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RESUMO

A producdo de plantas pode ser otimizada pelo uso de bioinsumos, entre os quais se
incluem os fungos micorrizicos arbusculares (FMA), que tornam as plantas mais aptas para
suportar estresses biodticos e abidticos. Para avaliar a eficiéncia micorrizica em substratos
usados na aclimatizagdo de Alpinia purpurata (alpinia) e Zingiber spectabile (sorvetdo) e a
tolerancia de plantas de alpinia micorrizadas, ao ataque de nematoides, foram realizados
dois experimentos. O primeiro foi inteiramente casualizado, em fatorial, com quatro
tratamentos de inoculagdo (sem ou com Gigaspora albida, Glomus etunicatum e
Acaulospora longula), trés substratos (solo; solo:vermicomposto e
solo:areia:vermicomposto) com oito repeti¢des. Apds 100 dias ndo houve interacdo entre
FMA e substratos relacionada ao crescimento das duas espécies, porém o substrato
solo:vermicomposto beneficiou a produgdo vegetal. No segundo experimento, plantas de
alpinia micorrizadas foram inoculadas com Meloidogyne arenaria. Apos 270 dias plantas
infestadas com o nematdide e associadas com G. etunicatum e com A. longula tiveram
maior massa seca aérea ¢ area foliar em relacdo aos demais tratamentos. A micorrizagao
com G. albida e A. longula reduziu o nimero de galhas, enquanto o nimero de ovos do
nematdide foi menor no tratamento com G. albida. A presenca de M. arenaria afetou a
colonizag@o micorrizica. Concluiu-se que na fase de aclimatizagdo, substratos organicos
favorecem a formag@o de mudas vigorosas de alpinia e sorvetdo, dispensando a inoculag¢do
com FMA, e que a micorrizagdo de A. purpurata com A. longula induz tolerancia a M.

arenaria, constituindo alternativa para diminuir os prejuizos da meloidoginose.

Palavras-chave: Alpinia purpurata, Zingiber spectabile, alpinia, sorvetdo, Zingiberaceae,

micropropagacdo, Glomeromycota, nematodide.
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INTRODUCAO GERAL

Micorriza ¢ uma associag@o entre raizes de plantas e certos fungos do solo. Nessa
relacdo, a planta fornece fotossintatos para o fungo, que em troca cede nutrientes minerais
do solo, deixando o vegetal em melhor condi¢do nutricional e mais resistente a estresses de
origem biotica e abidtica, refletindo em aumento de produtividade e de sobrevivéncia
(Saggin-Junior & Lovato, 1999). A micorriza arbuscular ¢ caracterizada pela formacao de
estruturas denominadas arbusculos cuja funcdo é a troca de nutrientes entre os simbiontes
(Trufem, 1998). Os fungos que formam essa associagdo sdo conhecidos como micorrizicos
arbusculares (FMA).

Desde a década de 1990 o mercado mundial de flores vem apresentando
crescimento anual de 10% e atualmente a area de cultivo em todo o mundo estd em torno
de 190.000 hectares, movimentando cerca de 49 bilhdes de ddlares. O Brasil movimenta
1,2 bilhdes de dolares, com crescimento anual de 6,26%. Pernambuco esta entre os cinco
principais produtores nacionais, possuindo 125 hectares cultivados, com 197 produtores,
sendo 32 de flores tropicais e 165 de tradicionais ou temperadas, movimentando 36
milhdes de reais por ano (Ferreira ef al., 2002).

Plantas ornamentais tropicais t€ém grande potencial econdmico, pois ndo so as flores
e folhagens sdo utilizadas na ornamentag¢do, como a propria planta ¢ usada em jardins. A
maioria ¢ originada de regides tropicais e subtropicais (Lamas, 2002). Entre as plantas
ornamentais tropicais mais produzidas e comercializadas estdo Alpinia purpurata (Viell.)
Schum (alpinia ou panamad) e Zingiber spectabile Griff. (sorvetdo). Estas plantas vém
sendo parasitadas por fitopatdgenos, destacando-se os fungos e os nematoides. Em relagao
aos nematoides, espécies dos géneros Meloidogyne, Radopholus, Helicotylenchus e
Pratylenchus sdo os principais problemas dessas plantas em Pernambuco, causando danos
e perdas na producao (Coelho & Warumby, 2002).

Um dos métodos para produgdo de plantas € a propagacdo vegetativa in vitro,
denominada micropropagac¢do devido as pequenas dimensdes do material vegetal utilizado
(Grattapaglia & Machado, 1998). Esta técnica permite a obtencdo de grande niimero de
individuos com alta produtividade, sadios e geneticamente homogéneos, em curto periodo
de tempo e pouco espaco fisico (Carvalho, 1999).

Os FMA tém sido utilizados na producdo de mudas, bem como na aclimatizagdo de
plantas micropropagadas de diversas culturas, com respostas promissoras, uma vez que um

organismo benéfico estd sendo reintroduzido na rizosfera da planta. No entanto, os
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resultados da inoculag@o micorrizica variam, dependendo da espécie de planta, do isolado
de FMA, do substrato e das condigdes experimentais. O efeito benéfico da micorrizagdo no
crescimento de plantas micropropagadas foi observado, entre outros, em morangueiro,
Fragaria ananassa Duch. (Borkowska, 2002), bananeira, Musa spp. cv. Grand naine
(Declerck et al., 2002), macieira, Prunus prunifolia (Wild.) Borkh. (Locatelli & Lovato,
2002), Sesbania sesban (L.) Merr. (Subhan et al., 1998) e pimenta chilena, Capsicum
annuum L. (Estrada- Luna & Davies Jr., 2003).

Vérios substratos sdo usados na aclimatizagdo de plantas micropropagadas,
podendo influenciar a associagdo micorrizica € o desenvolvimento da planta. Portanto, a
escolha das proporg¢des e tipos de substratos é importante para garantir respostas positivas
de crescimento.

Um dos géneros de nematdides importantes como causador de doengas em plantas ¢
Meloidogyne, devido ao fato de induzir hipertrofia de tecidos da raiz, formando o que se
denomina “galhas”. A doenca causada por este nematdide é chamada de meloidoginose e
produz danos radiculares, com a formagao das galhas, muitas vezes associadas a necroses ¢
posterior danos a parte aérea, com perdas de producdo e até morte da planta.

Os FMA auxiliam a planta a suportar esse patdogeno, entre outras razdes, por
melhorar o seu estado nutricional. Porém, essa interagdo ¢ complexa e depende das
espécies de FMA, do hospedeiro e do nematdide que interagem (Cofcewicz et al., 2001,
Jaizme-Veja et al., 1997), assim como das condi¢des as quais sdo submetidos (Calvet et
al.,2001).

Considerando que a presenga de FMA pode melhorar a producdo de plantas
micropropagadas no periodo de aclimatizacdo e reduzir os danos causados pelos
nematoides, a utilizacdo desses fungos como alternativa biotecnoldgica pode ser viavel. No
entanto, considera-se que cada interacdo nematodide- planta- FMA ¢ tnica e necessita ser
avaliada. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da utilizagdo de espécies
de FMA e substratos compostos na aclimatiza¢do de mudas de 4. purpurata e Z. spectabile
e a tolerancia de plantas de A4.purpurata micorrizadas ao parasitismo de Meloidogyne

arenaria (Neal.) Chitwood.
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REVISAO DA LITERATURA

MICORRIZAS: ASPECTOS GERAIS

Micorriza ¢ uma associagdo entre raizes de plantas e certos fungos do solo. Nessa
relacdo, a planta fornece fotossintatos para o fungo, que em troca cede nutrientes minerais
do solo, deixando o vegetal em melhor condi¢do nutricional e mais resistente a estresses de
origem biodtica e abidtica, refletindo em aumento de produtividade e de sobrevivéncia
(Saggin-Junior & Lovato, 1999). Essa simbiose data do Devoniano, hd 400 milhdes de
anos, quando as plantas comegaram a conquistar o ambiente terrestre; sem raizes
diferenciadas e contando apenas com estruturas rudimentares que as fixavam ao solo, as
plantas recebiam do fungo micorrizico a 4gua e os nutrientes necessarios ao crescimento
(Trufem, 1998).

De acordo com as caracteristicas morfoanatomicas, as micorrizas podem ser de trés
grupos: (a) ectomicorrizas, caracterizadas pela penetragao intercelular de hifas no cortex do
hospedeiro; (b) ectendomicorrizas, que apresentam hifas com penetragdo inter e
intracelular; (c) endomicorrizas, caracterizadas pela penetragdo intracelular e também
intercelular e formacgao de estruturas especializadas. As endomicorrizas se subdividem em:
Ericoide, formada pela associacdo entre espécies de Ascomycota e de plantas da familia
Ericaceae; Orquiddide, constituida por representantes das Orchidaceae e espécies de
Basidiomycota; Arbuscular, formada por espécies de Glomeromycota, que se associam a
maioria das espécies vegetais (Silveira, 1992).

A micorriza arbuscular € caracterizada pela formagdo de estruturas denominadas
arbusculos, cuja fung¢do € a troca de nutrientes entre os simbiontes (Trufem, 1998). Os
fungos que formam essa associagdo sdo denominados micorrizicos arbusculares (FMA),
dos quais aproximadamente 168 espécies sdo conhecidas e agrupadas no filo
Glomeromycota, classe Glomeromycetes com os géneros: Glomus, Acaulospora,
Archaeospora, Paraglomus, Scutellospora e Gigaspora (Schiibler et al., 2001).

A maior parte das espécies vegetais, desde Bridfitas e Pteridofitas até
Gimnospermas ¢ Angiospermas, formam associacdes com FMA. A associacdo pode ser
formada em plantas herbaceas, arbustivas ou arboreas que ocupam diversos ecossistemas
como florestas, dunas, savanas, desertos, campos e agrossistemas (Siqueira ef al., 2002). O
fungo, em geral, ndo possui especificidade hospedeira (Trufem, 1998), embora maior
compatibilidade entre certos FMA e determinadas plantas tenham sido referidas (Silva et

al., 2004). Assim a importancia ecologica e econdmica das micorrizas arbusculares pode
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ser diretamente relacionada com o fato de que aproximadamente quatro quintos de todas as
plantas terrestres, incluindo as culturas agronomicamente importantes, formam este tipo de
micorriza (Azcon-Aguilar & Barea, 1997).

A colonizagdo por FMA tem inicio com a germinagdo do esporo ou
desenvolvimento de outros propagulos, como hifas ou segmentos de raiz colonizados. Na
superficie da raiz, a hifa infectiva se diferencia em apressorio e penetra por combinagdo de
pressdo mecanica e a¢do enzimatica. Na parte mais interna do cértex, hifas intracelulares
sofrem na extremidade continuas ramifica¢des dicotomicas diferenciando-se em arbusculos
ou formando vesiculas. Com o estabelecimento da simbiose, ocorre o desenvolvimento do
micélio externo e a posterior producdo de esporos (Smith & Read, 1997).

O principal beneficio da micorrizagdo ¢ a melhoria no crescimento da planta pelo
aumento da absor¢do de nutrientes (Marschner & Dell, 1994). O micélio externo desses
fungos pode se estender até 8 cm além da raiz, sendo o volume de solo explorado
significativamente maior em plantas com FMA (Trufem, 1998). Desta forma, ocorre maior
absorc¢do de nutrientes, principalmente daqueles transportados por difusdo, como N, P, K,
Ca, Zn e Cu (Saggin-Junior & Lovato, 1999). Além disso, o FMA proporciona aumento de
duas vezes, em relagdo as plantas ndo micorrizadas, na absor¢do de dgua por unidade de
comprimento radicular e no fluxo da solug¢do de solo para a superficie da raiz (Marschner
& Dell, 1994). Outros efeitos dos FMA estao relacionados com aumento de tolerancia do
hospedeiro a estresses abioticos como o salino, deficiéncia hidrica e nutricional, e estresses
bioticos como ataque de patégenos. Por outro lado, maior tolerancia leva ao aumento da
biomassa vegetal, da taxa de sobrevivéncia ao transplantio e do controle de doengas (Dodd
& Thomson, 1994).

Plantas micorrizadas s3o menos susceptiveis aos estresses ambientais, facilitando o
estabelecimento e a sobrevivéncia em locais adversos. Por isso os FMA sdo considerados
componentes essenciais em programas de recuperagdo de areas degradadas e solos
poluidos com metais pesados ou compostos organicos poluentes (Siqueira ef al., 2002).

Os FMA sdo importantes para as regides tropicais e subtropicais, onde se encontra
solos pouco férteis, condigdes ambientais estressantes, culturas que necessitam de elevado
teor de nutrientes e suprimento limitado de fertilizantes em diversas areas. Além disso,
muitos produtores sdo minifundiarios e t€ém pouco poder aquisitivo o que restringe o uso de
fertilizantes (Siqueira, 1996). As micorrizas seriam, entdo, uma alternativa biotecnologica

de insumo agricola para essas regioes.
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O MERCADO DE FLORES

Desde a década de 1990 o mercado mundial de flores vem apresentando
crescimento anual de 10%. Atualmente, a area de cultivo em todo o mundo esta em torno
de 190.000 hectares, movimentando cerca de 49 bilhdes de dodlares, desde a fase de
producdo até a entrega final, sendo a Holanda o pais que mais exporta flores (Ferreira et
al., 2002).

No Brasil, a floricultura ¢ um ramo que vem crescendo, apesar da descentralizagdo
da producdo que provocou a desintegragdo do mercado (Aki, 2002). Atualmente o pais
movimenta 1,2 bilhdes de dolares, com crescimento anual de 6,26%. As exportacdes
atingiram 4,4 mil toneladas em 1999. Existem cerca de 2545 produtores no pais, que
cultivam 4850 hectares, gerando um faturamento de 322,3 milhdes de reais por ano. As
flores de clima temperado sdo as mais produzidas (Ferreira et al., 2002) com mercado
tradicional e auto-suficiente (Aki, 2002).

Pernambuco estd entre os cinco principais produtores nacionais, possuindo 125
hectares de terra cultivada, com 197 produtores, sendo 32 de flores tropicais ¢ 165 de
tradicionais ou temperadas, movimentando 36 milhdes de reais por ano. O Estado ¢ o
maior produtor nacional de flores tropicais, com crescimento de 1000% de 1994 a 1999
(Ferreira et al., 2002). Apesar das muitas dificuldades em relagdo a falta de informagdes
sobre demanda e producdo, esta ¢ uma area promissora, necessitando de atencdo com

respeito a detalhes de produgdo e comercializagio.

PLANTAS ORNAMENTAIS TROPICAIS

Plantas ornamentais tropicais tém grande potencial econdmico; as flores e
folhagens sdo utilizadas na ornamentacdo e a propria planta ¢ usada em jardins e projetos
de paisagismo. A maioria é originada de regides tropicais e subtropicais das Américas
Central e do Sul e outras do Pacifico, desde a Indonésia até a Nova Guiné. Sdo grandes,
herbaceas, rizomatosas, perenes, algumas com formas exdticas, florescendo durante todo o
ano. As inflorescéncias sdo compostas de bracteas externas, fortes, atrativas e vistosas que
podem ser eretas ou pendulares, e com diferentes formas (Lamas, 2002).

Entre as plantas ornamentais tropicais mais produzidas e comercializadas estdo
Alpinia purpurata (Viell.) Schum (alpinia ou panamd) e Zingiber spectabile Griff.
(sorvetdo). Ambas pertencem a Classe Monocotyledoneae (Zingiberales, Zingiberaceae).
Essas plantas sdo pouco estudadas do ponto de vista botanico, sendo um dos grupos

taxondmicos mais complexos (Lamas, 2002).
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Alpinia recebeu esse nome em homenagem a Alpino (1553- 1616), professor
italiano de botanica (Smith, 1972). E originaria das florestas e campos da Indo-Malasia. O
uso como flor de corte tem crescido em fung¢do da durabilidade e beleza das inflorescéncias
e folhagens; além disso, floresce durante todo o ano. Possui crescimento vigoroso,
formando touceiras espessas € tem odor caracteristico, similar ao do gengibre. O porte
varia de 1,5 até 7m de altura e as touceiras podem ter até 1,5 m de expansdo. As folhas sdo
lanceoladas, com bordas orladas e produzidas em talos densos. As inflorescéncias sdo
terminais e consistem de bracteas nas cores vermelha e rosa, envoltas em folhas apicais
que podem alcangar de 15 a 30 cm de comprimento (Lamas, 2002).

Zingiber ¢ derivado de singivera, palavra oriunda do oeste da india (Smith, 1972).
A planta, conhecida como sorvetdo ou gengibre ornamental, ¢ nativa da Maldsia, apresenta
alta resisténcia e durabilidade, além da grande produtividade associada a beleza e ao
perfume adocicado. Pode atingir até 2,5 m de altura. Possui folhas alongadas e lanceoladas;
as inflorescéncias sdo terminais, com forma cilindrica que lembra um sorvete e com
bracteas de coloracdo amarela, sendo sustentadas por uma haste ereta de 0,30 a 0,80 m que
se origina diretamente do rizoma, completamente separada das hastes vegetativas (Lamas,
2002).

Essas plantas ornamentais vém sendo atacadas por fitopatdogenos, destacando-se os
fungos e os nematdides. Fatores como umidade e temperatura elevadas, densidade de
cultivo, estresses hidrico ou nutricional contribuem para este problema. As principais
doengas de origem flngica sdo antracnose, manchas foliares e podridoes de rizomas. Por
outro lado, s6 ha registro de uma doenga bacteriana (murcha) que ocorre em heliconias.
Em relacdo aos nematoides, espécies dos géneros Meloidogyne, Radopholus,
Helicotylenchus e Pratylenchus sdo os principais problemas em Pernambuco, causando

danos e perdas na producdo dessas plantas (Coelho & Warumby, 2002).

MICORRIZAS EM PLANTAS ORNAMENTAIS

A maioria dos trabalhos com plantas ornamentais tratam das espécies de clima
temperado, ndo s6 porque em geral sdo feitos na regido temperada, mas porque estas
espécies sdo as mais produzidas e comercializadas. Devido a escassez de pesquisas com
plantas ornamentais tropicais e micorrizas, serdo apresentadas generalidades sobre o efeito
de FMA associados a diversas plantas ornamentais.

Os efeitos positivos da inoculagdo micorrizica sobre o crescimento das plantas

também se estendem as ornamentais, como observado em gérbera, Gerbera sp. (Sato et al.,
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1999), horténsia, Hydrangea sp. (Varma & Schuepp, 1994), girassol, Helianthus annus L.
(Rachel et al., 1992), petunia, Petunia hybrida Vilm., aster da China, Callistephus
chinensis Nees, balsamo rosa, Impatiens balsamina L. (Gaur et al., 2000), lilium, Lilium
sp. (Varshney et al., 2002).

Respostas negativas também podem ocorrer, dependendo da espécie vegetal e do
FMA utilizado. A inoculagdo em heliconia (Heliconia sp.) com Gigaspora margarita
Becker & Hall, Glomus clarum Nicolson & Schenck, Glomus etunicatum Becker &
Gerdemann ou mistura destes FMA ndo beneficiou a planta, mesmo quando havia alta
colonizagdo (Sato et al. 1999).

Alguns fatores podem afetar a simbiose, influenciando tanto a colonizagdo como o
desenvolvimento da planta. Johnson ef al. (1984) mencionaram que a adi¢do de nitrato ou
amoénia em plantas de crisdntemo (Chrysanthemum marifolium var. circus Flos.)
influenciou o crescimento, a absor¢do de N e P e a colonizagdo, enquanto inoculagdo com
Glomus fasciculatum (Thaxter) Gerd. & Trappe emend. Walker & Koske, teve pouco
efeito sobre a absor¢do de N, sobressaindo-se em relagdo a absor¢do de P ¢ K. Em geral a
amonia, em baixa concentracdo, foi melhor tanto para as plantas com FMA quanto para o
controle, embora a coloniza¢cdo tenha sido maior no tratamento com nitrato. Em Rosa
multiflora Thunb. ex J. A. Murray., a utilizacdo de altas doses de osmocote (4,2 Kg/m’)
adicionado a um substrato constituido de casca e areia induziu aumento no crescimento das
mudas micorrizadas, mesmo ndo tendo efeito sobre a absor¢do de nutrientes (Davies,
1987).

A adicdo de P em plantas micorrizadas de Lilium sp., levou ao aumento no
crescimento, sendo que tratamentos com mistura de inoculo nativo (Glomus sp., Gigaspora
sp. e Scutellospora sp.) e com Glomus intraradices Schenck & Smith foram melhores no
substrato com 13,6 ppm de P, enquanto o tratamento com o indculo comercial Premier
Tech (constituido de G. intraradices) apresentou melhor resultado com 12,5 ppm de P
(Varshney et al., 2002).

Dois dos maiores beneficios proporcionados pela inoculagdo micorrizica em plantas
ornamentais sdo o aumento na quantidade de flores e o florescimento precoce. Gaur et al.
(2000) observaram que P. hybrida, C. chinensis e 1. balsamina associadas com FMA néo
so floresceram mais cedo como também produziram maior nimero de flores, sendo esta
resposta similar ao tratamento com fertilizante quimico. Similarmente, mudas de girassol
micorrizadas floresceram mais cedo, tiveram mais flores e apresentaram maior numero e

peso de sementes (Rachel et al., 1992). O mesmo ocorreu com plantas de Lilium sp.
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recebendo inoculo de FMA nativos (Glomus sp., Gigaspora sp. € Scutellospora sp.), que
floresceram 90 dias apos o transplantio, enquanto as ndo micorrizadas s6 produziram flores

aos 120 dias (Varshney et al., 2002).

MICROPROPAGACAO

Um dos métodos para a producdo de plantas ¢ a propagacdo vegetativa in vitro,
denominada de micropropaga¢do devido as pequenas dimensdes do material vegetal
utilizado (Grattapaglia & Machado, 1998). Esta técnica permite a obten¢do de grande
numero de individuos sadios com alta produtividade e geneticamente homogéneos, em
curto periodo de tempo e pouco espago fisico (Carvalho, 1999).

A primeira aplicagdo comercial da micropropagacdo ocorreu em 1966, na Europa,
utilizando orquideas, crisdntemos e cravos, tendo assim as plantas ornamentais dominado o
inicio deste processo (Lameira et al, 2000). O estabelecimento da micropropagagdo
comercial s6 ocorreu nas décadas de 1970 e 1980 (Kitto, 1997). Hoje a utilizagdo deste
método concentra-se na limpeza clonal e multiplicacdo de espécies ornamentais, fruteiras e
arvores florestais (Grattapaglia & Machado, 1998), tendo destaque a produg¢do mundial de
espécies ornamentais (Lovato et al, 1996b). Atualmente a produgdo de plantas
micropropagadas estd em torno de 200 a 300 milhdes por ano na Europa e nos Estados
Unidos. No Brasil a aplicacdo comercial da micropropagacdo é recente (Grattapaglia &
Machado, 1998), sendo fruteiras como banana, maga, abacaxi, citrus e acerola as mais
produzidas (Lovato ef al., 1996b).

As plantas obtidas por meio de micropropagagdo diferem anatdmica e
fisiologicamente das obtidas por outros métodos, uma vez que as condi¢des do cultivo in
vitro sdo bastante especificas, influenciando determinadas caracteristicas da planta que
afetam a adaptag¢do a condigdes ex vitro (Carvalho, 1999). Por isso, é necessario que
passem por um periodo de aclimatizagdo para melhor desenvolvimento e,
conseqiientemente, aumento da taxa de sobrevivéncia, antes do transplantio ao campo. A
baixa luminosidade e a alta umidade das salas de crescimento onde sdo produzidas as
plantas micropropagadas favorecem a formacdo de cuticula pouco desenvolvida e
estdmatos nao totalmente funcionais o que resulta em reduzida taxa transpiratoria. Assim,
ao serem aclimatizadas as mudas ficam muito susceptiveis ao estresse hidrico. Por outro
lado, a produgdo em meio nutritivo com alta disponibilidade de nutrientes induz ao
metabolismo heterotréfico e reduz a capacidade fotossintética. Além disso, as condi¢des

assépticas em que as mudas s@o produzidas fazem com que se tornem frageis ao ataque de
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microrganismos patogénicos, que eventualmente podem estar no substrato de transplantio
(Preece & Sutter, 1991).

A micropropagacdo ¢ constituida de cinco estagios. No estdgio 0 e 1 sdo
selecionadas e tratadas as plantas que se deseja propagar e os explantes que posteriormente
vao para meio nutritivo. No estdgio 2 os propagulos sdo multiplicados sucessivas vezes e
no 3, transferidos para meio de enraizamento. O ultimo estagio, chamado de aclimatizagao,
¢ critico, sendo muitas vezes fator limitante, pois as plantas obtidas s@o transplantadas para
substratos desinfestados e transferidas para casa de vegetagdo (Debergh & Read, 1991).
Assim, passam de uma condi¢do heterotrofica, onde cresciam em meio de cultura com
condi¢des de umidade e luminosidade controladas, para uma condigdo autotrofica. E nessa
fase, entdo, que ha necessidade da utilizagdo de alternativas para minimizar os estresses do
transplantio. Como destacado por Kitto (1997), sdo necessdrias pesquisas de novas

tecnologias e protocolos para melhoria do processo de aclimatizacéo.

FMA NA ACLIMATIZACAO DE PLANTAS MICROPROPAGADAS

Os FMA vém sendo utilizados na produgdo de mudas, bem como na aclimatizagao
de plantas micropropagadas de diversas culturas, principalmente fruteiras, obtendo-se
respostas promissoras, uma vez que um organismo benéfico estd sendo reintroduzido na
rizosfera da planta. Os resultados no entanto variam, dependendo da espécie de planta, do
isolado de FMA, do substrato ¢ das condi¢des experimentais.

Geralmente as plantas micropropagadas sdo inoculadas com FMA na fase ex vitro,
ou seja, quando sdo transplantadas do meio in vitro para substratos, e levados para casas de
vegetacdo (aclimatizagdo), podendo também ser inoculadas na fase in vitro, antes da
aclimatizag¢do. A inoculagdo com FMA in vitro ¢ processo mais laborioso, que inclui a
esterilizacdo dos esporos, que muitas vezes t€ém a germina¢do inibida pela grande
quantidade de nutrientes no meio de cultura. Assim, a inoculag¢do ex vitro ¢ processo mais
facil e natural, ndo apresentando problemas técnicos (Rai, 2001).

Lovato et al. (1996b) consideram que os FMA tém trés papéis no desenvolvimento
das plantas micropropagadas durante a aclimatizag¢do: biorreguladores do crescimento,
biofertilizantes e biocontroladores de organismos.

Como biorreguladores, os FMA podem eliminar o bloqueio do crescimento apical,
que ocorre em plantas micropropagadas quando sdo aclimatizadas. Em experimentos
utilizando mudas micropropagadas de mac¢d (Malus pumila L.) e de ameixa (Prunus

cerasifera Ehrh.), Fortuna et al. (1996) observaram que apenas as micorrizadas mostravam
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renovagdo do crescimento apical. De modo similar, Sbrana et al. (1994) acompanharam
durante 30 dias mudas micropropagadas de maga, de ameixa e de péssego (Prunus persica
(L.) Batsch. x Prunus amygdalus Stokes.) e observaram que aos 15 dias do transplantio
50% das micorrizadas apresentavam novas folhas, comparadas com 30% do controle e,
apds um més, 40% das plantas controle ndo tinham ainda retomado o crescimento,
enquanto todas as micorrizadas haviam superado a dorméncia do apice. Em Leucaena
micropropagada, Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit., ap6s 30 dias de inoculacdo o
FMA levou a renovagao do crescimento apical, o que ndo ocorreu no controle, que morreu
aos cinco meses (Naqvi & Mukerji, 1998). Mudas de horténsia micropropagadas
(Hydrangea sp.) também foram beneficiadas nesse aspecto pela inoculagdo, sendo sugerido
que o beneficio foi devido a modificagdes nutricionais e hormonais (Varma & Schuepp,
1994).

Considerando o papel biorregulador dos FMA, este também se manifesta em
relacdo ao controle do crescimento do sistema radicular de mudas micropropagadas, que
pode ser modificado pela presenca desses fungos. Em videira micropropagada (Vitis
vinifera L.), a micorrizagdo produziu aumento do nimero de raizes laterais, que por outro
lado, apresentavam menor crescimento e aumento na densidade de ramificagdes
radiculares. Schellenbaum et al. (1991) sugerem que o fungo induziu a diminui¢do da
atividade do meristema radicular e esta coincidiu com o desenvolvimento da parte aérea.

Nas plantas micropropagadas inoculadas com FMA pode ocorrer reducdo na
relacdo entre parte aérea e radicular, como observado em mudas de macd e péssego
(Estaun ef al., 1994; Estaun et al., 1999), abacaxi, (4nanas comosus L. Merril.) (Guillemin
et al., 1992), limdo, (Citrus limon (L.) Burm.) (Quatrini et al., 2003), péssego e péra,
(Pyrus communis L.) (Rapparini et al., 1994), e em pimenta chilena, (Capsicum annuum
L.) (Estrada-Luna & Davies Jr., 2003). Isso leva a maior eficiéncia na produ¢do de
biomassa da parte aérea, uma vez que menor quantidade de energia ¢ direcionada para a
formacao de raizes.

Outro fator biorregulador ¢ a uniformidade das plantas, também influenciada pelos
FMA. O coeficiente de variagdo da homogeneidade das plantas micorrizadas foi menor que
o controle, em todas as variedades de macieira micropropagadas testadas por Branzanti et
al. (1992), o mesmo ocorrendo em mudas de péssego e péra (Rapparini et al., 1994).

Como biofertilizantes, os FMA aumentam a absor¢do de diversos nutrientes
levando a melhoria no estado nutricional; como conseqiiéncia, as plantas apresentam maior

desenvolvimento, sendo esse efeito atribuido ao aumento no volume do solo explorado
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pelo micélio externo do fungo, bem como ao sistema radicular mais ramificado (Lovato et
al., 1996a, Hooker et al., 1994). Azcon-Aguilar et al. (1992) observaram que Glomus
deserticola Trappe, Bloss & Menge, e em menor grau Glomus mosseae (Nicol. & Gerd.)
Gerdemann & Trappe, induziram aumento na altura, no nimero de folhas e no vigor em
abacateiro (Persea americana Mill.) micropropagado. Em macieiras micropropagadas e
micorrizadas, as variedades M9, M26 e Golden cresceram melhor que o controle
(Branzanti ef al., 1992). Outros relatos também mostram o efeito benéfico da micorrizagdo
no crescimento de plantas micropropagadas, como observado em dendezeiro, (Elaeis
guineensis Jacq.) (Blal et al., 1990); (Blal & Gianinazzi-Pearson, 1989), morangueiro,
(Fragaria ananassa Duch.) (Vestberg, 1992b); (Borkowska, 2002), bananeira, (Musa sp.
cv. Pacovan) (Yano-Melo et al., 1999); (Musa sp. cv. Grand naine) (Declerck et al., 2002),
ameixeira (Fortuna et al., 1992), abacaxizeiro (Guillemin ez al., 1992), macieira variedade
marubakaido, (Prunus prunifolia (Willd.) Borkh.) (Locatelli & Lovato, 2002), macieira,
ameixeira e pessegueiro (Sbrana et al., 1994), L. leucocephala (Naqvi & Mukerji, 1998),
videira, (Vitis rupestris Scheele) (Ravolanirina et al., 1989), pessegueiro e pereira
(Rapparini et al., 1994), leguminosas lenhosas: Spartium junceum L. e Anthyllis cystisoides
L. (Salamanca et al., 1992), Sesbania sesban (L.) Merr. (Subhan et al., 1998), horténsia
(Varma & Schuepp, 1994) e pimenteira chilena (Estrada-Luna & Davies Jr., 2003).

Com o aumento na absorcdo de nutrientes proporcionado pela associacdo
micorrizica, as plantas micropropagadas e associadas com FMA, em geral possuem maior
contetido de nutrientes, que pode ser influenciado pelo substrato, espécie vegetal e FMA.
Em dendezeiro, a inoculagdo com FMA aumentou a absor¢do de Zn, K, Fe, P e Cu (Blal &
Gianinazzi-Pearson, 1989), enquanto em Gentiana verna L. ndo houve efeito sobre o
conteudo de Ca, Mg, K e P (Sykorova et al., 2003).

Nem sempre todos os nutrientes estdo em alto teor nas plantas micropropagadas e
micorrizadas. Estudando variedades de macieira, Granger et al. (1983) encontraram que a
variedade M7 teve maior conteudo de P que o controle, enquanto o teor de K foi maior no
controle. Por outro lado, na variedade MM111 a inoculacdo com FMA nio influenciou o
conteudo desses nutrientes. Em morangueiro, a presenga de FMA influenciou
positivamente o conteudo de P em todas as partes da planta, porém o N nao foi afetado
(Hrselova et al., 1989).

Taylor & Harrier (2001) observaram que em mudas de morangueiro da variedade
Elvira micropropagadas e inoculadas com G. clarum, G. etunicatum, Scutellospora

heterogama (Nicol. & Gerd.) Walker & Sanders, Gigaspora rosea Nicolson & Schenck e
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Scutellospora persica (Koske & Walker) Walker & Sanders, a concentragdo de P foi maior
que nos tratamentos com outros quatro FMA; os teores de Ca e Mg foram elevados em
todos os tratamentos inoculados, enquanto o teor de K ndo diferiu. Em mudas
micropropagadas de pimenta chilena inoculadas com FMA, a quantidade de N, P e K foi
maior do que no controle, enquanto os teores de Ca, Fe, B e Cu ndo diferiram e os de Mg,
Mn e Zn foram maiores no controle (Estrada-Luna & Davies Jr., 2003).

Em relagdo ao papel desempenhado como biocontroladores, os FMA podem
aumentar a quantidade de microrganismos benéficos, como observado na rizosfera de
plantas de horténsia micropropagada, onde a quantidade de Pseudomonas fluorescens
Migula 1895, envolvida no controle bioldgico de patdgenos, aumentou (Varma & Schuepp,
1995), ou podem induzir a planta micropropagada a tolerar melhor os danos causados pelos
patdgenos. Jaizme-Vega ef al. (1997) observaram que G. mosseae ndo s6 favoreceu o
crescimento de bananeiras (Musa AAA cv. Grand naine) como suprimiu a formagdo de
galhas e a reproducdo do nematoide Meloidogyne incognita (Kofoid & White) Chitwood.

Viarios substratos usados na aclimatizagdo de plantas micropropagadas podem
influenciar a associacdo micorrizica € o desenvolvimento da planta, uma vez que este € o
local de interagdo do fungo com o vegetal. Em experimento com Fraxinus excelsior L.
inoculada com G. intraradices, em solo com argila e arenito, Lovato et al. (1994)
observaram que as raizes foram bem colonizadas, porém o crescimento da planta foi
diminuido. Quando estas foram transferidas para um substrato com turfa, argila, pedagos
de madeira e arenito e fertilizadas com osmocote, a parte aérea das plantas micorrizadas foi
maior. Em cereja selvagem (Prunus avium L.) apenas o substrato influenciou o
desenvolvimento vegetativo (Lovato et al., 1994). Outra cultura favorecida pelo uso de
substratos ricos em nutrientes e pela inoculagdo com FMA (G. mosseae) foi a da macieira,
com aumento de biomassa da parte aérea e do conteido de P na planta (Schubert &
Lubraco, 2000). Em G. verna, o uso de adubos originados de esterco de vaca ou de cavalo
ndo influenciou na coloniza¢do micorrizica nem na produgdo de biomassa (Sykorova et al.,
2003).

Trindade et al. (2003) mencionaram que o substrato composto de turfa, vermiculita
e 5% de esterco foi o melhor para a produ¢do de bananeiras da variedade caipira
micropropagadas e micorrizadas com G. margarita. O aumento das doses de esterco de 5
para 10% nio trouxe beneficios e quando turfa e a vermiculita foram substituidas por solo
e areia, houve influéncia negativa no crescimento, principalmente com o uso do esterco.

Vestberg (1992a) observou que morangueiros micropropagados e micorrizados produzidos
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em turfa, apesar da baixa esporulagdo do FMA, tiveram maior crescimento, principalmente
quando farinha de osso e fertilizante (NPK) foram adicionados. Em areia a esporulagio foi
elevada e o crescimento das plantas reduzido.

Outra planta micropropagada beneficiada pela micorrizagdo foi o bambu,
(Dendrocalamus asper Backer ex K. Heyne), a adicdo de 5% de adubo, proveniente de
estrume de bufalo, aumentou o crescimento, a absor¢do de nutrientes, a colonizacdo e a
producdo de esporos (Verma & Arya, 1998). Assim, a escolha das propor¢des e tipos de
substratos ¢ importante na producdo vegetal, pois além de influenciar o desenvolvimento
da planta, afeta os FMA que podem favorecer o crescimento das mudas micropropagadas.

As doses de fertilizantes fosfatados utilizadas na producdo vegetal também
influenciam o desenvolvimento e o estabelecimento da simbiose, bem como o crescimento
do vegetal, dentre outros aspectos. Em macieiras micropropagadas, o coeficiente de
variacdo da homogeneidade de plantas micorrizadas foi menor que o do controle, em todas
as variedades testadas, em niveis de 4 ¢ 8 ppm de P, enquanto em alto nivel de P (40 ppm)
a inoculagdo ndo teve influéncia sobre a homogeneidade (Branzanti er al., 1992). O
crescimento apical em mudas micropropagadas de mac¢d e de ameixa diminuiu
marcadamente nos tratamentos onde se adicionou P (Fortuna et al., 1996). Em mudas
micropropagadas de Kiwi (Actinidia deliciosa (A. Chev.) C. F. Liang & A. R. Ferguson.)
houve aumento na area foliar € no peso fresco quando as plantas micorrizadas foram
fertilizadas, porém nos tratamentos com niveis mais elevados de fertilizagdo a presenga do
fungo ndo afetou o crescimento, que foi beneficiado apenas pela fertilizagdo (Schubert et
al., 1992).

Utilizando fosfato soluvel e fosfato de rocha como fertilizantes, Blal ez al. (1990)
observaram que dendezeiros micropropagados, inoculados com espécies de Glomus,
tiveram maior conteudo de P que os sem FMA, sendo a maxima absor¢do de P e maior
crescimento obtidos quando o fertilizante foi adicionado a planta micorrizada, mostrando
uma interag@o positiva do FMA com a fertilizagao.

Em videiras micropropagadas, no nivel intermediario de fertilizagdo (20 mg/ Kg),
as plantas inoculadas tiveram area foliar maior que o controle, o que ndo ocorreu em altos
niveis de fertilizacdo (Schubert e al., 1990). Varshney et al. (2002) observaram que mudas
de Lilium sp. micorrizadas e micropropagadas tiveram aumento em todos os pardmetros de
crescimento nos niveis intermediarios de P (12,53 e 13,63 ppm de P) sendo porém
similares ao controle no tratamento com 14,6 ppm de P. Em Pistache (Pistacia integerrima

Stew. ex Brand.) micropropagada, a aplicacdo de P no controle levou ao aumento do
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crescimento da planta similar ao obtido nas micorrizadas, em solo sem fertiliza¢do, sendo
que o uso de P ndo influenciou as plantas inoculadas (Schubert & Martinelli, 1988).

De modo geral, a aplicacdo de FMA ¢ uma oportunidade para reduzir o uso de
fertilizantes (Hooker et al., 1994). Altos niveis de P no solo geralmente inibem a
colonizagdo ¢ o desenvolvimento do fungo, bem como o estabelecimento da simbiose,
porém, dependendo da planta e do fungo, mesmo em substratos com elevado teor de P a
simbiose se estabelece eficientemente.

Os efeitos benéficos da associa¢do micorrizica podem ou ndo proporcionar aumento
na percentagem de sobrevivéncia de plantas micropropagadas. A inoculagdo com FMA nao
afetou a sobrevivéncia de abacateiros (Azcon-Aguilar et al., 1992). O mesmo ocorreu em
mudas de ameixeira que também nao foram afetadas pela adi¢do de P ao substrato (Fortuna
et al., 1996). Por outro lado, em pessegueiro a inoculagdo produziu 100% de sobrevivéncia
(Estaun et al., 1999), tal como observado em horténsias (Varma & Schuepp, 1994), em
morangueiros (Varma & Schuepp, 1995) e em S. sesban (Subhan et al., 1998). Nesta
ultima, apenas 30% do controle sobreviveu.

Os beneficios proporcionados pela associagdo micorrizica também podem
contribuir para diminuir o periodo de aclimatizacio de plantas micropropagadas.
Salamanca et al. (1992) observaram que a inoculagdo com G. fasciculatum encurtou o
periodo de aclimatizag¢do de duas espécies de leguminosas lenhosas.

Fatores como interagdo com outros microrganismos também podem influenciar a
associag@o micorrizica e o desenvolvimento do vegetal micropropagado. Utilizando FMA
e Rhizobium em Leucaena, Naqvi & Mukerji (1998) observaram que a sobrevivéncia foi de
100% nas mudas inoculadas com os dois microrganismos, 91% nas inoculadas apenas com
FMA, 65% nas inoculadas s6 com Rhizobium e o controle teve 100% de mortalidade aos
150 dias. Em Ficus benjamina L., um arbusto ornamental, Srinath et al. (2003)
encontraram maior desenvolvimento e conteido de P quando G. mosseae foi inoculado
juntamente com Bacillus coagulans Hammer 1915 e com Trichoderma harzianum Rifai. A
inoculagdo com G. mosseae, associado ou ndo aos microrganismos promoveu efeitos
benéficos quando comparado ao controle, mas este foi inferior ao obtido no tratamento
com inoculacdo dos trés organismos. Do mesmo modo a colonizacdo, o nimero de esporos
de G. mosseae e de unidades formadoras de colonias de B. coagulans e de T. harzianum
foram maiores nesse tratamento, sugerindo a existéncia de interagdes sinérgicas entre os

trés organismos, com conseqiientes beneficios para o crescimento da planta. Pseudomonas
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putida (Trevisan 1889) Migula 1895 atuou sinergicamente com G. etunicatum sobre o
crescimento do morangueiro micropropagado (Vosatka et al., 1992).

O tamanho da raiz da planta micropropagada que vai ser inoculada com FMA afeta
a funcionalidade da simbiose. Em bananeira, o uso de FMA em um substrato contendo
turfa, vermiculita e esterco proporcionou maior crescimento das plantas com sistema
radicular desenvolvido ou intermediario do que naquelas que inicialmente nao
apresentavam raizes (Lins ef al., 2003). No entanto, em mudas de macieira a sobrevivéncia
foi maior quando o FMA foi inoculado nas plantas com comprimento radicular curto
(menor que 1,5 cm); naquelas com raizes longas (3 cm) houve perda de material (Sbrana et
al., 1994). Macieiras da variedade Marubakaido apresentaram maior incremento no
crescimento quando o FMA foi inoculado no inicio do enraizamento (Locatelli & Lovato,
2002).

Algumas plantas micropropagadas necessitam de mais tempo para estabelecimento
efetivo da simbiose, sendo este um fator importante a ser considerado na utilizagdo de
FMA. Em mudas de péssego, Estaun et al. (1999) utilizando turfa (TKS- 1), uma mistura
comercial contendo casca de pinho, turfa e solo vulcanico (BVU) e solo, observaram que
em trés meses nao havia interacdes significativas entre FMA e substrato, sendo as plantas
em turfa maiores que as inoculadas. Aos sete meses, as plantas associadas a G.
intraradices tiveram aumento de 40% em relacdo ao controle no solo e em BVU, e apos 14
meses, todas as plantas inoculadas foram maiores que o controle, independentemente do
substrato. Do mesmo modo, Fortuna et al. (1996) observaram crescimento similar entre
mudas de macieira ¢ ameixeira micorrizadas e adubadas com P, aos dois meses. No
entanto, apos seis meses, esses valores aumentaram mais nas micorrizadas que nas
adubadas, demonstrando que o efeito do P decaiu com o tempo, o que ndo ocorreu com o
efeito da micorrizagao.

Diferencas em relacdo a simbiose micorrizica sdo observadas entre espécies
vegetais e até mesmo entre variedades ou cultivares da mesma planta, tal como constatado
entre variedades de macieira micropropagada (Locatelli & Lovato, 2002). Esses autores
sugeriram que os FMA funcionaram como dreno de fotossintatos numa das variedades
testadas, com reflexo negativo no crescimento. Salamanca et al. (1992) observaram efeitos
diferenciados da micorrizagdo comparando duas espécies de leguminosas arbdreas
micropropagadas.

Em alguns casos, o FMA tem efeito negativo sobre certos pardmetros do

crescimento vegetal em favor de outros. Mudas de morangueiro micropropagadas e
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micorrizadas tiveram um decréscimo de 5,6% na biomassa total, enquanto a biomassa e o
comprimento dos estoldes aumentaram 8,5% e 18%, respectivamente (Hrselova et al.,
1989).

Plantas micropropagadas e micorrizadas podem tolerar melhor os estresses de
origem abiodtica, como baixas temperaturas e estresse hidrico. Horténsias micorrizadas
suportaram melhor os periodos de inverno e outono restabelecendo-se mais rapido que as
ndo inoculadas. Provavelmente a simbiose reduziu o potencial osmotico da planta, o que
representa uma pré-adaptacdo significativa para aclimatizagdo (Varma & Schuepp, 1994).
Micorrizacdo também aumenta a tolerancia das plantas ao estresse hidrico. Em
morangueiros, Borkowska (2002) observou que plantas controle, que foram
completamente molhadas depois de sete dias de seca, ndo recuperaram o turgor, enquanto
as micorrizadas foram ligeiramente molhadas e se recuperaram facilmente. O mesmo
ocorreu com horténsias micorrizadas que apresentavam menor taxa de murcha (Varma &
Schuepp, 1994). Mudas de pimenteira chilena micorrizadas tiveram maior quantidade de
clorofila, condutancia estomatica, taxa de transpiracdo e conteudo relativo de agua, o que
proporcionou menor estresse hidrico (Estrada-Luna & Davies Jr., 2003).

Outro tipo de estresse abidtico que plantas micropropagadas e micorrizadas toleram
¢ o salino. Yano-Melo et al. (2003) observaram que bananeiras inoculadas com FMA
foram menos afetadas pela salinidade que o controle, apresentando respostas positivas no
crescimento, mesmo na presenca do sal.

A colonizag@o micorrizica € influenciada por tipo de substrato, espécie de FMA e
de planta, como constatado em mudas micropropagadas de macieiras inoculadas com G.
intraradices, Glomus sp., G. mosseae e Acaulospora laevis Gerdemann & Trappe (Estaun
et al., 1994), em mudas de morango selvagem, Fragaria vesca L. (Murphy et al., 2000),
em raizes de Lilium sp. inoculadas com mistura de FMA ou com G. intraradices (Varshney
et al., 2002) e em pistache que se apresentou altamente colonizada em substrato nao
fertilizado e teve a colonizacdo reduzida com a fertilizagdo (Schubert & Martinelli, 1988).

Em morangueiros micropropagados da variedade Elvira, Taylor & Harrier (2001)
observaram que todas as espécies de FMA inoculadas foram capazes de colonizar as
mudas, porém maior percentagem de colonizacdo foi produzida por espécies de Glomus,
em comparagdo com as de Gigaspora e Scutellospora. Morin et al. (1994) constataram que
algumas cultivares de macieira micropropagadas (Malus domestica Borkh.) foram mais

colonizadas do que outras.
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Quatrini et al. (2003) encontraram coloniza¢do de 20% em raizes de limoeiros
micropropagados associados a G. mosseae e de 79% naqueles inoculados com uma mistura
de fungos nativos. Em heliconias, a percentagem de coloniza¢do variou de acordo com o
FMA utilizado: 55,9% com G. margarita, 46,9% com indculo multiplo (G. margarita, G.
clarum e G. etunicatum), 40,3% com G. clarum e 28,71% com G. etunicatum (Sato et al.,
1999).

A intensidade de colonizagdo pode ou ndo afetar o desenvolvimento do vegetal e
nem sempre se observa correlagdo entre a percentagem de raiz colonizada e o crescimento
da planta. G. clarum colonizou extensivamente o sistema radicular de plantas de mandioca
micropropagadas (Manihot esculenta Crantz.), mas ndo foi tdo efetivo quanto G.
fasciculatum, que colonizou em menor propor¢do, enquanto Entrophosphora colombiana
Spain & Schenck ndo foi capaz de colonizar (Azcon-Aguilar et al., 1997).

O tempo de estabelecimento da colonizagdo pode variar em plantas
micropropagadas. Estrada-Luna & Davies Jr. (2003) utilizando pimenteira chilena
micorrizadas observaram hifas intracelulares apds trés dias da inoculagdo e no décimo dia,
arbusculos e vesiculas foram visualizados. Em plantas de S. sesban inoculadas com G.
fasciculatum, as raizes em um més mostraram hifas inter e intracelulares, arbusculos e
micélio extraradicular. Grande numero de vesiculas entre cinco e seis semanas €, em
alguns casos, esporos foram vistos depois de um intervalo de 10 semanas (Subhan et al.,
1998). Enquanto em G. verna, em cinco meses de cultivo a colonizacdo foi ausente ou
baixa (5%), e s6 aumentou apds cinco meses nos tratamentos com mistura de FMA,
atingindo 50% e permanecendo neste nivel nos dois anos seguintes (Sykorova et al., 2003).

A espécie de FMA utilizada tem grande importancia para o estabelecimento de uma
simbiose efetiva em mudas micropropagadas. Em limoeiro, a relagdo parte aérea e raiz foi
menor nas plantas inoculadas com FMA nativo e maior nas inoculadas com G. mosseae. O
crescimento também foi melhor com o fungo nativo (Quatrini ef al., 2003). Mudas de
macieira e ameixeira apresentaram melhor resposta de crescimento quando inoculadas com
G. mosseae do que com G. intraradices, embora a percentagem de colonizagdo ndo tenha
diferido entre os dois tratamentos (Fortuna et al., 1996). Glomus versiforme (Karsten)
Berch promoveu maior crescimento em variedades de macieira do que G. intraradices e G.
aggregatum (Morin et al., 1994). Em experimento utilizando mudas de morangueiro
colonizadas com nove espécies de FMA, Taylor & Harrier (2001) observaram que as
plantas inoculadas com G. margarita e com G. intraradices apresentaram maior biomassa,

enquanto as outras espécies de FMA prejudicaram o crescimento das plantas.
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Os FMA influenciam e sdo influenciados por muitos fatores, de modo que a
associacdo micorrizica ¢ bastante complexa e afirmagdes generalizadas devem ser
cautelosas. Assim, cada combina¢do de fungo-substrato-planta merece ser estudada.
Segundo Hooker ef al. (1994), é provavel que no futuro a inoculagdo com FMA faca parte
do protocolo de micropropagacdo, resultando em produgdo com economia de tempo,
energia e fertilizagdo, fazendo esta técnica ndo apenas economicamente competitiva, mas

também sustentavel.

INTERACAO FMA E Meloidogyne

Interacdes bioldgicas na rizosfera afetam o desenvolvimento da planta, a
produtividade do ecossistema e a dinadmica vegetal (Brussaard et al, 2001). FMA e
nematdides habitam o mesmo ambiente, ou seja, ocorrem na rizosfera e nas raizes de
plantas, invadindo o tecido radicular. Observagdes sobre a ocorréncia de interacdo entre
nematdides ¢ FMA no campo levaram a realizagdo de diversos trabalhos em casa de
vegetacdo, sob condi¢des controladas, para melhor entendimento da intera¢do (Ingham,
1988), que ¢ bastante complexa e depende das espécies de FMA, da planta e do nematdide
que interagem (Cofcewicz et al., 2001; Jaizme-Veja et al., 1997), bem como das condi¢des
as quais sdo submetidos (Calvet et al., 2001).

Um dos géneros de nematdides mais importantes como causador de doengas em
plantas ¢ Meloidogyne, conhecido como o nematdide das galhas, devido ao fato de induzir
hipertrofia de tecidos da raiz (galhas). Meloidogyne é um nematoide sedentédrio, que
penetra na raiz quando jovem e nela se instala para crescer e reproduzir. A doenga causada
por este nematdide é chamada de meloidoginose e produz danos radiculares, com a
formagdo das galhas, muitas vezes associadas a necroses, e posterior danos a parte adrea,
com perdas de produgdo e até morte da planta. Sendo assim, representa grande problema
para a agricultura mundial. Em geral, nematdides sedentarios s3o mais beneficiados pelo
FMA que os nematoides migradores (Borowicz, 2001).

Deficiéncia mineral ¢ um sintoma comum em plantas parasitadas por Meloidogyne,
uma vez que este impede a absorcdo e o transporte de agua e nutrientes afetando o
crescimento e o desenvolvimento da planta (Carneiro ef al., 2002). A inoculagdo com FMA
em plantas atacadas por este nematdide pode diminuir a deficiéncia, aumentando a
absor¢do de diversos nutrientes, dentre os quais o P, com posterior aumento no

crescimento da planta.

26



Silva, M. A. Aplicacdo de fungos micorrizicos arbusculares... 27

O efeito do FMA sobre plantas com nematdide ¢ mais que aumento no vigor € na
nutricdo de P. Reducdo da reproducdo de nematdides é também atribuida a complexa
mudanca fisioldgica no vegetal induzida pela micorrizagdo. Essas mudangas podem se
manifestar em varios aspectos da relagdo, alterando a atracdo produzida pela raiz (barreiras
fisicas ou quimicas); os fatores de pré-infeccdo tais como exsudatos radiculares; a
disponibilidade de sitios de infec¢do; a produg¢do de compostos nematicidas (Ingham,
1988); a ativagdo de mecanismos de defesa da planta (Azcén-Aguilar & Barea, 1996).
Essas mudangas podem fazer da raiz um recurso pobre para o nematoide, pela produgdo de
condi¢des inadequadas para 6timo desenvolvimento e reprodugdo do patogeno (Dehne,
1982). Além disso, 0 FMA e o nematdide competem por nutrientes (Azcon-Aguilar &
Barea, 1996).

Os FMA também influenciam a micorrizosfera, induzindo mudangas na populacio
microbiana do solo, o que pode estimular certos componentes da microbiota, antagdnicos
ao nematoide (Azcén-Aguilar & Barea, 1996).

O efeito do FMA sobre o crescimento de plantas infectadas com Meloidogyne é
altamente variavel, mas geralmente positivo (Borowicz, 2001). Atilano et al. (1981)
observaram aumento na biomassa da parte aérea e radicular de videiras da variedade
Thompson inoculadas com G. fasciculatum e infestadas com Meloidogyne arenaria (Neal.)
Chitwood. Em Hyoscyamus niger L., a inoculagdo com G. aggregatum proporcionou
aumento na biomassa de plantas parasitadas por M. incognita (Pandey et al., 1999). No
entanto, em plantas de soja (Glycine Max (L.) Merr.) com o mesmo patdgeno, a inoculagdo
com Glomus macrocarpum Tul. & Tul. ndo beneficiou o crescimento (Kellam & Schenck,
1980).

Virios aspectos, como utilizagdo de diferentes espécies de FMA, levaram a
respostas variadas no crescimento de plantas infectadas com Meloidogyne. Em tomateiro
(Lycopersicon esculentum L.) infectado com Meloidogyne javanica (Treub.) Chitwood , a
inoculagdo com G. margarita reduziu a biomassa da parte aérea, o peso € o nimero de
frutos, que foram similares ao controle, enquanto no tratamento com G. etunicatum esses
parametros foram aumentados pelo fungo (Cofcewicz et al., 2001). Habte et al. (1999)
observaram aumento na biomassa de plantas de trevo branco (7rifolium repens L.)
infestadas com M. incognita que receberam inoculo de G. intraradices, enquanto nos
tratamentos com G. aggregatum e G. mosseae o peso seco da parte aérea das plantas

diminuiu. A inoculag¢@o com G. mosseae nativo em bananeiras infestadas com M. incognita
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resultou em aumento significativo no crescimento, comparado com o uso de isolado de G.
mosseae nao nativo (Jaizme- Veja et al., 1997).

Respostas diferenciadas a inoculagdo com FMA também ocorreu em fungdo da
cultivar que estava sendo testada. Em algodoeiro (Gossypium hirsutum L.) infestado com
M. incognita, dois cultivares inoculados com G. margarita apresentaram maior
desenvolvimento que o controle, porém a cultivar resistente foi melhor que a cultivar
susceptivel (Roncadori & Hussey, 1977). Resultado similar ocorreu com cultivares de
alfata (Medicago sativa L.) infestados com Meloidogyne hapla Chitwood (Grandison &
Cooper, 1986).,

A presenca de outros organismos pode aumentar o efeito benéfico dos FMA.
Diedhiou et al. (2003) observaram que a inoculagdo conjunta com Glomus coronatum
Giovannetti e Fusarium oxysporum Schlechtend. Fr., ndo patogénico aumentou o
crescimento de tomateiros infestados com M. incognita, em comparagdo com o tratamento
onde apenas FMA foi usado como indculo.

O tratamento do solo também influencia a resposta da planta micorrizada.
Pessegueiros plantados em 4area infestada com Meloidogyne apresentaram maior
desenvolvimento no tratamento inoculado artificialmente com mistura de FMA (G.
intraradices, G. mosseae, G. etunicatum), em solo pasteurizado, do que nos tratamentos
com solo ndo pasteurizado (Calvet et al., 2001).

A disponibilidade de nutrientes, principalmente P, afeta diretamente a interacdo
FMA, nematoide e hospedeiro e, conseqiientemente, o desenvolvimento da planta. Em
geral, a micorrizag@o favorece o crescimento em solos com baixa quantidade de P, porém
em bananeiras (Musa AAA cv. Grand naine) inoculadas com G. mosseae e infestadas com
M. incognita, a utilizagdo de 42 ppm de P influenciou positivamente o crescimento,
comparado ao tratamento com 16,2 ppm de P (Jaizme-Veja et al., 1997). Em plantas de
amendoim (Arachis hypogaea L.) inoculado com FMA, a adicdo de P aumentou a
tolerancia a M. arenaria, contudo foi no tratamento com baixo nivel de P (25ug/g) que o
efeito do fungo sobre o crescimento foi mais acentuado (Carling et al., 1996). O mesmo
ocorreu em pessegueiros inoculados com G. etunicatum ¢ com G. margarita, os quais
tiveram aumento na biomassa da parte aérea ¢ no didmetro do caule, no tratamento com
menor nivel de P (50ug/g) (Strobel et al., 1982). Grandison & Cooper (1986), testando
duas cultivares de alfafa, uma susceptivel e outra resistente ao nematoide, observaram que

ambas foram beneficiadas pela inoculagdo com FMA em todos os niveis de P utilizados.
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O efeito benéfico da micorrizacdo, em plantas parasitadas por nematdides, pode ser
estendido ao campo. Em algodoeiro plantado em darea infestada com M. incognita, a
inoculagdo com FMA incrementou o crescimento das plantas durante varios anos de
experimento (Smith et al., 1986).

Todos os fatores que afetam a resposta de crescimento da planta também
influenciam os FMA e os nematdides. Por outro lado, a colonizagdo micorrizica e a
densidade de esporos podem ou ndo ser afetadas pelo nematdide. Isso depende das espécies
do FMA utilizado, do vegetal, do nematdide e das condi¢cdes do solo, tais como a
quantidade de P.

Em relacdo a densidade de esporos, Roncadori & Hussey (1977) observaram que
em cultivares de algodoeiro micorrizados e infestados com M. incognita a esporulacdo de
G. margarita foi maior no tratamento com a cultivar resistente do que naquele com a
cultivar susceptivel. Na rizosfera de tomateiros, G. margarita produziu mais esporos do
que G. etunicatum, na presenga de M. javanica (Cofcewicz et al., 2001). Atilano et al.
(1981) observaram que a presen¢a de M. arenaria em raizes de videira levou a uma
diminui¢do da quantidade de esporos produzidos por G. fasciculatum, ocorrendo o mesmo
com G. aggregatum na rizosfera de H. niger L. infestado com M. incognita (Pandey et al.,
1999). Por outro lado, na rizosfera de pessegueiros (Strobel et al.,1982) e de bananeiras
(Jaizme-Vega et al., 1997), a esporulagdo dos FMA ndo foi afetada pela presenca de
nematoides.

Em experimentos com cultivares de alfafa, Grandison & Cooper (1986) observaram
que M. hapla diminuiu significativamente a colonizagdo por FMA na cultivar susceptivel,
mas ndo afetou a produzida na cultivar resistente. Na rizosfera de tomateiros, M. javanica
diminuiu a colonizacdo por G. margarita, enquanto a produzida por G. etunicatum nio foi
alterada (Cofcewicz et al., 2001). Carling et al. (1996) observaram que a colonizagdo
micorrizica ndo foi afetada pela presenga de M. arenaria em plantas de amendoim. O
mesmo ocorreu com G. mosseae em bananeiras associadas a G. mosseae ¢ infestadas com
M. incognita (Jaizme-Vega et al., 1997). Em trevo branco, a presenga de M. incognita
induziu aumento na colonizacdo por G. intraradices, porém nao teve efeito sobre a
colonizagdo produzida por G. aggregatum ¢ G. mosseae (Habte et al., 1999). Raizes de H.
niger tiveram a colonizacdo por G. aggregatum reduzida pela presenca de M. incognita
(Pandey et al., 1999).

Os fatores que interferem no desenvolvimento da planta e do FMA também afetam

os nematoides. Assim, variagdes no numero de galhas, de massas de ovos e de ovos,
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dependem das espécies de FMA, da planta e de Meloidogyne, bem como das condi¢des do
solo.

Em plantas de amendoim, a preseng¢a de G. etunicatum e de G. margarita aumentou
o nimero de galhas induzidas por M. arenaria nas raizes (Carling et al., 1996), ocorrendo
0 mesmo em tomateiros associados com mistura de FMA (Cofcewicz et al., 2001). A
producido de galhas induzida por M. incognita foi reduzida pela presenca de G. mosseae em
bananeiras (Jaizme-Vega et al., 1997), assim como por G. aggregatum em trevo branco
(Habte et al., 1999), por G. macrocarpum em sojas (Kellam & Schenck, 1980), por G.
coronatum em tomateiros (Diedhiou et al., 2003) e por G. mosseae, G. intraradices e G.
etunicatum em pessegueiros (Calvet et al., 2001).

A reprodug@o dos nematoides, ou seja, a quantidade de massas de ovos e de ovos,
pode ser influenciada por FMA. Em cultivar susceptivel de algodoeiro, o nimero de ovos
de M. incognita aumentou quando G. margarita foi inoculada; no entanto, a presenga do
fungo ndo afetou o nematdide na rizosfera da cultivar resistente (Roncadori & Hussey,
1977). Em dois cultivares de alfafa, a quantidade de ovos foi menor no tratamento com
FMA, indicando que o fungo aumentou a resisténcia das plantas ao patéogeno (Grandison &
Cooper, 1986).

A inoculacdo de pessegueiros com G. margarita induziu decréscimo do nimero de
ovos de M. incognita, enquanto a presenca de G. etunicatum nao teve efeito sobre o
nematoide (Strobel et al., 1982). Em tomateiros infestados com M. incognita, o numero de
ovos diminuiu na presenca de G. coronatum (Diedhiou et al., 2003). Jaizme-Vega et al.
(1997) observaram decréscimo no nimero de ovos de M. incognita quando G. mosseae foi
inoculado em bananeiras.

Maior numero de ovos de M. javanica em raizes de tomateiro foi encontrado no
tratamento com G. margarita do que naquele com G. etunicatum (Cofcewicz et al., 2001).
Carling ef al. (1996) observaram que a presenca de FMA estimulou a produ¢do de ovos por
M. arenaria em plantas de amendoim, principalmente em substrato com baixo nivel de P
(25pg/g).

Considerando que a presenca de FMA pode reduzir os danos causados pelos
nematdides, modificando a reacdo da planta hospedeira para suportar a reproducdo do
nematdide e responder ao parasitismo, € possivel que plantas susceptiveis a nematoides
tolerem melhor o parasito (Hussey & Rocandori, 1982). Essa prote¢do ¢ modulada pelo
solo e por condigdes ambientais (Azcon-Aguilar & Barea, 1996), porém as respostas s@o

bastante complexas, de modo que cada interagdo nematdide- planta- FMA ¢ tnica.
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RESUMO (Fungos micorrizicos arbusculares (FMA) e vermicomposto na aclimatizacio
de duas plantas ornamentais tropicais) - Foram conduzidos experimentos para selecionar
FMA e substratos mais promissores para producdo de mudas micropropagadas de alpinia
(Alpinia purpurata (Viell.) Schum.) e sorvetdo (Zingiber spectabile Griff.), conhecidas
espécies ornamentais tropicais. Mudas foram inoculadas com cerca de 1500 propagulos
infectivos de Gigaspora albida Becker & Hall, Glomus etunicatum Becker & Gerdemann e
Acaulospora longula Spain & Schenck, em recipientes contendo: (a) solo; (b) solo e
vermicomposto (3:1); (c) solo, areia e vermicomposto (2:2:1). O delineamento foi
inteiramente casualizado em fatorial de: quatro tratamentos de inoculagdo (trés com FMA e
um controle ndo inoculado), trés substratos e oito repeticdes, para cada vegetal. Apds 70
(sorvetdo) e 100 (alpinia) dias da inoculagdo, avaliaram-se: altura, n° de folhas e perfilhos,
massa seca da parte aérea e subterrinea, area foliar, colonizacdo micorrizica e esporulacio
dos FMA. Nao houve interagdes significativas entre os FMA e os substratos testados tanto
em alpinia quanto em sorvetdo, em todas as varidveis de crescimento. No entanto, em
alpinia os dois substratos com vermicomposto promoveram maior desenvolvimento,
enquanto em sorvetdo, o substrato com maior propor¢do de vermicomposto (25%) induziu
crescimento diferenciado do observado para os demais substratos. A aplicacdo de
vermicomposto inibiu a coloniza¢do micorrizica nos dois hospedeiros e a esporulagdo de
A. longula, ndo afetando a dos demais FMA. Na fase de aclimatizag@o, o uso de substratos
organicos ¢ suficiente para favorecer a formag¢ao de mudas vigorosas de alpinia e sorvetao,

dispensando a inoculagdo com FMA.

Palavras-chave: Alpinia purpurata, Zingiber spectabile, micropropagagdo, micorriza,

Zingiberaceae
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ABSTRACT (Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) and the use of vermicompost on the
acclimatization of two tropical ornamental plants) - An experiment was performed to select
AMF and substrates that enhance production of micropropagated seedlings of Alpinia
purpurata (Viell.) Schum. and Zingiber spectabile Griff., well known tropical ornamental
species. Seedlings were inoculated with an average of 1500 infective propagules of
Gigaspora albida Becker & Hall, Glomus etunicatum Becker & Gerdemann and
Acaulospora longula Spain & Schenck, in pots containing: (a) soil; (b) soil and
vermicompost (3:1); (c) soil, sand and vermicompost (2:2:1). The experimental design was
completely randomized in a factorial of: four inoculation treatments (three with AMF and
an uninoculated control), three substrates, with eight replicates for each plant species. After
70 (A. purpurata) and 100 (Z. spectabile) days of inoculation, height, leaf and perfilhs
number, dry mass of shoots and roots, leaf area, mycorrhizal colonization and AMF
sporulation were evaluated. Significant interactions were not observed between AMF and
substrates, for both hosts considering all growth variables. However, in 4. purpurata, the
two substrates with vermicompost promoted growth, while in Z. spectabile the substrate
with higher proportion of vermicompost (25%) induced better growth comparing with the
other treatments. Use of vermicompost inhibited mycorrizal colonization in both hosts and
the sporulation of A. longula but it did not affect that of the others AMF. During the
acclimatization period, aplication of organic amendment is recommended in order to
induce formation of healthy, seedllings of 4. purpurata and Z. spectabile without need of

AMF inoculation.

Key words: Alpinia purpurata, Zingiber spectabile, Zingiberaceae, micropropagation,

mycorrhiza
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Introducio

As plantas ornamentais tropicais possuem caracteristicas unicas, tais como formas
exodticas, durabilidade e alta produtividade, além de beleza peculiar. O mercado tem
crescido, pois essas plantas t€ém boa aceitagdo e, por outro lado, ha saturagdo na oferta de
flores tradicionais (Lamas 2002). Pernambuco ¢ o maior Estado produtor de flores
tropicais no Brasil, com registro de crescimento de cerca de 1000% de 1994 a 1999
(Ferreira et al. 2002). Dentre as plantas ornamentais tropicais, duas sdo comumente
produzidas e comercializadas: a Alpinia purpurata (Viell.) Schum (conhecida como alpinia
ou Panama) e Zingiber spectabile Griff. (conhecida como sorvetdo).

A propagag¢do vegetativa in vitro (micropropagagdo) permite a obteng¢do de grande
nimero de individuos sadios e geneticamente homogéneos, em curto periodo de tempo,
com alta produtividade e pouco espaco fisico (Carvalho 1999). Porém, o ultimo estagio do
processo (aclimatizagdo) € critico, sendo muitas vezes fator limitante, pois as plantas
obtidas sdo transplantadas para substratos desinfestados e transferidas para casa de
vegetacdo (Debergh & Read 1991), passando assim de uma condi¢do heterotréfica, onde
cresciam em condi¢cdes de umidade e luminosidade controladas, para uma condigdo
autotrofica. E nessa fase que ha necessidade da utilizagio de alternativas para minimizar o
estresse produzido pelo transplantio.

Micorrizas, formadas pela maioria das espécies vegetais, sdo associagdes entre
raizes de plantas com certos fungos do solo. Nessa relagdo, a planta fornece fotossintatos
para o fungo, que em troca cede nutrientes minerais do solo, deixando o vegetal em melhor
condi¢do nutricional e mais resistente a estresses de origem biotica e abidtica (Azcon-
Aguilar & Barea 1997). O tipo mais comum de micorriza, sobretudo nas regides tropicais,
¢ aquele formado pelos fungos micorrizicos arbusculares (FMA).

Os FMA tém sido utilizados na producdo de mudas, bem como na aclimatizagdo de
plantas micropropagadas de diversas culturas, principalmente fruteiras, com respostas
promissoras dos hospedeiros, pois um organismo benéfico estd sendo reintroduzido na
rizosfera (Lovato et al. 1996). O resultado da associacdo micorrizica ¢ dependente da
espécie de planta, do isolado de FMA, do substrato e das condi¢des ambientais (Sato et al.
1999; Lins et al. 2003).

Os FMA podem influenciar o crescimento de plantas micropropagadas pela reducéo
do bloqueio do crescimento apical (Naqvi & Mukerji 1998) e pela reducdo da relagdo entre
parte aérea e radicular (Quatrini et al. 2003), afetando ainda a uniformidade (Rapparini et

al. 1994), e a sobrevivéncia (Varma & Schuepp 1994) e diminuindo o periodo de
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aclimatizag¢do (Salamanca et al. 1992). Além desses efeitos beneficios, a micorrizagdo
aumenta a absorcdo de nutrientes, melhorando o estado geral da planta e,
conseqiientemente, o crescimento, como observado em mudas de morangueiro, Fragaria
ananassa Duch. (Borkowska 2002), bananeira, Musa spp. cv. Grand naine (Declerck ef al.
2002) e macieira, Prunus prunifolia (Wild.) Borkh. (Locatelli & Lovato 2002).

Os substratos utilizados na aclimatizagdo podem influenciar a associa¢do
micorrizica ¢ o desenvolvimento da planta, sendo muitas vezes favoraveis, quando
aplicados em doses adequadas, como relatado em macieira, Malus pumila L. (Schubert &
Lubraco 2000), bambu, Dendrocalamus asper Backer ex K. Heyne (Verma & Arya 1998)
e bananeira variedade caipira (Trindade ez al. 2003), ou desfavoraveis, como observado em
Gentiana verna L. (Sykorova et al. 2003). Em altas doses de P (> 250 mg Kg '), mudas de
citros micorrizadas apresentaram reducdo de crescimento quando comparadas com o
controle (Sena et al. 2004). Assim, ¢ importante a escolha de substratos e respectivos
teores que sejam benéficos para determinada cultura, levando-se em consideragdo que o
uso de fontes e doses imprdprias podem comprometer os beneficios da micorrizagio.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da inoculag@o com trés espécies de
FMA e de substratos compostos na aclimatizacdo de Alpinia purpurata e Zingiber

spectabile.

Material e métodos

Substrato — foram utilizados (Tab. 1) trés substratos: (a) solo; (b) solo, areia e
vermicomposto (proveniente da compostagem de esterco misturado com solo, utilizando-se
minhocas) (2:2:1 v/v); (c) solo e vermicomposto (3:1 v/v), previamente (15 dias)

desinfestados com bromex® (98% brometo de metila e 2% de cloropicrina).

Tabela 1. Quantidade de fésforo (P) e matéria organica (MO), valor de pH e capacidade de

troca cationica (CTC) dos substratos utilizados na aclimatiza¢do de Alpinia purpurata e

Zingiber spectabile
Substratos pH P MO CTC
(H,0-1:2,5)  (mgdm™) (gkg")  (cmol.dm™)
Solo 7,1 21 13,3 9,64
Solo e vermicomposto 7,1 209 92,5 18,95

Solo, areia e vermicomposto 7,1 192 69,5 14,79
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Material vegetal — plantulas micropropagadas de Alpinia purpurata e Zingiber spectabile
foram multiplicadas em meio MS (Murashige & Skoog 1962) suplementado com 4 mg/L
de BAP (6-benzilaminopurina) no Laboratdério de Biotecnologia da Embrapa Semi-arido e
transplantadas, no inicio do periodo de aclimatizagdo, para sacos pretos contendo 2 Kg de
cada substrato testado.

FMA — foram utilizados isolados de Gigaspora albida Becker & Hall (UFPE 01), Glomus
etunicatum Becker & Gerdemann (UFPE 06) e Acaulospora longula Spain & Schenck
(UFPE 21), mantidos no Banco de Inoculo de FMA da UFPE. O inéculo foi multiplicado
em vasos com areia e vermiculita (1:1 v/v) irrigados com solu¢do nutritiva de Hoagland &
Arnon, modificada por Jarstfer & Sylvia (1992), e suplementada com Tris-HCI (pH 6.,5),
tendo como hospedeiro Panicum miliaceum L. Apods multiplicagdo, o numero de
propagulos infectivos de cada FMA foi avaliado pelo método de Feldmann & Idczak
(1994), de forma a equalizar a quantidade de propagulos para inoculacéo.

Inoculagdo - As plantulas foram inoculadas com FMA no momento do transplantio da
condi¢do in vitro para ex vitro em potes (2 Kg), sendo o solo-in6culo colocado na regido
proxima as raizes. Foram aplicados cerca de 1.500 propagulos infectivos de FMA por vaso,
no respectivo tratamento.

Condi¢des experimentais — o experimento foi realizado na casa de vegetagdo da Embrapa
Semi-Arido, em Petrolina, Pernambuco, sob condi¢des ambientais controladas
(temperatura: 27 + 2 °C; umidade relativa: 75%; luminosidade: 250 a 560 pmol.m™.s™).
Avaliagdo - Apdés 70 e 100 dias, respectivamente, em sorvetdo e em alpinia, foram
avaliados: altura, nimero de folhas e perfilhos, taxa de sobrevivéncia, massa seca da parte
aérea ¢ subterranea, area foliar, colonizagdo micorrizica e densidade de esporos de FMA. A
biomassa seca foi obtida apos secagem em estufa (65 °C) até peso constante. A colonizacdo
micorrizica foi estimada pelo método da intersecdo dos quadrantes (Giovannetti & Mosse
1980) apos as raizes serem diafanizadas (KOH 10%) e coradas com Clorazol Black, 0,03%
(Brundett et al. 1984). Os esporos de FMA foram extraidos do solo por decantagdo e
peneiramento umido seguido por centrifugacdo em 4gua e sacarose (Gerdemann &
Nicolson 1963; Jenkins 1964) e posteriormente quantificados em estereomicroscopio
(40x). A area foliar foi estimada utilizando-se o aparelho Li 3100 (LI-Cor Inc. Lincon,
Neb., USA).

Delineamento experimental — Para cada espécie vegetal o delineamento experimental foi
do tipo inteiramente casualizado, em arranjo fatorial de: trés substratos (solo, solo e

vermicomposto (25%)-3:1 e solo, areia e vermicomposto (20%)-2:2:1) x 4 tratamentos de

46



Silva, M. A. Aplica¢do de fungos micorrizicos arbusculares...

inocula¢do (ndo inoculado e inoculado separadamente com G. albida, G. etunicatum e A.
longula) com oito repeti¢des, totalizando 96 parcelas experimentais por espécie vegetal.

Anadlise estatistica - os dados foram submetidos a andlise de varidncia e as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando-se o Programa Statistica
(Statsoft 1997). Para andlise, valores em percentual ¢ em numero de esporos foram

transformados em arcoseno x/100 e de \/x+2,5, respectivamente.

Resultados e discussio

Nenhuma das espécies de FMA utilizadas influenciou o crescimento das plantas e
apenas os substratos com vermicomposto favoreceram o desenvolvimento das duas
espécies vegetais (Tab. 2). Resultados semelhantes foram encontrados por Lovato et al.
(1994) em cereja selvagem (Prunus avium L.) inoculada com Glomus intraradices
Schenck & Smith, onde apenas o substrato influenciou o desenvolvimento vegetativo. Por
outro lado, em Gentiana verna L nem a inoculagdo com FMA nem o uso de adubos
organicos alterou a producdo de biomassa vegetal (Sykorova et al. 2003).

Os beneficios da micorrizagdo sdo variados e dependentes do genoétipo da planta e
do fungo, modulados pelas condi¢des edafoclimaticas (Lovato et al. 1996). Apesar de
existir relatos de beneficios da aplicagdo de FMA em plantas ornamentais, como gérbera,
Gerbera sp. (Sato et al. 1999), Lilium sp. (Varshney et al. 2002) e horténsia, Hydrangea
sp. (Varma & Schuepp 1994), tanto a alpinia quanto o sorvetdo ndo foram beneficiados
pela inoculacdo com FMA. Fatores como a ndo dependéncia da planta pela micorrizagdo e
os elevados teores de P, especialmente nos tratamentos adubados, podem ter contribuido
para as respostas negativas obtidas.

Nas mudas de sorvetdo, o substrato com maior quantidade de vermicomposto
(25%) induziu melhores respostas de crescimento em todas as variaveis, diferindo
significativamente dos outros dois tratamentos de substrato, que também diferiram entre si,
sendo o crescimento favorecido pela presenga de vermicomposto. As mudas de alpinia
cultivadas nos dois substratos adubados com vermicomposto (nas proporg¢des de 20 e 25%)
também apresentaram maior desenvolvimento, com excecdo da altura, do que o observado
no tratamento sem adubo (Tab. 2). O solo, sem vermicomposto, foi o substrato menos
favoravel ao crescimento das espécies estudadas, com os resultados diferindo
estatisticamente, para a maioria das variaveis de crescimento, dos obtidos nos demais

substratos testados.
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Tabela 2. Efeito do substrato sobre varidveis de crescimento em mudas de Alpinia
purpurata (alpinia) e Zingiber spectabile (sorvetdo) micropropagadas e cultivadas em solo
(s), solo e vermicomposto (s:v/ 3:1) e solo, areia e vermicomposto (s:a:v/ 2:2:1), apds 70

(sorvetdo) e 100 dias (alpinia) de aclimatizagdo

Substratos
S IV s:a:v
Altura (cm) CV (%)
Alpinia purpurata 18,14 a 21,31 a 19,98 a 8,02
Zingiber spectabile 1191 ¢ 31,35 a 24,36 b 43,65
Numero de folhas
Alpinia purpurata 12,63 b 26,55 a 25,87 a 36,16
Zingiber spectabile 6,28 c 17,71 a 12,25b 47,26
Numero de perfilhos
Alpinia purpurata 2,50 b 5,98 a 5,69 a 40,88
Zingiber spectabile 0,78 ¢ 2,59 a 1,90 b 52,00
Massa seca da parte aérea (g)
Alpinia purpurata 0,69b 1,59 a 1,47 a 38,40
Zingiber spectabile 0,24 ¢ 1,51 a 0,77b 75,00
Massa seca da parte subterranea (g)
Alpinia purpurata 0,08 b 0,23 a 0,27 a 52,63
Zingiber spectabile 0,14 c 0,35a 0,23 b 41,66
Area foliar (cm®)
Alpinia purpurata 105,73 b 254,09 a 243,61 a 41,16
Zingiber spectabile 59,12 ¢ 360,72 a 214,08 b 71,37

Médias seguidas da mesma letra na linha néo diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).

Nao houve interagdes significativas entre a inoculacdo de FMA e os substratos,
tanto para alpinia quanto para o sorvetdo. Do mesmo modo, em pessegueiros (Prunus
persica (L.) Batsch. x Prunus amygdalus Stokes.) micropropagados, Estaun et al. (1999)
observaram que trés meses apos a inoculacdo ndo havia interagdes significativas entre
FMA e o substrato de cultivo.

As altas doses de vermicomposto (20% e 25%) utilizadas podem ter inibido o

estabelecimento da simbiose ativa, uma vez que os FMA inoculados ndo beneficiaram os



Silva, M. A. Aplica¢do de fungos micorrizicos arbusculares... 49

hospedeiros testados. Trindade ef al. (2003) observaram que o uso de doses reduzidas de
esterco (5%) favoreceu a atuacdo de Gigaspora margarita Becker & Hall sobre o
crescimento de bananeiras micropropagadas.

Algumas plantas necessitam de mais tempo para estabelecimento de simbiose
efetiva, principalmente quando se utiliza substratos ricos em nutrientes, sendo este um
fator importante a ser considerado na utilizacdo de FMA. Em mudas de pessegueiro,
respostas positivas em relacdo a substratos e a inoculagdo micorrizica foram registradas sé
apds sete meses, nas plantas associadas a G. intraradices, que apresentaram aumento de
40% em relacdo ao controle; aos 14 meses, todas as plantas inoculadas foram maiores que
o controle, independentemente do substrato testado (Estaun ez al. 1999). De modo similar,
Fortuna et al. (1996) observaram que plantas micorrizadas de macieira e de ameixeira
(Prunus cerasifera Ehrh.) apresentavam crescimento similar ao controle ndo inoculado aos
dois meses, com o efeito da micorrizagcdo sendo observado apenas depois de seis meses de
iniciado o experimento. Estes resultados mostram que o efeito benéfico da simbiose pode
aparecer em estddios mais tardios do desenvolvimento da planta, principalmente em
substratos ricos em nutrientes. No presente experimento ndo houve possibilidade de
estender a duracdo do experimento, pois as mudas estavam sendo aclimatizadas e esta
etapa, para as espécies testadas, € de trés meses.

A percentagem de sobrevivéncia das mudas de sorvetdo foi de 100% em todos os
tratamentos com FMA e substrato, com excecdo daquele com G. etunicatum em solo, onde
apenas 85% das plantas sobreviveram. Isto indica que a inoculagdo com este FMA pode
representar dreno adicional de fotossintatos, sem trazer beneficios para o vegetal
associado, como observado por Locatelli & Lovato (2002), em mudas micropropagadas de
macieira inoculadas com mistura de Scutellospora pellucida (Nicol. & Schenck) Walker &
Sanders, G. etunicatum e Glomus sp.

Mudas de alpinia tiveram grande variagdo na taxa de sobrevivéncia, sendo esta
diferenciada entre os substratos e entre os fungos. No tratamento sem FMA, a
sobrevivéncia nos substratos com vermicomposto foi de 100% e em solo 87,5%. As mudas
inoculadas com G. albida tiveram 50%, 87% e 100%, com G. etunicatum 25%, 75% e 75%
e com A. longula 62%, 87% e 100% de sobrevivéncia nos substratos solo,
solo:vermicomposto e solo:areia:vermicomposto, respectivamente. Estaun et al. (1996)
também observaram que a inoculagdo com FMA ndo afetou a sobrevivéncia de mudas de

ameixeira micropropagadas.
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A adig¢@o de vermicomposto inibiu a colonizagdo micorrizica por todos os FMA
testados em alpinia, com formagdo de estruturas fingicas em quantidade estatisticamente
superior nos tratamentos apenas com solo, sem adubo (Tab. 3). Colonizagdo micorrizica
mais pronunciada (40,3%) foi formada apenas por G. albida em alpinia, no tratamento néo
adubado, sendo a colonizagdo propiciada pelos outros fungos menor. Nos tratamentos com
adicdo de vermicomposto, a colonizagdo produzida pelos trés FMA ndo diferiu
estatisticamente (Tab. 3). Em contrapartida, as mudas de sorvetdo associadas a A. longula
tiveram a coloniza¢do micorrizica visivelmente prejudicada pela adubagdo organica, o que
ndo ocorreu nos demais tratamentos de FMA (Tab. 4). De modo geral, a colonizagao
produzida em sorvetdo foi baixa (<10%, com excec¢do de tratamento com A. longula) e

provavelmente por isso ndo se detectou possiveis diferencas na atuacido dos FMA.

Tabela 3. Colonizagdo micorrizica e produgdo de esporos de FMA associados a Alpinia
purpurata cultivada em solo (s), solo e vermicomposto (s:v) € solo, areia € vermicomposto

(s:a:v), apos 100 dias de aclimatizacio

Substratos

S SV s:av

Colonizag¢do micorrizica (%)

Gigaspora albida 40,30aA 1,37bA 0,59bA
Glomus etunicatum 28,33aB 2,12bA 2,42bA
Acaulospora longula 33,12aB 0,53bA 0,40bA
CV (%) 50
Esporos em 50 g solo

Gigaspora albida 7,25aB 0,42aA 0,50aA
Glomus etunicatum 5,50aB 0,33aA 0,83aA
Acaulospora longula 117,40aA 0,28bA 0,12bA

CV (%) 33.22

Meédias seguidas da mesma letra, minusculas na linha e maitisculas na coluna, ndo diferem entre si

pelo teste de Tukey (5%).

Altos niveis de P no solo inibem a coloniza¢do ¢ o desenvolvimento do FMA, bem
como o estabelecimento da simbiose (Schubert & Martinelli 1988). No presente estudo
foram encontrados elevados teores de P nos substratos com vermicomposto (Tab. 1) o que

pode ter comprometido o estabelecimento do fungo na raiz. Varshney et al. (2002)
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observaram que houve redu¢@o na coloniza¢do micorrizica em plantulas de Lilium sp.,

quando cultivadas em substrato com elevados teores de P (14,6 ppm).

Tabela 4. Colonizacdo micorrizica e produgdo de esporos de FMA associados a Zingiber
spectabile cultivada em solo (s), solo e vermicomposto (s:v) e solo, areia € vermicomposto

(s:a:v), apos 70 dias de aclimatizagao

Substratos

S Siv s:av

Colonizac¢do micorrizica (%)

Gigaspora albida 9,39aA 2,35aA 0,37aA
Glomus etunicatum 5,74aA 1,05aA 0,14aA
Acaulospora longula 18,51aA 0,04bA 0,21bA
CV (%) 50
Esporos em 50 g solo

Gigaspora albida 2,12aB 0,50aA 0,42aA
Glomus etunicatum 0,12aB 0,87aA 0,37aA
Acaulospora longula 25,25aA 0,75bA 0,87bA

CV (%) 53.67

Meédias seguidas da mesma letra, minusculas na linha e maitisculas na coluna, ndo diferem entre si

pelo teste de Tukey (5%).

Houve correspondéncia entre a reduzida colonizagdo e a ineficiéncia dos FMA
utilizados. Em certos casos, mesmo produzindo elevada taxa de colonizagdo radicular o
FMA nao beneficiou o hospedeiro (Lovato et al. 1994), o que também ocorreu no presente
estudo: as plantas de alpinia cultivadas em solo, sem adubo, apresentaram-se bem
colonizadas, mas ndo tiveram o crescimento beneficiado pela presenca do fungo
micorrizico. Resultados semelhantes foram obtidos por Lovato et al. (1992) em mudas
micropropagadas de videira (Vitis vinifera L.) e de abacaxizeiro (4dnanas comosus (L.)
Merril.) inoculadas com AGC (inoculante comercial), as quais apresentaram elevada taxa
de colonizac¢do micorrizica (93%), sem o conseqiiente aumento no crescimento.

Nas duas espécies ornamentais estudadas, a presenga de vermicomposto inibiu a
esporulagdo de A. longula, enquanto os demais FMA tiveram a reproducio inalterada pela
adi¢do do adubo organico (Tab. 3 e 4). A adicdo de doses adequadas de matéria organica

no substrato pode estimular a esporulacdo de FMA (Zambolim et al. 1992). A redugio na
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reproducdo de 4. longula pode indicar sensibilidade deste FMA aos elevados teores de
matéria organica ¢ P presentes nos substratos com vermicomposto (Tab. 1). Esse
comportamento ¢ reforcado pela elevada esporulacio desta espécie em solo sem adubo, em
relacdo aos demais FMA estudados (Tab. 3 e 4). Por outro lado, espécies da familia
Acaulosporaceae nao tém sido referidas em solos submetidos a adubagao organica (Douds
Jr. et al. 1995; 1997).

Como observado, a aplicagdo dos FMA estudados ndo constitui alternativa para
reduzir o tempo de aclimatizagdo e aumentar o crescimento de mudas micropropagadas de
alpinia e de sorvetdo. Por outro lado, a aplicagdo de substratos organicos favorece a
formacdo de mudas dessas espécies ornamentais. Considera-se, entretanto, que respostas

positivas a micorrizagdo poderdo ocorrer se outros FMA forem testados.

Agradecimentos

A CAPES, pela concessido de bolsas a M. A. da Silva e F. S. B. da Silva; a0 CNPq
pelo apoio financeiro e bolsa concedida a L. C. Maia; ao Laboratorio de Biotecnologia e
Microbiologia da Embrapa Semi-Arido, pelo apoio logistico para o desenvolvimento do

trabalho.

Referéncias bibliograficas

Azcon-Aguilar, C. & Barea, J.M. 1997. Applying mycorrhiza biotechnology to horticulture:
significance and potentials. Scientia Horticulturae 68: 1-24.

Borkowska, B. 2002. Growth and photosynthetic activity of micropropagated strawberry
plants inoculated with endomycorrhizal fungi (AMF) and growing under drought stress.
Acta Physiologiae Plantarum 24 (4 ): 365- 370.

Brundett, M.C; Piché, Y. & Peterson, R.L. 1984. A new method for observing the
morphology of vesicular-arbuscular mycorrhizae. Canadian Journal of Botany 62:
2128-2134.

Carvalho, J. M. F. C. 1999. Técnicas de micropropagaciao. Documento 64. Embrapa-
Algodao, Campina Grande, Paraiba.

Debergh, P. C. & Read, P. E. 1991. Micropropagation. Pp. 1- 13. In: P. C. Debergh & R. H.
Zimmerman (eds.). Micropropagation: Technology and application. Kluwer

Academic Publishers, Dordrecht, Netherlands, London.



Silva, M. A. Aplica¢do de fungos micorrizicos arbusculares...

Douds Jr., D.D.; Galvez, L.; Franke-Snyder, M.; Reiders, C. & Drinkwater, L. E. 1997.
Effect of compost addition and crop rotation point upon VAM fungi. Agriculture,
Ecosystems and Environment 65: 257-266.

Douds Jr.,, D.D.; Galvez, L.; Janke, R.R. & Wagoner, P.M. 1995. Effect of tillage and
farming system upon population and distribution of vesicular-arbuscular mycorrhizal
fungi. Agriculture, Ecosystems and Environment 52: 111-118.

Declerck, S.; Risede, J. M. & Delvaux, B. 2002. Greenhouse response of micropropagated
bananas inoculated with “in vitro” monoxenically produced arbuscular mycorrhizal
fungi. Scientia Horticulturae 93: 301- 309.

Estaun, V.; Calvet, C. & Camprubi, A. 1996. Arbuscular mycorrhizae and growth
enhancement of micropropagated Prunus rootstock in different soilless potting mixes.
Agicultural Science in Finland 3: 263- 267.

Estaun, V.; Calvet, C.; Camprubi, A. & Pinochet, J. 1999. Long-term effects of nursery
starter substrate and AM inoculation of micropropagated peach x almond hybrid
rootstock GF677. Agronomie 19: 483- 489.

Feldmann, F & Idczak, E. 1994. Inoculum production of vesicular-arbuscular mycorrhizal
fungi for use in tropical nurseries. Pp.799-817. In: J. R. Norris; D. Read & A. K. Varma,
(eds.). Techniques for Mycorrhizal Research. Methods in Microbiology. Academic
Press, London.

Ferreira, A.; Souza Filho, I. C. & Albuquerque, S. R. C. 2002. Panorama global da
floricultura em Pernambuco. Pp. 23- 59. In: E. Ramos (ed.). Floricultura em
Pernambuco. Edi¢do Sebrae, Série Agronegdcio, Recife, Pernambuco.

Fortuna, P.; Citernesi, S.; Morini, S.; Vitagliano, C. & Giovannetti, M. 1996. Influence of
arbuscular mycorrhizae and phosphate fertilization on shoot apical growth of
micropropagated apple and plum rootstocks. Tree Physiology 16: 757- 763.

Gerdemann, J. W. & Nicolson, T. H. 1963. Spores of mycorrhizal Endogone species
extracted from soil by wet sieving and decanting. Transactions of the British
Mycological Society 46 (2): 235-244.

Giovanetti, M & Mosse, B. 1980. An evaluation of techniques for measuring vesicular
arbuscular mycorrhizal infection in roots. New Phytologist 84: 489-500.

Jarstfer, A. G. & Sylvia, D. M. 1992. Inoculum production and inoculation strategies for
vesicular arbuscular mycorrhizal fungi. Pp. 349-377. In: Soil Microbial Tecnologies:
Applications in Agriculture, Forestry and Environmental Management. Ed. B.
Metting. Marcel Dekker, New York.

53



Silva, M. A. Aplica¢do de fungos micorrizicos arbusculares...

Jenkins, W. R. 1964. A rapid centrifugal-flotation technique for separating nematodes from
soil. Plant Disease Report 48 (9): 692.

Lamas, A. M. 2002. Floricultura Tropical (técnicas de cultivo). Edicdo Sebrae, Série
empreendedor, Recife, Pernambuco.

Lins, G. M. L.; Trindade, A. V. & Rocha, H. S. 2003. Utiliza¢do de Gigaspora margarita em
plantas micropropagadas de bananeira em diferentes estadios de enraizamento. Revista
Brasileira de Fruticultura 25 (1): 143- 147.

Locatelli, L. M. & Lovato, P. E. 2002. Inocula¢do micorrizica e aclimatiza¢do de dois porta-
enxertos de macieira micropropagados. Pesquisa Agropecuaria Brasileira 37 (2): 177-
184.

Lovato, P. E.; Guillemin, J. P. & Gianinazzi, S. 1992. Application of commercial arbuscular
endomycorrhizal fungal inoculants to the establishment of micropropagated grapevine
rootstock and pineapple plants. Agronomie 12: 873- 880.

Lovato, P. E.; Gianinazzi- Pearson, V.; Trouvelot, A. & Gianinazzi, S. 1996. The state of art
of mycorrhizas and micropropagation. Advances in Horticultural Science 10: 46- 52.
Lovato, P. E.; Hammatt, N.; Gianinazzi-Pearson, V. & Gianinazzi, S. 1994. Mycorrhization
of micropropagated mature wild cherry (Punus avium L.) and common ash (Fraxinus

excelsior L.). Agricultural Science in Finland 3: 297- 301.

Murashige, T & Skoog, F. 1962. A revised medium for rapid growth and bioassays with
tobacco tissue cultures. Physiologia Plantarum 15: 473- 497.

Naqvi, N. S. & Mukerji, K. G. 1998. Mycorrhization of micropropagated Leucaena
leucocephala (Lam.) de Wit. Symbiosis 24: 103- 114.

Quatrini, P.; Gentile, M.; Carimi, F.; Pasquale, F. & Puglia, A. M. 2003. Effect of native
arbuscular mycorrhizal fungi and Glomus mosseae on acclimatization and development
of micropropagated Citrus limon (L.) Burm. Journal of Horticultural Science &
Biotechnology 78 (1): 39- 45.

Rapparini, F.; Baraldi, R.; Bertazza, G.; Branzanti, B. & Predieri, S. 1994. Vesicular
arbuscular mycorrhizal inoculation of micropropagated fruit trees. Journal of
Horticultural Science 69 (6): 1101- 1109.

Salamanca, C. P.; Herrera, M. A. & Barea, J. M. 1992. Mycorrhizal inoculation of
micropropagated woody legumes used in revegetation programmes for desertified

Mediterranean ecosystems. Agronomie 12: 869- 872.

54



Silva, M. A. Aplica¢do de fungos micorrizicos arbusculares...

Sato, A. Y.; Nannetti, D. C.; Pinto, J. E. B. P.; Siqueira, J. O. & Blank, M. F. A. 1999.
Fungos micorrizicos arbusculares no desenvolvimento de mudas de heliconia e gérbera
micropropagadas. Horticultura Brasileira 17 (1): 25- 28.

Schubert, A. & Lubraco, G. 2000. Mycorrhizal inoculation enhances growth and nutrient
uptake of micropropagated apple rootstock during weaning in commercial substrates of
high nutrient availability. Applied Soil Ecology 15: 113- 118.

Schubert, A. & Martinelli, A. 1988. Effect of vesicular arbuscular mycorrhizae on growth of
“in vitro” propagated Pistacia integerrima. Acta Horticulturae 227: 441-443.

Sena, J. O. A.; Labate, C. A. & Cardoso, E. J. B. N. 2004. Caracterizacdo fisiologica da
redug¢do de crescimento de mudas de citros micorrizadas em altas doses de fosforo.
Revista Brasileira de Ciéncias do Solo 28: 827- 832

Statsoft, 1997. Statistica for Windows. Tulsa: CD-ROM.

Sykorova, Z.; Rydlova, J. & Vosatka, M. 2003. Establishment of mycorrhizal symbiosis in
Gentiana verna. Folia Geobotanica 38: 177- 189.

Trindade, A. V.; Lins, G. M. L. & Maia, I. C. S. 2003. Substratos ¢ fungo micorrizico
arbuscular em mudas micropropagadas de bananeira na fase de aclimatacdo. Revista
Brasileira de Fruticultura 25 (1): 137- 142.

Varma, A. & Schuepp, H. 1994. Positive influence of arbuscular mycorrhizal fungus on in
vitro raised Hortensia plantlets. Angewandti Botanik 68: 108- 115.

Varshney, A.; Sharma, M. P.; Adholeya, A.; Dhawan, V. & Srivastava, P. S. 2002. Enhanced
growth of micropropagated bulblets of Lilium sp. inoculated with arbuscular mycorrhizal
fungi at diferent P fertility levels in an alfisol. Journal of Horticultural Science &
Biotechnology 77 (3): 258- 263.

Verma, R. K. & Arya, I. D. 1998. Effect of arbuscular mycorrhizal fungal isolates and
organic manure on growth and mycorrhization of micropropagated Dendrocalamus asper
plantlets and on spore production in their rhizosphere. Mycorrhiza 8: 113- 116.

Zambolim, L.; Reis, M.A. & Costa, L.M. 1992. Substratos para multiplicacdo de indculo do
fungo micorrizico vesiculo-arbuscular Glomus etunicatum. Fitopatologia Brasileira 17:

28-31.

55



Silva, M. A. Aplica¢do de fungos micorrizicos arbusculares...

Artigo elaborado segundo as normas do
periodico: Pesquisa Agropecuaria Brasileira

(PAB), da EMBRAPA, para o qual sera enviado.

56



—_—

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

Silva, M. A. Aplica¢do de fungos micorrizicos arbusculares...

Aplica¢io de fungos micorrizicos arbusculares (FMA) na aclimatizacio de Alpinia

purpurata visando tolerancia a Meloidogyne arenaria

Maryluce Albuquerque da Silva'
Fébio Sérgio Barbosa da Silva'”
Adriana Mayumi Yano-Melo*®
Natoniel Franklin de Melo®

6

Wellington Antonio Moreira™

* Leonor Costa Maia>”

1Bi(’)logo, (marylucealbuquerque@bol.com.br; fsbsbarbosa@bol.com.br)

*Biblogo, Dr. em Ciéncias Biolégicas.(amymelol7@hotmail.com;

natoniel@cpatsa.embrapa.br)

3 Biéloga, PhD em Fitopatologia. *(leonorcmaia@yahoo.com.br)

* Eng. Agrénomo, D.Sc. em Fitopatologia (wmoreira@cpatsa.embrapa.br)

> Departamento de Micologia, Centro de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal de
Pernambuco, 50670-420, PE, Brasil

6 Embrapa Semi-arido, BR 428, Km 152, Zona Rural, Petrolina, 56302-970, PE, Brasil

57



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

Silva, M. A. Aplica¢do de fungos micorrizicos arbusculares...

RESUMO

Foram conduzidos experimentos para avaliar a tolerdncia de plantas micropropagadas e
micorrizadas de alpinia (A/lpinia purpurata) ao parasitismo de Meloidogyne arenaria. O
primeiro experimento sem e o segundo com inoculagdo de plantas com suspensdo aquosa
contendo cerca de 3000 ovos e juvenis de M. arenaria, em delineamento inteiramente
casualizado, com quatro tratamentos de inoculagdo com FMA (com Gigaspora albida,
Glomus etunicatum e Acaulospora longula e ndo inoculado) e cinco repeti¢des. Apds 270
dias da micorrizagdo e 170 dias da infestagdo com nematdide foram avaliados: altura,
numero de folhas e perfilhos, massa fresca da parte subterrdnea e seca da parte aérea, area
foliar, colonizagdo micorrizica, esporulagdo do FMA, niimero de galhas, ovos e massas de
ovos do nematdide. No experimento sem nematoide, as plantas associadas tanto a A.
longula quanto a G. etunicatum apresentaram maior incremento em todas as variaveis de
crescimento (exceto altura) em relagdo ao controle e as plantas associadas a G. albida. No
segundo experimento, as plantas infectadas com Meloidogyne ¢ inoculadas com G.
etunicatum e com A. longula tiveram maior massa seca da parte aérea e area foliar em
relacdo ao controle sem inoculagdo e as plantas associadas a G. albida. Por outro lado,
maior massa fresca da parte subterranea foi obtida nas plantas inoculadas com G.
etunicatum, que diferiram dos demais tratamentos. As plantas controle e as associadas com
G. etunicatum produziram maior nimero de galhas por grama de raiz, diferindo dos
tratamentos com A. longula e G. albida. A micorrizacdo de plantas micropropagadas de A.
purpurata com A. longula ou G. etunicatum induziu tolerancia ao parasitismo de M.
arenaria, constituindo-se numa alternativa para diminuir os prejuizos causados pela

meloidoginose.

Termos para indexacéo: alpinia, micropropagagdo, micorriza, nematdide, Zingiberaceae
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ABSTRACT

Experiments were performed to evaluate tolerance of micropropagated and mycorrhized
plants of Alpinia purpurata to Meloidogyne arenaria, the first one without nematodes and
the second with a suspension about of the 3000 eggs and juvenile of M. arenaria. The
experimental design was completely randomized, with four AMF inoculation treatments
(Gigaspora albida, Glomus etunicatum and Acaulospora longula and a uninoculated
control), with five replicates. After 270 days of mycorrhization and 170 days of infection
with nematodes, height, leaf and oofshoot number, fresh matter of roots, dry matter of
shoots, leaf area, mycorrhizal colonization, number of AMF spores, number of galls,
nematode eggs mass and nematode eggs were evaluated. In the experiment without
nematodes, plants associated with 4. longula and G. etunicatum showed higher increment
in all growth variables (except height) in comparison to control and plants associated with
G. albida. In the second experiment, plants infected with M. arenaria and inoculated with
G. etunicatum and A. longula showed higher dry matter of shoots and leaf area, in
comparison with the uninoculated control and plants associated with G. albida. On the
other hand, higher fresh matter of roots was obtained in plants inoculated with G.
etunicatum, which differed from the other treatments. Control plants and those associated
with G. etunicatum produced higher number of galls/g of roots, differing from the
treatments with A. longula and G. albida. The association of micropropagated plants of A.
purpurata with A. longula or G. etunicatum enhance tolerance to M. aremaria, what

constitutes an alternative to mitigate the damage caused by the knot-root nematode.

Index terms: micropropagation, mycorrhiza, nematode, Zingiberaceae
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INTRODUCAO

As plantas ornamentais tropicais possuem formas exoticas, durabilidade e alta
produtividade, o que tem contribuido para ampliagdo do mercado (Lamas, 2002).
Pernambuco ¢ o maior produtor nacional de flores tropicais, tendo apresentado, de 1994 a
1999, crescimento de 1000% (Ferreira et al., 2002). Entre estas, Alpinia purpurata (Viell.)
Schum (alpinia ou panamd) vem se destacando em producdo e comercializagdo. Porém, em
muitos plantios vem sendo parasitada por fitonematdides do género Meloidogyne, que
ocasionam reducdo no crescimento, originando plantas raquiticas, com perda da
produtividade.

A micropropagacdo destaca-se entre os métodos para produgdo de plantas por
permitir a obtencdo de grande numero de individuos com alta produtividade,
geneticamente homogéneos e livres de patdgenos, em curto periodo de tempo e pouco
espaco fisico (Carvalho, 1999).

A formag¢do de micorrizas deixa o vegetal em melhor condi¢do nutricional e mais
resistente a estresses de origem bidtica e abidtica (Azcon-Aguilar & Barea, 1997). Em
regides tropicais, as micorrizas do tipo arbuscular, formadas por fungos micorrizicos
arbusculares (FMA), sdo as mais comumente encontradas, sendo de ocorréncia na maioria
das plantas nativas e de interesse econdmico. Beneficios da micorrizagdo com FMA tém
sido obtidos na fase de muda, bem como na aclimatizacdo de plantas micropropagadas de
diversas culturas (Borkowska, 2002; Declerck et al., 2002; Locatelli & Lovato, 2002).

A biota do solo vive em continua interagdo, influenciando a comunidade vegetal.
Interagdes entre FMA, planta ¢ nematdides sdo complexas e dependem das espécies
envolvidas (Cofcewicz et al., 2001; Jaizme-Veja et al., 1997), bem como das condic¢des as

quais sdo submetidas (Calvet et al., 2001). Os efeitos do FMA sobre o crescimento de
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plantas infectadas com nematdides do género Meloidogyne sdao variaveis, mas geralmente
positivos (Borowicz, 2001).

A producdo de mudas micropropagadas, aliada a inoculagdo com FMA, pode
constituir ferramenta biotecnoldgica para o controle de Meloidogyne em plantas que vém
sendo parasitadas por esse patogeno. Este trabalho teve como objetivo avaliar o
crescimento e a tolerancia de plantas de 4. purpurata, micropropagadas e micorrizadas, a

Meloidogyne arenaria (Neal.) Chitwood.

MATERIAL E METODOS

Substrato — foi utilizado solo (latossolo amarelo) desinfestado com Bromex® (98%
brometo de metila e 2% de cloropicrina) com as seguintes caracteristicas quimicas: pH 7,1;
21 mg dm? P; 1,1 cmol, dm™ K; 4,7 cmol, dm™ Ca; 1,3 cmol, dm™ Mg; 0,07 cmol, dm?
Na.

Material vegetal — plantulas micropropagadas de A. purpurata foram multiplicadas em
meio MS (Murashige & Skoog, 1962) suplementado com 4 mg/L de BAP (6-
benzilaminopurina) no Laboratério de Biotecnologia da Embrapa Semi- Arido.

FMA - foram utilizados Gigaspora albida Becker & Hall (UFPE 01), Glomus etunicatum
Becker & Gerdemann (UFPE 06) e Acaulospora longula Spain & Schenck (UFPE 21),
mantidos no Banco de Inéculo de FMA da UFPE. Os inéculos foram multiplicados em
vasos com areia ¢ vermiculita (1:1 v/v), irrigados com solug@o nutritiva de Hoagland &
Arnon modificada por Jarstfer & Sylvia (1992) e suplementada com Tris-HCI (pH 6,5),
tendo como hospedeiro Panicum miliaceum L. Apds multiplicacdo, foi estimado o nimero
de propagulos infectivos de FMA pelo método de Feldmann & Idczak (1994).

Inoculacio com FMA - No inicio da aclimatizacdo, quando as plantas foram

transplantadas da condigdo in vitro para potes de 2 Kg contendo solo, foi colocado na
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regido proxima das raizes, solo-indculo contendo cerca de 1500 propagulos infectivos nos
tratamentos com FMA. Apos 125 dias, as plantas foram transferidas para vasos contendo 3
Kg de solo.

Obtenc¢ao do nematoide — Para obtencdo da suspensdo de nematodides, amostras de raizes
de A. purpurata infectadas pelo patégeno foram coletadas na Embrapa — SNT (Embrapa
transferéncia de tecnologia) em Petrolina, Pernambuco, cuidadosamente lavadas e os ovos
extraidos pelo método de Hussey & Barker (1973), com posterior contagem em
estereomicroscopio para determina¢do da quantidade de ovos por mL.

Inoculacio com o nematdide — Apds trés meses de aclimatizagdo, uma suspensio aquosa
com cerca de 3.000 ovos e juvenis de M. arenaria foi colocada na regido das raizes de 4.
purpurata.

Condicdes experimentais — o experimento foi realizado na casa de vegetacdo da Embrapa
Semi-Arido, Petrolina, Pernambuco, sob condi¢des ambientais controladas (temperatura:
27 + 2 °C; umidade relativa: 75%; luminosidade: 250 a 560 pmol.m™.s™).

Avaliaciio — Apds 270 dias do inicio do experimento, foram avaliadas: altura, nimero de
folhas, numero de perfilhos, massa seca da parte aérea e fresca da subterranea, area foliar,
colonizag¢do micorrizica, densidade de esporos de FMA, numero de galhas, numero de
massas de ovos e nimero de ovos do nematoide. A massa seca foi obtida apds secagem em
estufa (65 °C) até peso constante. A area foliar foi medida no aparelho Li 3100 (LI-Cor
Inc. Lincon, Neb., USA). A colonizacdo micorrizica por hifas, arbtsculos e vesiculas foi
estimada pelo método de McGonigle et al. (1990) em raizes diafanizadas em KOH 10% e
coradas com Clorazol Black, 0,03% (Brundett et al., 1984). Os esporos de FMA foram
extraidos do solo por decantacdo e peneiramento umido seguido por centrifugacdo em adgua
e sacarose (Gerdemann & Nicolson, 1963; Jenkins, 1964) e posteriormente quantificados

em estereomicroscopio (40x). O numero de galhas e o de massas de ovos foram avaliados
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por contagem direta a olho nu e o numero de ovos extraidos das raizes (Hussey & Barker,
1973) foi avaliado em estereomicroscopio.

Delineamento experimental — Foram conduzidos dois experimentos, um sem inoculagdo
com nematoide (Experimento 1) e outro com a presenga do patogeno (Experimento 2), em
delineamento inteiramente casualizado, com quatro tratamentos de inoculagdo (ndo
inoculado e inoculado com G. albida, ou com G. etunicatum ou com A. longula), com
cinco repetigoes.

Analise estatistica - os dados foram submetidos a analise de varidncia utilizando-se o
Programa Statistica (Statsoft, 1997), e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Para os valores das varidveis em percentual e em nimero foram

transformados em arcoseno x/100 ¢ \/x+2,5, respectivamente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No experimento sem nematoide, de modo geral, as plantas inoculadas com FMA
apresentaram melhor crescimento do que o observado no controle (sem inoculagdo),
(Tabela 1). Com exceg¢do da altura, plantas de alpinia associadas a 4. longula apresentaram
maior desenvolvimento em todas as variaveis avaliadas em relagdo ao controle. O
tratamento com G. etunicatum também se destacou em relagdo ao controle na altura,
numero de perfilhos, massa seca da parte aérea e area foliar. Em experimento de curta
duragdo (100 dias), utilizando o mesmo solo e os mesmos isolados de FMA, nao foi
observado beneficio da micorrizagdo (Silva ef al., dados ndo publicados). No entanto, neste
experimento, avaliado apds 270 dias, a inoculagdo com A. longula e com G. etunicatum
mostrou beneficios da micorrizagdo, em comparacdo com o tratamento ndo inoculado.
Estatn et al. (1999) observaram que os beneficios da aplicacio de FMA em plantas

micropropagadas de pessegueiro (Prunus persica (L.) Batsch. x Prunus amygdalus
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1 Stokes.) s6 foram evidenciados 14 meses ap0s a inoculacdo. Também se pode considerar o
2 efeito da deplegdo do fésforo, presente inicialmente em elevados teores (21 mg dm™) no
3 solo, devido ao crescimento do vegetal, o que pode ter favorecido a atuagdo do fungo com

4 o decorrer do experimento, visto que esse nutriente afeta a simbiose.

6 Tabela 1. Valores das varidveis de crescimento de plantas de Alpinia purpurata
7  (inoculadas e ndo inoculadas com FMA) e da densidade de esporos de FMA na rizosfera,

&  na auséncia de nematdide

Tratamentos ALT(cm) NF NP  MFPS(g) MSPA(g) AF(cmz) DE(50g"'solo)
Controle 22,27b 50,66b 8,0b  66,34b 10,72b 1697,26b -
Gigaspora albida 33,72a 62,75ab 53¢ 86,60b 16,11ab 2427,48ab 168,00b
Glomus etunicatum  33,97a 66,75ab 11,0a 111,87ab 18,41a 2755,22a 143,33b
Acaulospora longula 23,86b 73,50a 12,0a  146,67a 18,08a 2707,15a 451,50a
CV (%) 21,99 15,12 33,40 33,66 2242 20,36 61,54

9  Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (5%). ALT=
10 altura; NF= nimero de folhas; NP= numero de perfilhos; MFPS= massa fresca da parte
11 subterranea; MSPA= massa seca da parte aérea, AF= area foliar, DE= densidade de esporos

12

13 No experimento com nematdide, as plantas inoculadas com A. longula e G.
14 etunicatum apresentaram melhor desenvolvimento do que as ndo inoculadas em relagdo a
15 massa seca da parte aérea, massa fresca da parte subterranea e area foliar (Tabela 2). Por
16  outro lado, as plantas associadas a G. albida tiveram crescimento similar ao observado no
17  tratamento controle (Tabela 2). O fato da maior massa fresca da parte subterrdnea ocorrer
18  nas plantas associadas com G. etunicatum pode estar relacionado com a maior quantidade

19  de galhas encontrada nessas raizes o que aumentou o peso da parte subterranea, como
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também observado em plantas de amendoim (Arachis hypogaea L.) inoculadas com FMA

e infectadas com Meloidogyne (Carling et al., 1996).

Tabela 2. Valores das varidaveis de crescimento de plantas de Alpinia purpurata

(inoculadas e nio inoculadas com FMA), infectadas com Meloidogyne arenaria

Tratamentos ALT(cm) NF NP  MFPS(g) MSPA(g) AF(cm’)

Controle 21,82ab  454a 12,8a  13,15¢ 2,61b 429,49b
Gigaspora albida 12,12b 61,6a 13,8a 27,54c 5,75b 668,05b
Glomus etunicatum 17,35b 742a 17,8a 97,12a 17,10a 2264,05a
Acaulospora longula 32,35a 70,0a 142a  75,36b 15,27a 2339,98a

CV (%) 41,08 20,25 14,88 74,12 69,54 71,37

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (5%). ALT=
altura; NF= numero de folhas; NP= numero de perfilhos; MFPS= massa fresca da parte

subterranea; MSPA= massa seca da parte aérea, AF= area foliar.

Diferencas em relagdo a espécie de FMA inoculada, sobre o crescimento de plantas
infestadas com Meloidogyne, foram observadas por Pandey er al. (1999): Glomus
aggregatum Schenck & Smith proporcionou aumento, enquanto Glomus mosseae (Nicol.
& Gerd.) Gerdemann & Trappe nao teve efeito sobre a biomassa de mudas de Hyoscyamus
niger L. infestadas com Meloidogyne incognita (Kofoid & White) Chitwood. Em trevo
branco (7rifolium repens L.), mudas inoculadas com G. mosseae apresentaram aumento de
biomassa, o que ndo ocorreu nos tratamentos com G. aggregatum e Glomus intraradices
Schenck & Smith (Habte ef al., 1999). A inoculagdo com um isolado de G. mosseae nativo,
em bananeiras (Musa AAA cv. Grand naine) infectadas com M. incognita, resultou em
aumento significativo no crescimento das plantas, comparado com o uso de isolado ndo

nativo de FMA da mesma espécie (Jaizme-Veja et al., 1997). Tomateiros (Lycopersicon
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esculentum L.) infectados com Meloidogyne javanica (Treub.) Chitwood e inoculados com
Gigaspora margarita Becker & Hall apresentaram reducdo na biomassa seca da parte
aérea, no peso ¢ em numero de frutos, que foram similares ao observado no controle,
enquanto no tratamento com G. etunicatum essas variaveis foram aumentadas na presenca
do fungo (Cofcewicz et al., 2001). No presente experimento, G. etunicatum e A. longula
proporcionaram maior crescimento, enquanto G. albida foi menos efetivo, ndo
incrementando o crescimento das plantas na presenca de Meloidogyne. Isso reforga a
proposta de que a tolerancia de plantas micorrizadas ao parasitismo de fitonematoides ¢
dependente da espécie de FMA (Azcon-Aguilar & Barea, 1996).

As plantas associadas com A. longula e G. albida apresentaram menor numero de
galhas do que o observado nos demais tratamentos (Tabela 3). A inoculagdo com FMA nao
interferiu na producdo de massas de ovos pelo fitonematoide, enquanto a quantidade de
ovos produzidos por grama de raiz foi reduzida nas plantas inoculadas com G. albida, em
comparagdo ao observado no tratamento controle. A producdo de ovos nas raizes de
plantas micorrizadas com G. etunicatum e A. longula ndo diferiu do registrado no
tratamento controle sem FMA (Tabela 3). Geralmente a inoculagdo de FMA diminui a
formacdo de galhas e a reprodu¢@o do nematodide, sendo considerado ideal o fungo que tem
a capacidade de reduzir a reproducdo do nematdide e a0 mesmo tempo promover o
crescimento do hospedeiro (Habte et al., 1999). No presente estudo, as inoculagdes com G.
albida e A. longula reduziram a produgdo de galhas, porém apenas o isolado de
Acaulosporaceae incrementou o desenvolvimento do vegetal, sendo portanto mais
recomendado para fins de inoculagdo, visando tolerancia a Meloidogyne. A produgdo de
galhas e ovos por M. incognita foi reduzida em bananeiras pela presenca de G. mosseae
(Jaizme-Vega et al., 1997), em plantas de tomateiro associadas com Glomus coronatum

Giovannetti (Diedhiou et al., 2003) e em pessegueiros inoculados com G. mosseae, G.
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intraradices e G. etunicatum (Calvet et al., 2001). Entretanto, a presenca de FMA
aumentou a quantidade de galhas e o numero de ovos de M. arenaria em raizes de
amendoim (Carling et al., 1996). Comportamento semelhante foi observado neste estudo,

em relagdo ao numero de galhas produzidas nas plantas associadas a G. etunicatum.

Tabela 3. Densidade de esporos (DE) de FMA na rizosfera, nimero de galhas (NG), de
ovos (NO) e de massas de ovos (NMO) em raizes de plantas de Alpinia purpurata

infectadas com Meloidogyne arenaria e inoculadas ou ndo (controle) com FMA

Tratamentos DE(50g ' de solo) NG(g'raiz) NMO(g'raiz) NO(g 'raiz)
Controle -—— 25,11a 32,64a 47285a
Gigaspora albida 3,75b 3,75b 17,20a 8637b
Glomus etunicatum 66,25b 18,58a 24.50a 23400ab
Acaulospora longula 400,66a 6,93b 17,25a 26048ab
CV (%) 78,54 73,36 32,06 60,45

Meédias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).

Acaulospora longula produziu o maior nimero de esporos tanto no experimento
com nematdide como naquele sem o patdégeno (Tabela 1 e 3). Embora a diferenga nao
tenha sido significativa, na rizosfera de plantas infestadas com o nematdide G. etunicatum
produziu mais esporos do que G. albida, com o inverso ocorrendo na rizosfera de plantas
ndo inoculadas com o patégeno. Comportamento similar foi observado por Cofcewicz et
al. (2001), em plantas de tomateiro infectadas por M. javanica, onde houve maior
esporulacdo de G. margarita do que de G. etunicatum. Mais uma vez fica demonstrado que
a amplitude de respostas da interagdo FMA e nematdide ¢ dependente tanto do isolado de

FMA quanto da espécie de fitonematdide testados.
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Nas plantas infestadas por nematdides, maior taxa de colonizagdo micorrizica (total
e por hifas) foi registrada nas raizes colonizadas por A. longula, embora esta ndo tenha
diferido do produzido por G. albida, que ndo diferiu do observado com G. etunicatum
(Tabela 4). Aparentemente, A. longula ocupou maior area do cortex radicular, deixando
pouco espacgo fisico para a produgdo de galhas (Tabela 3). Em contrapartida, G. etunicatum
colonizou em menor extensdo as raizes de alpinia; com menor capacidade para bloquear a
acdo do nematodide, assim, maior nimero de galhas foi observado nas raizes colonizadas
por esse fungo (Tabela 3).
Tabela 4. Colonizagdo micorrizica de raizes de Alpinia purpurata infectadas com

Meloidogyne arenaria

68

Tratamentos % colonizag¢do micorrizica

Hifas Arbusculos Vesiculas Total
Gigaspora albida 29,95ab 19,24a --- 52,08ab
Glomus etunicatum 23,44b 9,24a 4,99a 37,67b
Acaulospora longula 39.41a 26,16a 4,73a 70,307
CV (%) 6,4 5,79 0,06 19,19

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).

A colonizagdo total e por hifas produzida pelos trés FMA nado diferiu no
experimento sem nematoide. Por outro lado, a colonizagio por arbusculos e vesiculas ndo
diferiu entre os tratamentos de inoculag¢do, nos experimentos com e sem inoculacdo com
nematdide (Tabelas 4 e 5). Apesar dos FMA apresentarem estratégias de colonizagdo
diferenciadas (Hart & Reader, 2002), a similaridade na colonizac¢do arbuscular e vesicular
entre os tratamentos de inoculacdo pode indicar que em estddios mais avancados da
simbiose, ocorre equitabilidade na formagdo dessas estruturas entre fungos pertencentes a

espécies distintas.
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Tabela 5. Coloniza¢do micorrizica de raizes de Alpinia purpurata em solo nio infestado

com Meloidogyne arenaria

69

Tratamentos % colonizag¢do micorrizica

Hifas Arbusculos Vesiculas Total
Gigaspora albida 33,90a 26,61a - 63,52a
Glomus etunicatum 31,37a 20.41a 4,14a 55,93a
Acaulospora longula 34,71a 25,86a 2,67a 62,72a
CV (%) 0,81 2,27 0,45 5,49

Meédias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).

Habte ef al. (1999) considera ideal o FMA que tem a capacidade de induzir
resisténcia da planta ao nematoide, ou seja, reduzir a reproducdo do nematdide e a0 mesmo
tempo promover o crescimento do hospedeiro, porém situagdo de resisténcia induzida por
FMA ¢ menos comum que os de tolerancia, onde nematdide e planta se desenvolvem bem.
No presente trabalho as plantas inoculadas com A. longula e G. etunicatum cresceram bem
juntamente com o nematdide, sendo considerados, portanto, fungos com capacidade de
induzir a tolerancia a M. arenaria, podendo ser utilizados como alternativa para diminuir
os danos causados por este patogeno que ocorre em areas de cultivo desta ornamental

tropical.

CONCLUSOES

O crescimento de plantas micropropagadas de alpinia pode ser beneficiado pela
inoculag@o com G. etunicatum ou A. longula.

A associacdo de plantas de alpinia micropropagadas com A. longula ou G.

etunicatum, favorece a tolerancia ao parasitismo de M. arenaria.
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CONCLUSOES GERAIS

O uso de substrato a base de solo e com até 25% de vermicomposto, favorece a

producdo de mudas micropropagadas de alpinia e sorvetdo;

A inoculagdo com Gigaspora albida, Glomus etunicatum e Acaulospora longula
ndo incrementa o crescimento de mudas de alpinia e de sorvetdo micropropagadas até¢ 100

e 70 dias, respectivamente, mesmo em substrato sem adubo organico;

A aplicagdo de vermicomposto inibe a colonizacdo e a reproducdo dos FMA

estudados;

A inoculagdo de Glomus etunicatum ou Acaulospora longula favorece o

crescimento de plantas micropropagadas de alpinia;

A micorrizagdo de plantas micropropagadas de Alpinia purpurata com Acaulospora
longula ou Glomus etunicatum induz tolerancia ao parasitismo de Meloidogyne arenaria,
sendo alternativa para diminuir os prejuizos causados pela meloidoginose, doenga comum

em areas de cultivo desta ornamental tropical.



Silva, M. A. Aplica¢do de fungos micorrizicos arbusculares...

ANEXO

75



Silva, M. A. Aplica¢do de fungos micorrizicos arbusculares...

botanica.org.br / Normas de Publicacao

NORMAS GERAIS PARA PUBLICAGAO : Acta Botanica Brasilica

1. A Acta Botanica Brasilica (Acta bot. bras.) publica em Portugués, Espanhol e
Inglés artigos originais, comunicag¢des curtas e resumos de dissertacbes e teses
em Botanica.

2. Os artigos devem ser concisos, em 4 vias, com até 30 laudas, seqliencialmente
numeradas, incluindo ilustracbes e tabelas (usar letra Times New Roman,
tamanho 12, espaco entre linhas 1,5; imprimir em papel tamanho carta, com todas
as margens ajustadas em 1,5 cm). A critério da Comissédo Editorial, mediante
entendimentos prévios, artigos mais longos poderdo ser aceitos, sendo que o
excedente sera custeado pelo(s) autor(es).

3. Palavras em latim no titulo ou no texto, como por exemplo: in vivo, in vitro, in
loco, et al., devem estar em italico.

4. O titulo deve ser escrito em caixa alta e centralizado.

5. Os nomes dos autores devem ser escritos em caixa alta e baixa, alinhados a
direita, com numeros sobrescritos que indicardo, em rodapé, a filiagdo
Institucional e/ou fonte financiadora do trabalho (bolsas, auxilios, etc.).

6. A estrutura do trabalho deve, sempre que possivel, obedecer a seguinte
seqléncia:

« RESUMO e ABSTRACT (em caixa alta e negrito) - texto corrido, sem
referéncias bibliograficas, em um unico paragrafo e com cerca de 200
palavras. Deve ser precedido pelo titulo do artigo em Portugués, entre
parénteses. Ao final do resumo citar até cinco palavras-chave. A mesma
regra se aplica ao Abstract em Inglés ou Espanhol.

« Introdugao (em caixa alta e baixa, negrito, deslocado para a esquerda):
deve conter uma visdo clara e concisa de: a) conhecimentos atuais no
campo especifico do assunto tratado; b) problemas cientificos que levaram
o(s) autor(es) a desenvolver o trabalho; c) objetivos.

o Material e métodos (em caixa alta e baixa, negrito, deslocado para a
esquerda): deve conter descricbes breves, suficientes a repeticdo do
trabalho; técnicas ja publicadas devem ser apenas citadas e ndo descritas.

« Resultados e discussdo (em caixa alta e baixa, negrito, deslocado para a
esquerda): podem ser acompanhados de tabelas e de figuras (graficos,
fotografias, desenhos, mapas e pranchas), estritamente necessarias a
compreensao do texto.

o As figuras devem ser todas numeradas seqlencialmente, com algarismos
arabicos, colocados no lado inferior direito; as escalas, sempre que
possivel, devem se situar a esquerda da figura.

e As tabelas devem ser sequencialmente numeradas, com algarismos
arabicos e numeracao independente das figuras.
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« Tanto as figuras como as tabelas devem ser apresentadas em folhas
separadas ao final do texto (originais e trés cépias). Para garantir a boa
qualidade de impressao, as figuras ndo devem ultrapassar duas vezes a
area util da revista que é de 12cm larg. x 18cm alt.

e As ilustragbes devem ser apresentadas em tinta nanquim, sobre papel
vegetal ou cartolina.

o As fotografias devem estar em papel brilhante e em branco e preto.
Fotografias coloridas poderao ser aceitas a critério da Comissao Editorial e
se o(s) autor(es) arcar(em) com os custos de impresséo.

« As figuras e as tabelas devem ser referidas no texto, em caixa alta e baixa,
de forma abreviada e sem plural (Fig. e Tab.). Todas as figuras e tabelas
apresentadas devem, obrigatoriamente, ter chamada no texto.

e As siglas e abreviaturas, quando utilizadas pela primeira vez, devem ser
precedidas do seu significado por extenso. Ex.: Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE); Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV).

e Usar unidades de medida apenas de modo abreviado. Ex.: 11cm; 2,4mm.

o Escrever por extenso os numeros de um a dez (ndo os maiores), a menos
que sejam referentes a medida ou venha em combinagdo com outros
numeros. Ex.: quatro arvores; 6,0mm; 1,0-4,0mm; 125 exsicatas.

« Em trabalhos taxon6micos, os materiais botanicos examinados devem ser
selecionados de maneira que sejam citados apenas aqueles
representativos do taxon em questdo e na seguinte ordem: PAIS. Estado:
Municipio, data (dd/mm/aaaa), fenologia, coletor(es) e n° (sigla do
herbario).

Ex.: BRASIL. Sdao Paulo: Santo André, 03/X1/1997, fl. fr., Milanez 435
(SP).

e No caso de dois coletores, citar ambos, ligados por &.

e No caso de trés ou mais coletores, citar o primeiro, seguido de et al.
(atentar para o que deve ser grafado em CAIXA ALTA, Caixa Alta e Baixa,
caixa baixa, negrito, italico)

« Chaves de identificacdo devem ser, preferencialmente, indentadas. Nomes
de autores de taxons nao devem aparecer. Os taxons da chave, se
tratados no texto, devem ser numerados, seguindo a ordem alfabética. Ex.:

1. Plantas terrestres
2. Folhas orbiculares, mais de 10cm diam. ... 4. S. orbicularis
2. Folhas sagitadas, menos de 8cm compr. ... 6. S. sagittalis
1. Plantas aquaticas
3. Nervuras paralelas
4. Flores brancas ... 1. S. albicans
4. Flores (0) - 1< S 5. S. purpurea
3. Nervuras furcadas
5. Frutos oblongos ... 2. S. furcata
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5. Frutos esféricos ... 3. S. nanuzae
O tratamento taxondmico no texto deve reservar o italico e negrito apenas
para os nomes de taxons validos. Basionimo e sinonimia aparecem apenas
em italico. Autores de nomes cientificos devem ser citados de forma
abreviada, de acordo com o indice taxonémico do grupo em pauta
(Brummit & Powell 1992, para fanerégamas). Ex.:

1. Sepulveda albicans L., Sp. pl. 2:25. 1753.
Pertencia albicans Sw., Fl. bras. 4:37, t. 23, f. 5. 1870.
Cabralia zeleyensis Anisio, Hoehnea 33(2):65. 1995.
Fig. 1-12.

e Subdivisdes dentro de Material e métodos ou de Resultados devem ser
escritas em caixa alta e baixa, seguida de um traco e o texto segue na
mesma linha. Ex.: Area de estudo - localiza-se ...

o Discussao deve incluir as conclusoes.

« Agradecimentos (em caixa alta e baixa, negrito, deslocado para a
esquerda): devem ser sucintos.

o Referéncias bibliograficas ao longo do texto: seguir esquema autor, data.
Ex.:

Silva (1997), Silva & Santos (1997), Silva et al. (1997) ou
Silva (1993, 1995), Santos (1995, 1997) ou
(Silva 1975/Santos 1996/COliveira 1997).

e Ao final do artigo: em caixa alta e baixa, deslocado para a esquerda; seguir
ordem alfabética e cronolégica de autor(es); nomes dos periddicos, titulos
de livros, dissertacbes e teses devem ser grafados por extenso e em
negrito. Exemplos:

Santos, J. 1995. Estudos anatdmicos em Juncaceae pp. 5-22. In Anais do
XXVIIl Congresso Nacional de Botanica, Aracaju 1992. HUCITEC Ed.,
Séao Paulo.

Santos, J.; Silva, A. & Oliveira, B. 1995. Notas palinolégicas:
Amaranthaceae. Hoehnea 33(2):38-45.

Silva, A. 1996. A familia Urticaceae no Estado de Sao Paulo.
Dissertacdo de Mestrado. Universidade Estadual do Parana, Londrina.

Silva, A. 1997. O género Pipoca L. no Brasil. Acta Botanica Brasilica
2(1):25-43.

Silva, A. & Santos, J. 1997. Rubiaceae pp. 27-55. In F.C. Hoehne (ed.).
Flora Brasilica. Secretaria da Agricultura do Estado de S&o Paulo, Séo
Paulo
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INSTRUCOES AOS AUTORES
Objetivos

A revista Pesquisa Agropecuaria Brasileira ¢ uma publicagdo mensal da
Embrapa, que edita e publica trabalhos técnico-cientificos originais, em
portugués, espanhol ou inglé€s, resultantes de pesquisas de interesse
agropecudrio. A principal forma de contribui¢do € o Artigo, mas a PAB também
publica Notas Cientificas, Novas Cultivares e Revisdes a convite do Editor.

Submissao

Os originais submetidos a publicacdo devem ser enviados por via eletronica
(pab@sct.embrapa.br) acompanhados de mensagem com os seguintes dados:
nome, formagdo profissional, grau académico e endereco institucional e
eletronico dos autores; indicagdo do autor-correspondente; declaragdo de néo-
submissdo do trabalho a publicagdo em outro periddico. Cada autor deve enviar
mensagem expressando sua concordancia com a submissdo do artigo. Os
manuscritos podem também ser encaminhados pelos correios, para o seguinte
endereco:

Embrapa Informagdo Tecnologica
Pesquisa Agropecudria Brasileira - PAB
Caixa Postal 040315

70770-901 Brasilia, DF

Apresentacio

* O artigo deve ser digitado em Word, espaco duplo, Times New Roman, corpo
12, folha formato A4, com paginas e linhas numeradas.

* As figuras, na forma de gréaficos, devem ser apresentadas no final do texto, em
Excel ou Word.

* As figuras, na forma de fotografias, imagens ou desenhos, com 8,5 cm ou 17,5
cm de largura, devem ser escaneadas com 300 dpi e gravadas, separadas do
texto, em arquivos TIF.

* As tabelas devem ser apresentadas em Word, no final do texto, somente com
linhas horizontais; os dados devem ser digitados em fonte Times New Roman.

Estrutura e organizacio

O artigo, com no maximo 20 paginas, deve ser apresentado na seguinte
seqiiéncia: titulo, nome completo dos autores, enderecos institucionais e
eletronicos, Resumo, Termos para indexag¢do, Titulo em inglés, Abstract, Index
terms, Introducdo, Material e Métodos, Resultados e Discussido, Conclusdes,
Agradecimentos, Referéncias, Tabelas e Figuras.
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Titulo: 15 palavras no maximo, em letras minusculas.

Autores: nomes completos, com chamada para nota de enderecos; autores de
uma mesma instituicdo devem ter a mesma nota de endereco.

Notas de enderecos: enderecos institucionais ¢ eletronicos dos autores.
Resumo: méaximo de 200 palavras; Abstract deve ser traducao fiel do Resumo.
Termos para indexa¢io: minimo trés e maximo seis.

Conclusdes: frases curtas, com o verbo no presente do indicativo, sem
comentarios adicionais e elaboradas com base nos objetivos do artigo.
Citacoes: ndo sdo aceitas citacdes de dados nao publicados, comunicagdo
pessoal, resumos e publicagdes no prelo.

Referéncias: de acordo com a NBR 6023 da ABNT; em ordem alfabética dos
nomes dos autores; principalmente dos ultimos dez anos e de artigos de
periddicos. Exemplos:

Eventos (considerados em parte)

ALBUQUERQUE, F.C.; DUARTE, M.L.R.; NUNES, A.M.L.; STEIN, R.L.B.;
OLIVEIRA, R.P. Comportamento de germoplasma de pimenta-do-reino em
areas de ocorréncia de fusariose no Estado do Para. In: SEMINARIO
INTERNACIONAL SOBRE PIMENTA E CUPUACU, 1., 1996, Belém. Anais.
Belém: Embrapa-CPATU; JICA, 1997. p.269-276. (Embrapa-CPATU.
Documentos, 89).

Artigos de periodicos
BAK, P.; TANG, C.; WIESENFELD, K. Self-organized criticality. Physical
Review A, v.38, p.364-374, 1988.

Capitulos de livros

DIAS-FILHO, M.B. Pastagens cultivadas na Amazonia oriental brasileira:
processos e causas de degradacdo e estratégias de recuperagdo. In: DIAS, L.E.;
MELLO, J.W.V. (Ed.). Recuperacio de areas degradadas. Vigosa: UFV;
Sociedade Brasileira de Recuperacio de Areas Degradadas, 1998. p.135-147.

Livros

FERREIRA, M.E.; GRATTAPAGLIA, D. Introducio ao uso de marcadores
moleculares em analise genética. 3.ed. Brasilia: Embrapa-Cenargen, 1998.
220p.

Teses e dissertacdes

MACHADO, C.A.E. Padrdes isoenzimaticos de superoxido dismutase de
alguns genotipos de pessegueiro Prunus persica (L.) Batsch. 1984. 36p.
Disserta¢do (Mestrado) - Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Outras informacgoes
* Todos os manuscritos sdo revisados por no minimo dois especialistas.
* O editor e a assessoria cientifica reservam-se o direito de solicitar modificagdes
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nos artigos e de decidir sobre a sua publicacio.

* Sdo de exclusiva responsabilidade dos autores as opinides e conceitos emitidos

nos trabalhos.

* Os trabalhos aceitos ndo poderdo ser reproduzidos, mesmo parcialmente, sem o
consentimento expresso do editor da PAB.

* Contatos com a secretaria da revista podem ser feitos pelos fones: (61) 448-
4231 e 273-9616, fax: (61) 340-5483 ou

e-mail: pab@sct.embrapa.br.




