtidos por Costa et al. (2001) em area foliar foram alcangados nas
mudas de aceroleira do gendtipo Barbados quando colonizadas por G. margarita
(3520,94%). Influéncia positiva da inoculagdo de FMA também foi observada na
area foliar de maracujazeiro amarelo (Cavalcante, 1999). Beneficios no
crescimento foliar foram demonstrados em mudas de maracujazeiro doce por
Anjos et al. (2005), que observaram que a inoculagdo com G. albida, S.
heterogama e FMA nativos, porporcionaram incrementos acima de 130%,
independentemente do nivel de P e da condi¢do do solo estudada. Da mesma
forma, Silva et al. (2004) observaram que mudas de maracujazeiro doce
proporcionaram aumento de 2671% na area foliar quando inoculadas com G.
albida.

E possivel observar que, independente dos tratamentos microbiolégicos, a
adubacdo com P (25 mg dm™) beneficiou significativamente o diametro do caule e
area foliar, proporcionando incremento de 15% e 24%, respectivamente (Tabela
4). De acordo com Melo et al. (2007), a altura da planta e o didmetro do caule tém
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maior expressao na formacao de fitomassa da parte aérea em mudas de

mamoeiro.

Tabela 4. Diametro do caule (mm) e area foliar (cm?) de mudas de mamoeiro da
cultivar Golden em funcao das doses de P no substrato aos 150 dias
apods a semeadura

Diametro do caule Area Foliar Total
Doses de P >
mm cm
0 mg dm™ 6,60 b 174,72 b
25 mg dm™ 7,59 a 216,98 a
IRr% 15 24
Médias 7,10 195,85
C.V. (%) 13,5 34,0

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Tukey, em nivel de
5% de probabilidade. Incremento relativo a presenca de P no substrato [(IRs% = 100(x-y)/y,
sendo x: com P e y: sem P)];

Os resultados demonstram que os inéculos G. margarita, G. clarum,
inéculo misto contribuiram significativamente para a produgdo de mudas de
mamoeiro da cultivar Golden, proporcionando incrementos expressivos na altura,
didametro do caule e area foliar total das plantas, tanto na auséncia, quanto na

presenca de P no substrato.
4.2. Massas frescas e secas da parte aérea e das raizes
As variaveis, massas fresca e seca da parte aérea e da raiz das mudas de

mamoeiro, foram influenciadas pela inoculagcdo com FMAs independente das

doses de P e da inoculagdo com as bactérias (Tabela 5).



Tabela 5. Massas fresca e seca (g planta™”) em raizes (R) e parte aérea (PA) de mudas de mamoeiro da cultivar Golden em funcéo
da inoculagdo com fungo micorrizico arbuscular (FMA) aos 150 dias apds a semeadura

Massa Fresca Massa Seca
FMA Raiz Parte Aérea Raiz Parte Aérea Total
gplanta’ IRe% gplanta’ IR:% gplanta’ IRf% gplanta’ IRf% gplanta’  IR:%
Sem FMA 0,56 ¢ - 0,58 ¢ - 0,07 c - 0,11c - 0,18 d -

G. margarita 10,32 a 1743 13,95 ab 2305 1,09 a 1457 2,40 a 2082 3,49b 1839
G. clarum 8,19b 1363 12,56 b 2066 0,78 b 1014 2,11b 1818 2,90 c 1511
In6culo misto 11,16 a 1893 15,07 a 2498 1,24 a 1671 2,65 a 2309 3,89 a 2061

Médias 7,56 10,54 0,80 1,82 2,61

C. V. (%) 21,2 271 26,8 18,6 19,5

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, nao diferem entre si pelo teste Tukey, em nivel de 5% de probabilidade; Incremento relativo das massas
fresca e seca, respectivamente, [(IRF%) = 100(x-y)/y, sendo x: massa da planta inoculada e y: massa da planta controle (sem FMA)];

0€
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As mudas de mamoeiro inoculadas com FMAs apresentaram valores
significativos, em relagdo ao acumulo de massa fresca e seca, sendo superiores
ao controle ndo micorrizado (Tabela 5). Para a produgédo de massa fresca a
inoculagdo com o in6culo misto e G. margarita proporcionaram incrementos de
1893% e 1743%, para as raizes, e 2498% e 2305%, respectivamente, para parte
aérea em relagdo as mudas sem FMA. Os mesmos inOGculos proporcionaram
ganhos de 1671% e 1457% e de massa seca para a raiz e 2309% e 2082% de
parte aérea em relagdo as mudas nao inoculadas com FMA.

Dentre os tratamentos fungicos, o indculo misto se destacou apresentando
valores de 1,24, 2,65 e 3,89 g planta” para as massas secas da raiz, parte aérea
e total, respectivamente. O inéculo misto também proporcionou incremento na
massa seca total das mudas de mamoeiro, em relacdo aos demais tratamentos,
foi de 2061% em comparagao as mudas nao micorrizadas.

O mamoeiro apresenta elevada resposta a micorrizagado, conforme
observados em varios trabalhos ja realizados (Minhoni e Auler, 2003; Trindade et
al., 2001a; Martins et al., 2000). Com o objetivo de avaliar a eficiéncia simbidtica e
o potencial de inoculagcdo de FMAs em solo ndo fumigado, em mudas de
mamoeiro, Trindade et al. (2000) observaram que o beneficio da inoculagdo com
Glomus clarum e Gigaspora margarita situou-se em 67,7% e 73,1%,
respectivamente, sobre o peso de matéria seca da parte aérea das mudas,
mesmo na presenga de outros competidores. Isto demonstra a eficiéncia dos
FMAs na produgédo de mudas desta cultura.

Silva et al. (2004) ao determinar o efeito de cinco espécies de FMAs sobre
o crescimento de mudas de maracujazeiro doce, observaram que a inoculagéo
com G. albida porporcionou incrementos de 2138% e 1430% nas biomassas
fresca e seca da parte aérea, 1937% na biomassa fresca da raiz. Segundo Costa
et al. (2001), as mudas de aceroleira do gendétipo Barbados tiveram maior
incremento de biomassa seca quando colonizadas por G. margarita.

Os tratamentos inoculados com a espécie G. clarum, foi o0 que
proporcionou os menores resultados em comparagao aos demais fungos, no que
se refere ao acumulo de massas fresca e seca das mudas de mamoeiro da
cultivar Golden. Martins et al. (2000) observaram que na dose 0 mg dm™ de P no
solo, a inoculagado de G. clarum aumentou significativamente a produgao de

massa seca das mudas de mamoeiro, independentemente da adicao de
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compostos fenolicos no solo. Leal et al. (2005) demonstraram que a inoculagéo
com o G. clarum em mudas de bananeira, produzidas em blocos prensados,
proporcionaram incrementos na producao de matéria seca da parte aérea de
829% em relacdo as ndo micorrizadas.

O efeito da inoculacdo com os FMAs tende a ser maior na auséncia de
fésforo. Com a adigao de fésforo ao substrato, este efeito pode ser reduzido, pois
uma maior disponibilidade desse nutriente inibe o processo micorrizico,
diminuindo os beneficios da inoculagao (Minhoni e Auler, 2003). A resposta do
mamoeiro na fase de mudas, tem sido verificada mesmo em doses elevadas de P
disponivel (228 mg dm™) no substrato (Trindade et al., 2001b). Entretanto, Martins
et al. (2000) observaram que na dose 50 mg dm™ de P, néo foi verificado aumento
significativo na producdo de massa seca e no conteudo de P da parte aérea das
mudas de mamoeiro.

Repinaldo Filho et al. (2008) avaliando diferentes concentragdes de N, K, P
e Ca em plantas de mamoeiro, em seu estadio inicial de desenvolvimento, e sua
relacdo com o crescimento e producdo de massa seca, observaram que a maior
parte da massa seca da cultivar Golden foi acumulada no caule, enquanto o
hibrido Formosa acumulou nas raizes. Vichiato et al. (2009) estudando a
influéncia das doses de P e Mg no substrato, concluiram que, mesmo na auséncia
da adubacéo fosfatada, o hibrido Tainung n° 1 apresentou massa seca da parte
aérea muito superior ao Improved Sunrise Solo 72/12. Isso sugere que existem
diferengas entre a eficiéncia no acumulo de matéria vegetal entre os gendtipos de
mamoeiro.

Lima et al. (2007) apontaram a cultivar Golden como o material mais
promissor para a obten¢cdo de maior rendimento, uma vez que é considerado 65%
superior ao hibrido no acumulo de massa seca. Estes autores também
observaram que as mudas da cultivar Golden apresentaram valores superiores ao
hibrido Tainung N°1, em todo o periodo de condug&o experimental, no que se
refere a rendimento da area foliar e por apresentar menor porte, refletindo em
maior fotossintese liquida. Dentro deste contexto, € possivel que a eficiéncia
fotossintética apresentada por esta cultivar durante o seu desenvolvimento inicial
tenha favorecido a capacidade de se associar e responder a inoculagido com
FMAs, em fungdo da maior disponibilidade de carbono, promovendo acréscimos

no acumulo de nutrientes durante a fase de muda.
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As doses de fésforo influenciaram a producao das massas fresca e seca
das mudas de mamoeiro, independente dos tratamentos microbioldgicos
utilizados (Tabela 6). A adigdo de 25 mg dm™ de P ao substrato favoreceu a
producdo de massa fresca e seca das mudas, apresentando incremento na

massa seca total de 24% em relagdo as mudas cultivadas na auséncia de P.

Tabela 6. Massa fresca e seca em mudas de mamoeiro da cultivar Golden em
funcao das doses de P aplicadas no substrato aos 150 dias apés a

semeadura
Massa Fresca Massa Seca
Doses de P Raiz Parte Aérea Raiz  Parte Aérea  Total
g planta™ g planta™

0 mg dm™ 6,76 b 9,48 b 0,68b 1,66 b 2,34 b
25 mg dm™ 8,35 a 11,60 a 0,91 a 1,98 a 2,89a

IRp% 24 22 34 19 24

Médias 7.6 10.5 0,80 1,82 2,61
C. V. (%) 21,2 27 1 26,8 18,6 19,5

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, néo diferem entre si pelo teste Tukey, em nivel de 5%
de probabilidade. Incremento relativo a presenga de P no substrato [(IR-% = 100(x-y)/y, sendo x:
com P e y: sem P)];

As médias de massa seca da parte aérea e total nas doses 0 e 25 mg dm™

de P (Tabela 6) foram superiores as obtidas por Vichiato et al. (2007) na dose de
20 mg dm™ de P, que apresentou médias de 1,55 e 1,99 g planta™,
respectivamente, em mudas de mamoeiro ‘Improved Sunrise Solo 72/ 12" aos 120
dias apds a semeadura.

Da mesma forma, os resultados obtidos no presente trabalho, em relagao a
massa seca foram superiores ou equivalentes aos valores maximos estimados
por outros autores em mudas de mamoeiro ‘Formosa’. Mendonga et al. (2006),
encontraram valores médios para massa seca de 0,89, 2,01 € 2,90 g planta™ para
raiz, parte aérea e total, respectivamente, com a adicdo de 10 g dm™ de

superfosfato simples e 40% de composto organico, apos 140 dias de semeadura.
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Mendonga et al. (2009) obtiveram o valor maximo estimado para as massas secas
da raiz, parte aérea e total de 0,99, 1,81 e 2,71 g planta™, quando aplicada a dose
de 1,8 g de N dm™ no substrato Plantmax® + areia + solo na proporgao de 1:1:3
em volume (contendo 49,8 mg dm™ de P), respectivamente, aos 150 dias apds a
semeadura.

No presente trabalho ndo houve efeito significativo da inoculagao isolada
das bactérias diazotroficas ou em conjunto com os FMAs. Também néo foi
observado efeito supressivo no desenvolvimento das plantas de mamoeiro,
quando inoculado os FMAs. Em condi¢gbes de baixa disponibilidade de P, a
inoculagao conjunta pode gerar competicdo entre os microrganismos,
prejudicando o desenvolvimento das plantas.

Efeitos estimulatérios e supressivos em relacdo ao crescimento da planta
em resposta a dupla inoculagdo com os FMA (Glomus intraradices) e as bactérias
promotoras de crescimento (Paenibacillus polymyxa e P. macerans) foram obtidos
por Larsen et al. (2009) em mudas de Cucumis sativus. Balota et al. (1997)
observaram, em mudas de mandioca, que as bactérias diazotroficas
apresentaram efeito estimulatorio apenas na presencga de G. clarum,
proporcionanado maior colonizag&o micorrizica e esporulacao dos FMAs,
enquanto as inoculagdes do FMA isoladamente e em conjunto com bactéria
incrementaram todas as variaveis de crescimento e nutricionais.

Entretanto, Raimam et al. (2007) avaliando os efeitos de quatro espécies
bactérias fixadoras de N de vida livre, inoculadas na presenga ou ndo de G.
clarum, sobre o desenvolvimento de plantas de arroz sob duas formas de cultivo,
observaram que a presenca de G. clarum diminuiu ou ndo afetou
significativamente o crescimento das plantas sob as diferentes condi¢cbes de
cultivo. Sala et al. (2007) concluiram que as plantas associadas a Glomus sp., na
presenca dos isolados bacterianos, apresentaram maior crescimento, acumulo e
aproveitamento dos nutrientes do que as plantas colonizadas por Acaulospora
sp., entretanto, ndo superaram os tratamentos em que as bactérias e os fungos
foram inoculados isoladamente. Estes resultados demonstram que a eficiéncia da
inoculagao conjunta de bactérias diazotroficas e FMAs varia na promogéao do
crescimento de diferentes culturas.

Os beneficios da interacao FMA e bactéria diazotrofica podem ser

atribuidos ao incremento na absor¢cao de P pelas plantas micorrizadas,
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propiciando melhores condi¢cdes para o estabelecimento da associagdo com
bactérias diazotrdficas e para o funcionamento da nitrogenase (Artursson et al.,
2006). Acréscimos de 25% no acumulo de massa seca da parte aérea das mudas
de mamaoeiro ‘Formosa’ foram obtidos pela inoculagdo isolada da bactéria
diazotréfica do género Stenotrophomonas por Boddey et al. (2007), quando se
utilizou o substrato Plantmax®. E possivel que a dose de P testada no presente
trabalho (25 mg dm™) tenha sido menor que a necessaria para manter o
funcionamento da nitrogenase que possui alto custo energético. Mendonga et al.
(2009) observaram dentre as diferentes combinag¢des de Plantmax® avaliadas,
que o volume plantmax® + areia + solo na proporgao 1:1:3 (contendo 49,8 mg
dm=de P no substrato) foi o que promoveu os melhores resultados na produgéo
das mudas do mamoeiro. Em adicao, estes autores afirmam que este substrato
apresentou valores mais expressivos em relagdo a quase todos os nutrientes,
principalmente em relagdo aos macronutrientes de grande importéncia para a
cultura do mamoeiro como K, Mg, e, em especial, P e Ca.
Negreiro et al. (2005), estudando tipos de substratos na produgcéo de mudas
de mamoeiro, relacionaram o melhor substrato com o maior teor de fésforo presente
no mesmo. Isso mostra a importancia do suprimento deste nutriente no solo para o

desenvolvimento das mudas de mamoeiro.
4.3. Contéudos de N, P, K, Ca e Mg na parte aérea das mudas

Os conteudos de N, P e K na massa seca da parte aérea foram
influenciados pela inoculagdo com os FMAs e pelas doses de P (Tabela 7). No
entanto, ndo foram influenciados pela aplicagcado das bactérias diazotroficas.

Os valores referentes aos conteudos de N, P e K na parte aérea das
mudas de mamoeiro, proporcionadas pela inoculagdo com FMAs, demonstram a

sua capacidade em promover o aumento na absorcao destes nutrientes do solo.
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Tabela 7. Contetdo de N, P, K, Ca e Mg (mg planta”) na parte aérea de mudas
de mamoeiro da cultivar Golden submetidas a inoculagao de fungo
micorrizico arbuscular, em fungcdo das doses de P no substrato aos 150
dias apds a semeadura

FMA
Doses de P

Sem FMA  G. margarita G. clarum  Inoculo Misto Médias

N (mg planta™)
0 mg dm™ 1,38 bB 39,33 aA 43,54 aB 42,54 aA 31,60
25mgdm® 9,39 cA 37,57 bA 48,34 aA 40,36 bA 33,91

Médias 5,39 38,45 45,94 41,45 32,76
C. V. (%) 17,8
P (mg planta™)
0mgdm™® 0,03 bA 3,38 aB 3,54 aB 4,05 aB 2,75
25mgdm™ 0,21 bA 4,78 aA 5,19 aA 5,20 aA 3,85
Médias 0,12 4,08 4,37 4,63 3,30
C. V. (%) 19,6

K (mg planta™)
Omgdm®  048cA  5325abA  46,93bA 57,36 aA 39,51
25 mgdm™ 3,43 bA 52,86 aA 53,11 aA 48,83 aB 39,56

Médias 1,96 53,10 50,02 53,10 39,53
C. V. (%) 20,5
Ca (mg planta™)

0 mg dm™ 0,22 10,02 11,34 11,85 8,36 b
25 mg dm™ 1,31 10,05 13,41 13,08 9,46 a
Médias 0,77 ¢ 10,04 b 12,38 a 12,46 a 8,91

C. V. (%) 21,0
Mg (mg planta™)

0 mg dm™ 0,26 12,96 13,14 13,44 9,95b
25 mg dm™ 1,62 13,52 15,43 15,96 11,63 a
Médias 0,94 13,24 14,27 14.67 10,79

C. V. (%) 17,8

Médias seguidas da mesma letra, minuscula na linha e maiuscula na coluna, ndo diferem entre si
a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

A capacidade de G. clarum e G. margarita de aumentar o acumulo de N, P

e K nas plantas ja foi demostrada em fruteiras. Chu et al. (2001) observaram
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aumento nos conteudos de N, P e K na parte aérea de mudas de gravioleira
através da inoculagdo com G. margarita. Schiavo e Martins (2002) concluiram que
mudas de goiabeira inoculadas com G. clarum promoveram aumento de 45% e
57% nos conteudos de N e P da parte aérea, respectivamente, quando cultivados
sob sistema de produgao de mudas em blocos prensados. Da mesma forma, Leal
et al. (2005) demostraram que mudas de bananeira produzidas em blocos
prensados e inoculadas com G. clarum proporcionaram incrementos no acumulo
de N, P e K, de 2774%, 249% e 403%, respectivamente.

O nitrogénio € um nutriente essencial para as plantas e pode ser suprido
também pelos FMAs (Bonfante e Anca, 2009). No que se refere a absorgéo de N,
na auséncia de adubacao fosfatada o incremento foi superior em 2750%, 3055%
e 2983% para G. margarita, G. clarum e in6culo misto, respectivamente, em
relagdo ao tratamento sem FMA. A média geral foi de 31,60 mg planta™, variando
de 1,38 a 43,54 mg planta” entre os tratamentos sem FMA e G. clarum,
respectivamente. A adicdo de P favoreceu o acumulo de N em mudas inoculadas
com G. clarum, destacando-as dos demais tratamentos fungicos. O incremento foi
de 11% em relagcdo as mudas inoculadas com G. clarum na auséncia de P,

Diversos trabalhos demonstram a eficiéncia do G. clarum em aumentar o
conteudo de N nas plantas. Sala et al. (2007) demonstraram que o fungo
micorrizico do género Glomus foi o mais eficiente em aumentar o crescimento,
acumulo e aproveitamento do nitrogénio e do fésforo pelas plantas de trigo. Balota
et al. (1997) concluiram que os tratamentos inoculados com G. clarum
apresentaram maior acumulo de N na parte aérea das plantas do que os sem
fungos em mudas de mandioca. Raimam et al. (2007) observaram que a
inoculacéo de G. clarum na presenca de bactérias diazotroficas acarretou efeitos
negativos em todas as caracteristicas avaliadas, exceto no conteudo de N total
em mudas de arroz.

Nao houve influéncia da dupla inoculagdo com bactérias diazotréficas e
FMAs no conteudo de N nas mudas de mamoeiro. Tellechea (2007) observou que
a inoculagao isolada das bactérias diazotréficas Gluconacetobacter diazotrophicus
e Herbaspirillum seropedicae, independentemente da presenca do G. clarum, ndo
proporcionaram aumentos nos conteudos de N da parte aérea das plantas,
mesmo quando presentes nas raizes das mudas de cana-de-acucar. Sala et al.

(2007) obtiveram melhor desempenho em mudas de trigo colonizadas por
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Acaulospora sp. na auséncia da bactéria diazotréfica e apesar da maior
colonizagédo radicular das bactérias endofiticas, a inoculagao isolada destas
apresentaram menor crescimento, teor, acumulo e indice de eficiéncia de
utilizacdo do N, em comparagéo ao controle cultivado na auséncia de nitrogénio.
Estes autores sugerem ainda que os resultados observados em seu trabalho
possam ser indicativos de um desbalang¢o nutricional e/ou energético do
hospedeiro, causados pela presenga concomitante dos microrganismos
endofiticos (FMA-bactéria diazotrofica).

Embora os resultados obtidos pela inoculagdo isolada com as bactérias
diazotréficas S. maltophilia e Azospirillum sp. ndo terem influenciado nos
conteudos dos nutrientes para a cultura do mamoeiro, 0s microrganismos
associativos e de vida livre do solo podem contribuir significativamente na nutricao
das plantas através de uma variedade de mecanismos, incluindo efeitos diretos
sobre disponibilidade de nutrientes (como a fixagdo do N e solubilizagdo de P), o
aumento do crescimento da raiz (através da associagdo com
rizobactérias promotoras de crescimento de plantas) (Richardson et al., 2009).

Considerando a interagdo entre bactéria e FMA, Miyauchi et al. (2008)
observaram que isolados de Azospirillum aumentaram a concentragcao de N em
cinco genotipos de milho (Zea mays L.) em condi¢gdes ndo micorrizadas. Efeitos
sinergisticos entre a inoculagao conjunta de bactérias diazotroficas e G. clarum
foram observados por Balota et al. (1997) em mudas de mandioca,
principalmente, no acumulo de N da parte aérea e das raizes com aumento de até
88% e 173% e no de fésforo em até 83% e 158%, respectivamente.

Em relagdo ao conteudo de fésforo na parte aérea das mudas inoculadas
com FMAs, foi observada a influéncia da adubacgéo fosfatada (Tabela 7). A
inoculagdo com os FMAs proporcionou incrementos significativos no conteudo de
P na parte aérea aliado a adicdo de P no substrato, obtendo-se médias de 4,78,
5,19 e 5,20 mg planta™, para os FMAs G. margarita, G. clarum e misto,
respectivamente.

Trindade et al. (2000) mostraram que o G. clarum possui grande
capacidade de absorcéo deste nutriente e menor custo relativo para a planta.
Esses autores também demonstraram que a inoculagdo de FMAs, incluindo G.
margarita e G. clarum, aumentou a eficiéncia de utilizagcdo do P nas mudas de

mamoeiro avaliadas, sendo este efeito proporcionalmente maior nas doses de 20
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e 40 mg dm™ de P no solo. Trindade et al. (2001a), utilizando diferentes genétipos
de mudas de mamoeiro inoculadas com G. margarita, observaram que a maior
média de contetido de P foi de 1 mg planta™ obtida pelas mudas de ‘Improved
Sunrise Solo 72/12’ apds 41 dias de cultivo, aplicando-se a dose 20 mg dm3de P
ao solo, valor este abaixo dos valores obtidos com a inoculagdo com os FMAs no
presente trabalho.

Entretanto, as mudas de mamoeiro quando inoculadas com espécies de
FMAs nativas, G. clarum e G. macrocarpum, na dose 50 mg dm™ de P n&o
apresentaram aumento no conteudo de P da parte aérea, conforme verificado por
Martins et al. (2000). Da mesma forma, Samarao (1998), avaliando os efeitos das
espécies dos fungos G. clarum e G. margarita e das doses de P sobre o
crescimento e conteudo de nutriente em mudas micropropagadas de bananeira,
concluiu que ambas as espécies de fungos, nas doses 0 e 10 mg dm™ de P,
proporcionaram aumentos significativos nos conteudos de P e K da parte aérea
das mudas e que, na dose 50 mg dm™, ndo houve diferenca significativa em
relagcao ao tratamento controle.

Em relagdo ao conteudo de P nas mudas de mamoeiro ndo inoculadas com
FMAs, as médias (0,03 e 0,21) obtidas foram consideradas baixas e nao diferiram
entre si, mesmo com adi¢cdo de P ao substrato. Valores superiores aos obtidos
neste trabalho em relagao ao conteudo de P, em ambas as doses de P avaliadas,
na auséncia de FMA foram verificados por Martins et al. (2000) nas doses 0 (0,29
mg planta™) e 50 mg dm™ de P (4,04 mg planta™). Possivelmente as doses de P
avaliadas no presente trabalho ndo se adequaram as necessidades nutricionais
requeridas pelas mudas de mamoeiro em relagdo ao conteudo de P. Sem a
inoculagdo com os FMAs, as plantas ndo conseguiram extrair do solo valor
significativo do P que foi aplicado, por outro lado, as mudas micorrizadas
extrairam e transferiram para as plantas, mesmo na auséncia de adubacéao
fosfatada no substrato.

Limitagbes na disponibilidade de P durante a fase inicial do ciclo vegetativo
podem resultar em restricdes no desenvolvimento, tornando-se irreversiveis
posteriormente, mesmo com o aumento do suprimento de P em niveis adequados
(Grant et al., 2001). Considerando a importancia de teores elevados de P
disponivel para o crescimento inicial do mamoeiro e a limitagdo no crescimento

das mudas do grupo Solo por este nutriente (Costa e Costa, 2007), a inoculagao
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com FMAs pode ser utilizada para reduzir substancialmente esta necessidade
(Minhoni e Auler, 2003).

A maior absorcédo de fosforo relacionada a colonizagado micorrizica
arbuscular pode ser o resultado da completa inativacdo da via de absorgao direta
de P por pélos radiculares e epiderme, obtendo-se P exclusivamente da via
micorrizica (Smith et al., 2004). Burleigh et al. (2002) mostraram que plantas
podem responder diferentemente a inoculacdo com FMA, ndo apenas pelo nivel
de colonizagdo, ou aquisicdo de nutrientes e crescimento, mas também pelo nivel
de expressao de genes. Além disso, o gendtipo do vegetal desempenha um papel
central na forma como FMAs podem influenciar suas plantas hospedeiras, tanto
em nivel fisiolégico quanto molecular, em termos de alteragdes na concentragao
de P da parte aérea e na expressao de genes transportadores de P da planta.

Quanto ao acumulo de K na parte aérea das mudas de mamoeiro, foi
possivel observar que em condi¢cdes de baixa disponibilidade de P, estas foram
beneficiadas pela inoculagdo mista, com a maior média de 57,36 mg planta™,
enquanto a média do controle ndo micorrizado foi de 0,48 mg planta™.

Com a adubacao de P, ndo foi possivel observar diferenca entre as
espécies de FMA e as médias foram superiores ao controle, variando entre 48,83
a 52,86 mg planta™” de K, para indculo misto e G. margarita, respectivamente.
Além disso, o conteudo de K nas mudas de mamoeiro inoculadas com in6culo
misto foram afetadas pela aplicacdo de P ao substrato.

Estudos mostram que a inoculagdo com FMAs pode aumentar o acumulo
de K na parte aérea das mudas de mamoeiro. Trindade et al. (2001a)
demonstraram que a inoculagdo promoveu maior absorgado de K em todos os
genotipos dos grupos Formosa e Solo quando inoculados com G. margarita na
dose de 20 mg de solo dm™, atingindo valores acima de 100% em relagéo as
plantas nao colonizadas pelos FMAs. Aumentos na absorgao de K por plantas
micorrizadas podem ocorrer, ja que é considerado como o0 segundo nutriente mais
limitante para as mudas de mamoeiro, sendo bastante exigido por esta cultura
(Costa e Costa, 2007; Souza et al. 2000).

Khade e Rodrigues (2009) avaliando o efeito da inoculagédo isolada e
combinada entre as espécies Glomus mosseae e Glomus intraradices sobre a
nutricdo mineral das mudas de mamoeiro da variedade Surya, concluiram que as

mudas inoculadas com FMA G. mosseae, seguido pelo in6culo misto, foram os
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mais eficientes em proporcionar maiores conteudos de K e P no peciolo das
folhas das plantas em relagdo as mudas ndo micorrizadas. Estes resultados
mostram que os FMAs podem estar de fato contribuindo para maior absorgao
deste elemento, tornando-se mecanismo de grande importéncia para as mudas
de mamoeiro, conforme também foi verificado por Trindade et al. (2000).

O calcio € o terceiro nutriente mais requerido pelo mamoeiro, contribuindo
para o crescimento e a multiplicagdo de suas raizes (Oliveira et al., 2004; Souza
et al., 2000). Dentre os FMAs avaliados, os in6culos misto e G. clarum
proporcionaram o aumento do conteudo de Ca, obtendo-se médias acima de 12
m g planta”, sendo estatisticamente superiores em relacdo aos demais
tratamentos (Tabela 7), contribuindo com incremento de, respectivamente, 5286%
e 5054% quando comparados as plantas nao inoculadas com FMA na auséncia
de adubacao fosfatada.

A capacidade de FMAs proporcionar maior acumulo de nutrientes como Ca
e Mg ja foi demonstrada por outros autores como Chu et al. (2001) em mudas de
gravioleira quando inoculados com G. margarita, tanto em solo fumigado quanto
nao fumigado com brometo de metila. Da mesma forma, foi observado por
Carvalho et al. (2007) maior conteudo de Ca e Mg em mudas de capim
andropogon inoculadas com G. clarum sob diferentes doses de P em substrato
nao estéril.

A adubacao fosfatada favoreceu o aumento no conteudo de Mg e Ca nas
plantas, independentemente da inoculagdo de FMAs e BFN no substrato (Tabela
7). As médias de contetido de Ca e Mg obtidas em mg planta” em mudas de
mamoeiro na dose 25 mg dm™ de P foram de 9,46 e 11,63, respectivamente,
correspondendo ao incremento de 13% e 17% em relagdao as mudas cultivadas na
auséncia de P. Entretanto, Vichiato et al. (2009) observaram que os teores de P
na parte aérea em mudas de mamoeiro foram influenciados por interacdes entre
as doses de P e Mg no substrato entre os genétipos Tainung e Improved Sunrise
Solo, sendo inversamente relacionados ao aumento dos niveis de P no substrato.

O conteudo de Mg na parte aérea de mudas de mamoeiro foi influenciado
pela inoculagdo com bactérias diazotroficas e FMAs, independentemente das
doses de P avaliadas (Tabela 8). As mudas inoculadas com FMAs na presencga
ou ndo de bactérias diazotroficas, foram estatisticamente maiores do que as

inoculadas somente com BFN, no que se refere ao conteudo de Mg. Apesar
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disso, nao foi observada diferencga significativa no conteudo de Mg entre as
inoculagdes contendo somente os FMAs. Da mesma forma, Tellechea (2007)
observou que as médias obtidas pelas mudas de cana-de-agucar em relagdo ao
conteudo de Mg variaram em funcdo dos tratamentos de bactérias diazotrdficas e
dos FMAs, sendo que inoculadas com os fungos G. clarum e G. etunicatum, sem
a inoculacao das bactérias G. diazotrophicus e H. seropedicae, apresentaram
incrementos de 59 e 49%, respectivamente, quando comparados com o

tratamento controle sem fungo e sem bactéria.

Tabela 8. Contetido de Mg (mg planta™) na parte aérea de mudas de mamoeiro
da cultivar Golden submetidas a inoculagdo de fungo micorrizico
arbuscular (FMA) em fungao da presenga ou nao de bactérias fixadoras
de nitrogénio (BFN) aos 150 dias apds a semeadura

FMA

BFN
Sem FMA G. margarita G. clarum Ino6culo Misto Médias

Mg (mg planta™)

Sem BFN 0,93 cA 13,50 bA 13,76 bA 17,03 aA 11,30
S. maltophilia 0,98 bA 13,02 aA 14,31 aA 14,04 aB 10,59
Azospirillum 0,91 bA 13,18 aA 14,79 aA 13,03 aB 10,48

Médias 0,93 13,23 14,29 14,70 10,79

C. V. (%) 17,8

Médias seguidas da mesma letra, minuscula na linha e maiuscula na coluna, néo diferem entre
si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Maior conteudo de Mg observado entre as mudas inoculadas com FMA foi
proporcionado pelo indculo misto (na auséncia da bactéria diazotrofica) com a
média de 17,03 mg planta™, representando o incremento de 1731% em relagao
ao controle (sem BFN e FMA). Além disso, as mudas contendo in6culo misto
foram afetadas pela inoculacdo de S. maltophilia e de Azospirillum sp. E possivel
que a inoculagdo combinada entre G. margarita e G. clarum e as bactérias
diazotroficas tenham resultado em competicdo, reduzindo o conteudo do Mg na

parte aérea do mamoeiro.
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O Mg faz parte da molécula da clorofila e auxilia na absorcéo e
translocacéo de fosforo (Souza et al., 2000). Fageria (2001) aponta que existe
uma inter-relagcao positiva entre fosforo e magnésio como consequéncia da
necessidade de magnésio que é utilizado como ativador de enzimas quinases,
além de ativar a maioria das reag¢des, envolvendo transferéncia de fosfato na
célula.

De modo geral, G. margarita e G. clarum e in6culo misto foram
superiores as mudas de mamoeiro ndo inoculadas com FMAs. Os incrementos
proporcionados em relagdo as mudas nao inoculadas, na auséncia de P no
substrato, foram de até de 3055% de N, pelo G. clarum e 13400% de P, 11850%
de K, 5286% de Ca e 5069% de Mg pelo indculo misto. Estes resultados obtidos
evidenciam a capacidade dos FMAs G. margarita e G. clarum, inoculados
individualmente ou em mistura, de promover o melhor estado nutricional das
mudas de mamoeiro, tornando-se uma ferramenta promissora a ser explorada no
desenvolvimento de inoculantes em tecnologias alternativas de produgéo, visando
a reducao de aplicacido e dependéncia de adubos fosfatados necessarios para

esta cultura.

4.4. Porcentagem de colonizagdo micorrizica

As porcentagens da colonizagdo micorrizica evidenciam o efeito dos FMAs,
independentemente da auséncia ou da presenca de bactéria diazotréfica e da
adicao de P ao solo (Figura 3). As plantas nao inoculadas ndo apresentaram
colonizagéo micorrizica.

As médias obtidas pelos indculos misto e G. clarum foram estatisticamente
superiores aos tratamentos inoculados com G. margarita e ao controle (sem
fungo), correspondendo a 97,1 e 95,8%, respectivamente. A maior colonizagao
radicular apresentada por G. clarum pode estar relacionada aos maiores
conteudos de nutrientes como P, N, K e Ca (item 4.3) direcionados a parte aérea
das plantas, através de sua inoculagao, ainda que na auséncia da bactéria. Khade
e Rodrigues (2009) apontam que diferengas na absor¢édo de nutrientes em mudas
de mamoeiro inoculadas com FMAs podem estar associadas as diferengas na

porcentagem de colonizagdo micorrizica radicular.
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Figura 3. Colonizagdo micorrizica em raizes de mudas de mamoeiro da cultivar
Golden aos 105 ap6s a semeadura. Médias seguidas pela mesma letra
nao diferem entre si, pelo teste de Tukey em nivel de significancia de
5%. C.V.=9,2%.

Por sua vez, a elevada taxa de colonizagdo do in6culo misto pode estar
relacionada com a sua capacidade de desempenho superior ou igual aos demais
tratamentos contendo FMAs, em todas as caracteristicas biométricas de
crescimento e nutricionais avaliadas no presente trabalho, principalmente em
condi¢des de baixa disponibilidade de P no solo. Desta forma, a inoculagao
combinada de G. margarita e G. clarum pode ser considerada promissora na
producédo de inoculantes, em fungcéo dos efeitos sinérgicos apresentados.

A porcentagem de colonizagdo de G. margarita foi menor do que as demais
espécies de FMAs, podendo estar relacionada com as menores meédias obtidas
no que se refere a absorgao dos nutrientes P, N, Mg e Ca quando comparados
aos demais tratamentos fungicos. Apesar disso, a taxa de colonizag&o micorrizica
radicular do G. margarita, assim como dos demais FMAs, foi consideravelmente
alta, com a média de 90,8%, sendo superior aos obtidos por Trindade et al.
(2000), Trindade et al. (2001a), Trindade et al. (2001b). Trindade et al. (2003a)

observaram que Gigaspora margarita colonizaram intensamente as mudas de
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bananeira. Este elevado potencial de colonizacao radicular nas mudas de
mamoeiro pode explicar os resultados significativos obtidos nas caracteristicas
avaliadas referentes a promog¢ao de crescimento.

Trabalhos mostram que G. clarum e G. margarita sao eficientes para o
mamoeiro, tanto em solo fumigado (com brometo de metila) quanto em solo ndo
fumigado, indicando capacidade de competir com os fungos nativos nas mesmas
condi¢des utilizadas (Trindade et al., 2001b; Trindade et al., 2000). Esta
capacidade foi demonstrada em capim forrageiro (Carvalho et al., 2007) e em
mudas de gravioleira (Chu et al., 2001), respectivamente.

Trindade et al. (2006), estudando amostras de solos e raizes em
plantagdes comerciais de mamé&o no Norte do Espirito Santo e Sul e Oeste da
Bahia, mostraram que existe uma alta diversidade de fungo micorrizicos na
rizosfera em condicdes de campo. Além disso, todas as familias do filo
Glomeromycota estiveram representadas e foram encontradas nas amostras de
esporos, espécies dos géneros Gigaspora e Glomus, indicando que estas regides,
as quais concentram a maior parte da producdo de mamao no Brasil, podem
apresentar condi¢cdes edafoclimaticas favoraveis a colonizacdo destes FMAs.

Dentre os microrganismos capazes de manter complexas interagbes com
os FMAs no solo estdo as bactérias diazotréficas. A presencga das bactérias
diazotréficas ndo afetou a colonizagao micorrizica, corroborando os resultados
obtidos por Vazquez et al. (2000) através da co-inoculagédo de Azospirillum e os
FMAs Glomus deserticola e Glomus mosseae, em mudas de milho. No entanto,
as bactérias associadas aos esporos de FMAs podem promover aumento e rapida
colonizagao pelo fungo (Bhowmik e Singh, 2004). Isto ja foi demonstrado em
outros trabalhos, utilizando-se a inoculagao conjunta de G. clarum e bactérias
diazotroficas (como A. diazotrophicus e Klebsiella sp.) em mudas de cana-de-
agucar, sorgo-sacarino (Paula et al., 1991) e batata-doce (Paula et al., 1992;
Paula et al., 1991).

A colonizacido micorrizica nao foi influenciada pela adubacao fosfatada, o
que demonstra a capacidade das espécies G. clarum e G. margarita em colonizar
raizes de mudas de mamoeiro mesmo com a adubacao de P no substrato. Apesar
disso, Trindade et al. (2001b) verificaram que ambos os FMAs, principalmente
G. margarita, com o aumento das doses de P acima de 20 mg dm™ reduziu a
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colonizacgao, entre as variedades do grupo Solo e Formosa, tendendo a zero a
partir da dose 280 mg dm>de P.

Takahashi (2005) observou que raizes de cana-de-acucar colonizadas por
G. clarum, 12 semanas apdés o transplantio, proporcionou aumento de 5,5 vezes
na porcentagem de colonizagdo micorrizica e m condi¢gdes de baixa
disponibilidade de P no solo, comparado ao solo com alto P, embora a inoculagéo
nao tenha afetado a producdo de massas da parte aérea das plantas. Este autor
sugere ainda que peroxidases possam assumir importante papel no controle da
colonizagao micorrizica, favorecendo a colonizagao intrarradicular em baixo teor
de P.

Takahashi (2005), avaliando raizes de cana-de-acucar colonizadas por G.
clarum observou que 12 semanas apos o transplantio, a porcentagem de
colonizagao micorrizica foi 5,5 vezes maior do que em condi¢cdes de alto P no
solo, embora a inoculagao nao tenha afetado a producdo de massas da parte
aérea das plantas. Este autor sugere ainda que peroxidases possam assumir
importante papel no controle da colonizagdo micorrizica, favorecendo a
colonizacéo intrarradicular em baixo teor de P.

A colonizagao micorrizica envolve a penetragao e o crescimento dos FMAs
no coértex radicular que sao pré-requisitos para o desenvolvimento de arbusculos
(Genre e Bonfante, 2002). Embora ndo ocorram alteragcdes morfoldgicas
macroscoépicas nas raizes colonizadas por FMAs, a formagao das micorrizas
arbusculares é acompanhada de consideraveis mudangas no metabolismo de
ambos os simbiontes e pela diferenciagdo de uma interface simbiotica ao redor
dos arbusculos (Harrison, 2005). Apds a infecgéo, e durante a colonizagao do
tecido cortical da raiz, além da diferenciacdo de arbusculos, podem ocorrer a
formacé&o de hifas intracelulares enoveladas, vesiculas ou células auxiliares
(Kiriachek et al., 2009). Presenca de arbusculos, vesiculas e hifas presentes no
cortex radicular de mudas de mamoeiro aos 105 dias apds a semeadura podem
ser observadas na Figura 4.

Ao contrario do que ocorre em G. margarita, o G. clarum (Figura 4B) forma
vesiculas que variam em seu formato de elipticas a oblongas, e geralmente séo
produzidas perto do ponto de entrada das raizes, apds a rapida formagado de uma
parede externa espessa que se diferencia em esporos maiores. A produgao de

arbusculo atinge o pico no inicio da colonizagao micorrizica, com sua formagao
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distribuida ao longo das células de forma dispersa e fragmentada (INVAM, 2009).

Isto pode ser observado na Figura 4B.

Figura 4. Fotomicrografia de raizes de mamoeiro da cultivar Golden aos 150 dias
apos a semeadura, colonizadas por espécies inoculadas de FMAs. (A)
Detalhe evidenciando a extensiva colonizagao de FMAs (*), com a
formacéao de hifas (—) em raizes inoculadas com G. margarita. (B)
formacao de arbusculos (*), vesiculas (A) e hifas (—) em raizes
inoculadas com G. clarum.

O ciclo dos FMAs se completa com a formacao de esporos, o que
usualmente ocorre no solo, porém a colonizagao da raiz pode continuar apos o
inicio da esporulagao (Kiriachek et al., 2009). Foi possivel observar a extensiva
presenca de esporos no sistema radicular do mamoeiro. Maiores detalhes das
estruturas dos esporos e da colonizagédo de esporos no tecido radicular das

mudas de mamoeiro, através das Figuras 5 e 6, respectivamente.
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Figura 5. Detalhes das estruturas de esporos de G. clarum (A, B, D) presentes
nos fragmentos radiculares de mudas de mamoeiro da cultivar Golden
aos 150 dias apds a semeadura. C e E: evidenciam a germinagao dos
esporos, de G. margarita, com a formacgao de hifas.

Os esporos de G. clarum (100-260 uym) podem apresentar diversas formas:
globosa, subglobosa, as vezes, elipticas, oblongas ou irregulares (possivelmente
esporos formados nas raizes) (Figura 5). Esporos intrarradiculares
freqientemente se retnem em grupos e rompem o tecido epidermatico da raiz da
planta devido ao seu grande tamanho (INVAM, 2009), conforme observado na
Figura 5D.

As estruturas dos esporos de G. margarita (260-400 pm) sao
caracterizadas como globosas a subglobosas (INVAM, 2009). As Figuras 5C e 5E
mostram a germinagao dos esporos formando as hifas em diregdo ao tecido

radicular.
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Figura 6. Colonizagao de esporos (—) na superficie e no interior do tecido
radicular de mudas de mamoeiro da cultivar Golden aos 150 dias
apos a semeadura. A: G. margarita; B: G. clarum; C e D: G.
margarita + G. clarum.

Os esporos dos FMAs formam verdadeiro micro-habitat adequado para a
colonizagao de diversas espécies de bactérias (Long et al. 2008). Um valor médio
de aproximadamente 2400 bactérias por 10° um® é encontrado por esporo de G.
margarita (Bianciotto et al., 2004). De acordo com Xavier e Germida (2003),
diferentes tipos de bactérias estdo associados aos esporos de G. clarum, algumas

das quais tém nao so efeito sobre a germinagao dos esporos de FMA e
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alongamento das hifas in vitro, mas também alteram significativamente as
interagdes entre os FMAs e as suas plantas hospedeiras. Soares et al. (2009)
observaram, em mudas de abacaxizeiro, que a germinagédo de FMA pode ser
estimulada ou inibida em presenca de bactérias promotoras de crescimento,
enquanto a simbiose micorrizica pode ser inibida.

Long et al. (2008), ao analisarem as comunidades bacterianas associadas
a superficie de esporos da espécie G. margarita, observaram que tanto a planta
hospedeira quanto o substrato podem influenciar a composi¢cao da populagao
bacteriana associada. Isto permite sugerir que os resultados obtidos podem estar
relacionados a influéncia do gendtipo da planta e do substrato testado. Estes
autores ainda revelaram, durante as analises de sequéncias de bandas de DGGE
(Denaturing Gradient Gel Elecrophoresis) de amostras de esporos de G.
margarita, que dentre a maioria das sequéncias bacterianas associadas, o género
Azospirillum estava presente.

As bactérias associadas aos esporos de FMAs podem promover aumento e
rapida colonizagao pelo fungo (Bhowmik e Singh, 2004), facilitando o processo de
penetracédo das hifas infectivas, obtendo-se maior exsudagao de nutrientes pela
planta, promovendo simultaneamente a aceleragé&o do crescimento das bactérias
(Paula et al., 1991). Segundo Balota et al. (1997), a co-inoculagao da “Bactéria E”
com Glomus clarum aumentou a colonizagcdo micorrizica em 40% em mudas de
mandioca e a esporulagao em 168%, comparada a inoculagdo do fungo isolado.
Estes efeitos benéficos podem ocorrer tanto pela maior absor¢cdo de nutrientes
pela planta, como pelo estimulo na colonizacdo de FMAs.

A colonizagdo de esporos e a formagao de hifas infectivas no interior do
tecido radicular do mamoeiro, projetando-se para a zona extra-radicular, podem
ser observadas nas Figuras 6 e 7, respectivamente.

De forma geral, as estruturas observadas por microscopia oOptica
evidenciam a capacidade de FMAs em colonizar as mudas de mamoeiro da
cultivar Golden e que podem estar relacionadas com os resultados obtidos neste
trabalho, em relagdo ao aumento da capacidade das plantas em absorver todos
os macronutrientes avaliados, assim como a promog¢ao de crescimento e acumulo

de matéria vegetal.
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Figura 7. Segmento de raiz de mudas de mamoeiro da cultivar Golden aos 150
dias apdés a semeadura. Mostrando o aspecto microscépico da
penetracao e colonizagao do cortex por FMAs com a formacao de hifas
infectivas (A) no interior do tecido radicular, projetando-se além da zona
de exploracéo das raizes. (A) Raizes inoculadas com G. margarita. (B)
Hifas (A) e vesiculas (—) presentes em raizes inoculadas com G.
clarum.

4.5. Contagem de bactérias diazotréficas através da técnica do Numero Mais
Provavel (NMP)

Observou-se aumento significativo no niumero de bactérias, nos tratamentos
inoculados com S. maltophilia e Azospirillum sp. em relagdo ao controle de
plantas que nao receberam a inoculagao bacteriana (Figura 8). Os numeros de
células g de matéria fresca de raizes de mudas de mamoeiro obtidas para
ambas as estirpes bacterianas avaliadas nao diferiram significativamente entre si
e nao influenciaram o crescimento das plantas. Em adicéo, a dupla inoculagao
com bactérias diazotroficas e FMAs nao resultou em aumento no conteudo de N
na parte aérea das plantas, apesar de estarem presentes nas raizes do
mamoeiro. Resultados semelhantes em relacdo ao conteudo de N foram
encontrados por Tellechea (2007) em mudas de cana-de-agucar.



52

-1
LN
|

Log do n° de células
g raiz fresca
N
(6}

BFN

O Sem bactéria i S. maltophilia & Azospirillum sp.

Figura 8. Contagem do numero de bactérias fixadoras de nitrogénio (BFN)
(expresso em log do numero de células por grama de raiz fresca) em
mudas de mamoeiro da cultivar Golden aos 150 dias apds a semadura.
Letras seguidas pela mesma letra diferem entre si com p= 0.05. C.V.=
22,4%.

A aplicagdo conjunta de bactérias diazotroficas e FMAs, assim como as
doses de P no solo, foram fatores que nao influenciaram no estabelecimento das
bactérias no tecido radicular das mudas em ambas as estirpes. Apesar de nio ter
sido observado neste trabalho, estudos demonstram que a colonizacao das
bactérias diazotréficas pode ser estimulada por FMAs que influenciam o niumero
populacional das bactérias. Miyauchi et al. (2008) observaram que Glomus clarum
estimulou a colonizacdo das raizes pelas bactérias diazotroficas em cinco
genotipos de milho avaliados.

Nos tratamentos onde ndo houve a inoculagao de bactérias, houve a
presenca de bactérias diazotréficas (Figura 8). A presencga de bactérias
diazotréficas ja foi observada anteriormente em tratamentos controles, com
mudas de bananeira (Weber et al., 2000) e abacaxizeiro (Weber et al., 2003),
indicando que esse grupo de bactérias coloniza com certa facilidade as mudas.

Tellechea (2007), avaliando a interagdo entre FMAs e bactérias diazotréficas em
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mudas de cana-de-agucar em substrato autoclavado também observou a
presenca de bactérias nos tratamentos n&o inoculados. Isso, provavelmente, esta
relacionado a contaminagao natural dos tecidos por outros microrganismos
diazotroficos capazes de sobreviver em ambientes como o solo, compondo a
microbiota nativa (Conceic¢édo et al., 2009). Em adi¢&o, os meios utilizados pela
técnica do NMP né&o sao seletivos para as estirpes avaliadas neste trabalho, mas
semi-seletivos, podendo detectar a presenga de outros microrganismos
diazotréficos. Isso foi observado por Canuto (2003) utilizando a bactéria
diazotrofica endofitica Herbaspirillum seropedicae Z67.

Algumas pesquisas tém sido desenvolvidas para encontrar endéfitos que
poderiam aumentar significativamente a produ¢cado em diferentes culturas, apds a
sua inoculagao. Entretanto, Martinez et al. (2003) apontam que um problema
comum na analise de efeitos de inoculagao de enddfitos quanto a promocao de
crescimento em plantas é a presenca de bactérias nativas que subestimam o
efeito da aplicagdo do indculo. Segundo Rosenblueth e Romero (2006), a
eliminagao dos endéfitos nativos para a obtencao de plantas ou sementes livres
de bactérias é um grande desafio e a redundancia funcional de enddfitos nativos e
do inéculo adicionado pode limitar os efeitos observados da inoculagéo.

Trabalhos demonstram que bactérias diazotroficas sdo capazes de
colonizar os esporos de FMAs. Reis et al. (1999) observaram a ocorréncia da
bactéria diazotrofica endofitica Acetobacter diazotrophicus presente em amostras
de raizes de cana-de-acucar e nos esporos de FMAs nativos em plantios
comerciais de cana-de-agucar, inclusive de Campos dos Goytacazes-RJ. Dentre
as espécies de FMAs predominantes, foi encontrada G. margarita, demonstrando
a capacidade de associacao deste FMA as bactérias diazotroficas em condigdes
naturais nos solos desta regido. Em cultura de batata-doce, Paula et al. (1991)
observaram a presenca de Azospirillum lipoferum, Klebsiella sp. e A.
diazotrophicus dentro dos esporos de Glomus clarum. Da mesma forma, a
espécie Azospirillum brasilense pode ter efeitos significantes na colonizagéo
micorrizica de Gigaspora margarita em raizes de milheto (Frey-Klett et al., 2007;
Rao et al., 1985). Graca et al. (1991) evidenciaram a eficiéncia de G. margarita
associada a Azospirillum brasiliense, resultando em melhores condi¢cdes de

crescimento e producdo em solos de baixa fertilidade.
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Embora ndo tenha sido observado beneficio da interacdo entre FMAs e as
bactérias diazotroficas no presente trabalho, estudos mostram a capacidade de S.
maltophilia e Azospirillum em promover beneficios no desenvolvimento vegetal.

Importantes potencialidades biotecnologicas tém sido apontadas ao uso da
espécie S. maltophilia, como o seu efeito de promoc¢ao de crescimento das
plantas, produgao de acido-indol-3-acético (Park et al., 2005; Suckstorff e Berg,
2003) e sua habilidade de colonizar a rizosfera, atuando como bioherbicida
inibindo a emergéncia e a produgao de biomassa de plantas daninhas. Isto foi
demonstrado por Mazzola et al. (1995), pela sua eficaz influéncia, juntamente com
outras rizobactérias, no controle de plantas daninhas no cultivo de trigo.

Apesar disso, existem alguns relatos na literatura envolvendo a capacidade
da bactéria diazotrofica S. maltophilia em atuar como patdégeno oportunista
humano (Garcia et al., 2002). Bactérias capazes de fixar nitrogénio atmosférico
que eventualmente podem causar patologias foram demonstradas por Baldani et
al. (1997). Levy et al. (2009) demonstraram que espécies patogénicas de
bactérias diazotroficas do género Burkholderia podem se associar a esporos de
FMAs no solo, incluindo espécies do género Gigaspora. Entretanto, estudos mais
detalhados para esclarecer a complexidade dessas associacdes e identificar as
propriedades que distinguem as espécies clinicas e ambientais ainda séao
necessarios (Suckstorff e Berg, 2003).

Estudos demonstram a presenca das bactérias diazotroficas Azospirillum
sp. e S. maltophilia na superficie de sementes e no interior das folhas e raizes de
arroz (Oryza sativa) (Mano et al. 2007; Mano e Morizaki, 2008). Boddey et al.
(2007) através de microscopia Optica e eletrénica de varredura, demonstram a
capacidade de S. maltophilia em colonizar tanto o interior quanto a superficie das
raizes do mamoeiro das cultivares UENF Caliman 01 e Golden.

As associagdes entre bactérias diazotroficas e raizes de fruteiras, tém sido
apontadas como uma alternativa sustentavel e economicamente viavel para a
substituicdo parcial das adubagdes nitrogenadas, que, além de promover a
eficiéncia no crescimento e acumulo de matéria vegetal, podem aumentar a taxa
de sobrevivéncia das mudas, reduzir o periodo de aclimatagao (Weber et al.,
2000; Weber et al., 2003), incrementar a produgéo de frutos (Weber et al., 2004a)
e reduzir a incidéncia de doencas (Weber e Freitas, 2003). Entretanto, existem
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relatos escassos sobre a contribuicdo de bactérias diazotréficas relacionadas a
cultura do mamoeiro.

No presente trabalho as bactérias diazotroficas testadas ndo foram
eficientes em promover o crescimento e acumulo de nutrientes nas mudas de
mamoeiro. Dessa forma, € necessario enfatizar a necessidade de novos estudos
que envolvam a fixag&o bioldgica de nitrogénio a cultura do mamoeiro, buscando
a descoberta de espécies promissoras quanto a nutricdo e promocéao de

crescimento vegetal, de acordo com os genotipos avaliados.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

Foi conduzido um experimento em casa de vegetagado com o objetivo de
avaliar a interagdo dos fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) e das bactérias
fixadoras de nitrogénio (BFN), na auséncia e na presenca de fosforo, em mudas
de mamoeiro da cultivar Golden. O delineamento experimental adotado foi o de
blocos casualizados, em arranjo fatorial 4 x 3 x 2, sendo trés tratamentos com
fungos micorrizicos arbusculares: Glomus clarum, Gigaspora margarita, inoculo
misto (Glomus clarum + Gigaspora margarita) e o controle sem FMAs; dois
tratamentos com bactérias diazotréficas: Stenotrophomonas maltophilia e
Azospirillum sp. TS 15 e o controle sem bactérias diazotroficas; e duas doses de
fésforo, 0 e 25 mg dm™. Os tratamentos foram dispostos em blocos casualizados,
com quatro repeticdes e a unidade experimental foi composta por um vaso
plastico de 4 dm® com duas plantas, cultivadas em uma mistura de solo e areia,
na propor¢ao de 1:2 (v/v) esterilizada em autoclave 121°C. Aos 105 dias apos a
semeadura as plantas foram coletadas e avaliadas quanto a altura, area foliar
total, ao diametro do caule, massas frescas da parte aérea e raiz, massas secas
da parte aérea, raiz e total, conteudo de N, P, K, Ca e Mg da parte area,
porcentagem de colonizagdo micorrizica e contagem do numero de bactérias

diazotréficas em amostras de raizes.
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Diante dos resultados obtidos conclui-se que:

¢ Independente da presenca da bactéria e do P no substrato, a inoculagao
com todos FMAs proporcionaram aumentos significativos no crescimento e

nos conteudos de N, P, K, Ca e Mg da parte aérea das mudas de mamoeiro.

e Na auséncia de P no solo, os in6culos misto e G. margarita se destacaram

COmo OS mais promissores para o crescimento das mudas de mamoeiro.

¢ Nao houve efeito estimulatério ou supressivo no crescimento das mudas
com a inoculacao de bactérias diazotroficas na auséncia ou na presenca de
FMAs.
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Tabela 1A. Médias de teores de macronutrientes da parte aérea de mudas

inoculadas com indculo misto (G.margarita e G. clarum).

Teores (g kg™)

N P K Ca Mg
15,6 1,74 19,9 12,5 5,58

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Tukey, ao nivel de
5% de probabilidade.




