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RESUMO - A versatilidade da mandioca (Manihot esculenta Crantz) em adaptar-se a solos de baixa
fertilidade, apesar de possuir alto requerimento de nutrientes, tem sido relacionada a ocorréncia de
associagdes com os fungos micorrizico-arbusculares (FMA) e a bactérias diazotroficas. Visando avaliar o
efeito da inoculagdo dos FMA e das bactérias diazotroficas, foi conduzido um experimento com plantulas
micropropagadas em vasos de 3,5 litros de volume, com solo arenoso desinfestado como substrato. A
inoculag@o das bactérias diazotroficas ndo apresentou efeito estimulatorio, ao passo que inoculagdes dos
FMA isoladamente e em conjunto com bactéria incrementaram todos os pardmetros de crescimento e
nutricionais. A inoculagdo dos FMA, com a Bactéria E, aumentou a parte aérea ¢ as raizes em até 50% ¢
105%, respectivamente, em relacdo a inoculagdo exclusiva com FMA. Efeitos sinergisticos também foram
observados no acumulo de N da parte aérea e das raizes com aumento de até 88% e 173% e no de fosforo
em até 83% e 158%, respectivamente. A co-inoculagdo da Bactéria E com Glomus clarum também
aumentou a colonizag@o micorrizica em 40% e a esporulagdo em 168%, comparada & inoculag@o do fungo
isolado. Estes efeitos benéficos podem ocorrer tanto pela maior absorgdo de nutrientes pela planta, como
pelo estimulo na colonizagdo dos fungos MA.

Termos para indexagdo: Manihot esculenta, absor¢ao de nutrientes, Glomus manihotis, Glomus clarum,
Klebsiella, Azospirillum lipoferum.

INOCULATION OF DIAZOTROPHIC BACTERIA AND ARBUSCULAR MYCORRHIZAL FUNGI ON THE
CASSAVA CROP

ABSTRACT - The versatility of the cassava crop (Manihot esculenta Crantz) to adapt to low fertility
soils, although plants require high levels of nutrients, has been related to the occurrence of arbuscular
mycorrhizal fungi (AM) and diazotrophic bacteria. One experiment was then performed with
micropropagated plants, to evaluate the effects of AM fungi and diazotrophic bacteria on cassava growth
and nutrition. The experiment was performed in pots of 3.5 L capacity, with sandy disinfected soil as
substrate. Inoculation with diazotrophic bacteria did not show any statistically significant positive effect,
while the inoculation with AM fungi and co-inoculation of AM fungi and bacteria favored growth and
nutritional parameters. Co-inoculation of AM fungi and Bacterium E increased shoot and root dry weight
up to 50% and 105%, respectively, in relation to the bacterium alone. Synergistic effects were also
observed in the nutrient content, increasing shoot and root N up to 88% and 173%, and P content up to
83% and 158%, respectively. Co-inoculation of Bacterium E with Glomus clarum also increased
mycorrhizal colonization by 40% and sporulation up to 168%, in comparison to the fungi alone. These
beneficial effects suggest that the stimulus could be both by the increase in plant nutrient uptake as well as
by the stimulation of colonization by MA fungi.

Index terms: Manihot esculenta, nutrient uptake, Glomus manihotis, Glomus clarum, Klebsiella,
Azospirillum lipoferum.
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INTRODUCAO

A cultura da mandioca pode desenvolver-se satisfatoriamente, com produgdes razoaveis, em variadas
condigdes de clima e fertilidade de solos; ¢ considerada uma das culturas mais eficientes na producdo de
carboidratos entre as plantas superiores (Howeler, 1981a).

Em condi¢des de solugdo nutritiva, a cultura apresenta baixo nivel de absor¢do de N, P e K, com sistema
radicular bastante grosso ¢ com poucos pélos radiculares aparentando, assim, ndo ser eficiente na absorgdo de
nutrientes. Evidéncias do alto requerimento de P para o maximo crescimento, em solug@o nutritiva, foram
obtidos por Edwards et al. (1977), onde a mandioca apresentou maior exigéncia (50 a 127 pmol/litro) que o
milho ou soja (0,7 a 3,0 umol/litro) e por Howeler et al. (1982a) que observaram que a mandioca requer maior
concentragdo externa de P (10 pmol) que o arroz, o milho e o feijao (1 pmol).

Resultados obtidos sob as mais variadas condi¢des mostraram que a cultura da mandioca extrai de 1,93 a
10,96 kg de N, de 0,56 a 1,89 kg de P e de 4,69 a 9,04 kg de K/tonelada de raizes-tubérculos (Howeler,
1981a). Apesar desta caracteristica de extrair grandes quantidades de nutrientes, principalmente de N e K, e
de ser considerada uma cultura que esgota os solos, a mandioca ¢ tradicionalmente cultivada sem a aplicagdo
de fertilizantes (Howeler, 1981a) e nao responde, de maneira consistente, a adigdo de N, mesmo em solos com
baixa disponibilidade de nutrientes, como salientado por Gomes (1987), apds analisar dezenas de
experimentos conduzidos em varias regides do Brasil.

Para Howeler (1981a, 1981D), esta versatilidade da cultura, com relagdo a baixa eficiéncia na absor¢ao de
nutrientes em condi¢des de solugdo nutritiva, e alta absor¢do em condigdes de solo, poderia estar associada ao
fato de existirem, em condi¢des naturais de solo, associagcdes micorrizicas, além de outras associa¢des entre
microrganismos e raizes de plantas. Segundo Howeler et al. (1987), em solos esterilizados com baixa
disponibilidade de P, os rendimentos totais de matéria seca e a absor¢do de P por plantas micorrizadas, sdo
duas a trés vezes e sete vezes, respectivamente, maiores do que os de plantas ndo-micorrizadas. Em solos ndo
esterilizados, estes efeitos continuam, porém ndo na mesma magnitude. Este efeito, salienta Howeler et al.
(1987), evidencia que a mandioca depende muito da associagdo micorrizica para a absor¢ao eficiente de P, o
que confirma resultados obtidos por outros autores (Kang et al., 1980; Howeler et al., 1982a, 1982b; Howeler
& Sieverding, 1983; Sieverding & Toro, 1986; Howeler et al., 1987; Kato, 1987).

Howeler et al. (1982b) observaram que o nivel critico, ou seja, o nivel de P disponivel (Bray II) necessario
para a obteng¢do de 95% do maximo de produgdo, situou-se em torno de 15 ppm nas plantas micorrizadas, e
190 ppm nas ndo-micorrizadas. Esta diferenca no nivel critico, em fun¢do da micorrizagdo, indica que a
determinag@o do nivel critico de P no solo ¢ altamente dependente do grau de infeccdo micorrizica do sistema
radicular.

Estudos de inoculagdo com outros grupos de microrganismos de solo, particularmente com bactérias
diazotroficas se fazem necessarios para avaliar seus efeitos na nutrigdo das plantas, uma vez que foi
constatada a ocorréncia generalizada de bactérias pertencentes ao género Azospirillum, Klebsiella ¢ uma
bactéria denominada, provisoriamente, como Bactéria E, na rizosfera, raizes, tubérculos e manivas da cultura
(Balota, 1994; Balota et al., 1994). Isolados da Bactéria tipo E foram obtidos na cultura do arroz (Oliveira,
1992) e da mandioca (Balota, 1994) sendo posteriormente classificados de maneira preliminar como uma
nova espécie do género Burkholderia (Hartmann et al., 1995).

As bactérias diazotroficas parecem representar um componente importante no suprimento de N em
diversos ecossistemas. Ha muitos anos tem-se verificado que areas de pastos com gramineas e cana-de-agticar
tém mantido niveis razoaveis de produtividade sem a aplicacdo de fertilizantes nitrogenados, o que indica que
este fendmeno poderia estar relacionado com a contribuicdo da fixa¢do bioldgica de N, (FBN) por
microrganismos associativos. Existem inumeros trabalhos evidenciando os beneficios da inoculagdo destas
bactérias no crescimento e nutricdo de varias plantas, particularmente gramineas (Boddey & Dobereiner,
1988), mas ha caréncia de estudos sobre a cultura da mandioca.

Ha relatos de que a interag@o de fungos MA e bactérias diazotroficas na cultura do tomateiro (EI-Raheem
et al., 1989) e da batata-doce (Paula, 1992) estimulou a infec¢do micorrizica e o crescimento e os teores de
nutrientes nas plantas. Estes efeitos podem ocorrer pelo incremento na absor¢do de P pelas plantas
micorrizadas, o que daria melhores condigdes energéticas para o estabelecimento da associa¢do das
diazotroficas (Barea & Azcon-Aguilar, 1983). Paula et al. (1991) argumentam que os mecanismos de infecgdo
e colonizagdo da planta hospedeira pelas bactérias diazotroficas poderiam ser mediados pela infecgdo



micorrizica, uma vez que no processo de penetrag@o das hifas infectivas ocorre maior exsudagao de nutrientes
e podem acelerar o crescimento das bactérias diazotroficas.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da inoculagdo de bactérias diazotroficas, isoladas da cultura
da mandioca, e de fungos micorrizico-arbusculares em plantulas de mandioca micropropagadas.

MATERIAL E METODOS

Foi conduzido, em casa de vegetacdo, um experimento em vasos de 3,5 litros de volume, utilizando, como substrato,
solo arenoso (LVA) desinfestado com brometo de metila. A composi¢do quimica do solo utilizado no experimento
encontra-se na Tabela 1. Foram utilizadas plantulas de mandioca micropropagadas oriundas de culturas de meristemas, da
cultivar Vassourinha, catalogada como BGM-006 no Banco de Germosplasma da Embrapa-CNPMF, Cruz das Almas,
BA.

Os tratamentos foram instalados num esquema fatorial constando de cinco tratamentos de bactérias diazotroficas
(Controle sem bactérias, Klebsiella sp. (M-51), Bactéria E (E-30), Azospirillum lipoferum (M-33) e mistura das trés
bactérias) e trés de fungos MA (Sem fungo, Glomus manihotis ¢ Glomus clarum), em quatro repetigdes. Todas as
bactérias foram isoladas da cultura da mandioca (Balota, 1994; Balota et al., 1994).

As bactérias diazotroficas utilizadas foram crescidas em meio extrato de levedura-manitol liquido modificado, com 1 g
de manitol, 1 g de malato e 50 mg/litro de extrato de levedura (Balota et al., 1995), sob agitagdo constante, por 24 horas.
Apos este periodo, os indculos foram padronizados em absorbancia (leitura da densidade optica em 560 nm) mediante a
diluicdo e contagem em cadmara de “Neubauer”. Foram inoculados 2 mL por frasco onde estava sendo feita a
micropropagacgao das plantulas em meio MS (Murashige & Skoog, 1962), e as plantas foram incubadas por duas semanas,
ap6s o que, foram retiradas para aclimatacdo. Apds o periodo de aclimatagdo (trés semanas), as plantulas foram
transplantadas para os vasos utilizados no experimento. No momento do transplante, foi feita nova inoculagdo de 2 mL do
indculo, contendo 108 células por mL. No tratamento sem bactérias, foi colocado o indculo autoclavado. Nos tratamentos
com fungos MA foram inoculados, por vaso, 100 esporos de Glomus manihotis ou G. clarum, provenientes de vaso de
multiplicaggo cultivado com braquidria.

A colheita do experimento foi realizada 95 dias ap6s sua instalag@o e foram avaliados os seguintes parametros: matéria
seca e teor de N e P das raizes e da parte aérea, nimero de esporos de fungos MA, e porcentagem de raizes colonizadas
com fungos micorrizicos. O solo da rizosfera foi homogeneizado e submetido ao peneiramento umido (Gerdemann &
Nicolson, 1963), seguido de centrifugacdo em solugdo de sacarose a 40%, a 3000 rpm (1000 g), para separagdo dos
esporos ¢ posterior avaliagdo do nimero em placa com anéis concéntricos. Das raizes finas, 500 mg foram clarificadas e
coradas, com base no método de Phillips & Hayman (1970), como descrito em Colozzi-Filho & Balota (1994) e a
colonizagdo micorrizica foi avaliada pelo método da placa riscada (Giovannetti & Mosse, 1980). Nas andlises estatisticas,
a variavel nimero de esporos foi transformada para log (x+1), e a colonizagdo micorrizica, para arco seno /7100

TABELA 1. Analise quimica do solo (LVA arenoso) utilizado no experimento originalmente e apés a

corre¢cio com caleriol.
Epoca pH Ca Mg K P MO v Al
----- cmol/kg™ de solo --- ug/g %
Antes da corregdo 4.5 1,18 1,15 0,17 8,80 1,17 38,63 7,4
Ap0s correcdo 6,0 2,09 2,11 0,26 9,12 1,37 62,97 0,0

1 pH: CaCl, 0,01M; Ca, Mg, Al: KCI 1 N; K, P: Mehlich; MO: C (Walkley & Black) x 1,74; V: saturacdo de bases.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Matéria da parte aérea e das raizes secas

Os tratamentos com fungos MA foram superiores aos demais. Foi evidenciado um efeito diferenciado dos
FMA, em funcdo da bactéria presente (Tabela 2). Na inoculagdo isolada de FMA houve incrementos de até
555% na parte aérea, ¢ de 1.979% nas raizes com G. clarum. Estas respostas eram esperadas, pelo fato de os
teores de P no solo (8 ppm) estarem no limite estabelecido por Howeler et al. (1982b) como critico (8 a 10
ppm) para o desenvolvimento da cultura da mandioca. O aumento do desenvolvimento da mandioca, causado
pelos FMA nos mesmos niveis de P no solo (5 a 7 ppm) ja havia sido constatado anteriormente, por Howeler
et al. (1982b) e por Kato (1987), com incrementos, respectivamente, de 700% e¢ 600% na parte aérea, e de
127% ¢ 201% nas raizes. Efeitos similares foram observados sob condi¢des de solucdo nutritiva por Howeler



et al. (1982a). Estes resultados evidenciam a baixa capacidade da mandioca em absorver nutrientes em solos
desinfestados. A ineficiéncia do sistema radicular da mandioca em absorver nutrientes na auséncia da
associag@o micorrizica (Yost & Fox, 1979; Howeler et al., 1982a, 1982b), poderia ser atribuida ao fato de a
cultura apresentar raizes grossas com pouquissimos pélos radiculares.

G. clarum foi a espécie que mais estimulou o desenvolvimento das plantas, independentemente da auséncia
ou presenca da espécie de bactéria. Muitos trabalhos tém evidenciado o efeito diferenciado das espécies de
fungos MA em promover o desenvolvimento das raizes. Exemplo disso sdo os trabalhos desenvolvidos por
Kato (1987), nos quais a inoculagdo de G. clarum aumentou a producao de raizes em 201%, ao passo que com
E. colombiana este aumento foi de apenas 10%, e por Sieverding & Toro (1986), para quem os aumentos
variaram de 40% a 841%. Isolados da mesma espécie, porém de origem diferente, podem influenciar, de
maneira diferenciada, as plantas. Além disso, os isolados eficientes em promover o crescimento da parte aérea
nem sempre determinam o mesmo efeito nas raizes, e vice-versa.

A inoculagdo isolada, de bactérias, ndo proporcionou diferencas significativas no crescimento das plantas,
mas a Bactéria E proporciou um acréscimo de 21% no desenvolvimento da parte aérea em relagdo ao
controle. Na co-inoculagdo de bactéria e fungo, todos os tratamentos apresentaram tendéncia de incrementar o
desenvolvimento da parte aérea e das raizes, em relagdo ao fungo isolado, embora somente os tratamentos da
Bactéria E com G. manihotis ou G. clarum tenham diferido estatisticamente, com incrementos,
respectivamente, de 50% e 35% na parte aérea, e de 109% e 48% nas raizes (Tabela 2). Efeitos sinergisticos
entre fungo MA e bactéria diazotrofica no crescimento das plantas ja haviam sido constatados, anteriormente,
em outras culturas, como em tomateiro (Bagyaraj & Menge, 1978), em Paspalum notatum (Barea et al., 1983)
e em batata-doce, onde Paula (1992) observou que a inoculagdo conjunta incrementou o desenvolvimento das
plantas em até 44% em relagdo a inoculag@o do fungo isoladamente.

Os dados totais da influéncia dos fungos MA e das bactérias diazotroficas evidenciam que G. clarum foi a
melhor espécie de fungo, com acréscimo na parte aérea e nas raizes, respectivamente, de 40% e 53%, em
relacdo ao G. manihotis ¢ de 632% e 3.091%, comparado ao controle sem fungo. Em relagdo ao efeito das
bactérias, a Bactéria E se destacou, com acréscimo de 40% na producdo da parte aérea, e 66% nas raizes em
relag@o ao controle sem bactérias (Tabela 2).

O desenvolvimento das plantas estd relacionado aos teores de nutrientes e a micorrizagdo, como pode ser
observado pelas relacdes lineares altamente significativas do peso da matéria seca da parte aérea com o peso
da matéria seca das raizes (r=0,95**); a quantidade acumulada de N e P na parte aérea (r=0,90** e 0,85**,
respectivamente); a colonizagdo micorrizica (r=0,90**) e ao nimero de esporos no solo (r=0,94**). O peso da
matéria seca das raizes se correlacionou aos teores de P nas raizes (1=0,55**); a quantidade acumulada de N ¢
P nas raizes (r=0,94*%*); a coloniza¢do micorrizica (r=0,87**), ¢ ao nimero de esporos no solo (r=0,92*%*),
Altas correlagdes lineares do desenvolvimento das plantas com a micorrizagdo ja haviam sido observadas
anteriormente na cultura do cafeeiro (Colozzi-Filho & Siqueira, 1986), da mandioca (Howeler et al., 1987) ¢
da batata-doce (Paula, 1992). Estes resultados indicam que o efeito benéfico dos FMA no desenvolvimento
das plantas ¢ mediado pela absor¢do de nutrientes do solo, como observado em varios outros estudos com a
cultura do cafeeiro (Colozzi-Filho & Siqueira, 1986; Siqueira et al., 1993), da mandioca (Kato, 1987;
Howeler et al., 1987), e da batata-doce (Paula, 1992).

TABELA 2. Matéria da parte aérea e das raizes seca de mandioca micropropagada aos 95 dias em funciio da
inoculacdo de bactérias diazotroficas e de fungos micorrizico-arbusculares. Médias de quatro

repetigﬁesl.
Bactéria Fungo micorrizico-arbuscular Total
diazotrofica Sem fungo G. manihotis G. clarum
Parte aérea (g/planta)

Controle 0,828aC 3,993bB 5,425bA 3,415b
Klebsiella sp. 0,801aC 4,058bB 6,355abA 3,738b
Bactéria E 1,003aC 5,992aB 7,325aA 4,773a
A. lipoferum 0,866aC 4,632bB 6,158abA 3,885b
Mistura 0,753aC 3,527bB 5,843bA 3,374b
Total 0,850C 4,440B 6,221A

Raizes (mg/planta)
Controle 49aC 509¢B 1019bA 526¢



Klebsiella sp. 21aC 732cB 1391aA 715b

Bactéria E 52aC 1065aB 1507aA 875a
A. lipoferum 38aB 852abA 902bA 597bc
Mistura 27aC 696bcB 1084aA 602bc
Total 37C 771B 1181A

! Médias seguidas de letras mintsculas diferentes nas colunas e maitsculas nas linhas, diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Acimulo de nitrogénio na parte aérea e nas raizes

Os tratamentos com fungos apresentaram maior acimulo de N do que os sem fungos, porém ndo
ocorreram diferencas entre a utilizagdo de G. manihotis e G. clarum, com excegdo de quando na presenca de
Klebsiella (Tabela 3).

Com relagdo a utilizagdo de bactérias diazotroficas, pode ser visualizado que, quando inoculadas
isoladamente sem fungos, as bactérias ndo diferiram entre si, apesar de a Bactéria E ter apresentado aumento
de 30% no acumulo de N na parte aérea, ¢ de 21% nas raizes em comparagdo ao controle sem bactéria. O
mesmo comportamento foi observado quando da inoculagdo conjunta destas bactérias com G. clarum, onde
houve incremento de até 55% no actimulo de N na parte aérea e de 94% nas raizes em relagdo ao fungo
isoladamente. Na inoculag@o conjunta com G. manihotis, as bactérias proporcionaram incrementos de 87% na
parte aérea, e de 174% nas raizes em relagdo ao fungo isolado (Tabela 3).

TABELA 3. Acimulo de nitrogénio na parte aérea e nas raizes de mandioca micropropagada aos 95 dias em

funcio da inoculagdo de bactérias diazotroficas e de fungos micorrizico-arbusculares (MA). Médias de

quatro repetig:(")esl.

Bactéria Fungo micorrizico-arbuscular Total

diazotrofica Sem fungo G. manihotis G. clarum

Parte aérea (mg/planta)

Controle 20,95aB 119,79bA 156,78aA 99,17bc
Klebsiella sp. 18,42aC 90,90bB 149,34aA 86,22¢
Bactéria E 27,28aB 224,10aA 243,19aA 164,86a
A. lipoferum 20,26aB 225,12aA 185,36aA 143,58a
Mistura 25,75aB 153,42bA 199,25aA 126,14ab
Total 22,53B 162,67A 186,78A
Raizes (mg/planta)

Controle 0,85aB 9,57cA 16,61bA 9,01b
Klebsiella sp. 0,30aC 17,86bB 32,27aA 16,81a
Bactéria E 1,03aB 26,20aA 29,69aA 18,97a
A. lipoferum 0,65aB 16,61bcA 14,97bA 10,74b
Mistura 0,49aB 14,76bcA 18,43bA 11,23b
Total 0,66C 17,00B 22,39A

! Médias seguidas de letras mintsculas diferentes nas colunas e maitsculas nas linhas, diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Os valores totais de efeitos gerais de fungos MA e bactérias diazotroficas evidenciam que a inoculacdo de
G. manihotis ¢ G. clarum aumentou, em torno de 800%, o acumulo de N na parte aérea, comparada ao
controle sem fungo, ndo sendo observadas, porém, diferencas significativas entre os fungos. Nas raizes, G.
clarum foi o melhor fungo, aumentando o acimulo de N nas raizes em 32%, em relacdo ao G. manihotis € em
3.200% em relag@o ao controle sem fungo. Com relacdo ao efeito de bactérias diazotroficas na parte aérea, a
Bactéria E e o A4. lipoferum diferiram significativamente do controle sem bactéria, com acréscimos de 66% e
45%, enquanto a Klebsiella apresentou uma diminui¢do de 13%, apesar de ndo ter diferido, estatisticamente,
do controle sem bactéria; nas raizes, a Bactéria E e Klebsiella foram os melhores tratamentos, tendo
aumentado, respectivamente, em 110% e 87% (Tabela 3).



A quantidade acumulada de N na parte aérea apresentou correlagdo linear com o acimulo de P na parte
aérea (0,95*%*), acimulo de N e P nas raizes (0,76** e 0,84**, respectivamente), colonizagdo micorrizica
(0,89**) e o niimero de esporos (0,83**), enquanto a quantidade de N nas raizes correlacionou-se com a
quantidade acumulada de P nas raizes (0,94**), com a colonizagdo micorrizica (0,80**), e com o nimero de
esporos (0,82**). Kato (1987) observou correlagdo linear negativa entre os teores de N e P na parte aérea de
mandioca. Isto ocorreu, provavelmente, pelo efeito de diluicdo de N observado pelo autor no referido
trabalho. Esses resultados evidenciam que o nivel de micorrizagdo influencia diretamente os niveis de N nas
plantas, como observado também por Paula (1992) na cultura da batata-doce.

Kato (1987) constatou diminuic¢éo de até 53% nos teores de N na parte aérea e 46% nas raizes de mandioca
em decorréncia da inoculacdo de G. clarum. Paula (1992), trabalhando com batata-doce, obteve diminuigao
de até 20% nos teores de N da parte aérea com a inoculagdo de G. clarum, enquanto na inoculagdo conjunta
de fungo MA e bactéria diazotréfica houve incremento de 17%, ndo tendo ocorrido, porém, aumento no
acumulo de N. Na batata-doce, Paula (1992) ndo observou diferengas nos teores de N nas raizes com a
inoculagdo isolada de G. clarum e com a inoculagdo conjunta G. clarum e A. diazotrophicus. Contudo, houve
incremento de 70% no acumulo de N nas raizes na inoculag¢ao conjunta, em relagdo ao G. clarum isolado.

Estes incrementos na concentracdo de N na planta, em fungdo da inoculagdo de bactérias diazotroficas e/ou
fungos MA, podem ser atribuidos a fixagdo de N, pelas bactérias, aos efeitos indiretos mediados pela
estimulacdo da FBN pelas micorrizas, ¢ aos efeitos diretos, como incremento da absor¢cdo de compostos
nitrogenados do solo através das hifas extra-radiculares (Ames et al., 1983; Harley & Smith, 1983). O efeito
dos FMA sobre as taxas de fixacdo de N, pode ser exercido através da melhoria da nutricdo fosfatada no
sistema, pois o processo de fixa¢@o requer muita energia, consumindo grande quantidade de ATP. Além disso,
as micorrizas podem influenciar a FBN, pela maior absor¢do de outros elementos, como o ferro e o
molibdénio (Hayman, 1983).

Tem-se observado, também, que raizes micorrizadas apresentam incrementos na atividade de determinadas
enzimas envolvidas na assimilagdo de N, como a redutase de nitrato e a glutamina sintetase (Smith et al.,
1985). O aumento da atividade da redutase de nitrato, que exige niveis elevados de ATP, parece ser devido a
melhor nutrigdo fosfatada da planta. Em relagdo a glutamina sintetase, esse aumento pode ter sido causado
pela nutricao fosfatada e pelo efeito direto dos FMA nessa enzima, por algum fator ainda ndo conhecido, pois
foi constatado efeito benéfico da micorrizagdio mesmo quando doses de P, que proporcionaram
desenvolvimentos similares, foram fornecidas as plantas ndo micorrizadas. Deve-se acrescentar, ainda, que a
glutamina sintetase foi detectada em micélio de fungos micorrizicos e que aumentos na atividade da redutase
do nitrato também tém sido obtidos com a inoculacdo de bactérias diazotroficas (Ferreira et al., 1987).

Actimulo de fésforo na parte aérea e nas raizes

Os tratamentos com fungos apresentaram maior acimulo de P na parte aérea e nas raizes em relagdo aos
sem fungos. Na parte aérea houve diferencas significativas entre as espécies de fungos quando inoculados
conjuntamente a Bactéria E ou A. lipoferum com o G. manihotis, ao passo que o acumulo de P nas raizes foi
incrementado com a inoculagdo de G.clarum isolado ou conjuntamente com Klebsiella, ¢ de G. manihotis
com A. lipoferum (Tabela 4).

TABELA 4. Acimulo de fosforo na parte aérea e nas raizes de mandioca micropropagada aos 95 dias em funcio
da inoculacio de bactérias diazotroéficas e de fungos micorrizico-arbusculares (MA). Médias de quatro

repetig:()esl.
Bactéria Fungo micorrizico-arbuscular Total
diazotrofica Sem fungo G. manihotis G. clarum

Parte aérea (mg/planta)

Controle 1,70aB 14,77bA 15,08aA 10,52bc
Klebsiella sp. 1,44aB 11,36bA 15,25aA 9,35¢
Bactéria E 2,14aC 26,96aA 20,66aB 16,59a
A. lipoferum 1,13aC 23,85aA 15,15aB 13,38ab
Mistura 1,04aB 17,11bA 16,13aA 11,43bc
Total 1,49B 18,81A 16,45A

Raizes (mg/planta)



Controle 0,10aC 1,66¢B 3,26bcA 1,67b

Klebsiella sp. 0,04aC 2,28bcB 4,55aA 2,29ab
Bactéria E 0,11aB 4,28aA 4,40abA 2,93a
A. lipoferum 0,07aC 3,64abA 2,27¢B 1,99b
Mistura 0,05aB 3,29abA 2,87cA 2,07b
Total 0,07B 3,03A 347A

! Médias seguidas de letras minusculas diferentes nas colunas e maiusculas nas linhas, diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Com relag@o a inoculag@o de bactérias diazotroficas, ndo foram detectadas diferengas entre elas quando
inoculadas isoladamente, sem fungo. Entretanto, na presenca de fungos, pode-se observar que houve um
efeito diferenciado das bactérias. Na inoculacdo das bactérias com G. manihotis, houve diferengas
significativas no acimulo de P na parte aérea, com a Bactéria E e A. lipoferum apresentando incrementos de
83% e 61% em relagdo a presenca isolada de G. manihotis, enquanto nas raizes a inoculagdo conjunta com G.
manihotis a Bactéria E, o A. lipoferum e a mistura apresentaram maior acumulo de P nas raizes, com
incrementos de até 158% em rela¢do ao G. manihotis isolado, € na inoculagdo com G. clarum a Klebsiella foi
a Unica bactéria que se diferenciou dos tratamentos com G. clarum isolado (Tabela 4).

Os valores totais de efeito geral da inoculacdo de fungos MA e bactérias diazotréficas no acimulo de P na
parte aérea e nas raizes mostram que ndo houve diferenca entre G. manihotis e G. clarum, que apresentaram
grande acumulo de P em relagdo ao controle sem fungo. Com relagdo as bactérias diazotroficas, a Bactéria E
propiciou maior acimulo de P na parte aérea (58%) e nas raizes (75%) em relagdo ao controle sem bactérias
(Tabela 4).

Os teores de P na planta estdo relacionados com o nivel de micorrizagdo, como pode ser observado pelas
altas correlagdes lineares da quantidade acumulada de P na parte aérea com os teores de P na parte aérea
(0,80**), pelo acaimulo de P nas raizes (0,86**), pela colonizagdo micorrizica (0,88**) e pelo nimero de
esporos (0,70**). O acimulo de P nas raizes correlacionou-se com os teores de P nas raizes (0,75**), com a
colonizagdo micorrizica (0,85**) e com o niimero de esporos (0,84**). Siqueira et al. (1993) j& haviam
observado a correlagdo da micorrizag@o e os teores de P em mudas de cafeeiro, e Paula (1992), a relagdo da
micorrizacdo com os teores de P nos tubérculos, na parte aérea e nas raizes de batata-doce. Estes resultados
evidenciam que o nivel de colonizagdo micorrizica atua diretamente nos niveis de P nas plantas. Para Colozzi-
Filho & Siqueira (1986), estes efeitos podem resultar da ac¢do direta do fungo sobre os mecanismos de
absorcdo ou da interacdo ou diluicdo dos nutrientes, em decorréncia do desenvolvimento diferenciado das
plantas. Colozzi-Filho & Siqueira (1986) observaram, ainda, que a relagdo da colonizag@o micorrizica e seu
efeito nos teores de P na parte aérea ndo ¢ linear. Quando a taxa de colonizagdo foi menor que 10-15%, houve
efeito negativo sobre o teor de P, quando situado entre 15-35%, apresentou pequeno efeito positivo; quando
superior a 35%, houve efeito acentuado sobre o teor de P na planta.

Em batata-doce, Paula (1992) verificou que a inoculagdo conjunta de G. clarum e A. diazotrophicus
proporcionou incrementos de 54% na parte aérea e 81% no actimulo de P nas raizes em relagdo a G. clarum
isolado. Os maiores acimulos de P na parte aérea e nas raizes, encontrados neste trabalho e no de Paula
(1992), evidenciam a maior capacidade destas plantas em absorver o P. Este aumento na capacidade de
absor¢ao de P pode resultar do fato de os fungos MA desenvolverem grande quantidade de hifas extra-
radiculares, que funcionam como extensdes do sistema radicular, aumentando, assim, a area de exploracao
das raizes nos solos. Além disso, estas hifas absorvem o P além da zona de deple¢do ao redor das raizes,
causada pela baixa mobilidade do nutriente. Tem sido salientado que 1 cm de raizes sem micorrizas pode
explorar até 2 cm?3 de solo, mas que com a micorrizagdo ocorre um grande aumento nesta drea de exploragio,
podendo chegar até a 200 cm? por cm de raizes colonizadas (Sieverding, 1991).

Existem poucas informagdes com relagdo a densidade destas hifas externas no solo. Entretanto, foram
observados até 39 m de hifas fingicas MA por ml de solo numa floresta tropical (Orozco et al., 1986 citado
em Sieverding, 1991) e até 12 m de hifas por grama de solo em ecossistema de duna, podendo ser estimado de
12 m a 592 m de hifas de fungos MA por cm de raizes colonizadas (Sylvia, 1986). Tém sido observados,
ainda, até dez pontos de infeccdo com fungo MA por cm de raizes (Ocampo et al., 1980).

O desenvolvimento de micorrizas pode, indiretamente, aumentar a solubilizacao de P, pois, pela maior
quantidade de raizes ocorreria um aumento nos exsudatos radiculares que atuariam diretamente, na
solubilizagdo, ou indiretamente, pelo aumento da populagdo de microrganismos solubilizadores.



Colonizaciio micorrizica e esporulacio

As porcentagens da colonizagdo micorrizica (Tabela 5) evidenciam que ndo houve diferengas entre os
valores apresentados por G. manihotis ¢ G. clarum, independentemente da auséncia ou da espécie de bactéria
diazotrofica utilizada. Kato (1987) observou a capacidade diferenciada das espécies em colonizar as raizes
nos diferentes estadios de desenvolvimento da planta, pois aos 50 dias, G. clarum apresentou colonizagdo
121% superior a apresentada por E. colombiana, tornando-se praticamente igual aos 90 dias, com uma
superioridade de 14%.

TABELA 5. Colonizacdo micorrizica e esporulagio de fungos micorrizico-arbusculares em mandioca
micropropagada aos 95 dias em funcio da inoculacio de bactérias diazotréficas e fungos MA. Médias

de quatro repetig:(”)esl.
Bactéria Colonizagdo micorrizica® Esporulagio’
diazotrofica G. manihotis G. clarum G. manihotis G. clarum
% mmmmmmmmmmeemees e N¢./100 mL solo -----------

Sem Bactéria 65,09bA 63,84cA 41,78abB 113,56cA
Klebsiella sp. 65,40bA 74,88bcA 26,12bB 178,53bA
Bactéria E 86,87aA 89,76aA 29,95abB 304,44aA
A. lipoferum 81,42abA 85,02abA 62,45aB 177,97bA
Mistura 82,57aA 82,14abA 28,82bB 86,15cA

1 Medias seguidas de letras minusculas diferentes nas colunas e maitisculas nas linhas, diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

2 Na andlise estatistica os dados foram transformados para arco seno vx/100.

3 Na andlise estatistica os dados foram transformados para log (x+1).

Com relagdo a inoculacdo de bactérias diazotroficas, pode ser visualizado que sua presenga influenciou a
colonizagdo micorrizica. A inoculagdo conjunta da Bactéria E e da mistura de bactérias com G. manihotis, ¢
da Bactéria E com G. clarum, aumentaram em até 40% a coloniza¢do micorrizica, em relagdo ao fungo
isolado.

O G. clarum apresentou maiores numeros de esporos que G. manihotis, independente da auséncia ou da
espécie de bactéria presente. Contudo, ndo foram detectadas diferencas em fun¢do da inoculagdo com
bactérias diazotroficas. A Bactéria E com G. clarum e a bactéria A. lipoferum com G. manihotis destacaram-
se no estimulo da esporulagdo dos fungos, apresentando incrementos de 50% e 168%, respectivamente, em
relagdo ao fungo isolado, enquanto a inoculagdo da mistura de bactérias apresentou efeito inibitorio na
esporulac@o dos fungos (Tabela 5).

Estes efeitos sinergisticos entre fungo MA e bactéria diazotréfica também foram observados por El-
Raheem et al. (1989) na cultura do tomateiro, em que o Azotobacter chroococcum estimulou em 108% a
colonizagdo de Glomus sp. e por Paula (1992), na batata-doce, em que houve aumento de até 61% na
colonizac¢do micorrizica, e de até 167% na esporulacdo de G. clarum, em fungdo da inoculacdo conjunta com
bactérias diazotroficas.

Foi observada correlagdo linear altamente significativa entre a colonizacdo micorrizica e a esporulagdo
(r=0,94**), como observado anteriormente por Hayman (1970) e Giovannetti (1985). Entretanto, outros
autores ndo evidenciaram esta correlacdo (Koske & Halvorson, 1981; Balota, 1989; Balota & Lopes, 1996). A
maior coloniza¢do radicular e esporulagdo dos fungos MAs no solo parece indicar o envolvimento das
bactérias diazotroficas no crescimento das hifas e na esporulagdo dos fungos (Azcon, 1989; Will & Sylvia,
1990). Estas bactérias diazotroficas podem estimular os fungos diretamente, pelas substancias que produzem,
ou indiretamente, pela inducdo destas substincias pelas plantas hospedeiras. Sabe-se, contudo, que muitas
substancias produzidas pelas bactérias, ou exsudadas pelos vegetais, possuem a capacidade de estimular o
desenvolvimento do micélio dos fungos e sua bifurcagdo e, conseqiientemente, sua penetragdo no hospedeiro,
pelo aumento do contato hifa fingica e célula do hospedeiro (Siqueira, 1991). Esses aumentos auxiliariam o
processo de infec¢do dos fungos MA nas raizes (Meyer & Linderman, 1986; Secilia & Bagyaraj, 1987),
resultando, assim, maior taxa de colonizagdo micorrizica (Graham et al., 1981). Assim sendo, essas
substancias atuariam como fatores determinantes do nivel de colonizacdo micorrizica. No entanto, essa
influéncia parece ser principalmente qualitativa, e ndo necessariamente quantitativa (Elias & Safir, 1987),



pois evidéncias mostram que estes efeitos estimulatorios seriam resultantes principalmente de substancias
indutoras do que, propriamente, de fatores nutricionais (Becard & Piche, 1989; Paula & Siqueira, 1990). Foi
constatado, inclusive, que o maior enraizamento das plantas pode proporcionar maior ativagdo da rizosfera,
pela liberacdo de exsudatos que geralmente pertencem ao grupo dos compostos aromaticos (Siqueira, 1991).

Esses resultados de incrementos no desenvolvimento e na nutricdo das plantas de mandioca, gracas a
inoculagdo de fungo MA ou de bactéria diazotrofica, assumem grande importancia agrondmica, uma vez que
a cultura da mandioca ¢ considerada altamente dependente da simbiose micorrizica. Essa dependéncia
explica, pelo menos em parte, o fato de a cultura apresentar raizes morfologicamente com baixa capacidade
de absorver nutrientes e exigir altos teores de nutrientes na solugdo do solo para que haja adequada nutricdo,
e, por outro lado, sob condi¢des de solo, apresentar alta absor¢do de nutrientes comparada a outras culturas.
Esse paradoxo ¢ justificado, pelo menos em parte, pelos microrganismos do solo (fungos MA ¢ bactérias
diazotroficas), que desempenham papel imprescindivel para que haja adequada nutricdo na cultura, ndo
ocorrendo porém, adequado desenvolvimento das plantas na auséncia destes, mesmo com a aplicagdo de
fertilizantes (50 kg de N e 30 kg de P por ha) (Balota & Camacho, 1995). Estes resultados evidenciam, ainda,
a complexidade das intera¢des destes microrganismos e a cultura da mandioca, tanto no aspecto nutricional da
planta como no estabelecimento ou disseminag¢do do simbionte fungico. Além disso, outros fatores, tanto
bidticos como abidticos, podem aumentar esta complexidade (Balota et al., 1995).

Assim visto, fica bastante clara a importancia destes microrganismos na interagdo com as plantas, bem
como nos ecossistemas. Para a manipulagdo destes microrganismos nos agroecossistemas, ¢ necessario obter
maiores conhecimentos da sua ecologia e dindmica populacional, tendo em vista as condigdes fisicas,
quimicas, e, principalmente, bioldgicas, do solo. Ha necessidade, portanto, de estudos de ecologia, fisiologia e
genética destes grupos de microrganismos, bem como de suas interagdes com as plantas, pois esta bastante
claro a influéncia das substancias produzidas pelas bactérias e exsudadas pelas plantas, no comportamento da
microbiota do solo, sendo cada interagdo bactéria-fungo-ambiente, bastante especifica. Torna-se, assim,
imprescindivel a busca de maior conhecimento para que as interagdes da mandioca com os microrganismos
do solo possam ser melhor entendidas, e conseqiientemente, melhor manejadas.

CONCLUSOES

1. A cultura da mandioca depende dos fungos micorrizico-arbusculares (MA) para o seu desenvolvimento
e nutrigdo nitrogenada e fosfatada.

2. As bactérias diazotroficas apresentam efeito estimulatorio apenas na presenga dos fungos MA.

3. Ha efeitos sinergisticos dos fungos micorrizico-arbusculares e das bactérias diazotroficas.

4. A presenca da Bactéria E e de Azospirillum lipoferum aumenta a colonizacdo micorrizica e a
esporulacdo dos fungos MA.
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