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Resumo

A érea cultivada com milheto no Brasil cresce todos os anos
Porém, a produtividade o crescimento dessa espécie é
limitado por diversos fatores, entre eles a baixa
disponibilidade de fosforo (P). Nesse sentido, insere-se 0
uso de microrganismos como ferramenta para o aumento da
eficiéncia de uso de P. Desta forma, objetivou-se com esse
trabalho avaliar a eficiéncia de absorcdo e uso de P por
plantas de milheto inoculadas com Metarhizium anisopliae.
Foi desenvolvido um experimento em casa de vegetacdo em
delineamento experimental ao caso com cinco repeticbes em
esquema fatorial 5 x 2 (cinco doses de P x 2 condig¢Ges (com
e sem o fungo). A inoculacdo das plantas de milheto com
Metarhizium possibilitou a maior absor¢do de P e
consequente maior crescimento das plantas. Destaca-se que
a inoculacdo ndo influenciou a concentracdo de pigmentos
fotossintéticos, porém incrementou a atividade da fosfatase
acida de folhas de plantas de milheto.

Palavras-chave: endofiticos; Pennisetum Americanum;
fungos

Introducdo

O fosforo (P) € um elemento essencial para o
desenvolvimento dos vegetais, sendo componente estrutural
e atuando em processos biolégicos e metabdlicos como
transmisséo de energia, sintese de membrana e nucleotideos,
fotossintese e transducéo de sinal (PLAXTON; LAMBERS,
2015). Porém, ele é fortemente fixado em minerais e matéria
organica do solo, resultando em problemas de
disponibilidade para as plantas, principalmente em solos
acidos altamente intemperizados de areas tropicais
(KOCHIAN et al., 2004). Com o aumento dos custos de
fertilizantes e as preocupagfes com diminuicdo das reservas
de rocha fosféatica, o uso de P pelas culturas deve ser tornar
mais sustentavel e eficiente (NOVAIS et al., 2007). Nesse
sentido, insere-se 0 uso de fungos entomopatogénicos como
ferramenta para o aumento da eficiéncia de uso nutricional
de P por plantas de milho (BLEVINS, 1999).

O estudo dos fungos entomopatogénicos para controle de
insetos praga ja é bastante conhecido e estudado a anos. No
entanto, nos Uultimos anos, vem se descobrindo novas
utilidades dos entomopatdgenos além do controle das
pragas. Neste sentido, os fungos entomopatogénicos pode
viver parte do seu ciclo de vida de forma endofitica nas

plantas, sem causar nenhuma doenga na planta hospedeira
(VEGA et al., 2009), desta forma pode atuar de maneira
preventiva contra ao ataque de pragas e doencas a longo
prazo, atuando também na melhoria do crescimento das
plantas e na dindmica nutricional de plantas (BAMISILE et
al., 2018). Dentre os fungos entomopatogénicos com
potencial para uso no manejo nutricional de plantas
destacam-se o Metarhizium anisopliae.

O Metarhizium anisopliae € uma das espécies mais
estudadas sobre o controle biolégico de pragas, sendo uma
maneira mais sustentavel, de custo mais baixo e alta
eficiéncia no controle, se comparado aos inseticidas
quimicos utilizados nos dias atuais. Além do efeito no
controle de pragas o uso de Metarhizium anisopliae também
promove a promocdo de crescimento das plantas por
diversos fatores, dentre eles a melhoria na absorgcdo de
nutrientes como fosforo (BEHIE et al.,, 2012; BEHIE e
BIDOCHKA, 2014).

A simbiose das plantas com microrganismos € uma
estratégia adaptativa para a deficiéncia de P nos solos
(SPATAFORA et al., 2016), de modo que os fungos podem
atuar como ponte entre o P e as raizes das plantas, além de
modificagcbes hormonais que influenciam a expressdo de
transportadores de alta afinidade em raizes e vasos
condutores (COOKE, 1977). Os principais mecanismos que
fungos proporcionam maior absor¢do de P pelas plantas
envolvem a maior exploragdo fisica do solo em funcéo das
suas hifas, que permitem a absor¢do para além da zona de
deplecdo do nutriente (SMITH; READ, 2010), a absorcédo de
P sollvel, ndo labil (MEDINA et al., 2006; CARDOSO et
al., 2006) e organico (FENG et al., 2003).

Desse modo, trabalhos que avaliem a inoculacdo com
fungos entomopatogénicos no aumento da eficiéncia de uso
de P em plantas de milheto durante a fase inicial do
desenvolvimento constitui em uma possivel estratégia para
reducdo do uso de adubos fosfatadas na agricultura
brasileira. Nesse caso, 0 objetivo do projeto foi verificar a
inoculagdo do fungo Metarhizium anisopliae sobre a cultura
do milheto (Pennisetum glaucum), analisando a absorcdo e
eficiéncia do uso de fdsforo nas plantas em casa de
vegetacdo.
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Metodologia

Producéo dos Fungos e preparo das suspensdes

Os isolados de Metarhizium anisopliae (ESALQ-1037)
foram multiplicados em meio de cultura BDA (Batata,
Dextrose e Agar) + 5 g.L" de antibidtico Pentabi6tico. A
viabilidade dos conidios utilizados nos experimentos foi
determinada 24 horas antes da utilizagcdo nos experimentos
seguindo a metodologia de Oliveira et al. (2015). Para o
preparo das suspens@es flngicas foram utilizadas solucdo de
Tween 80® a 0,01% (v/v) adicionadas as placas de
multiplicacdo dos fungos e por meio de diluicdo seriada a
concentracdo foi ajustada para 1 x 108 conidios viaveis.mL"
1 com auxilio da cAmara de Neubauer.

Preparo das unidades experimentais

O experimento foi desenvolvido no Instituto Federal de
Mato Grosso (IFMS), em Nova Andradina, MS. A unidade
experimental utilizada foi constituida por um vaso de 3 kg
preenchido com 2,5 kg de um solo de textura arenosa. Para
tal, amostras da camada superficial (de 0 a 20 cm de
profundidade) foram coletadas na cidade de Nova
Andradina. Antes da instalagdo dos experimentos, as
amostras de solo, depois de coletadas, foram secas ao ar e
passadas em peneira de 4 mm de abertura de malha.
Posteriormente, subamostras, denominadas de terra fina seca
ao ar (TFSA), foram passadas em peneira de 2 mm de
abertura de malha, homogeneizadas, amostradas e
caracterizadas quanto aos aspectos fisico-quimicos.

Conducao experimental

O experimento foi montado em delineamento inteiramente
aleatorizado com 4 repeti¢des por tratamento em esquema
fatorial 5 X 2, sendo avaliada a interagdo de cinco doses de
P.Os (0, 25, 50, 100 (recomendado) e 120 kg ha?) e duas
formas de inoculagdo (com e sem inoculacdo) para o
fungo (Metarhizium anisopliae), com cinco repetices. A
doses de P foram escolhidas de acordo com a recomendagéo
para milho segundo Sousa e Lobato (2004). A inoculagéo
dos fungos ocorreu via semente no dia da semeadura. Para
inoculacdo da suspenséo fangica nas sementes, grupos de 10
sementes foram embebidas em 50 mL da suspensdo por um
periodo de 2 horas, apds esse periodo as mesmas foram
peneiradas para retirar 0 excesso de suspensdo e deixadas
sobre um papel filtro até ficarem completamente secas,
posteriormente foi realizada a semeadura, sendo colocada 4
sementes por vaso, como controle serdo aplicado o mesmo
experimento embebendo a sementes apenas em solucdo de
Tween 80® a 0,01% (v/v).

Andlise de plantas

Quando as plantas atingiram o estadio reprodutivo, foi
mensurada a altura e diametro das plantas. Com o objetivo
de avaliar a disponibilidade fisioldgica do P influenciada
pela assimilacéo de P e inoculagdo com fungos, foi realizada
a atividade da fosfatase &cida nas folhas de milheto
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(Raposoet al. 2004). Nesse mesmo tecido vegetal foram
avaliadas as concentracbes de clorofila a, clorofila b e
carotenoides conforme o descrito por Lee et al. (1987).
Posteriormente, a parte aérea e as raizes das plantas
serdo coletadas, lavada em agua corrente, acondicionada em
sacos de papel e colocados em estufa com circulacdo
forcada de ar, mantida a 60 °C por 72 h. Apos seco, todo o
material foi pesado, para obtencdo da massa seca, moido em
moinho tipo Willey, dotado de peneira de 40 mesh,
homogeneizado e, posteriormente, acondicionado em sacos
de polietileno, devidamente identificados, e armazenado em
camara seca até 0 momento das anélises.

Delineamento experimental e anélise estatistica

O delineamento experimental serd inteiramente casualizado,
arranjando em esquema fatorial (5 x 2), sendo cinco doses
de fdésforo e duas formas de inoculagdo, com cinco
repeticGes, totalizando 50 unidades experimentais. Os
resultados serdo submetidos & andlise de variancia
(ANOVA), seguindo de estudos de regressdo polinomial
para as interagdes significativas e/ou efeito das doses. A
analise estatistica sera realizada utilizando o programa
estatistico SAS.

Resultados e Discussao

A figura 1 ilustra a comparacdo de doses com a inoculacdo
do fungo Metarhizium anisopliae e sem a inoculagéo.
Demonstrando os resultados das avaliagcBes de altura de
plantas (A), didmetro do caule (B), massa seca das raizes
(C) e parte aérea (D), em doses de 0, 25, 50, 100
(recomendado) e 120 kg ha-1 (LOBATO e DE SOUSA,
2004). Para a cultura do milheto plantas inoculadas com a
presenca de Metarhizium anisopliae observou-se relevancia
significativa, e a sua interagdo com o0 microrganismo
promoveu maior altura e diametro do caule se comparadas
com as testemunhas. Elena, et. al, (2011), demonstrou um
aumento na altura de planta, peso de massa seca de raizes e
da parte aérea em plantas inoculadas com Metarhizium
anisopliae na cultura do tomate (Solanum lycopersicum). O
autor ainda relata que o fungo Metarhizium anisopliae pode
ser usado como potencial promotor de crescimento,
aumentando a resisténcia da planta e seu desenvolvimento.

Em relagdo aos pesos de massa seca de raiz e parte aérea,
demonstrou que a inocula¢do com o Metarhizium anisopliae
aumentou significativamente em relacdo a testemunha,
principalmente, se comparada em doses mais baixas de
fosforo. Sasan e Bidocka (2012), relatam que a colonizacéo
da raiz de gramas por fungos de Metarhizium, leva a um
expressivo crescimento do sistema radicular, que por sua
vez, pode resultar em uma maior interacdo entre hifas dos
fungos e raizes das plantas. Em consequéncia do maior
crescimento de raizes, a planta apresenta maior crescimento
da parte aérea. Um efeito bem comum sobre o
desenvolvimento das raizes é o aumento significativo das
suas raizes laterais e formacbes de pelos radiculares
identificados em plantas tratadas com fungos do género
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Metarhizium, quando comparado com plantas que nao
foram tratadas (SASAN; BIDOCKA, 2012).
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Figura 1. Altura (A), didmetro (B) e massa seca de raiz (C)

e parte aérea (D) de milheto cultivado em diferentes doses

de fosforo (P) em plantas sem inoculagéo e com inoculagéo
de Metarhizium.

Na figura 2, sdo expressos os resultados de concentracdo e
acimulo de fdsforo na raiz (A, B) e parte aérea (C, D) de
milheto cultivado em diferentes doses de fdsforo (P) em
plantas sem inoculagdo e com inoculagdo de Metarhizium
anisopliae. Os valores em plantas inoculadas com o fungo
foram superiores aos encontrados na testemunha, o que
resultou em plantas com maior concentragdo e acimulo de
fésforo nas raizes e na parte aérea. Souza, et al., (2011),
define a interagdo entre as plantas e o fungo como
responsdvel pela solubilizagdo e absorcdo de maior
quantidade de P, por ter maior exploracéo fisica do solo, as
hifas do fungo sdo capazes de ultrapassar a zona de deple¢éo
do nutriente. O autor ainda cita que a aquisi¢do e transporte
do nutriente do solo até as raizes se torna mais eficiente.
Sendo assim, por ter maior area de contato das raizes com o
solo, aumentando a solubilizagéo e absor¢do de fosforo (P).
Dessa forma, ao aumentar a solubilizacdo e absorcdo de
fésforo (P), pela maior &rea de contato das raizes com o
solo, ocorre o acréscimo das concentragdes de fésforo na
raiz e parte aérea. Além disso, & possivel observar
estabilidade na concentracdo de fésforo na parte aérea das
plantas inoculadas, do que as plantas sem inoculagdo, em
doses mais altas, ndo mostrando diferencas significativas
entre 100 e 120 kg ha™.

A figura 3 expde os dados de concentracdo de clorofila (A),
clorofila (B), carotenoides (C) e clorofila total em folhas de
milheto cultivado em diferentes doses de fosforo (P) em
plantas sem inoculacdo e com inoculacdo de Metarhizium.
Os resultados obtidos se mostraram semelhantes entre os
dois tratamentos, ndo diferenciando as concentragdes de
clorofila (A), clorofila (B), carotendides (C) e clorofila total.
Sendo assim, nesses aspectos, a inoculagdo com
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Metarhizium anisopliae ndo altera as constituicdes da
clorofila.
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Figura 2. Concentragdo e acimulo de fosforo na raiz (A, B)
e parte aérea (C, D) de milheto cultivado em diferentes
doses de fdésforo (P) em plantas sem inoculagdo e com

inoculacéo de Metarhizium.
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Figura 3. Concentracgéo de clorofila (A); clorofila (B);
carotendides (C) e clorofila total em folhas de milheto
cultivado em diferentes doses de fosforo (P) em plantas sem
inoculagdo e com inoculagdo de Metarhizium

Na figura 4, esta representada a atividade da fosfatase &cida
em folhas de milheto cultivadas em diferentes doses de
fosforo (P) em plantas sem inoculagdo e com inoculagdo de
Metarhizium anisopliae. A atividade da fosfatase acida em
plantas de milheto inoculadas com o fungo foram superiores
as plantas sem inoculagdo, principalmente nas doses mais
baixas de fosforo. De acordo com Bonilla, (2015), os fungos
entomopatogénicos sdo potenciais produtores de fosfatase
acida, fator que aumenta a resposta da planta sobre o
fosforo, visto que, estas enzimas desempenham um papel
fundamental na mobilizacdo e aquisicdo de fosfato. Dessa
forma, ao verificar maior atividade da fosfatase &cida nos
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tratamentos com fungos, foi possivel considerar uma maior
resposta entre a necessidade do fésforo e a atividade das
enzimas para solubilizar e deixar o nutriente prontamente
disponivel para a planta.
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Figura 4. Atividade da fosfatase acida em folhas de milheto
cultivado em diferentes doses de fosforo (P) em plantas sem
inoculacéo e com inoculacgio de Metarhizium.

Consideracoes Finais

A inoculacdo das plantas de milheto com Beauveria
possibilitou a maior absor¢cdo de P e consequente maior
crescimento das plantas. Destaca-se que a inoculagdo nédo
influenciou a concentracdo de pigmentos fotossintéticos,
porém incrementou a atividade da fosfatase &cida de folhas
de plantas de milheto.
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Inoculation with Metarhizium anisopliae
increases phosphorus dynamics in millet plants

Abstract: The area cultivated with millet in Brazil grows
every year However, the productivity and growth of this
species is limited by several factors, including the low
availability of phosphorus (P). In this sense, the use of
microorganisms is inserted as a tool to increase the
efficiency of P use. In this way, the objective of this work
was to evaluate the efficiency of absorption and use of P by
millet plants inoculated with Metarhizium anisopliae. A
greenhouse experiment was carried out in a case-by-case
experimental design with five replications in a 5 x 2
factorial scheme (five doses of P x 2 conditions (with and
without the fungus). It is noteworthy that the inoculation did
not influence the concentration of photosynthetic pigments,
but it increased the activity of acid phosphatase in the
leaves of millet plants.

Keywords: endophytes; Pennisetum Americanum; fungi
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