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RESUMO

A producgao de inoculante a base de fungos micorrizicos arbusculares (FMAs)
utilizando o método on farm é uma alternativa para estimular o uso de inoculante
microbiano no sistema de producao vegetal e reduzir os custos associados com a
compra desse produto. O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial de residuos
do setor florestal, a casca de Pinus (CP) e o lodo de celulose (LLC), como componentes
do substrato para a producao de inoculante micorrizico on farm. Plantas de sorgo
pré-colonizadas com os FMAs, Claroideoglomus etunicatum RJN101A e
Dentiscutata heterogama PNB102A, foram estabelecidas em casa de vegetacao
por trés meses em substrato formado por areia:argila expandida:solo (2:2:1). Apés,
essas foram transplantadas para sacos plasticos de 20 L contendo substrato formado
por CP ou LC, misturados com casca de arroz carbonizada + solo de barranco
(1:1:1). O experimento seguiu um fatorial 2 x 2, sendo dois isolados fangicos e dois
residuos, com cinco repeticoes, em delineamento inteiramente casualizado. As
plantas cresceram por trés meses sob condi¢cées ambientais e, apos esse periodo, o
substrato foi analisado quanto ao nimero de esporos de FMAs, a colonizacao
micorrizica da planta hospedeira e ao potencial de in6culo pelo método do NMP
(ntimero mais provavel). O substrato foi dividido em trés camadas (superior,
mediana e inferior) e apenas o numero de esporos foi avaliado individualmente
para cada camada. O nimero de esporos de ambos FMAs néo foi influenciado pelo
tipo residuo, mas diminuiu da parte superior para a inferior dentro de cada unidade
experimental. D. heterogama tendeu a produzir maior nimero de esporos do que
C. etunicatum. A porcentagem de colonizacido micorrizica do sorgo pelos FMAs foi
significativamente maior no residuo LC do que CP. O numero de propagulos
infectivos de FMAs tendeu também a ser maior em LC (22 a 28 propagulos cm
substrato) do que em CP (1,6 a 6,5 propagulos cm3 substrato). O residuo LC tem
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potencial para ser utilizado como componente do substrato em sistemas de
producao de inoculante micorrizico on farm.

Termos de indexag¢ao: micorrizas, potencial de in6culo micorrizico, nimero de
esporos, biofertilizantes, Claroideoglomus etunicatum, Dentiscutata
heterogama.

SUMMARY: ON-FARM PRODUCTION OF MYCORRHIZAL INOCULUM USING
RESIDUES FROM THE FORESTRY INDUSTRY

Production of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) inoculum using the on-farm method
is an alternative to stimulate the use of microbial inoculant in plant production systems and to
reduce the cost associated with purchase of this product. The goal of this study was to evaluate
the potential of residues from the forestry industry, pine bark (CP) and pulp sludge (LC), as
components of the substrate used to produce on-farm mycorrhizal inoculum. Sorghum plants
pre-colonized with the AMFs Claroideoglomus etunicatum RJNI101A and Dentiscutata
heterogama PNB102A were established in a greenhouse for three months in a substrate of
sand:expanded clay:soil (2:2:1). After this period, plants were transplanted to 20 L plastic bags
containing a substrate with CP or LC mixed with carbonized rice hulls + soil (1:1:1). The
experiment followed a 2 x 2 factorial arrangement, of two fungal isolates and two residues,
with five replicates, in a completely randomized design. Plants were grown outdoors for three
months and then the substrate was analyzed for AMF spore numbers, mycorrhizal colonization
of the host plant, and inoculum potential by the MPN (most probable number) method. The
substrate of each bag was divided into three layers (upper, middle, and lower portion) and only
the number of spores was analyzed separately for each layer. The type of residue did not affect
the number of spores of either AMF, but this number decreased from the upper to the lower layer
within each experimental unit. D. heterogama tended to produce more spores than C.
etunicatum. Sorghum mycorrhizal colonization by AMF was significantly greater in the LC
residue than in the CP residue. The number of AMF infective propagules also tended to be
higher in LC (22to 28 propagules cm™3 substrate) than in CP (2to 7 propagules cm3 substrate).
The LC residue showed potential for use as a component of the substrate in mycorrhizal
inoculum production systems using the on-farm method.

Index terms: mycorrhiza, mycorrhizal inoculum potential, number of spores, biofertilizers,
Claroideoglomus etunicatum, Dentiscutata heterogama.
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INTRODUCAO

A geracéao de residuos nos processos produtivos da
industria florestal é uma consequéncia inevitavel e, de
acordo com a Politica Nacional de Residuos Sélidos, as
empresas e industrias tém a responsabilidade de
gerenciar esses residuos gerados nos mais diversos
setores de producao (Brasil, 2010). Dessa forma, os
programas de gerenciamento de residuos devem buscar
alternativas para reciclagem e aproveitamento desses.
As fabricas de papel e produtos derivados de celulose
deparam-se com problemas de ordem ambiental, em
razao da grande quantidade de residuos gerados:
aproximadamente 48 t de residuos para cada 100 t de
celulose produzida (Bellote et al., 1998). Entretanto, nas
indastrias de desdobramento de madeira, a
transformacdo de uma tora em tabuas gera 60 % de
residuos (e.g. cascas, aparas de plaina, aparas do corte e
pb de serra) (Ferreira et al., 1989). Por causa da presenca
de nutrientes na composicao desses residuos, esses podem
ser utilizados como fertilizantes e corretivos do solo, por
apresentarem caracteristicas favoraveis aos atributos
fisicos, quimicos e biolégicos do solo (Barretto, 2008).

Um destino alternativo para os residuos do setor
florestal pode ser a sua utiliza¢ido como um carreador
em inoculantes microbianos ou biofertilizantes. Entre
os diversos grupos de organismos do solo que
influenciam o crescimento das plantas, destacam-se
os fungos micorrizicos arbusculares (FMAs - Filo
Glomeromycota), que estabelecem a associacao
micorrizica arbuscular (MA) com aproximadamente
80 % das espécies vegetais (Smith & Read, 2008).
Nessa associacdo, os FMAs formam uma rede de hifas
que pode atingir 100 m cm solo Miller et al., 1995),
aumentando a area de absorcdo de nutrientes com
baixa mobilidade no solo, principalmente o P (Finlay,
2008). Como resultado, a associacao MA influencia
na sobrevivéncia, crescimento e nutri¢do das plantas,
incluindo espécies florestais nativas (Siqueira et al.,
1998; Zangaro et al., 2000; Siqueira & Saggin-Junior,
2001; Patreze & Cordeiro, 2005; Pasqualini et al.,
2007).

No entanto, a aplicacido desses fungos no Brasil
em larga escala como biofertilizantes ainda é limitada,
principalmente pela falta de um inoculante aceito
comercialmente (Siqueira et al., 2002). A
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multiplicacdo em larga escala de FMAs para a
formula¢do de um inoculante pode ser feita em
sistemas a base de um substrato mineral, aeroponicos,
hidroponicos ou in vitro (Ijdo et al., 2011). Inoculantes
micorrizicos comerciais sdo disponiveis nos mercados
de varios paises e os custos associados a sua produgao,
como estabelecimento de culturas puras, transporte
do inoculante, desenvolvimento do carreador, sdo
absorvidos pelos usudrios finais que incluem
agricultores e viveiristas (Douds Jr. et al., 2006). Uma
alternativa para elevar o uso e a aceitacdo de um
biofertilizante a4 base de FMAs é o desenvolvimento de
um inoculante produzido pelo método on farm, que é
produzido pelo usudario final no local onde sera
posteriormente utilizado, evitando os custos associados
com a compra de um produto comercial (Douds Jr. et
al., 2006; Sharma & Adholeya, 2011). O inoculante
on farm pode ser desenvolvido sob condigdes
ambientais naturais, ndo necessitando de uma
estrutura especifica, como estufa, para tal finalidade,
multiplicando espécies de FMAs cuja eficiéncia é
conhecida ou mesmo FMAs indigenas de determinada
area (Sreenivasa, 1992). A multiplica¢do dos FMAs
na formulacéo do inoculante on farm tem sido feita
em solo fumigado ou em substratos compostados
diluidos com vermiculita ou perlita, com diferentes
espécies hospedeiras como Brachiaria decumbens,
Sorghum sudanense, Zea mays e Paspalum notatum
(Douds dJr. et al., 2005).

A produgio de inoculante micorrizico pelo método
on farm vem sendo empregada em alguns paises,
utilizando diferentes métodos. Na Colémbia, Sieverding
(1991) inoculou Rhizophagus manihotis (R.H.
Howeler, Sieverd. & N.C. Schenck) Walker &
Schiissler (sin. Glomus manihotis) em canteiros com
solo desinfestado por fumigacido e semeou B.
decumbens. Apods seis meses, 87-99 % dos esporos
recuperados foram de R. manihotis, e foi possivel
produzir 5.000 L de inéculo em uma drea de 25 m2.
Na India, Gaur et al. (2000) produziram inoculante
on farm em canteiros elevados utilizando uma
mistura de solo, composto a base de folhas e espécies
olericolas como hospedeiras. Dessa forma, o produtor
tem um ganho econémico néo apenas com o inoculante
produzido, mas também com o uso ou venda das
espécies olericolas. Nos Estados Unidos, Douds Jr. et
al. (2006; 2008) desenvolveram um método usando
canteiros elevados ou sacos plasticos, contendo
misturas de solo, vermiculita, e substratos
compostados e inoculados com plantas pré-colonizadas
de Paspalum notatum. No Brasil, Schlemper &
Stiirmer (2014) adaptaram a técnica de Douds Jr. et
al. (2008) e utilizaram residuos lignocelul6sicos nao
compostados, como bagaco de cana-de-agucar, bainhas
de palmeira real, misturados com casca de arroz e
solo, e plantas pré-colonizadas de Sorghum bicolor
para produzir inoculante micorrizico on farm. Neste
estudo, o nimero mais provavel de propagulos
variou de 233 a 350 cm™3, caracterizando-o como um
inoculante com alto potencial infectivo.
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O Estado de Santa Catarina destaca-se com a
segunda maior area de plantio de Pinus do Brasil
(538.254 ha), que corresponde a 32,8 % do total da
area plantada (ABRAF, 2012). Essa elevada atividade
industrial com o uso de Pinus para a producio de papel
e celulose e painéis de madeira gera grande quantidade
de residuos, principalmente lodo de celulose e casca
de Pinus. Considerando os beneficios de um
biofertilizante a base de FMAs para promover o
crescimento vegetal e a diminui¢cdo no uso dos
fertilizantes fosfatados, a falta de um inoculante a base
de FMAs aceito comercialmente no Brasil e a
possibilidade de viabilizar um destino alternativo aos
residuos da industria florestal, o objetivo deste trabalho
foi avaliar um inoculante micorrizico produzido pelo
sistema on farm, utilizando os residuos casca de Pinus
e lodo de celulose como componentes do substrato.

MATERIAL E METODOS

Local do estudo

O experimento para a produgdo de inoculante
micorrizico on farm foiimplantado no Horto Florestal
do Campus V da Universidade Regional de Blumenau
(FURB). O clima é caracterizado como subtropical
tmido (Cfb de Koppen), com temperatura média anual
de 20 °C e pluviosidade média de 2.000 mm ano!. A
producéo do inoculante micorrizico foi realizada a céu
aberto entre 16 de janeiro a 16 de abril de 2013.
Nesse periodo, a precipitacao pluvial média foi de
3,33 mm dial, com temperatura minima registrada
de 12 °C e a maxima de 32 °C.

Residuos da induastria florestal

Os residuos testados foram obtidos de uma empresa
privada do setor de papel e celulose. Os residuos, cuja
caracterizacéo fisico-quimica é apresentada no quadro
1, foram os seguintes:

Casca de Pinus (CP): esse residuo é gerado no
processamento das toras de Pinus e nao possul
propriedades fertilizantes em razio da sua baixa
concentracdo de nutrientes (Blum, 1998). Contudo, a
CP pode ser incorporada ao solo para melhorar suas
propriedades fisicas apds sua secagem e moagem
(Odneal & Kaps, 1990). Esse residuo é normalmente
descartado ou queimado. O residuo CP foi coletado do
patio de tratamento de armazenamento de residuos
da empresa, estava exposto a céu aberto durante um
periodo de aproximadamente um ano e nio sofreu
nenhum tipo de tratamento; e

Lodo de celulose (LC): esse residuo possui teores
elevados de alguns nutrientes e pode ser utilizado como
fertilizante e condicionador de solo. LC apresenta
elevado teor de matéria organica e baixos teores de Al
e Na; seus teores de K sdo muito baixos e seu uso
como fertilizante necessita de complementagio com
fertilizante potassico (Fabres et al., 1994). O residuo
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Quadro 1. Caracterizacao fisico-quimica do lodo de celulose, da casca de Pinus e da casca de arroz utilizados
como componentes do substratos na producao de inoculante micorrizico on farm

Residuo pH(CaCl,) P® K N Ca Mg
g kg

Casca de Pinus (CP) 5,8 0,07 0,14 8,9 4,9 0,7

Lodo de celulose (LC) 6,9 0,09 0,13 10,1 1,7 0,3

Casca de arroz carbonizada 7,4 0,11 0,19 1,9 3,5 0,8

@ Valores representam o teor total de cada elemento.

LC foi proveniente das lagoas de tratamento de
efluentes da empresa. Depois de retirado dessas lagoas,
o lodo ficou exposto ao ambiente natural por
aproximadamente um ano para reduzir a umidade e
posteriormente armazenado em galpoes cobertos.

Isolados de FMAs

Os isolados de FMAs utilizados foram
Claroideoglomus etunicatum (W.N. Becker &
Gerd.) Walker & Schiissler RIN101A (Familia
Claroideoglomeraceae) e Dentiscutata heterogama
(T.H. Nicolson & Gerd.) Sieverd., F.A. Souza & Oehl
PNB102A (Familia Gigasporaceae), obtidos da Colegao
Internacional de Cultura de Glomeromycota (CICG -
www.furb.br/cicg - Universidade Regional de
Blumenau, Blumenau, SC). Os fungos foram
selecionados para este estudo por pertencerem a
familias diferentes e pelo fato de que membros de
Gigasporaceae raramente sdo componentes de
inoculante micorrizico on farm. Indculo de culturas
puras desses fungos, contendo esporos, hifas e
pedacos de raizes colonizadas, foi diluido (10 %) em
substrato padrdao da CICG, composto de uma
mistura de areia:argila expandida:solo (2:2:1, pH =
6,0). Apds, essa mistura foi acondicionada em
tubetes plasticos de 270 mL e semeados com sorgo
(Sorghum bicolor (L..) Moench). Trés plantas foram
deixadas por tubetes apdés a emergéncia das
plantulas e essas foram mantidas em casa de
vegetacdo por trés meses. Essas plantas pré-
colonizadas de sorgo foram utilizadas na produgao
do inoculante micorrizico on farm.

Producao do inoculante micorrizico on farm

Os residuos do CP e LC foram misturados
separadamente com amostras de solo de barranco e
casca de arroz carbonizada na propor¢io de 1:1:1. Essa
mistura é denominada como substrato para fins deste
artigo. A casca de arroz carbonizada foi proveniente
de uma empresa comercial e suas propriedades fisico-
quimicas sao apresentadas no quadro 1. O solo foi
proveniente de uma area localizada no Campus V da
Universidade Regional de Blumenau e possuia textura
franco-siltosa. As propriedades quimicas dele sao:
pH=4,1 (em 4gua, 1:1), P=25,6 mg dm3, K=206,1
mg dm3, Al = 2.0 cmol, dm™3, Ca = 1,2 ¢cmol, dm3,
Mg = 0,4 cmol, dm™3 e matéria organica = 0,7 %.

O substrato foi acondicionado em sacos pléasticos
reciclados de polietileno de baixa densidade de 50 cm
de altura com capacidade de 20 L, com 34 orificios
para permitir o fluxo de dgua. Os sacos foram
preenchidos com 18 L de cada substrato e considerados
como uma unidade experimental (= repeti¢do) dentro
de cada tratamento. Trés covas foram feitas na
superficie do substrato de cada saco com o auxilio de
um tubete plastico de 270 mL (Figura 1a). Nessas
covas, foram transplantadas as mudas de sorgo pré-
colonizadas com os isolados de FMAs, totalizando nove
plantas por saco (Figura 1b); apds, os sacos foram
dispostos sobre manta geotéxtil para evitar contato
direto com o solo (Figura 1c). O experimento seguiu
um delineamento inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 2 X 2, sendo dois residuos (LC e
CP) e dois isolados de FMAs (C. etunicatum e D.
heterogama) com cinco repeticoes.

Na colheita do experimento, a parte aérea das
plantas foi descartada, e o conteido de cada saco
estratificado em secdo superior (0-15 cm), mediana
(15-30 cm) e inferior (30-45 ¢cm). Amostras de 1 L do
conteudo de cada secdo foram retiradas de cada
unidade experimental e armazenadas em sacos
plasticos a 4 °C até a sua analise.

Analise do inoculante

As amostras de 1 L foram homogenizadas e uma
aliquota de 100 mL retirada de cada secéo para a
extracao dos esporos de FMAs via peneiragem umida
(Gerdemann & Nicolson, 1963), seguida de
centrifugacio em gradiente de sacarose (20 e 60 %).
Apés centrifugacio, o material foi colocado em placas
de Petri, e os esporos foram contados sob lupa. Os
esporos de espécies indigenas encontrados, diferentes
das dos isolados utilizados, foram contados
separadamente.

A colonizac¢ido micorrizica foi quantificada em
amostras de 0,4 g de raizes obtidas apenas da sec¢éo
mediana do substrato. As raizes foram coletadas
manualmente com o auxilio de uma pinga, lavadas
em agua corrente e descoloridas seguindo o método de
Koske & Gemma (1989). Apds, essas foram espalhadas
sobre uma placa de Petri quadriculada (1,1 X 1,1 cm),
e a porcentagem de colonizacido foi mensurada,
seguindo o método da intersec¢io das linhas em placa
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quadriculada (malha de 1,1 X 1,1 cm) de Giovannetti
& Mosse (1980).

Amostras de 100 mL de substrato foram retiradas
da secdo mediana de cada uma das cinco repetigoes e
combinadas para compor uma amostra composta para
cada tratamento. Essa amostra composta foi utilizada

Figura 1. Aspectos do experimento de producao de
inoculante micorrizico on farm: (a) Saco com
substrato e orificios pronto para receber mudas
de sorgo pré-colonizadas com fungos
micorrizicos arbusculares; (b) Plantas de sorgo
apos 30 dias do transplante; e (¢) Disposicao dos
sacos sobre manta geotéxtil para evitar o contato
com o solo.
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para mensurar o potencial de indculo micorrizico pelo
método do ndmero mais provavel (NMP), descrito por
Alexander (1965) e apresentado por Bagyaraj &
Sturmer (2010). Para cada tratamento, foram
estabelecidas cinco dilui¢ées (101 a 10-%) com cinco
repeti¢oes. Como diluente, foi utilizada uma mistura
de areia e argila expandida (1:1, v/v) esterilizada em
autoclave (121 °C por 90 min). O NMP foi conduzido
em cones plasticos de 100 mL e semeado com Sorghum
bicolor. Apés a emergéncia, foi deixada apenas uma
planta por tubete. Na avalia¢do ap6s 30 dias em casa
de vegetacéio, a parte aérea foi descartada e as raizes
foram retiradas do substrato, lavadas em agua
corrente e descoloridas de acordo com o método de
Koske & Gemma (1989). As raizes foram dispostas
em placas de Petri, avaliadas sob lupa quanto a
presenca ou auséncia de coloniza¢do micorrizica em
cada dilui¢do. Em razéo da restri¢io de trabalho e espago
em casa de vegetacdo, apenas um ensaio de NMP foi
montado para cada combinac¢io de residuo e fungo.

Analises estatisticas

Previamente as andlises, o nimero de esporos foi
transformado usando a férmula log (x+1), e a
porcentagem de colonizagdo micorrizica transformada
usando arcoseno da raiz quadrada da porcentagem de
colonizacgdo. O efeito dos tratamentos (residuos L.C e
CP) no niimero de esporos e porcentagem de colonizagao
e o das se¢oes do substrato no nimero de esporos foram
testados por andlise de variancia simples. Para a
comparacao das médias, foi aplicado o teste ¢ de
Student (p<0,05). Os testes estatisticos foram
realizados utilizando o software Statistica® v.7.0.

RESULTADOS

O ntimero de esporos de C. etunicatum RIN101A
néo diferiu significativamente entre os residuos
utilizados na composicdo do substrato,
independentemente da se¢do analisada (Quadro 2). O
ndmero médio de esporos diminuiu com a profundidade
da secdo e a secdo superior apresentou os maiores
numeros de esporos (35 a 83,4 em 100 mL), enquanto
a secdo inferior apresentou os menores valores (5 a
6,2 em 100 mL) (Quadro 2).

A composicdo do substrato influenciou
significativamente a esporulacéo de D. heterogama
PNB102A apenas na se¢do mediana, cujo nimero de
esporos foi significativamente superior em LC (225,2
esporos em 100 mL), comparado a CP (71,6 esporos
em 100 mL). O nimero médio de esporos para D.
heterogama também tendeu a diminuir com a
profundidade da se¢do com os maiores valores obtidos
nas se¢oes superiores e medianas de cada residuo
(Quadro 2).

O numero de esporos de FMAs indigenas nos
substratos inoculados com D. heterogama nao diferiu
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Quadro 2. Numero de esporos de isolados de
Claroideoglomus etunicatum RJN101A e
Dentiscutata heterogama PNB102A produzidos
em sistema on farm em substrato contendo lodo
de celulose e casca de Pinus, nas diferentes
secoes. Valores representam médias + desvio-
padrao (n=5)

FMA inoculado/
Secao

Componente do substrato

Lodo de celulose Casca de Pinus

——N° de esporo 100 mL*!
C. etunicatum RJN101A

Superior 35,0 £ 24,5 aA 83,4 £ 47,2 aA
Mediana 13,4+ 10,6 aAB 16,4 + 13,4 aBC
Inferior 6,2+ 4,5 aB 5,0+ 2,9 aC

D. heterogama PNB102A

Superior 327,0 £ 70,1 aA 284,2 + 105,6 aA
Mediana 225,2 +49,7aB 71,6 + 37,5 bBC
Inferior 24,6 = 15,56 aC 30,6 + 21,0 aC

Letras minudsculas nas linhas comparam as médias entre os
substratos na mesma se¢io (superior, mediana e inferior), e
letras maiusculas nas colunas comparam médias nas diferen-
tes se¢des no mesmo substrato para cada fungo. Médias segui-
das por letras iguais nido diferem significativamente (p<0,05)
pelo teste ¢ de Student.

significativamente entre as segdes e entre os residuos
(Quadro 3). Nos substratos inoculados com C.
etunicatum, o numero de esporos de FMAs indigenas
foi significativamente maior nas se¢oes centrais e
inferiores em L.C do que em CP. Em CP, a esporulagio
por FMAs indigenas foi significativamente maior na
secdo superior, comparado com as duas se¢oes
inferiores (Quadro 3).

Os substratos utilizados influenciaram
significativamente a porcentagem de colonizacio
micorrizica nas raizes de S. bicolor, para ambas
espécies de FMAs (Figura 2). Os valores de
porcentagem de colonizac¢dao micorrizica foram
significativamente maiores em L.C do que em CP.

O numero mais provavel de propagulos infectivos
de FMAs presentes no inoculante on farm tendeu a
ter os maiores valores no residuo contendo LC, cujos
valores variaram de 22,6 a 28,3 propagulos cm™ de
substrato (Figura 3).

DISCUSSAO

Os resultados deste estudo demonstraram que a
utilizacdo de residuos do setor florestal é vidvel para
compor o substrato a ser utilizado na producao de
inoculante micorrizico usando o método on farm. O
inoculante contendo lodo de celulose no substrato
destacou-se em relacio a casca de Pinus, pois tendeu
a apresentar os maiores valores de nimero de esporos
de D. heterogama e de colonizagdo micorrizica e
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Figura 2. Colonizacao micorrizica em Sorghum bicolor
associado com Claroideoglomus etunicatum
RJN101A e Dentiscutata heterogama PNB102A
em sistema on farm com substrato a base de lodo
de celulose (LC) e casca de Pinus (CP). Letras
comparam médias entre os substratos para a
mesma espécie de FMA. Médias seguidas por
diferentes letras diferem significativamente entre
si (p<0,05) pelo teste ¢ de Student.

numero de propagulos infectivos para ambos FMAs.
Este trabalho representa o primeiro estudo de
substratos originados da industria florestal como
alternativa para compor um inoculante micorrizico
produzido on farm, uma vez que outros estudos
testaram substratos compostados (Douds Jr. et al.,
2008) ou residuos lignocelulésicos (Schlemper &
Stirmer, 2014). Atualmente, ha necessidade de
melhorar as formulacées de inoculantes para
desenvolver e comercializar novos produtos
biofertilizantes que serdo mais eficazes, mais estaveis
em longo prazo, de melhor qualidade, para atender as
necessidades dos agricultores (Stephens & Rask,
2000). As dificuldades técnicas relacionadas com a
producdo em grande escala de um inoculante devem
ser superadas; para os FMAs, por serem simbiontes
obrigatoérios, a producdo em larga escala depende de
habilidades especificas para o estabelecimento e cultivo
deles em culturas puras e de infraestrutura (Dalpé &
Monreal, 2004). Nesse sentido, a producéo pelo método
on farm surge como alternativa, podendo o inoculante
ser produzido pelo préprio agricultor em sua
propriedade, diminuindo os problemas com espaco,
reduzindo custos pela utilizacdo de componentes
baratos para compor o substrato e evitando o
transporte do inoculante até a sua propriedade.
Entretanto, o agricultor dependera de um pré-inéculo
inicial a ser adquirido comercialmente, ou podera usar
como pré-indculo FMAs nativos de sua propriedade
(Douds dJr. et al., 2010).

Neste estudo, foi observado que a esporulagio por
ambos os isolados de FMAs néo ocorreu de forma

R. Bras. Ci. Solo, 38:1712-1721, 2014
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homogénea dentro de cada unidade experimental
(sacos de 20 L) utilizada para produzir o inoculante
micorrizico. O nimero de esporos produzidos foi
significativamente maior na se¢ido superior do
substrato e tendeu a diminuir nas se¢bes mediana e
inferior. Esse padrio de esporulacido pode ser o
resultado do transplante das mudas de sorgo pré-
colonizadas ter ocorrido na se¢io superior das unidades

Quadro 3. Namero de esporos de FMA indigenas
produzidos no sistema on farm em substrato
contendo lodo de celulose e casa de Pinus,
quando inoculado com plantas pré-colonizadas
por Claroideoglomus etunicatum RJN101A e
Dentiscutata heterogama PNB102A. Valores
representam médias + desvio-padrao de cinco
repeticoes

FMA inoculado/

Secao

Componente do substrato

Lodo de celulose Casca de Pinus

——N° de esporo 100 mL*!
C. etunicatum RIN101A

Superior 43,8 £ 22,7 aA 54,4 + 34,2 aA
Mediana 57,4 + 25,9 aA 12,6 + 3,6 bB
Inferior 30,0 £ 9,6 aA 15,2+ 5,9 bB
D. heterogama PNB102A

Superior 37,4 + 25,2 aA 46,2 + 34,1 aA
Mediana 53,6 + 52,9 aA 31,6 + 29,0 aA
Inferior 40,4 £ 21,5 aA 41,2 £ 44,9 aA

Letras mintsculas nas linhas comparam as médias entre os
substratos na mesma se¢do (superior, mediana e inferior), e
letras maiusculas nas colunas comparam diferentes se¢des no
mesmo substrato para cada fungo. Médias seguidas por letras
iguais néo diferem significativamente (p<0,05) pelo teste ¢ de
Student.

30
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—
o
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5 -
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C. etunicatum D. heterogama
RJIN101A PNB102A

Figura 3. Numero de propagulos infectivos de FMA
em sistema on farm com substrato a base de lodo
de celulose (L.C) e casca de Pinus (CP), inoculados
com Claroideoglomus etunicatum RJN101A e
Dentiscutata heterogama PNB102A.
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experimentais. Como o tempo de condugio do
experimento foi de trés meses, pode-se hipotetizar que
a planta hospedeira néo produziu raizes suficientes
nas sec¢oes medianas e inferiores, o que pode ter
influenciado na esporulacdo dos fungos, que
necessitam de uma biomassa minima dentro do cértex
radicular para que o processo de esporulac¢éo ocorra
(Gazey et al., 1992). Do ponto de vista pratico, esse
resultado evidenciou que faz-se necessaria uma
mistura entre as se¢bes para a homogeneizacao do
inéculo produzido ou que sejam utilizadas apenas as
sec¢bes superiores e medianas. OQutros estudos com
producdo de inoculante micorrizico on farm
analisaram a esporulacao apds a homogeneizagio do
substrato (Gaur et al., 2000; Douds Jr. et al., 2006,
2008; Schlemper & Stirmer, 2014). De acordo com os
resultados obtidos neste estudo, a homogeneizacio do
substrato no sistema on farm pode diluir os esporos
produzidos nas se¢bes medianas e superiores,
interferindo o potencial de inéculo micorrizico do
inoculante como um todo.

Considerando o nimero de esporos como parametro
para avaliar o inoculante micorrizico, observou-se que:
a esporulagio de D. heterogama PNB102A tendeu a
ser maior do que a de C. etunicatum RJN101A em
ambos os substratos e o nimero de esporos foi baixo,
independentemente do substrato e fungo inoculado.
Schlemper & Stiirmer (2014), trabalhando com os
mesmos isolados fingicos em sistema de producgio on
farm com residuos de cana-de-ac¢tcar e de palmeira
real, encontraram médias de 370 e < 1 esporos em
100 mL para C. etunicatum e D. heterogama,
respectivamente. Neste estudo, as médias do nimero
de esporos foram de 18-34 para C. etunicatum e de
125-192 para D. heterogama, em 100 mL de
substrato. Essa comparacdo demonstrou que ha
grande variacio na esporulacdo de FMAs em razao do
tipo de substrato utilizado na multiplicacdo (Gaur et
al., 2000). Em sistema de produc¢éo on farm, Douds
Jr. et al. (2006), trabalhando com outro isolado de C.
etunicatum, registraram valores de 24 a 478 esporos
em 100 mL em substrato com esterco bovino +
composto de folhas e de 744 a 832 esporos em 100 mL
em substrato a base de composto de poda de
jardinagem. Por isso, o nimero total de esporos
produzidos por ambos os fungos no inoculante on farm
pode ser considerado baixo. Para um inoculante de C.
etunicatum, esse baixo numero de esporos nao
necessariamente impacta a qualidade do inoculante,
pois outras formas de propagulos, além dos esporos,
sfo capazes de iniciar a colonizac¢do micorrizica. No
entanto, a avaliacio da esporulagido é mais critica para
D. heterogama, uma vez que, para essa espécie e
outras pertencentes a familia Gigasporaceae, os
esporos representam o unico propagulo capaz de
germinar, penetrar na raiz e estabelecer nova
colonizacao micorrizica (Morton, 1993).

Os resultados da porcentagem de colonizacdo
micorrizica nas plantas de sorgo com os dois isolados
de FMAs evidenciaram o potencial do L.C para uso em
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substrato para a produc¢io de inoculante micorrizico.
Para o substrato contendo esse residuo, a porcentagem
de colonizacao foi > 20 % enquanto no substrato com
CP a colonizagao variou de 8 a 16 %. A mensuracao
da colonizac¢do micorrizica estima o crescimento de
um isolado fingico ou de uma comunidade de FMAs
dentro do cértex radicular da planta hospedeira, que
pode ou ndo estar correlacionado com a eficiéncia dos
FMASs em promover o crescimento vegetal. Douds Jr.
et al. (2006) observaram que a colonizac¢do micorrizica
nas plantas hospedeiras usadas para a producio de
inoculante micorrizico on farm variou amplamente
para um mesmo isolado fingico em razao do tempo de
desenvolvimento das plantas e da adi¢do de formas
organica e inorganica de fosfato; por exemplo, a
colonizac¢ao micorrizica de Paspalum notatum por C.
etunicatum variou de 1,7 a 80,5 %; e a de
Funneliformis mosseae, de 17,4 a 74,5 %. Schlemper
& Stirmer (2014) observaram que a técnica de
inoculacéo no sistema on farm (transplante de plantas
pré-colonizadas ou inoculacdo direta) também
influenciou a colonizac¢do micorrizica. Embora a
coloniza¢io micorrizica das plantas de sorgo cultivadas
no substrato com LC tenha sido considerada adequada,
a aplicacgao de isoflavonoides pode estimular a colonizacio
micorrizica (Siqueira et al., 1991), embora os seus efeitos
na colonizacio e esporulacao difiram de acordo com o
1solado fungico utilizado (Novais & Siqueira, 2009). A
adicdo de flavonoides pode acelerar a colonizacao
radicular pelos FMAs (Siqueira et al., 1991) e assim
promover o potencial de inéculo micorrrizico; no entanto,
essa estratégia na produgéo de um inoculante micorrizico
on farm ainda precisa ser testada.

Os valores de NMP para o potencial de in6culo
foram influenciados pelo tipo de residuo utilizado no
substrato e tenderam a ser maiores com o uso do lodo
de celulose. No entanto, os valores de NMP no
inoculante produzido com LC variaram de 23 a 28
propéagulos cm™ de substrato; dessa forma, nao
caracterizam uma producdo massal de inoculante
micorrizico, uma vez que essa preconiza valores
superiores a 80-100 propagulos cm solo (Feldmann
& Grotkass, 2002). A técnica de avaliagido pelo NMP
baseia-se na avaliac¢do dos propagulos infectivos em
diluicoes seriadas até sua extingdo e fornece um método
rapido para acessar o potencial de inéculo micorrizico
com fins comparativos. No entanto, esse acessa apenas
o numero de células viaveis em um inoculante, mas
nao prové informacoes do fitness dessas células e nem
reflete sua habilidade para sobreviver no campo, apés
a aplicacdo do inoculante (Herrmann & Lesueur,
2013). Varia¢do no numero de propagulos infectivos
acessados pelo NMP também foi verificada em outros
estudos de producio de inoculante micorrizico on farm,
e 0 NMP encontrado neste estudo apresentou valores
maiores do que aqueles encontrado por Gaur et al.
(2000) e menores do que os registrados por Douds Jr.et
al. (2006; 2008). Entretanto, o NMP do inoculante
produzido tendeu a ser maior do que os registrados
para solos de floresta (Guadarrama et al., 2008), areas
agricolas (Wang et al., 2008) e areas degradadas
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(Carneiro et al., 2012). Do ponto de vista pratico,
embora o inoculante produzido neste estudo ndo tenha
alcanc¢ado o nivel de propagulos infectivos esperados
para um sistema de producdo massal de FMAs, o
numero de propagulos fingicos dele pode propiciar o
estabelecimento da colonizagdo micorrizica quando
aplicado em determinadas condi¢des do campo (areas
degradadas pela minerag¢do) ou em viveiro (em
substratos inertes), cujo potencial de inéculo é baixo.

No sistema de producéo de inoculante micorrizico
on farm ha varios fatores que influenciam a qualidade
do inoculante produzido, o que exige abordagem
multidisciplinar para otimizar o processo. Os
resultados deste estudo demonstraram potencial da
utilizacdo do lodo de celulose em substratos para a
producao de inoculante micorrizico pelo sistema on
farm. A presenca de substancias alelopaticas na CP
pode ter sido uma das razdes de esse residuo ter tido
eficiéncia menor do que a LC. No entanto, novos
ensaios sao necessarios para testar algumas alteragoes
no processo da producdo, visando maximizar a
producio de esporos e de propagulos infectivos, entre
elas, o uso de diferentes plantas hospedeiras, o teste
de novas combinacées de substrato, a variacdo no
tempo de desenvolvimento das plantas e o regime de
fertilizacao das plantas. Os sistemas de producio
agricola e de produc¢io de mudas podem se beneficiar
da associacgio simbidtica estabelecida entre as plantas
e os FMA, principalmente na diminui¢do do uso de
fertilizantes fosfatados. O desenvolvimento de um
inoculante micorrizico pelo método on farm com o uso
de residuos do setor florestal como apresentado neste
estudo representa um primeiro passo para que essa
tecnologia seja incorporada nos sistemas produtivos.

CONCLUSOES

1. O residuo de lodo de celulose teve potencial para
ser incorporado no substrato para a producio de
inoculante micorrizico no sistema on farm.

2. O ntimero de esporos dos FMAs inoculados nao
foi produzido homogeneamente em todas as partes do
sistema on farm apresentado, demonstrando
tendéncia de diminuir a densidade de esporos com a
profundidade nas unidades experimentais.

3. A esporulacio e a producido de propagulos viaveis
de D. heterogama PNB102A em substrato contendo
lodo de celulose demonstraram o potencial de membros
da familia Gigasporaceae serem componentes de um
inoculante micorrizico.
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