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Uma das tecnologias alternativas para melhorar o desenvolvimento de 

plantas é a inoculação de micro-organismos benéficos que, isolados ou 
combinados, exercem funções importantes para a sobrevivência, crescimento e 
desenvolvimento vegetal. Nesse contexto, é estratégico e prioritário realizar 
trabalhos para avaliar a interrelação bactérias promotoras de crescimento em 
plantas (BPCPs) e fungo micorrízico arbuscular (FMA) visando obter 
combinações de micro-organismos que favoreçam o aumento da produtividade 
da mandioca, visando uma agricultura sustentável. Foram instalados dois 
experimentos em casa de vegetação na sede do Instituto Agronômico de 
Pernambuco-IPA e um em campo, na estação experimental de Itapirema (IPA), 
município de Goiana/PE. Os cultivares de mandioca (Manihot esculenta Crantz) 
estudados foram “BRA Pretinha III” e “BRS Poti Branca”. As BPCPs utilizadas 
foram Azospirillum amazonense (BR 11140), Herbaspirillum seropedicae (BR 
11175), Paenibacillus brasiliensis (24), Paenibacillus graminis (MC 0421), 
Paenibacillus durus (V 2232), Gluconacetobacter diazotrophicus (BR 11284), 
Streptomyces (S 30) e o FMA utilizado foi o Glomus clarum. No experimento I 
foi avaliado o efeito da inoculação com BPCPs no processo de aclimatização 
de plântulas de mandioca micropropagadas. O delineamento experimental 
utilizado foi em blocos ao acaso, no esquema fatorial 8 x 2 (7 estirpes + 1 
testemunha absoluta e 2 cultivares de mandioca),  com 3 repetições. Foram 
utilizados como unidade experimental copos descartáveis com capacidade de 
500 mL, preenchidos com 340 g de uma mistura de solo+substrato (1:1). No 
experimento II foi avaliado o efeito sinérgico da interação Glomus clarum e 
BPCPs em plântulas micropropagadas de mandioca cv. “BRA Pretinha III”. O 
delineamento experimental foi em blocos ao acaso, no esquema fatorial 12 x 2 
(inoculação de 4 estirpes individuais e 6 em mistura +  2 testemunhas 
(absoluta- TA  e nitrogenada - TN) com e sem FMA,  com 3 repetições. Foram 
utilizados, como unidade experimental, vasos preenchidos com 8 kg de solo 
(Espodossolo Cárbico Órtico) esterilizado. O experimento III foi conduzido em 
campo e foi avaliada a Interrelação BPCP e FMA em plantas micropropagadas 
de mandioca do cv. “BRA  Pretinha III”. O delineamento experimental foi em 
blocos ao acaso, com 10 tratamentos (3 estirpes bacterianas  individuais e 4  
em mistura + 3 testemunhas (TA + FMA, TN + FMA e TA sem FMA), com 4 
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repetições. As variáveis analisadas nos experimentos foram: colonização 
bacteriana,  taxa de sobrevivência, altura da planta, comprimento da raiz, 
diâmetro do caule, matéria seca da parte aérea e raiz, índice de colheita, 
rendimentos da massa seca da parte aérea e raiz, relação matéria seca da 
parte aérea/matéria seca raiz, número de glomerosporos, colonização 
micorrízica, nitrogênio acumulado, teor de P, % de proteína bruta e teor de 
amido. Constatou-se que a análise da microscopia eletrônica de varredura 
(MEV) mostrou uma colonização satisfatória nas raízes das plantas inoculadas, 
com exceção das plantas inoculadas com as bactérias do gênero Paenibacillus.  
As estirpes utilizadas, mesmo não sendo homólogas, otimizaram os cultivares 
“BRA Pretinha III e BRS Poti Branca” em condições assépticas, o que pode 
conferir  maior tolerância aos estresses abióticos promovidos pela transferência 
da planta de um meio in vitro para ex vitro. As BPCPs proporcionaram melhor 
performance ao cultivar “BRA Pretinha III” em relação ao “cultivar BRS Poti 
Branca” na mandioca. Em casa de vegetação as estirpes de BPCPs inoculadas 
na mandioca cv. “BRA Pretinha III” influenciaram a colonização micorrízica e o 
número de glomerosporos, assim como ocorreu efeitos sinérgicos do Glomus 
clarum com as BPCPs. O teor de proteína bruta revelou a contribuição das 
BPCPs na nutrição nitrogenada da mandioca onde as plantas inoculadas 
assimilaram N na proporção equivalente com as que receberam N mineral. A 
inoculação conjunta BPCPs e Glomus clarum promoveu um melhor 
desempenho no crescimento das plantas demonstrando micotrofismo 
obrigatório. A co-inoculação BPCPs e FMA pode suprir a necessidade de N 
para a mandioca, inferindo redução no uso de fertilizante nitrogenado. Em 
campo as estirpes de BPCPs inoculadas na mandioca cv. “BRA Pretinha III” 
também influenciaram a colonização micorrízica e o número de glomerosporos. 
As plantas micropropagadas de mandioca apresentaram uma baixa 
produtividade, sugerindo ser devido ao cultivo na primeira geração. Os teores 
de amido na mandioca foram satisfatórios para os valores requeridos pela 
indústria. A dose aplicada do fertilizante nitrogenado não contribuiu na 
otimização da mandioca cv. “BR Pretinha III” em nenhuma variável avaliada 
inferindo baixo custo econômico e ecológico com a aplicação dos micro-
organismos. Os fungos micorrízicos arbusculares identificados na área de 
estudo devem ser isolados e multiplicados  para serem utilizados como inóculo 
em futuras pesquisas, assim como potencializar estudos com novas 
formulações de insumos biológicos, para a mandioca, visando incrementar a 
produtividade dessa cultura em condições de micropropagação e/ou 
propagação em campo. 

 

 
 
 

Palavras chave: BPCP, FMA, micropropagação, produção de mudas, 
aclimatização, sinergismo, rendimento, Espodossolo 
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 GENERAL ABSTRACT 

 
Lopes, Esmeralda Aparecida Porto; PhD student in Agronomy (Soil Science); 
(Ciências do Solo); Universidade Federal Rural de Pernambuco; 
February/2015. INTERACTION OF PLANT GROWTH-PROMOTING 
BACTERIA AND Glomus clarum IN CASSAVA MICROPROPAGATED 
PLANTS (Manihot esculenta Crantz) Márcia do Vale Barreto Figueiredo 
(Supervisor) e Antônio Dias Santiago (co-supervisor). 
 
 

An alternative technology for improving plants development is the 
inoculation of beneficial microorganisms which, isolated or in combination, play 
important roles for the survival, growth and development of plants. In this 
context, it is strategic and a priority to undertake studies assessing the 
interrelation between plant growth-promoting bacteria (PGPBs) and arbuscular 
mycorrhizal fungi (AMF), in order to obtain microorganisms combinations that 
encourage an increase in cassava productivity, aiming a sustainable agriculture. 
Two experiments were installed in a greenhouse at the headquarters of the 
Agronomic Institute of Pernambuco-IPA, and another one in the field, at the 
experimental station of Itapirema (IPA), in the municipality of Goiana/PE. The 
cassava cultivars (Manihot esculenta Crantz) studied were "BRA Pretinha III" 
and "BRS Poti Branca." The PGPBs used were Azospirillum Amazonense (BR 
11140), Herbaspirillum seropedicae (BR 11175), Paenibacillus brasiliensis (24), 
Paenibacillus graminis (MC 04.21), Paenibacillus durus (V 2232), 
Gluconacetobacter diazotrophicus (BR 11284) and Streptomyces (S 30), and 
the AMF used was Glomus clarum. In the experiment I, the effects of 
inoculation with PGPBs in the process of acclimatization of micropropagated 
cassava seedlings was assessed. The experimental design was of randomized 
blocks in a factorial 8 x 2 (7 strains + 1 absolute control (TA) and 2 cassava 
cultivars), with 3 replications. Disposable cups with 500 mL capacity, filled with 
340 g of a mixture of soil and ground substrate (1:1) were used as experimental 
unit. In the experiment II, the synergistic effect of Glomus clarum and PGPBs 
interaction in micropropagated seedlings of cv. "BRA Pretinha III" cassava was 
evaluated. The experimental design was of randomized blocks in a factorial 12 
x 2 (inoculation of 4 individual strains and 6 mixed + 2 controls (TA, TN), with 
and without AMF), with three replications. Vases filled with 8 kg of sterilized soil 
(Orthic Carbic Spodosol) were used as experimental unit. The experiment III 
was conducted in the field to evaluate the interrelation between PGPB and AMF 
in micropropagated plants of cassava from "BRA Pretinha III" cultivar. The 
experimental design was of randomized blocks with 10 treatments (3 individual 
bacterial strains and 4 mixed + 3 controls (TA + AMF, TN + AMF and TA without 
AMF), with four replications. The variables analyzed in the experiments were: 
bacterial colonization, survival rate, plant height, root length, stem diameter, 
shoot and root dry matter, shoot and roots dry matter yield, relation between 
shoot/root dry matter, glomerospores number, mycorrhizal colonization, 
accumulated nitrogen, P content, % of crude protein and starch content. In the 
results, it was found that the analysis of scanning electron microscopy (SEM) 
showed a satisfactory colonization in the roots of inoculated plants, with the 
exception of plants inoculated with Paenibacillus genus bacteria. The strains 
used, although not homologous, optimized cultivars "BRA Pretinha III” and 
“BRS Poti Branca" under aseptic conditions, which may confer greater tolerance 
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to abiotic stresses promoted by the transfer of the plant from in vitro to ex vitro. 
The PGPBs provided better performance to the "BRA Pretinha III" cultivar in 
relation to the "BRS Poti Branca" in cassava. In greenhouse, PGPBs strains 
inoculated in the cv. "BRA Pretinha III" cassava influenced mycorrhizal 
colonization and glomerospores number, as well as synergistic effects of 
Glomus clarum with PGPBs. The crude protein content revealed PGPBs 
contribution in nitrogen nutrition of cassava, where inoculated plants assimilated 
N in equal proportion with those who received mineral N. PGPBs joint 
inoculation in the presence of Glomus clarum promoted a better performance in 
plant growth, demonstrating compulsory mycotrophism. PGPBs and AMF co-
inoculation can meet the need of N for cassava, implying in reduced use of 
nitrogen fertilizer. In field, PGPBs strains inoculated in the cv. "BRA Pretinha III" 
cassava also influenced mycorrhizal colonization and glomerospores number. 
Micropropagated cassava plants showed low productivity, suggesting that it was 
due to cultivation in the first generation. The starch content in cassava was 
satisfactory to the values required by the industry. The applied dose of nitrogen 
fertilizer have not contributed in optimizing the cv. "BR Pretinha III" cassava in 
any evaluated variable, inferring low economic and ecological cost with 
microorganisms application. The arbuscular mycorrhizal fungi identified in the 
study area should be isolated and multiplied for use as inoculum in future 
research, as well as to enhance studies with new biological inputs formulations 
for cassava, aimed at increasing the productivity of this crop under conditions of 
micropropagation and/or spread in the field. 

 

 
 
 

Keywords: PGPB, AMF, micropropagation, seedling production, 
acclimatization, synergism, productivity, Spodosol 
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1. Introdução geral 

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) constitui uma das culturas mais 

exploradas na agricultura mundial, ocupando cerca de 20 milhões de hectares 

no mundo com uma produção de aproximadamente 276 milhões de toneladas 

de raízes tuberosas (FAO, 2014). A razão de sua ampla difusão se deve, 

principalmente, à capacidade de adaptação a diferentes condições de clima e 

solo, além da facilidade de cultivo e suas várias formas de utilização. 

Tradicionalmente, é um dos alimentos básicos utilizados pelo homem nas 

regiões tropicais e estima-se que milhões de pessoas dependem da mandioca 

na África, Ásia e América Latina, não só como uma importante reserva contra a 

fome para as populações carentes, mas também como geração de emprego e 

renda (OLUKUNLE, 2013).  

O Brasil destaca-se entre os principais países produtores de mandioca e 

ocupa a 4ª colocação no ranking mundial com 21 milhões de toneladas, sendo 

superado pela Indonésia, Tailândia e Nigéria. Cultivada em todas as regiões 

agrícolas brasileiras, predominantemente nas pequenas unidades familiares, 

ocupa o quinto lugar da lista dos principais produtos quantitativamente 

produzidos, atrás do leite de vaca integral fresco, soja, milho e cana de açúcar 

(FAO, 2014), tendo como maiores produtores os estados do Pará, Paraná, 

Bahia, Maranhão, Rio Grande do Sul e São Paulo. 

 Embora o Brasil esteja entre os principais países produtores 

contribuindo com 7,6% da produção mundial, no início da década de 70 ele foi 

o maior produtor, alcançando um volume de 30 milhões de toneladas em uma 

área de 2,0 milhões de hectares, colaborando com 31% da produção mundial. 

produtos agrícolas; menor consumo animal se comparado à década de 70; 

redução no consumo humano de farinha; baixa disponibilidade de manivas-

semente de boa qualidade genética e fitossanitária para o plantio, além da 

baixa produtividade da cultura, pelo uso de variedades pouco produtivas 

(SILVEIRA & CARDOSO, 2013). 

Tendo em vista que a mandioca é uma cultura potencialmente suscetível 

a inúmeras pragas e doenças que podem ser transmitidas de um ciclo a outro 

da cultura (IGLESIAS et al., 1994), técnicas de propagação in vitro têm sido 

aplicadas para recuperar o vigor e produtividade, além de viabilizar a rápida 

multiplicação de um elevado número de mudas idênticas à planta matriz, livres 
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de pragas e doenças durante todo o ano (MARÍN et al., 2009). Entretanto, esta 

técnica, além de eliminar os micro-organismos fitopatogênicos, elimina também 

micro-organismos que podem ser vantajosos para o crescimento e o 

desenvolvimento das plantas (PANICKER et al., 2007). 

Diante dessa problemática, nos últimos anos, uma tecnologia que tem 

sido usada positivamente para melhorar muitos parâmetros de crescimento e 

produtividade das plantas é a inoculação de micro-organismos capazes de 

colonizar o ambiente radicular, concorrer com a biota do solo e exercer 

benefícios que promovam o crescimento da planta. Entre estes micro-

organismos, as bactérias promotoras de crescimento de plantas são bactérias 

que podem ser isoladas de diversos ambientes (FIGUEIREDO et al., 2010a; 

CHANWAY et al., 2014) possuindo a capacidade de colonizar a superfície de 

raízes, a rizosfera e a filosfera, bem como os tecidos vegetais internos, 

modulando o metabolismo da planta e estimulando seu crescimento e 

produtividade por mecanismos diretos e/ou indiretos (KLOEPPER et al., 1989; 

FIGUEIREDO et al., 2010b). 

Os fungos micorrízicos merecem destaque, pois interagem com a 

maioria das plantas terrestres formando simbioses. Entre os vários tipos de 

micorrizas, as arbusculares são formadas entre raízes de plantas e fungos do 

solo do filo Glomeromycota (SCHÜßLER et al., 2001), as quais são 

caracterizadas pela presença endógena de arbúsculos nas células do córtex 

radicular, resultando em uma ampliação da área de exploração do sistema 

radicular e, assim, a capacidade da planta de absorver água e nutrientes, em 

especial aqueles que apresentam baixa mobilidade no solo, além disso, 

amenizam os estresses causados por diversos fatores (patógenos, variações 

de temperatura, metais pesados, etc.)  e auxiliar no processo de formação de 

agregação do solo (STÜMER & SIQUEIRA, 2013). 

Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi verificar a viabilidade da 

inoculação com bactérias promotoras de crescimento em plantas (BPCPs) e 

Glomus clarum em mandioca micropropagada, avaliando combinações de 

micro-organismos que otimizem a produtividade desta cultura, visando uma 

agricultura sustentável. 
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2. Fundamentação teórica 

2.1 A cultura da mandioca (Manihot esculenta Crantz) 

A mandioca é uma planta heliófila, perene, arbustiva, com raízes 

tuberosas, pertencente à família Euphorbiaceae. Originária do continente 

americano, sua difusão em outros continentes se deve à capacidade de 

adaptação a diferentes condições de clima e solo, facilidade de cultivo e, 

principalmente, por apresentar maior eficiência biológica, convertendo a maior 

quantidade de energia solar em carboidratos por unidade de área (250.103
 

cal/ha/dia) do que outras culturas, como milho, arroz, sorgo e trigo (OKIGBO, 

1980), visto que suas raízes frescas apresentam um teor de carboidratos que 

varia de 32% a 35%, e de 80% a 90% na matéria seca. Destes, 80% na forma 

de amido (GIL & BUITRAGO, 2002). 

O fato de suas raízes acumularem um elevado teor de carboidratos, fez 

com que essa parte seja a mais consumida diariamente como fonte alimentar 

por aproximadamente 500 milhões de pessoas nos trópicos e nos países 

africanos, como República Democrática do Congo, Gana, Moçambique e 

Angola onde ela tem proporcionado até um terço das calorias diárias (FAO, 

2014). Entretanto, o valor nutricional das raízes de mandioca não se restringe 

apenas a hidratos de carbono. Há, também, em sua composição fibras (1,5 - 

3,5%), lipídios (0,35 – 0,45%), proteína bruta (1,0-1,8%) (PURSEGLOVE, 1988; 

CHARLES et al, 2005), vitaminas (tiamina, riboflavina, niacina, ácido ascórbico, 

A) e minerais (cálcio, ferro, potássio, cobre, magnésio, zinco e manganês) 

(MONTAGNAC et al., 2009).  

Além dos produtos que têm as raízes como matéria-prima básica para 

alimentação humana (chips, farinha, bolos, mingaus, fécula etc.), animal e 

industrial (amido, amido fermentado, farinhas, raspas, álcool etílico, acetona), 

sua parte aérea (constituída de folhas e hastes), apesar de ser caracterizada 

como resto cultural, também é utilizada na alimentação humana e animal 

(FAKIR et al., 2013) . 

Cultivada em cerca de 20 milhões de hectares no mundo, com uma 

produção compartilhada quase totalmente pelos continentes africano (57%), 

asiático (31%) e americano (10%), a mandioca está entre os sete principais 

produtos agrícolas do mundo em volume de produção; e a Nigéria vem 



    

 

22 
 

liderando com 54 milhões de toneladas, seguida da Tailândia, Indonésia e 

Brasil com uma produção de 30, 24 e 21 milhões de toneladas, 

respectivamente (FAO, 2014). 

Sua produção está se expandindo passando de 98 milhões de toneladas 

em 1970 para 276 milhões de toneladas em 2014. Três causas podem explicar 

este crescimento: em primeiro lugar, a demanda por mandioca aumentou 

devido ao rápido crescimento populacional e aumento da pobreza, assim 

incentivando os consumidores a procurar fontes de calorias mais baratas; em 

segundo lugar, as pesquisas genéticas e melhores práticas agrícolas 

impulsionaram a produção de mandioca; em terceiro lugar, o aumento do uso 

industrial da mandioca na Ásia, especialmente para a produção de etanol 

(FAO, 2012). 

Um dos fatores que determina a forma de aproveitamento das raízes de 

mandioca, se para indústria ou consumo humano, é o conteúdo de compostos 

cianogênicos – HCN. Na mandioca estes compostos são sintetizados nas 

folhas e armazenados nas raízes (BAINBRIDGE et al., 1998), os quais variam 

substancialmente em  razão da variedade, das condições de cultivo, da época 

de colheita e das condições ambientais (LORENZI, 2003).  

Variedades chamadas doces caracterizam-se por apresentarem níveis 

baixos de cianetos (<100 mg kg-1) de polpa de raízes frescas e podem ser 

consumidas com segurança após processos de cozimento normais. Já o grupo 

das variedades com concentrações de cianeto na raiz fresca acima 100 mg kg-1 

de polpa são chamadas amargas (BORGES et al., 2002) e precisam de um 

preparo adequado para o consumo humano. Por esta razão, essas variedades 

são normalmente utilizadas em processos industriais. 

Nesse sentido, dependendo do uso final da mandioca, ela pode ser 

classificada como mandioca de mesa, quando destinada ao comércio “in 

natura” ,e como mandioca industrial, quando é transformada em farinha e 

fécula (CEBALLOS, 2002). Na África e nas Américas a produção da mandioca 

é destinada basicamente ao consumo humano através de uso “in natura”, 

sendo subutilizada em seu potencial produtivo, pois o componente mais 

importante da raiz da mandioca é a fécula, a qual é usada na forma bruta ou 

modificada, e tende a crescer como insumo na indústria alimentícia, química, 

têxtil, farmacêutica, entre outros (LORENZI, 2003). 
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Na Ásia, a cadeia produtiva da mandioca tem se desenvolvido 

rapidamente e este desenvolvimento parece estar ancorado em variedades 

mais produtivas com rendimento bem acima da produtividade média mundial, 

tornando-a a maior exportadora de subprodutos da mandioca (HOWELER, 

2003).  

Entretanto, apesar do consumo per capta da mandioca ser elevado na 

África (62 kg hab-1 ano-1
) e América do Sul (31,8 kg hab-1 ano-1

), bem como sua 

vasta utilização em produtos industriais na Ásia, seu rendimento médio global é 

muito baixo (13 t ha-1). Isso se deve principalmente à sua expansão ter ocorrido 

em áreas de solos pobres e marginais, cultivada quase exclusivamente em 

minifúndios, uma vez que os melhores solos são destinados, geralmente, a 

culturas consideradas nobres, do ponto de vista econômico (SOUZA et al., 

2006a).  

2.2  Panorama da cultura da mandioca no Brasil 

No Brasil, a cultura da mandioca de mesa ou industrial tem uma 

importância econômica, social e cultural significativa. Cultivada em quase todo 

o Território Nacional, ocupando uma área de 1,5 milhões de hectares e com 

uma produção de 21 milhões de toneladas de raiz, é a base econômica de 

milhares de pequenas propriedades e a segurança alimentar de milhões de 

brasileiros, principalmente nas regiões Norte e Nordeste do país, o qual tem 

como maiores produtores os estados do Pará, Paraná, Bahia e Maranhão  que, 

juntos, representam cerca de 55% da produção nacional (IBGE, 2014).  

Embora o país ocupe a 4ª colocação no ranking entre os principais 

países produtores, a participação brasileira na produção mundial já atingiu 30% 

em 1970, colaborando com 31% desta produção; porém, atualmente, se situa 

em torno de 8% (FAO, 2014). Esta redução tem sido atribuída a diversos 

fatores como: forte avanço nos plantios na África e Ásia; substituição dessa 

cultura por outros produtos agrícolas, levando à redução de áreas de plantio da 

mandioca, principalmente as que apresentavam alta produtividade (NASSAR, 

2006); menor consumo animal se comparado à década de 70, atualmente 

substituída pelas rações balanceadas; redução no consumo humano de 

farinha, dando lugar e preferência às massas de trigo; escassez de mão-de-
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obra; fortes secas prolongadas na região Nordeste (SEAB, 2013) e baixa 

disponibilidade de manivas-semente de boa qualidade genética e fitossanitária 

para o plantio (SOUZA et al. 2009).  

Outro aspecto importante está relacionado com a produtividade da raiz 

de mandioca que, apesar de sua importância socioeconômica, tem 

apresentado ao longo de décadas uma baixa média nacional, em torno de 13 t 

ha-1 (IBGE, 2014). Isto tem sido atribuído ao fato dessa cultura ser considerada 

rústica, em virtude de sua notável tolerância a estresses abióticos, sendo 

comumente cultivada em solos com baixo teor de nutrientes, em geral aqueles 

considerados inaptos para a maioria dos cultivos; ser cultivada 

predominantemente por pequenos agricultores carentes em recursos técnicos e 

econômicos que pouco utilizam calcário e adubos, e pela pouca ou nenhuma 

utilização das tecnologias disponíveis (FUKUDA et al., 1997).  

Apesar da mandioca apresentar grande capacidade de adaptação, ela 

extrai elevadas quantidades de nutrientes do solo. Em média, para cada 

tonelada de raiz produzida, podem ser extraídos do solo 2,33 e 4,91 kg de N, 

0,52 e 1,08 kg de P, 4,11 e 5,83 kg de K, 0,61 e 1,83 kg de Ca e 0,34 e 0,79 kg 

de Mg, acumulados, respectivamente, nas raízes e na planta total (LORENZI, 

1978; HOWELER, 1981), além do que, de todo o material colhido (raízes e 

parte aérea),  praticamente quase nada retorna ao solo sob a forma de 

resíduos culturais (GOMES & SILVA, 2006). 

Agregando-se a estes fatos, outro aspecto que está arraigado às 

práticas cotidianas de algumas regiões é o cultivo contínuo em uma mesma 

área, além do que, entre as culturas anuais, a mandioca possui brotação e 

desenvolvimento lentos na fase inicial, o que acarreta pouca proteção ao solo 

e, consequentemente, deixa os mandiocais sujeitos a acentuadas perdas de 

solo e água por erosão (FIALHO & VIEIRA, 2011), contribuindo para a 

degradação da estrutura do solo, o que também faz decrescer a produtividade 

a cada ano, pois, mesmo produzindo em solos exauridos, é uma cultura que 

esgota os solos, não garantindo sua produção ao longo do tempo (SOUZA et 

al., 2006a). 

Assim, torna-se imprescindível a adoção de práticas de manejo 

sustentável do solo visto que, em condições ótimas, o potencial de 

produtividade dessa cultura pode alcançar 80 – 90 t ha-1 ano-1 (EL- 

SHARKAWY, 2012), sendo essencial a utilização de adubação adequada, a 
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adoção de práticas de controle da erosão do solo, consorciação, cultivo em 

aléias, preparo reduzido do solo, além de plantios em fileiras duplas e rotação 

de culturas (SOUZA et al., 2006a). 

A questão dessa cultura tolerar baixas condições de fertilidade química 

do solo produzindo satisfatoriamente, mesmo sem a aplicação de fertilizantes 

como é tradicionalmente cultivada (EZETA & CARVALHO, 1982), tem sido 

relacionada à associação de micro-organismos envolvidos na nutrição com 

nitrogênio, fósforo e outros nutrientes do solo. Estudos evidenciaram que a 

ocorrência de bactérias diazotróficas na mandioca e a associação de suas 

raízes com fungos micorrízicos arbusculares, são capazes de exercer efeitos 

significativos no crescimento e rendimento da mandioca (BALOTA et al., 1997). 

2.3  Micropropagação da mandioca 

 Diante da relevância dessa atividade agrícola nas regiões Norte e 

Nordeste e com a finalidade de promover a redução das desigualdades 

regionais e a inclusão social, gerando ocupação produtiva e melhor nível de 

renda, vários órgãos de pesquisa estão desenvolvendo novas variedades de 

mandioca e melhorando as já existentes, objetivando recuperar o vigor, o 

incremento do rendimento das raízes e a resistência a pragas e doenças, 

empregando técnicas de cultura de tecido como uma forma de superar os 

problemas associados ao método de propagação tradicional (SOUZA et al., 

2009). 

Como a mandioca é tradicionalmente propagada vegetativamente, 

mediante a semeadura de pedaços do caule (manivas-sementes), 

frequentemente observa-se no momento da colheita um número inferior de 

plantas em relação ao de manivas plantadas, devido a não brotação de 

manivas ou à morte de plantas, levando a uma desuniformidade no 

desenvolvimento das plantas, e isto se deve ao envelhecimento fisiológico 

causado por multiplicações sucessivas, associadas à falta de seleção do 

material de plantio e no acúmulo de patógenos nas suas manivas (SOUZA et 

al., 2006b). 

Outro aspecto em espécies propagadas assexuadamente é a utilização 

de material de plantio infectado, o qual pode se constituir num importante 
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veículo de disseminação de pragas e doenças, contribuindo para uma 

significante redução no rendimento além do que, a taxa de multiplicação da 

mandioca é baixa, haja vista que por esta via obtem-se, em média, 8 a 12 

estacas de uma planta madura com 12 meses de vida (MATTOS et al., 2006). 

Nesse sentido, a técnica de propagação vegetativa in vitro, também 

denominada micropropagação em função do tamanho dos propágulos 

utilizados, é considerada a aplicação mais concreta e de maior impacto da 

cultura de tecidos vegetais (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998), visto que 

ela viabiliza, em um curto espaço de tempo, um elevado número de material de 

plantio idêntico à planta matriz e com excelentes condições sanitárias, 

permitindo o estabelecimento de plantios em larga escala bastante uniformes 

(RAAMAN & PATHARAJAN, 2006) e com rendimentos superiores aos obtidos 

em cultivos convencionais (MATTOS et al., 2006), além de conservar o 

germoplasma de mandioca com rendimentos mais elevados (VAN STADEN et 

al., 2008).  

Apesar dos múltiplos benefícios promovidos por essa biotecnologia, às 

mudas micropropagadas apresentam menos vigor e baixo desempenho, 

quando transferidas das condições in vitro para ex vitro, tornando-se mais 

suscetíveis a estresses ambientais (MELLO et al., 2002). Isto ocorre devido ao 

sistema estéril e asséptico no qual as plantas são produzidas, eliminando 

micro-organismos que podem favorecer o estabelecimento das mudas 

micropropagadas (PANICKER et al., 2007), visto que alguns destes micro-

organismos produzem ou induzem à produção de metabólitos primários e 

secundários que podem conferir diversas vantagens às plantas hospedeiras 

como: o aumento de tolerância a estresses abióticos (BOGINO et al., 2013), a 

promoção de crescimento (SHARMA et al., 2014) e o controle biológico de 

fitopatógenos (LIU et al., 2014). Tais micro-organismos são definidos como 

endofíticos, pois vivem inter e intracelularmente dentro dos tecidos da planta, 

sem induzir sintomas patogênicos enquanto interagem com o hospedeiro 

bioquimicamente e geneticamente (SCHULZ & BOYLE, 2006). 

2.4  Bactérias promotoras de crescimento em plantas (BPCPs) 

Frente a esse cenário, os micro-organismos representados por seres 

pertencentes aos domínios Archaea, Bacteria e Eukarya merecem destaque, 
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uma vez que desempenham atividades que asseguram a estabilidade e 

produtividade dos sistemas agrícolas e ecossistemas naturais, por participarem 

ativamente dos ciclos biogeoquímicos e da ciclagem de matéria orgânica, além 

de estabelecer interações diversas com os demais seres vivos sendo, portanto, 

fundamentais para a manutenção e sobrevivência das comunidades vegetais e 

animais (MOREIRA & CAMPOS, 2013). 

Entre estes micro-organismos, as bactérias representam domínio mais 

abundante, como também desempenham papel importante na ciclagem de 

nutrientes. Um desses processos é a fixação biológica de nitrogênio (FBN) 

atmosférico, que é realizada por bactérias conhecidas como diazotróficas, as 

quais apresentam alta diversidade morfológica, fisiológica, genética e 

filogenética. Tal diversidade garante a ocorrência delas nos mais diferentes 

habitats, podendo ser de vida livre, estar associadas a espécies vegetais ou, 

ainda estabelecer simbiose com leguminosas (GLICK, 2012; MOREIRA et al., 

2013a). 

Quando livres no solo, as bactérias não interagem com a planta, mas 

realizam a FBN para suprir suas necessidades, independentemente da planta. 

Já quando associadas, as bactérias colonizam o interior das plantas, 

superfícies de raízes, caules, colmos e folhas, nos quais realizam a FBN, sem 

formar estruturas específicas. Nas simbioses, estabelece-se uma interação 

com compatibilidade genética, bioquímica e fisiológica, em que há formação de 

uma estrutura específica, pela qual ocorrem trocas entre o simbionte (bactéria) 

e o hospedeiro (planta), onde a bactéria fornece nitrogênio (N) para a planta 

em troca de carboidratos (MOREIRA et al., 2013b).  

Sendo o N um nutriente de grande importância agrícola devido à sua 

elevada demanda pelas plantas, é necessário que ele esteja disponível no solo 

e que entre em contato com as raízes. No entanto, vários solos, principalmente 

na região tropical, não possuem teores de N-disponível para suprir em 

quantidades suficientes o crescimento vegetal, resultando em menor produção 

agrícola. Para garantir uma boa produtividade é necessário que esse nutriente 

seja aportado ao sistema pela adição de compostos ricos nesse elemento 

(estercos, restos culturais, adubos verdes e fertilizantes químicos) (SANTOS et 

al., 2008). 

No entanto, para a cultura da mandioca, o custo dos adubos químicos 

e/ou orgânicos, quando adquirido fora da propriedade, pode chegar a 35% – 
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40% do custo de produção, o que torna a prática inviável para a maioria dos 

pequenos agricultores. Além disso, na região semiárida do nordeste brasileiro, 

onde a mandioca é a base alimentar dos sistemas agrícolas de pequenos 

produtores, a reposição de nutrientes utilizando adubos químicos praticamente 

não existe (SOUZA et al., 2006a). 

Nesses modelos de agricultura, tecnologias que envolvam o processo de 

FBN muitas vezes afirmam-se como a única possibilidade de viabilização e 

sustentabilidade da agricultura (CATTELAN & GRASSANO, 2007; GLICK, 

2012). Portanto, graças a esses sistemas fixadores de nitrogênio, o gás N2 

presente abundantemente na atmosfera em sua forma mais estável, é capaz 

de transformar o N2 presente no ar, em amônia (NH3), forma que pode ser 

absorvido pelas plantas e, assim, ser incorporado aos compostos orgânicos. 

Além de fixar nitrogênio e contribuir diretamente com a nutrição vegetal 

de várias espécies como milho, arroz, braquiária e cana-de-açúcar a interação 

entre bactérias diazotróficas associativas e plantas também exerce outros 

benefícios que auxiliam, direta ou indiretamente, o crescimento vegetal. Assim, 

tais bactérias são consideradas promotoras de crescimento de plantas 

(BPCPs) e podem ser isoladas de várias espécies vegetais (MOREIRA et al., 

2010; SARKAR & REINHOLD-HUREK, 2014). 

Os principais mecanismos mediante os quais as BPCPs promovem o 

crescimento das plantas de forma direta e indireta compreendem: solubilização 

de fosfatos inorgânicos (RICHARDSON & SIMPSON, 2011) auxiliando a planta 

na absorção de fósforo; solubilização de zinco (SARATHAMBAL et al., 2010); 

oxidação de enxofre (EL-TARABILY et al., 2006), síntese de fitormônios como 

auxinas e giberelinas e citocininas (KUREPIN et al., 2014); síntese de 

sideróforos, atuando na quelatização de íons de ferro, e como agentes 

biopesticidas, reduzindo a intensidade do inóculo ou das atividades 

determinantes da fitomoléstia (MALFANOVA et al., 2011). 

Entre esses mecanismos, a síntese de fitormônios pelas BPCPs é, 

provavelmente, um dos mecanismos mais importantes sobre o 

desenvolvimento vegetal, visto que a produção destes reguladores de 

crescimento faz parte do metabolismo de diversas espécies de bactérias 

associadas aos vegetais. Os principais efeitos relacionados com a ação de 

fitormônios produzidos por micro-organismos sobre o desenvolvimento vegetal 

consistem em alterações morfológicas no sistema radicular, incluindo aumentos 
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no comprimento e volume radicular, número e comprimento das raízes laterais 

(BASHAN & DE-BASHAN, 2010; CASSÁN et al., 2014). Estes efeitos têm sido 

associados ao aumento da resistência vegetal contra estresses hídricos e 

nutricionais e ao aumento da eficiência de uso da água e de fertilizantes 

(FIGUEIREDO et al., 2008; CARVALHAIS et al., 2013). 

BPCP tem sido identificado em vários gêneros de alfa e beta 

proteobactéria, incluindo Actinoplanes, Agrobacterium, Alcaligens, 

Amorphosporangium, Arthrobacter, Azoarcus, Azospirillum, Azotobacter, 

Bacillus, Beijerinckia, Bradyrhizobium, Burkholderia, Cellulomonas, Citrobacter, 

Derxia, Enterobacter, Erwinia, Flavobacterium, Gluconacetobacter, 

Herbaspirillum, Klebsiella, Pantoea, Paenibacillus, Pseudomonas, Rhizobium, 

Serratia, Streptomyces e Xanthomonas (SPAEPEN et al., 2009; DASH & 

GUPTA, 2001;  SAHARAN & NEHRA, 2011).   

Azospirillum, Acetobacter e Herbaspirillum são os exemplos de gêneros 

mais conhecidos de bactérias associativas. No entanto, apesar da contribuição 

das bactérias associativas para nutrição vegetal já ter sido comprovada por 

métodos que utilizam 15N, essa contribuição não é tão expressiva como nos 

sistemas simbióticos, pois estas estão em íntima relação com a planta, o que 

minimiza perdas por interferência dos inúmeros fatores químicos, físicos e 

biológicos do solo (MOREIRA et al., 2013b). 

Assim, o uso de combinações de isolados com diferentes capacidades 

metabólicas (FBN, mobilização-P, produção de fitormônios e antibióticos) tem 

sido recomendado para aumentar a eficiência de biofertilizantes contendo 

BPCPs em plantas leguminosas (ARAÚJO & HUNGRIA, 1999; FIGUEIREDO 

et al., 2008; RODRIGUES et al., 2012) e não leguminosas (OLIVEIRA et al., 

2006; BASHAN et al., 2014), principalmente em solos que apresentam baixos 

teores de  matéria orgânica e alta fixação de fósforo (P), o que os torna pouco 

eficientes em fornecer nitrogênio e fósforo para as plantas, limitando a 

produção.  

2.5  Fungos micorrízicos arbusculares (FMA) 

Os fungos micorrízicos têm sido sugeridos como uma alternativa para a 

biofertilização, visto que micorrizas são associações simbióticas estabelecidas 

entre raízes e fungos do solo que têm efeitos diretos e indiretos sobre a planta 
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hospedeira. Esses efeitos podem ser fisiológicos, nutricionais e bioprotetores, 

mas são os efeitos nutricionais os que podem melhorar o crescimento e 

produtividade das plantas (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006; SMITH & READ, 

2008; HODGE & STORER, 2015).  

Existem diferentes tipos de micorrizas formadas a partir de combinações 

entre diferentes filos de fungos com diferentes grupos de plantas hospedeiras, 

os quais se distinguem morfologicamente, formando tipos anatômicos e 

funcionais de micorrizas conhecidas como: micorrizas arbusculares (FMA), 

ectomicorrizas, micorrizas orquidoides, micorrizas ericoides, micorrizas 

arbutoides, micorrizas monotropoides e ectendomicorrizas. O que as 

diferenciam é o modo de penetração intrarradicular da hifa fúngica. Nos FMA, 

há formação de estruturas especializadas denominadas vesículas e arbúsculos 

nas células do córtex da raiz que penetram na parede celular da planta 

(STÜMER & SIQUEIRA, 2013). 

Esta capacidade de formar FMA é restrita a fungos pertencentes ao filo 

Glomeromycota (SCHÜßLER, 2001; OEHL & SIEVERDING, 2004; 

SIEVERDING & OEHL, 2012), organizados em três classes, compostas por 5 

ordens, 14 famílias, 29 gêneros (OEHL et al., 2011) e com cerca de 250 

espécies (JANSA et al., 2014). Todos os organismos deste filo são biotróficos 

obrigatórios que se associam com praticamente 90% das plantas vasculares e 

mais de 80% de todas as plantas terrestres (SMITH & READ, 1997; WANG & 

QUI, 2006), em maior ou menor grau de micotrofismo (JANOS, 1987). Além 

disso, é provável que eles sejam os fungos de solo mais abundantes na 

maioria dos ecossistemas tropicais, principalmente nos sistemas agrícolas, 

onde os solos são, em geral, ácidos e pobres em nutrientes (NOTTINGHAM et 

al., 2013). 

O estabelecimento desta simbiose micorrízica arbuscular resulta de uma 

sequência complexa de interações entre as hifas fúngicas e as células das 

raízes. Entre essas interações estão estímulos químicos e quimiotropismo para 

germinação e direcionamento das hifas no solo; reconhecimento dos sinais 

moleculares para a formação de apressórios na superfície das raízes; 

regulação funcional e compatibilidade entre a planta e o fungo, envolvendo, 

provavelmente, hormônios e proteínas específicas para colonização do córtex 

radicular e formação de estruturas como arbúsculos, vesículas e esporos. Além 

do crescimento intrarradicular, os FMA formam uma imensa rede micelial que 
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explora microambientes não alcançados pelas raízes (SIQUEIRA et al., 1991; 

LAMBAIS & RAMOS, 2010). 

Esses mecanismos de regulação ainda são pouco conhecidos; no 

entanto, todos esses passos são modulados pelo ambiente, particularmente 

pela disponibilidade de nutrientes no solo, principalmente de fósforo (P). Em 

condições de baixa concentração deste nutriente, a simbiose desenvolve-se 

plenamente enquanto que, em condições inversas, seu desenvolvimento é 

restrito. Assim sendo, solos com baixa disponibilidade de P são favoráveis à 

micorrização, condição onde a planta pode obter o maior benefício desta 

simbiose (ELBON & WHALEN, 2014). 

Do ponto de vista agronômico, plantas colonizadas com FMA podem ser 

favorecidas na absorção de nutrientes inorgânicos como fósforo (SMITH et al , 

2012), nitrogênio (MATSUMURA et al., 2013), ferro (CARIS et al., 1998), zinco, 

cobre, cádmio (LI et al., 1991; BÜRKERT & ROBSON, 1994; CABALA et al., 

2009) e boro (CLARK & ZETO, 2000), além de proteger contra patógenos 

radiculares contribuindo como  maiores taxas de crescimento, sobrevivência e 

alocação de biomassa (JUNG et al., 2012).  

Outros aspectos que têm dado ênfase sobre os benefícios dos FMA são: 

de amenizar os estresses das plantas causados pela presença de elementos 

tóxicos no solo (ZHENG et al., 2015), de aumentar a tolerância e resistência a 

solos salinos (MAIA & YANO-MELO, 2005; ESTRADA et al., 2013), de interferir 

nas relações água-planta aumentando a tolerância ao déficit hídrico (BASLAM 

et al., 2014), além de auxiliar no processo de formação de agregados do solo 

(PENG et al., 2013), o que melhora tanto a conservação da água como a 

aeração do solo: dois fatores que impactam diretamente o crescimento das 

plantas (STÜMER & SIQUEIRA, 2013). 

Embora os FMA sejam componentes importantes nos ecossistemas 

naturais, eles não apresentam especificidade em relação ao hospedeiro; 

porém, as espécies vegetais exibem variado grau de dependência micorrízica 

(JANOS, 1987; MIRANDA, 2008). Tal característica depende exclusivamente 

do genoma da planta, o qual varia de acordo com a influência de outras 

características genéticas da planta, como: exigência nutricional, eficiência da 

absorção das raízes, taxa de crescimento, reserva de nutrientes da semente, 

além da distribuição e morfologia do sistema radicular (HETRICK et al., 1996).  
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A mandioca, como muitas espécies de plantas da região tropical, exibe 

um hábito e um grau considerável de dependência micorrízica para seu 

crescimento ideal (HABTE & BAYAPPANAHALLI, 1994; MERGULHÃO, 2001) 

e sabe-se que, na técnica de micropropagação, grande parte dos micro-

organismos são eliminados, o que pode dificultar o estabelecimento das mudas 

e seu crescimento após o transplantio, tornando-as mais suscetíveis a 

estresses ambientais, como o ataque de micro-organismos sapróbios e 

eventuais patógenos (GRANGER et al., 1983). 

Nesse sentido, diante dos potenciais benefícios da associação 

micorrízica arbuscular para as plantas, os FMA têm sido utilizados como uma 

ferramenta biotecnológica em sistemas de micropropagação de plantas com 

resultados positivos na redução do tempo de aclimatização (ESTRADA-LUNA 

& DAVIES, 2003; KAPOOR et al., 2008); na melhoria da nutrição das plantas 

(SMITH & SMITH, 2012) e na maior tolerância a estresses causados por 

patógenos nas raízes (LOVATO et al., 2014). 
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Acclimatization of inoculated seedlings of Manihot esculenta Crantz 
in vitro with plant growth-promoting bacteria 
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ABSTRACT - Micropropagation offers important advantages in a vegetative 
propagated crop, such as cassava, because it allows the elimination of 
pathogens in infested areas, rejuvenates planting material, recovers the vigor 
and the productivity and offers in a short time a great quantity of seedlings. The 
aim of this study was to evaluate the effect of inoculation of plant growth -
promoting bacteria (PGPB) in in vitro cassava seedlings at the acclimatization 
phase. The experiment was conducted in a greenhouse. The cultivars studied 
were "BRA Pretinha III" and "BRS Poti Branca". The PGPB were Azospirillum 
Amazon (BR11140), Herbaspirillum seropedicae (BR 11175), Paenibacillus 
brasiliensis (24), Paenibacillus graminis (MC 0421), Paenibacillus durus (V 
2232), Gluconacetobacter diazotrophicus (BR 11284) and Streptomyces sp (S 
30). The analysis of electron microscopy showed a satisfactory colonization in 
roots, with the exception of plants inoculated with bacteria of the genus 
Paenibacillus, which showed a low colonization. The strains used, although not 
homologous, optimized seedling height, stem diameter, shoot dry matter, root 
dry matter and accumulated nitrogen, which can provide a greater tolerance to 
abiotic stresses promoted by plant's transfer from an in vitro medium to an ex 
vitro medium. The cultivar "BRS Poti Branca" showed a greater interaction with 
the strain Glucanoacetobacter diazotrophicus. The cultivar "BRA Pretinha III" 
had more interactions with the strains G. diazotrophicus, Streptomyces sp., H. 
seropedicae and Paenibacillus brasiliensis. PGPB provided a better 
performance with "BRA Pretinha III" cultivar in relation to "BRS Poti Branca" 
cultivar. 
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1. Introduction 

Cassava (Manihot esculenta Crantz) is one of the most explored cultures 

in world agriculture, occupying about 20 million hectares, with a production of 

approximately 276 million tons of roots, shared almost entirely by African (57%) 

Asian (31%) and American (10%) continents (FAO, 2014). The reason for its 

wide use is due mainly to its ability to adapt to different climate and soil 

conditions, besides the ease of cultivation and its various uses. 

The micropropagation technique has offered significant advantages in a 

vegetative propagated crop such as cassava because, in addition to recover 

vigor and productivity, it has also made possible a fast multiplication of a large 

number of seedlings identical to the mother plant, free of pests and diseases, 

throughout the year (Pasqual et al., 2014). However, micropropagated plants, 

due to auxotrophic cultivation, eliminate pathogenic micro-organisms, such as 

those associated with the plant, making them more susceptible to 

environmental stresses since some of these microorganisms produce or induce 

the production of primary and secondary metabolites that may be of a number 

of benefits to the host plant (Lorentte and Larraburu, 2013). 

Among these microorganisms, bacteria play an important role in nutrient 

cycling. They may be of free-living, associated with plant species or they can 

even establish a symbiosis with legumes (Figueiredo et al., 2010a). Such 

bacteria, besides fixing nitrogen (Hoffman et al., 2014), also have other benefits 

that support, directly or indirectly, plant growth. Thus, they are seen as plant 

growth -promoting bacteria (PGPB) and can be isolated from several plant 

species. 

Studies with PGPB showed that this biotechnological tool has an 

important role for survival (Bashan et al., 2014), growth and development of 

micropropagated plants by suppressing diseases, production and/or altering the 

concentration of plant hormones, besides increasing efficiency in absorbing 

nutrients (Vessey, 2003). The present study was performed to evaluate the 

effect of PGPB strains inoculation in in vitro cassava seedlings at the 

acclimatization stage of micro cassava seedlings. 

2. Material and Methods  



    

 

45 
 

2.1  Multiplication and preparation of inoculants 

For the multiplication and preparation of inoculants, strains of 

Azospirillum amazonense (BR 11140), Herbaspirillum seropedicae (BR 11175) 

and Gluconacetobacter diazotrophicus (BR 11284) were used. They belonged 

to the collection of the National Research Center of Agrobiology (CNPAB, RJ-

Brazil), Streptomyces sp. (S 30) to the collection of the Federal University of 

Pernambuco (UFPE, Department of Antibiotics) and Paenibacillus durus (V 

2232), Paenibacillus graminis (MC 0421), Paenibacillus brasiliensis (24) to the 

collection of the Federal University of Rio de Janeiro (UFRJ, Institute of 

Microbiology). To obtain the inoculants, strains were grown in Erlenmeyer flasks 

containing culture-specific media. Strains BR 11140, BR 11175 and BR 11284 

were grown in the culture medium DYGS (Dextrose Yeast Glucose Sucrose) for 

48 hours, whereas for strains MC 0421, 24, V 2232 a TSB culture medium was 

used (Trypticase soy broth) for 24 or 48 hours according to the bacterial strain. 

On the other hand, the strain S 30 grew in an AYA culture (Arginine, Yeast and 

Agar) for 120 hours (all strains were subjected to constant agitation at 200 rpm 

at 29°C). 

2.2  Selection and disinfection of stem cuttings 

Stem cuttings of “BRS Poti Branca” and “BRA Pretinha III” were 

disinfected following instructions by Araújo et al., (2002). The experiment was 

conducted in a greenhouse and the stem cuttings were planted in trays for 

germination containing a mixture of substrate + washed sand (1:1), autoclaved 

at 120°C, 101 KPa, for 1 hour; the pH was adjusted to 6.0 and they were 

maintained at field capacity until sprouting. 

2.3  Isolation of shoots, establishment of apexes and multiplication of 

cassava plants 

The shoots were collected from 15 days after planting (DAP), 

decontaminated in a laminar flow cabinet according to the method described by 

Souza et al. (2009). The apexes were isolated and established in the nutritive 
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medium MS (Murashige and Skoog, 1962), supplemented with thiamine-HCl (1 

mg/L), inositol (100 mg/L), naphthalene acetic acid (NAA) (0.02 mg/L), 

benzylaminopurine (BAP) (0.04 mg/L), gibberellic acid (GA3) (0.05 mg/L), 

sucrose (20 g/L) (ROCA et al., 1991), and agar (8 g/L). The multiplication was 

conducted according to Souza et al. (2009). The plants were kept in a growth 

chamber under temperature conditions of 26 ± 1°C, artificial light (1948 lux) with 

a photoperiod of 16 hours. 

2.4  PGPB inoculation 

In vitro seedlings, when they presented roots and leaves in abundance, 

were inoculated according to the methodology described by Reis et al. (2004), 

by which each plant received a 2 ml suspension of bacteria, grown in a specific 

medium, having a bacterial density of ~108 cells.ml-1. In the control treatment 

(CT), the bacterial suspension was not added. They were then kept in a growth 

chamber for 10 days at 26 ± 1°C under artificial light (1948 lux) with a 

photoperiod of 16 hours. To evaluate the ability to colonize, at 10 days after 

inoculation root fragments were collected from in vitro plants (~ 1-2 cm length), 

washed in 0.1M sodium cacodylate buffer, pH 7.4, and then fixed in 0.1 M 

cacodylate buffer and 2.5% glutaraldehyde (Sigma Aldrich). Post-fixation was 

performed with osmium tetroxide at 1% (Sigma Aldrich). They were then 

washed in 0.1 M cacodylate buffer, dehydrated with ethanol and, after obtaining 

dry matter, a plating coverage of the material by a thin layer of gold was 

performed for viewing of bacterial isolates on a Scanning Electron Microscopy 

(SEM). 

2.5  Acclimatization 

To evaluate the effects of PGPB inoculation in cassava seedlings in the 

acclimatization phase, an experiment was conducted in a greenhouse at the 

Headquarters of the Agronomic Institute of Pernambuco - IPA.  The soil used 

was classified as Orthic Carbic Spodosol (EMBRAPA, 2013), with a sandy 

texture, having the following features in the layer 0-20 cm:  pH H2O: 5.50; 16 

mg dm-3 of P; 0.06 cmolc dm-3 of K, 1.30 cmolc dm-3 of Ca2+; 0.70 cmolc dm-3 of 
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Mg+2, 0.15 cmolc dm-3 of Al and 4.63 cmolc dm-3 of H. The substrate had a pH in 

water of 5.0 +/- 0.5. The recorded temperature and the humidity ranged 

between 30-32ºC and 50-55% during the day, respectively. The plantlets from 

the cultivation of meristems, after 10 days of inoculation and in a suspension 

with PGPB, were planted in disposable plastic cups with 0.5 L and 12 cm deep, 

filled with a mixture of soil + ground substrate at the ratio of 1:1, sterilized at 

120°C, 101 KPa, for 1 hour and the pH was adjusted to 6.0. For maintenance of 

moisture, the plants were covered with a plastic cup (Souza et al., 2009). At 20 

DAP, the cups were removed and the plants were fed with a Hoagland and 

Arnon (1950) solution, modified according to Silveira et al., (1998). Harvest was 

done at 52 days after inoculation in vitro and the following variables were 

evaluated: bacterial colonization, survival, plant height, root length, stem 

diameter, shoot dry matter (SDM), root dry matter (RDM), nitrogen accumulated 

in the shoot (NacSDM) and SDM/RDM ratio. 

2.6  Statistical analysis 

The experimental design was a randomized block design, in a factorial 

design (8 x 2), consisting of seven strains of bacteria, plus 1 control treatment 

(no bacteria) and two cassava cultivars, with three replications.  Each variable 

studied was subjected to analysis of variance (ANOVA) using the statistical 

software SISVAR 5.1 Build 72, with significance levels of 5% by F test and the 

means compared by Tukey test (p<0.05). 

3. Results and Discussion 

3.1  Cassava micropropagated plant survival to bacterial colonization 

The scanning electron microscopy (SEM) enabled to confirm the 

effectiveness of the bacterial colonization process in cassava seedlings in vitro. 

It was observed that all inoculated strains had the ability to colonize the roots of 

the two cassava cultivars (Fig. 1 and 2). This is an essential factor for a long-

term association, because, according to Bashan and de-Bashan (2005), when 

PGPB are not associated with epidermal root cells, the metabolites excreted by 
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the bacteria diffuse in the rhizosphere and are consumed by microorganisms 

even before bringing benefits to the host.  

Generally, strains preferentially colonized the surface of the roots. 

However, bacterial colonization of internal tissues may not have been confirmed 

microscopically due to section of cuts and sample preparation, for bacteria of 

the genus Azospirillum sp may be found endophytically, whereas bacteria of the 

genus Herbaspirillum sp and Gluconacetobacter sp are mandatory endophytic 

(Baldani and Baldani, 2005). The PGPB that best colonized the roots when 

observed in high resolution were Gluconacetobacter diazotrophicus (BR 

11284), Azospirillum amazonense (BR 11140), Herbaspirillum seropedicae (BR 

11175) and Streptomyces sp. (S 30), while the seedlings inoculated with strains 

of the genus Paenibacillus (24, V 2232 and MC 0421) did not show this 

colonizing feature, displaying visually a low colonization in relation to the others 

(Fig. 1B to 1D and 2B to 2D). Recognition mechanisms of plant-bacteria 

culminate in adaptation and colonization of plant tissues, which are very 

specific. This interaction creates a distinction among beneficial symbionts, 

saprophytic and pathogenic parasites. It is believed that there are subtle 

differences in plant-bacteria recognition molecules that are controlled by many 

genes and metabolic pathways, and for one strain, many pathways may be 

involved in the colonization process, which are influenced by the species of 

plant, type of soil and environmental conditions (Weller, 2007). 

3.2. PGPB inoculation and development of cassava seedlings 

After the acclimatization period, the survival rate (Fig. 3) for cv. "BRS Poti 

Branca" ranged from about 54% to 100%, while for the cv. "BRA Pretinha III" 

this value ranged from 50% to 96%. The genus Streptomyces sp gave the 

cultivar "BRA Pretinha III" a greater survival rate (96%) if compared to the 

control (without inoculation), while for the cv. "BRS Poti Branca" the survival 

rate was 100% for control seedlings. It is common that seedlings transferred to 

ex vitro conditions show a high mortality due to non-functional stomata, 

underdeveloped root system and leaves not thick or with little or no cuticular 

wax (Kapoor et al., 2008).  
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Despite the fact that the genera A. Amazonas, G. diazotrophicus, H. 

seropedicae and Streptomyces sp do not favor 100% survival for the two 

cultivars, such results (96% to 83%) correspond to satisfactory survival values, 

because, according to Huerres and Carballo (1998), a survival rate above 85% 

is considered good in vivaria. Oliveira et al. (2000), studying cassava cuttings 

from a tissue culture, but without being bacterized, obtained, during the 

acclimatization period, a 92%, 82% and 95% efficiency, respectively.  

On the other hand, inoculation with genres Paenibacillus provided the 

highest mortality rates (33% - 50%), and the lowest survival rates occurred 

when "BRA Pretinha III" was inoculated with genera P. graminis and P. durus 

(Fig. 3). The fact that cassava seedlings from both cultivars did not increase its 

resistance to supposed biotic and abiotic stresses from the acclimatization 

period, when inoculated with the genus Paenibacillus sp, could be explained by 

a small plant-bacteria interaction, since this process is complex and may be 

affected by various biotic and abiotic factors, such as density of the inoculum, 

host species, cultivar, temperature (Pillay and Novak, 1997), seasonal 

variations, types of plant tissue (Kuklinsky-Sobral et al., 2004), soil type 

(Fromim et al., 2001), and the interaction with other microorganisms (Figueiredo 

et al., 2010b). 

Considering the root length, at 42 days after planting (Table 1), the 

PGPB inoculation in seedlings of both cultivars showed no significant 

differences by the Tukey’s test (p<0.05). A research conducted by Mathur et al., 

(2008) found that micropropagated plants often have small root systems. They 

indicate a significant difference in cassava's stem diameter (p<0.05) regarding 

the effects of PGPB in each cultivar. In the cv. "BRA Pretinha III", all PGPB 

promoted a significant increase in the thickness of the stem diameter when 

compared to the control treatment (CT). On the other hand, in cv. "BRS Poti 

Branca", the strains P. durus, P. graminis, P brasiliensis and A. amazonense 

induced a significant decreased (p<0.05) compared to the control treatment. 

The thickest stems were observed when seedlings of both cultivars were 

inoculated with the strain G. diazotrophicus (Table 1) with an increase of 53% 

and 25% for cv. "BRA Pretinha III" and "BRS Poti Branca", respectively. In this 

sense, it is expected that cuttings with higher neck diameters may lead to plants 

with more vigorous root systems, favoring survival in the field, initial 
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development, tolerance to dry summers and high winds and, consequently, 

increased production (Santos et al., 2004). 

With the exception of the strain P. graminis, all PGPB significantly 

stimulated (p<0.05) seedling height (SH) compared to CT in the cultivar "BRA 

Pretinha III". However, the strains P. graminis and P. brasiliensis induced a 

significant decrease (p<0.05) in SH of "BRS Poti Branca". The strains H. 

seropedicae and G. diazotrophicus promoted increases of 67% and 19.7% in 

SH of “BRA Pretinha III” and “BRS Poti Branca”, respectively in relation to CT 

(Table 1). Although the beneficial effects of the inoculation of bacteria in plants 

and seeds indicate improved nutrition and productivity increase (Naik et al., 

2008), deleterious effects were also observed by Probanza et al., (1996), who 

reported a reduction in the length of shoots and roots, as well as biomass of 

pine plants (Pinus taeda L.), when inoculated with B. subtillus (BS1 and BS2). 

These results support the idea that the ability of PGPB to produce metabolites 

is not necessarily a prerequisite for the occurrence of an increased growth and 

production in plants because the beneficial effect depends on its concentration 

(Saharan and Nehra, 2011).  

Regarding the plant-bacteria interaction, considering the seedling height 

variable, the cultivars showed a significant difference by the Tukey´s test   

(p<0.05) when inoculated with genus Paenibacillus. The results showed that 

inoculation with P. graminis and P. durus in "BRS Poti Branca" showed a better 

seedling height development, while with P. brasiliensis a greater interaction in 

"BRA Pretinha III" cultivar (Table 1) occurred. This difference may be related to 

different photoassimilates produced by each cultivar, which provide specific 

carbon sources that may contribute to the attraction, retention or inhibition of a 

microorganism in the rhizosphere region (Valé et al., 2005). 

The results presented for the accumulation of shoot dry matter (SDM) 

(Table 2) indicate a significant difference in cassava's stem diameter (p<0.05) 

regarding the effects of PGPB in each cultivar. For the cultivar "BRA Pretinha 

III", the strains Streptomyces sp and H. seropedicae and G. diazotrophicus 

promoted a significant increase in SDM when compared to the control treatment 

(CT). P. graminis did not differ from CT. On the other hand, G. diazotrophicus 

promoted an increase in SDM in “BRS Poti Branca” cultivar compared to the 

control treatment, while P. durus, P. graminis and P. brasiliensis did not differ 

from CT. The strains Streptomyces sp and G. diazotrophicus promoted an 
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increase of 200% and 131% in the SDM accumulation in the cultivars "BRA 

Pretinha III" and "BRS Poti Branca", respectively (Table 2). 

In plant-bacteria interaction (Table 2), there was no significant difference 

(p<0.05) from cassava cultivars in relation to PGPB when inoculated with 

Paenibacillus graminis and P. brasiliensis and G. diazotrophicus. It was found 

that the strains P. graminis and G. diazotrophicus provided a greater benefit in 

SDM (46% and 32%) when inoculated on “BRS Poti Branca” in relation to "BRA 

Pretinha III", while the reverse occurred with the strain P. brasiliensis, which 

afforded an increase of 44% compared to the SDM of "BRS Poti Branca" (Table 

2). The results corroborate those obtained by Araújo (2008), when it was found 

that PGPB influence the plants to produce more shoot biomass, and this 

response is variable according to the plant and/or strain used.   

Regarding root dry matter (RDM), the results showed a significant 

difference (p<0.05) for the effects of PGPB in each cultivar (Table 2). The strain 

P. brasiliensis promoted an increase when inoculated in seedlings of the cultivar 

"BRA Pretinha III" if compared to CT, while P. graminis did not differ statistically 

from the CT. On the other hand, for the "BRS Poti Branca" cultivar, there was a 

significant increase (p<0.05) in the production of RDM when inoculated with G. 

diazotrophicus. However, no significant difference between P. durus and control 

(CT) was observed. The strains P. brasiliensis and G. diazotrophicus promoted 

an increase of 400% and  200% in the RDM accumulation in the cultivars "BRA 

Pretinha III" and "BRS Poti Branca", respectively in relation to CT (Table 2). 

No significant differences were observed (p<0.05) among PGPB and 

"BRS Poti Branca" cultivar for the shoot dry matter/root dry matter ratio 

(SDM/RDM), suggesting that the strains had no influence on this relation at this 

stage of plant's development. On the other hand, the seedlings of "BRA 

Pretinha III" cultivar, inoculated with the strain P. graminis (4.93 g/plant), were 

not significantly different by Tukey test (p<0.05) when compared to other 

bacteria, except in seedlings inoculated with Streptomyces sp. (2.47 g/plant) 

(Table 2). 

In this study, the accumulation of SDM in the two cassava cultivars was 

higher if compared to those found for RDM. According to Alves et al., (2006), 

the period of the maximum rates of total dry matter accumulation depends on 

the genotype and growth conditions of the plant. During the growth of cassava, 

carbohydrates produced by photosynthesis must be distributed to ensure a 
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good development, both for shoots and roots. However, from 75 DAP, 

photoassimilates are mainly translocated to the roots. This statement is in 

agreement with the results of this study, given that the seedlings had a lower 

accumulation of RDM, resulting thus in higher values in the SDM/RDM ratio.  

The positive effects on the accumulation of SDM and RDM by cassava 

may be associated with the ability that the strains Gluconacetobacter 

diazotrophicus, Herbaspirillum seropedicae, Paenibacillus brasiliensis and 

Streptomyces sp have to fix atmospheric nitrogen and synthesize growth 

hormones or even a synergistic effect of these two factors (Canuto et al., 2003). 

Among phytohormones, indole acetic acid (IAA) causes changes in the 

morphology of roots, influencing the uptake of nutrients and water and hence 

promoting plant growth (Aguilar-Piedras et al., 2008). Increases in the 

accumulation of shoot and root dry matter from micropropagated plants were 

already observed. They may be related to substances that help directly or 

indirectly plant growth (Moreira et al., 2013). Canuto et al. (2003) found a 

significant increase in accumulation of root dry matter of micropropagated 

plants of sugarcane when inoculated with H. seropedicae and G. 

diazotrophicus. Meguro et al., (2006) observed a rapid emergence and 

elongation of roots on tissue culture of Rhododendron  (ornamental plant) 

inoculated with Streptomyces sp. Mello et al., (2002) evaluated the promotion of 

growth of micropropagated pineapple seedlings and reported an increase in 

SDM and RDM when inoculated with Bacillus sp. 

Despite already successfully proven, some strains of Paenibacillus 

promote plant growth (Rodrigues et al., 2013). In this study, strains of P durus, 

P. graminis and P. brasiliensis, inoculated in "BRS Poti Branca", did not 

promote increases in studied variables. Thus, it may be suggested that there 

was a lesser effect indicative of the plant-bacterium interaction, compromising 

the mobilization of nutrients and, consequently, the development of the plant.  

Table 2 shows the results of the accumulated nitrogen in shoot dry 

matter (NacSDM), where a significant difference in Tukey test (p<0.05) for the 

effects of PGPB in each cultivar can be seen. The highest accumulation of 

NacSDM in "BRA Pretinha III" cultivar was induced by the strains H. 

seropedicae and G. diazotrophicus, with values (12.25 mgN/plant) that 

exceeded three times the accumulated nitrogen in CT (3.88 mgN/plant). On the 

other hand, the strain G. diazotrophicus promoted the highest values (13.42 
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mgN/plant) when compared to CT (6.26 mgN/plant), while the strains P. 

brasiliensis and P. durus did not differ from CT. Regarding PGPB-cultivar 

interaction, a significant difference (p<0.05) was observed in cassava when 

inoculated with the strains P. graminis, A. amazonense and P. brasiliensis. The 

first two strains promoted a higher NacSDM in "BRS Poti Branca", while in the 

cultivar "BRA Pretinha III" the inoculation with P. brasiliensis produced a higher 

nitrogen accumulation (Table 2). 

The contribution of N in cassava was 114% for the "BRS Poti Branca" 

and 215% for the cultivar "BRA Pretinha III". These same strains, as previously 

listed, provided a higher accumulation of SDM and RDM (Table 2). It was found 

that plant growth is related to the accumulation of nitrogen in the shoot, as 

shown by the linear relations between shoot dry matter weight and NacSDM of 

cultivars "BRA Pretinha III (y = 0.0244X – 0.0054 (R2= 0.949)) and "BRS Poti 

Branca" (y = 0.0289X - 0.0502 (R2 = 0.886)). For the cv. "BRA Pretinha III", the 

largest increase of SDM (0.30 g) occurred with an accumulation of N (11.01 

mgN/plant), while the largest increase of SDM (0.37 g) in "BRS Poti Branca" 

occurred with a greater accumulation of N (13.42 mgN/plant). It was found that 

the interactions cassava-P. durus and -P. graminis promoted the smallest 

contributions (20% and 55% of N, respectively).  

To Bashan and Levanon (1990), de-Bashan et al., (2012), moderate 

increases around 20% attributed to inoculation with endophytic diazotrophics 

would be considered commercially significant in modern agriculture. In this 

sense, the results are promising and it is essential to know the effects from 

strains used in this study in experiments in greenhouses and in the field to 

understand better plant-bacteria-soil interactions.  

4. Conclusions 

The analysis of scanning electron microscopy showed a satisfactory 

colonization in roots, with the exception of plants inoculated with bacteria of the 

genus Paenibacillus, which showed a low colonization. The strains used, even 

though not homologous, optimized seedling height, stem diameter, shoot dry 

matter, root dry matter and accumulated nitrogen, which may provide a greater 

tolerance to abiotic stresses promoted by the transfer of the plant from an in 
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vitro medium to an ex vitro medium. The "BRS Poti Branca" cultivar showed a 

greater interaction with the strain Glucanoacetobacter diazotrophicus, while the 

cultivar "BRA Pretinha III" showed a greater interaction with the strains G. 

diazotrophicus, Streptomyces sp., H. seropedicae and Paenibacillus 

brasiliensis, promoting increases in seedlings height, shoot dry matter, root dry 

matter and accumulated nitrogen. The plant growth-promoting bacteria (PGPB) 

provided a better performance to cultivar "BRA Pretinha III" in relation to "BRS 

Poti Branca" cultivar for cassava. 
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Fig. 1. Images of the root fragments of cassava seedlings of "BRA Pretinha III" cultivar 

inoculated with (A) control treatment (CT); (B) Paenibacillus brasiliensis (24); (C) 

Paenibacillus durus (V 2232); (D) Paenibacillus graminis (MC 0421); (E) Azospirillum 

amazonense (BR 11140); (F) Herbaspirillum seropedicae (BR 11175); (G) 

Gluconacetobacter diazotrophicus (BR 11284); and (H) Streptomyces sp. (S 30) obtained 

by scanning electron microscopy. 
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Fig. 2. Images of the root fragments of cassava seedlings of "BRA Poti Branca" cultivar 

inoculated with (A) control treatment (CT); (B) Paenibacillus brasiliensis (24); (C) 

Paenibacillus durus (V 2232); (D) Paenibacillus graminis (MC 0421); (E) Azospirillum 

amazonense (BR 11140); (F) Herbaspirillum seropedicae (BR 11175); (G) 

Gluconacetobacter diazotrophicus (BR 11284); and (H) Streptomyces sp. (S 30) obtained 

by scanning electron microscopy. 
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Figure 3. Survival rate of cassava seedlings Manihot esculenta Crantz. cv. 

("BRS Poti Branca" and "BRA Pretinha III") inoculated with PGPB 

Azospirillum amazonense (BR 11140); Paenibacillus graminis (MC 0421); 

Paenibacillus durus (V 2232); Paenibacillus brasiliensis (24); 

Herbaspirillum seropedicae (BR 11175); Gluconacetobacter diazotrophicus 

(BR 11284); Streptomyces sp (S 30); and control treatment (CT) at 42 days 

after planting (DAP). 
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Table 1. Stem diameter (DS), seedling height (SH) and root length (LR) of cassava plantlets (Manihot esculenta 

Crantz) cv. ("BRS Poti Branca" and "BRA Pretinha III") assessed for inoculation PGPB. 

Tratamentos Cultivars 

Poti Branca Pretinha III Poti Branca Pretinha III Poti Branca Pretinha III 

DS (mm) SH (cm) LR (cm) 
1
G. diazotrophicus   2.14   aA   1.99   aA  13.17   aA 11.83   abA 14.50   aA 15.83   aA 

Streptomyces sp   1.78   abA   1.68   abA  12.33   abA 11.78   abA 14.72   aA 12.72   aA 
2
H. seropedicae   1.65   abA   1.79   abA  12.11   abA 12.61   aA 12.89   aA 15.11   aA 

3
A. amazonense   1.55   bA   1.55   abA  11.28   abA 11.17   abA 15.11   aA 13.78   aA 

4
P. durus   1.60   bA   1.49   abA  11.28   abA   9.44   bcB 14.72   aA 15.44   aA 

P. graminis   1.54   bA   1.49   abA  10.00   bA   8.17   cB 16.16   aA 16.72   aA 

P. brasiliensis   1.57   bA   1.81   abA 9.89   bB 11.83   abA 15.53   aA 14.77   aA 

CT   1.71   abA   1.30   bB  11.00   abA   7.56   cB 12.00   aA 13.11   aA 

Means 1.69 1.64 11.38 10.55 14.45 14.69 

%CV  21.54 16.00 21.28 

Means followed by the same lowercase letter among treatments within the same column, and capital letters among 

varieties within the same line for each parameter do not differ by Tukey test (p<0.05). 
1
 (Gluconacetobacter – BR 

11284); 
2
 (Herbaspirillum – BR 11175); 

3
 (Azospirillum – BR 11140); 

4
 (Paenibacillus: durus – V 2232, graminis – 

MC 0421, brasiliensis - 24); Streptomyces S 30 and CT (control treatment). Means from 3 replications. 
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Table 2. Shoot dry matter (SDM), root dry matter (RDM), SDM/RDM ratio and  nitrogen accumulated in the shoot dry matter (NacSDM)  of cassava 

plantlets (Manihot esculenta Crantz) cv. (BRS Poti Branca e BRA Pretinha III) assessed for inoculation with PGPBs. 

Tratamentos Cultivars 

Poti Branca Pretinha III Poti Branca Pretinha III Poti Branca Pretinha III Poti Branca Pretinha III 

SDM                     RDM SDM/RDM NacSDM 

g g.g
-1

 mg N planta 
-1

 
1
G. diazotrophicus 0.37   aA 0.28   aB 0.15   aA 0.12   abcA 2.56   aA 2.70   abA   13.42   aA   12.05   aA 

Streptomyces sp   0.30   abA 0.30   aA   0.11   abA  0.13   abA 2.85   aA   2.41   bA 11.57   abA   11.01   abA 
2
H. seropedicae   0.24   bcA 0.29   aA   0.09   abA 0.10   abcA 2.73   aA 2.84   abA 10.64   abA   12.25   aA 

3
A. amazonense   0.25   bcA   0.20   bcA   0.08   abA 0.06   abcA 3.37   aA 3.63   abA 11.44   abA   8.27   abcB 

4
P. durus 0.17   cA   0.16   bcA 0.05   bA  0.05   bcA 3.68   aA 4.23   abA   7.52   bcA   7.36   bcdA 

P. graminis 0.19   cA 0.13   cB  0.07   abA  0.03   cA 3.54   aA   4.93   aA    9.29   abcA 6.03   cdB 

P. brasiliensis 0.18   cB   0.26   abA  0.10   abA  0.15   aA 2.83   aA 4.18   abA  8.26   bcA   11.51   abA 

CT 0.16   cA 0.10   cA 0.05   bA  0.03   cA 3.73   aA 3.46   abA     6.26   cA 3.88   dA 

Means 0,24 0.21 0.87 0,85 3,16 3.55 9,80 9.04 

%CV  31.43 2.89 16.52 16.65 

Means followed by the same lowercase letter between treatments within the same column and capital letter between varieties within the same row for 

each parameter do not differ at the Tukey test (p <0.05) .
1
 (Gluconacetobacter – BR 11284), 

2
(Herbaspirillum – BR 11175), 

3
(Azospirillum – BR 

11140), 
4
(Paenibacillus: durus – V 2232, graminis– MC 04.21, brasiliensis - 24), Streptomyces S 30 and CT (control treatment). SDM (shoot dry 

matter), RDM (root dry matter). For statistical analysis the data on RDM and SDM/RDM were transformed into root of (x + 1). Means of 3 

repetitions. 
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Capítulo II 

Co-inoculation of growth promoting bacteria in plants and Glomus clarum 
in micropropagated Manihot esculenta Crantz 
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SUMMARY  

Arbuscular mycorrhizal fungi and growth promoting bacteria in plants benefits 

survival and development of plantlets; such benefits are attributed to the increased 

absorption of nutrients, improved water absorption, increased tolerance to abiotic 

stresses, increased photosynthetic rate and greater tolerance to environmental stresses. 

The aim of this study was to evaluate the co-inoculation of growth promoting bacteria 

in plants (PGPBs) and Glomus clarum in micropropagated Manihot esculenta Crantz. 

The experiment was conducted in the greenhouse. The PGPBs used were Azospirillum 

amazonense (BR 11140),  Herbaspirillum seropedicae (BR 11175), Gluconacetobacter 

diazotrophicus (BR 11284) and Streptomyces sp. (S 30), and in mixed with double 

inoculation (Streptomyces sp + A. amazonense), (Streptomyces sp + H. seropedicae), 

(Streptomyces sp + G. diazotrophicus), (A. amazonense + H. seropedicae), (A. 

amazonense + G. diazotrophicus), (H. seropedicae + G. diazotrophicus). Strains of 

PGPBs inoculated in cassava cv. "BRA Pretinha III" influenced mycorrhizal 

colonization and the number of glomerospores, as occurred synergistic effects of 

Glomus clarum with PGPBs. The crude protein content revealed the contribution of 

PGPBs in nitrogen nutrition of cassava where the inoculated plants assimilated N in 

equal proportion with those that received mineral nitrogen. The combined inoculation of 

PGPBs in the presence of Glomus clarum was significant in cassava and foster better 

performance in plant growth over time, as in all the variables studied, demonstrating 

binding mycotrophism. Co-inoculation PGPBs and AMF can meet the need of N for 

cassava, implying reduced use of nitrogen fertilizer. 

INTRODUCTION 

Cassava (Manihot esculenta Crantz) is one of the most exploited cultures in world 

agriculture, occupying about 20 million hectares with a production of approximately 
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276 million tons of roots, shared almost entirely by African (57%), Asian (31%) and 

American (10%) continents (FAO 2014). 

The reason for its widely diffusion is due mainly to the ability to adapt to 

different conditions of climate and soil, and the ease of cultivation and mainly due to a 

higher biological efficiency, converting the greatest amount of solar energy into 

carbohydrates per unit area (250.10
3
 cal/ha/day) than other crops such as corn, rice, 

sorghum and wheat (Okigbo 1980). 

Traditionally, it is one of the staple foods used by man in the tropics and it is 

estimated that millions of people depend on cassava in Africa, Asia and Latin America, 

not only as an important buffer against hunger for poor people, but also as generation of 

employment and income (Olukunle 2013). However, despite the recognized importance 

in the global socioeconomic scenario, its average yield (13 t/ha) is below its productive 

potential that, under ideal growing conditions, can reach 80 t/ha/year of roots (El-

Sharkawy 2012), and this has been attributed to several factors, including: being grown 

in soils unsuitable for most crops, adoption of low-tech by the manufacturer, use of low 

productive potential varieties, shortage of planting material and climatic and/or soil 

conditions.  

Among these factors, the quality of planting material is directly related to the 

budding and plant vigor and, consequently, the production of roots. Cassava, for 

presenting a long cycle and being propagated vegetatively, is exposed to many pests and 

diseases that can be spread over generations, contributing to a significant reduction in 

yield, in addition to vegetative reproduction system is a direct adverse effect in cassava 

multiplication rate, given that, in this way, an average of 8 to 12 stakes of a mature plant 

is obtained with 12 months of life, resulting in low availability of cuttings seed (Mattos 

et al., 2006). 
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In this regard, the technique of vegetative propagation in vitro enables, in a short 

time, a large number of identical planting material to the plant matrix and excellent 

sanitary conditions, allowing the establishment of large-scale plantations (Raaman & 

Patharajan 2006). However, despite the multiple benefits promoted by this 

biotechnology in various plant species (trees, forestry and horticulture), the plantlets 

have less vigor and low performance when transferred from in vitro to ex vitro 

conditions (Mello et al. 2002), which has hindered the use of this biotechnology in 

commercial agricultural practices (Kapoor et al. 2008). This is due to the sterile and 

aseptic filling system in which the plants are produced by removing microorganisms 

that may favor seedlings establishment (Nowak 1998; Panicker et al. 2007), since some 

of these microorganisms produce or induce the production of primary and secondary 

metabolites that can confer several benefits to the host plants such as increased 

tolerance to abiotic stresses (Mohammadi et al. 2011; Bogino et al. 2013), growth 

promotion (Ortas et al. 2011; Rodrigues et al. 2013; Sharma et al. 2014) and the 

biological control of plant pathogens (Varma et al. 2012; Liu et al. 2014). 

However, studies have shown that microbial interactions between bacteria and 

arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) have benefits that facilitate both the improvement 

of soil fertility (Tristão et al. 2006) as also stimulating sanity (Sayeed & Siddiqui 2008) 

and plant nutrition (Wang et al. 2011), promoting plant growth (Arthurson et al. 2011). 

These benefits were attributed to the increase in germination rate and AMF growth 

(Xavier & Germida 2003) promoted by PGPBs, stimulating greater mycorrhizal 

colonization in the root (Jaderlund et al. 2008), and consequently greater absorption of 

water and nutrients. On the other hand, exudates from the hyphae of AMF can stimulate 

bacterial growth and also change the structure of bacterial communities.  
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Knowing that when plantlets established ex vitro have lower survival rates and 

low growth, and that the combined use of microorganisms is an aspect little studied in 

cassava seedlings, the hypothesis is that the interaction of growth promoting bacteria in 

plants (PGPBs) and the arbuscular mycorrhizal fungus Glomus clarum in cassava plants 

micropropagated in "BRA Pretinha III" cultivar can optimize growth, vigor and plant 

health, with likely increase in the survival rate. Different PGPBs inoculated alone and in 

combination were evaluated and different biological and physiological parameters were 

analyzed in this study. 

MATERIAL AND METHODS 

Multiplication and preparation of bacterial inoculants 

For multiplication and preparation of inoculants were used strains Azospirillum 

amazonense (BR 11140), Herbaspirillum seropedicae (BR 11175) and 

Gluconacetobacter diazotrophicus (BR 11284) from the collection of the National 

Research Center for Agrobiology (CNPAB, RJ-Brazil) and Streptomyces sp. (S 30) 

from the collection of the Federal University of Pernambuco (UFPE, Department of 

Antibiotics). To obtain the inoculant, strains were grown in Erlenmeyer flasks 

containing specific culture media. Strains BR 11140, BR 11175 and BR 11284 were 

grown in DYGS culture medium (Dextrose Yeast Glucose Sucrose) for 48 hours, while 

the S 30 strain was grown in ALA culture medium (arginine, and yeast agar) for 120 

hours. All strains were kepp in agitation 200 rpm and 29 °C.  

Multiplication of Glomus clarum  

The isolate from AMF Glomus clarum (Nicolson & Schenck 1979) was used, 

multiplied in greenhouse in cultivation pots with a capacity of 3.0 kg soil/pot, 

containing a mixture of soil (Spodosol): vermiculite (2:1 v/v ) previously autoclaved at 

120 °C, 101 kPa, for 1 hour and three consecutive days, with millet as the host plant 
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(Panicum miliaceum L.). After the multiplication, the inoculum produced was rated as 

the number of glomerospores employing tailing techniques and wet sieving (Gerdemann 

& Nicolson 1963), and complemented by centrifugation technique and sucrose flotation 

(50%) (Jenkins 1964). The spore count was performed on grooved plates under 

stereoscopic microscope (40x). 

Selection and disinfection of cuttings 

Cuttings of cultivar "BRA Pretinha III"were used; cataloged in Germplasm Bank 

of Itapirema Experimental Station - IPA/Goiás/Pernambuco, which were sterilized 

according to Araújo et al. (2002). The experiment was conducted in a greenhouse, and 

the cuttings were planted in trays for germination containing a mixture of commercial 

substrate + washed sand (1:1), autoclaved at 120 °C, 101 kPa for 1 hour; pH was 

adjusted to 6.0 and maintained in the pot until the sprouting. 

Isolation of shoots, establishment of stem apexes and multiplication of cassava plants 

Shoots were collected from 15 days after planting (DAP), decontaminated under 

laminar flow chamber according to the method described by Souza et al. (2009). The 

apexes were isolated and established in the MS medium (Murashige & Skoog 1962) 

supplemented with thiamine-HCl (1 mg/l), inositol (100 mg/l), naphthaleneacetic acid 

(NAA) (0.02 mg/l), benzylaminopurine (BAP) (0.04 mg/l), gibberellic acid (GA3) (0.05 

mg/l), sucrose (20 g/l) (Roca et al., 1991), agar (8 g/l). The multiplication was 

conducted when seedlings have reached 10 cm length, which were sectioned into 

several micropiles and then placed in fresh MS medium with the same basic medium 

composition for the establishment of apexes, varying only in the concentration of NAA 

BAP and GA3 regulators, which are now all 0.01mg/l. In both stages, establishment and 

multiplication, pH was adjusted to 5.7 and seedlings were kept in a growth chamber 
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under conditions of temperature of 26 ± 1 °C, artificial light (1948 lux) and 16 hours 

photoperiod (Souza et al., 2009). 

Inoculation of PGPBs and acclimatization 

The plantlets in vitro were individualized when presenting roots and leaves in 

abundance, their roots washed with autoclaved distilled water, part of their roots were 

cut (2 cm) and then transferred to test tubes with modified MS culture medium (without 

hormones, with the concentration of sucrose and nutrients and 10 times reduced and no 

agar) according to the methodology of Reis (2004). They were then inoculated with a 

bacterial suspension grown in a specific medium, with ~10
8
cells/ml bacterial density. 

For treatments with individual strains, the roots were inoculated with a 2 ml suspension, 

whereas those with double inoculation of strains, roots were inoculated with 1 ml of 

each strain. In the control treatment (CT) was not added bacterial suspension. Seedlings 

were kept in a growth room at 26 ± 1 °C under artificial light (1948 lux) and 16h 

photoperiod. 

After 10 days, seedlings were planted in 0.5 l disposable plastic cups filled with 

a soil autoclaved mixture of Spodosol + commercial substrate at 1:1 ratio (pH 6.0) and 

acclimatized in a greenhouse at the Agronomic Institute of Pernambuco Headquarters - 

Recife-Brazil IPA. In the treatments with AMF was determined the rate 1.40 g of 

propagules, containing approximately 200 glomerospores. Each seedling was covered 

with white plastic cup for maintenance of moisture, as described by Souza et al. (2009). 

After 20 days of planting, coverage cups were destroyed and seedlings were fed weekly 

on Hoagland & Arnon solution (1950), free of P and N, as Jarstfer & Sylvia (1992) and 

Silveira et al. (1998) for a period of over 34 days. 

Transplant to pots 
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From 34 DAP, plants were transplanted in vessels with capacity of 8 kg of 

soil/pot (Orthic Duric Spodosol) previously fertilized, according to the soil chemical 

analysis that showed the following properties in the layer (0-20 cm): pHH2O 5.50; 16 

mg/dm
3
 P; 0.06 cmolc/dm

3
 K, 1.30 cmolc/dm

3
 Ca

2+
; 0.70 cmolc/dm

3
 Mg

+2
, 0.15 

cmolc/dm
3
 Al and 4.63 cmolc/dm

3
 H with sandy texture (EMBRAPA 2009). All 

treatments received 1.5 t / ha CaCO3 67 kg K/ha as KCl, and the nitrogen control (NC) 

received 71 kg N/ha as (NH4)2SO4. Weekly was applied Hoagland & Arnon (1950) 

solution, free of P and N was applied according to Jarstfer & Sylvia (1992) and Silveira 

et al. (1998). The humidity was maintained in the pot capacity. 

Harvest was carried out at 66 days after transplanting and the following 

variables were evaluated: plant height (PH), root length (RL), stem diameter (SD), shoot 

dry matter (SDM), root dry matter (RDM), nitrogen accumulated in the SDM (NacSDM) 

(determined by the Kjeldahl method by EMBRAPA (2009), shoot dry matter / root dry 

matter ratio (SDM/RDM), P content in the shoot (Watanabe & Olsen 1965). The 

number of glomerospores was evaluated by counting using the aforementioned 

techniques, roots colonization (Phillips & Hayman 1970). The response to mycorrhizal 

colonization was calculated using the formula RM = TDM (total dry matter) and 

mycorrhizae - TDM without mycorrhiza / TDM with mycorrhiza x 100 (Plenchette et 

al. 1983) and crude protein (CP =% N x 6.25). 

Statistical analysis 

The experimental design was a randomized block design at 12 x 2 factorial 

arrangement (inoculation of 4 individual strains and 6 in mixture + 2 controls: absolute 

and nitrogen (CT, CN) with and without AMF (Glomus clarum), with 3 repetitions. The 

PGPBs included: Azospirillum amazonense (BR 11140), Herbaspirillum seropedicae 

(BR 11175), Gluconacetobacter diazotrophicus (BR 11284) and Streptomyces sp. (S 
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30), and mixed with double inoculation (Streptomyces sp + A. amazonense), 

(Streptomyces sp + H. seropedicae), (Streptomyces sp + G. diazotrophicus), (A. 

amazonense + H. seropedicae), (A. amazonense + G. diazotrophicus), (H. seropedicae 

+ G. diazotrophicus). Each variable studied was subjected to analysis of variance 

(ANOVA) using the statistical program SISVAR 5.1 Build 72 (Ferreira 2007), with at 

5% significance by F test and means compared by the Tukey test (P <0.05). 

RESULTS 

It was found significant difference in the variable mycorrhizal colonization by 

the Tukey test (P<0.05) compared with PGPBs strains. The S 30 + BR 11140 treatment 

(Streptomyces sp + Azospirillum amazonense) had low colonization compared to the 

double inoculation with strains BR 11140 + BR 11284 (Azospirillum amazonense + 

Gluconcetaobacter diazotrophicus) and S 30 + BR 11284 (Streptomyces sp. + 

Gluconcetaobacter diazotrophicus), which promote around 50% and 44% increase in 

the colonization compared to S30 + BR 11140. Despite the increase in mycorrhizal 

colonization by PGPBs, it was usually observed that they did not differ statistically (P 

<0.05) from the control (CT + AMF) when inoculated with Glomus clarum. Only 

double inoculation with BR 11140 + BR 11284 showed growth trend of around 10% in 

the colonization compared with CT + AMF. 

Regarding the number of glomerospores, significant differences were detected 

(P<0.05) according to the PGPBs inoculation (Table 1). The highest number of spores 

of G. clarum occurred in the absence of PGPBs (CT+ AMF); however, the CT + AMF 

did not differ statistically from most PGPBs, except for the inoculation with both BR 

11140 + BR 11175 (A. amazonense + Herbaspirillum seropedicae) and BR 11284 + BR 

11175 (G. diazotrophicus + Herbaspirillum seropedicae), which showed decreases of 

851% and 267% compared to CT + AMF, respectively. 
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In the variable root length (Figure 1), there was no significant difference in 

PGPBs when analyzed individually in the presence and absence of AMF by the Tukey 

test (P<0.05). However, there was significant interaction (P<0.05) by Tukey test when 

the G. clarum was inoculated with the BR 11140 (A. amazonense), BR 11284 (G. 

diazotrophicus) and when co-inoculated with S30 + BR 11284 (Streptomyces sp. + G. 

diazotrophicus) and S30 + BR 11175 (Streptomyces sp. + Herbaspirillum seropedicae), 

a fact that stimulated root growth in 93%, 48% and 46% over those plants not 

inoculated. 

Regarding the stem diameter, there was no significant interaction by Tukey test 

(P<0.05) between PGPBs x AMF when assessed at 49 and 100 days after planting 

(DAP); however, it was significant at 65 and 84 DAP (Table 2). The highest stem 

thickness was found when the plant was inoculated with BR 11140 (A. amazonense) (65 

DAP) and double inoculation S30 + BR 11140 (Streptomyces sp + A. amazonense) (84 

DAP), with increments of 40% and 33.6% when compared to nitrogen control (CN). 

Regression equations (Figure 2) showed that stem diameter increased linearly both in 

the presence (R
2
 = 0.95) and absence (R

2 
= 0.99) of AMF; however, when the plant was 

inoculated with G. clarum, the stem thickness at 51 days increased 3.25 mm, while it 

was only 0.58 mm when in the absence of fungus. 

There was no interaction between PGPBs x AMF for plant height in the 

evaluated times (49, 65, 84 and 100 DAP) by the Tukey test (P<0.05) (Table 3); but the 

plant height increased linearly both in the presence (R
2
 = 0.99) and in the absence of the 

fungus (R
2
 = 0.99), obtaining greater benefits when inoculated with G. clarum, 

considering that grown 16.23 cm in 51 days, while in the absence of the fungus only 

3.25 cm (Figure 3). 
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In the root dry matter accumulation (RDM), shoot dry matter (SDM) and 

SDM/RDM ratio, the PGPBs, when co-inoculated with G. clarum or in its absence, did  

not differ statistically by Tukey test (P<0.05), but all the plants accumulated more 

RDM, SDM and had a higher SDM/RDM ratio when in the presence of mycorrhizal 

fungi (P<0.05). In isolated inoculation of AMF (CT), there were increases of 1.104% in 

the root and 1.273% in the shoot. Despite not having been shown a different effect 

depending of AMF depending on PGPBs, cassava plants inoculated with H. seropedicae 

(BR 11175) showed increments of 3.340% in shoots and 3.700% in roots (Table 4). It 

was found that the cultivar "BRA Pretinha III" is highly responsive to AMF, 

considering its 92% response to mycorrhizal colonization (CM) that is, the possibility of 

this group grows without G. clarum and under this soil fertility conditions was 8%. 

There were no significant differences by Tukey test (P<0.05) in the nitrogen 

accumulated in the shoot dry matter (NacSDM) and root dry matter (NacRDM) in cv. 

"BRA Pretinha III" (Table 4) when PGPBs were co-inoculated or not with G. clarum (P 

<0.05); however, all treatments with the AMF for both variables were higher than those 

without fungi (P<0.05), showing increases of around 1.605% and 892% in the 

accumulation of nitrogen (N) in both the SDM and RDM, as compared to control 

(without G. clarum), respectively. Although there has been no difference in these 

variables, interaction with G. clarum promoted N accumulation around 3.025% and 

2.267% on SDM and RDM, respectively, when co-inoculated with BR 11175 (H. 

seropedicae). 

In variable crude protein (CP) (Table 5) in the absence of G. clarum, PGPBs 

were statistically different by the Tukey test (P<0.05). BR 11175 (H. seropedicae) 

favored increases of 48% and 43.7% in the cassava shoot crude protein content 

compared to the double inoculation S 30 + BR 11284 (Streptomyces sp + 
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Gluconacetobacter diazotrophicus) and CT (absolute control); furthermore, this strain 

increased CP content in 20.7% (P<0.05), compared to the same co-inoculated treatment 

with the AMF. It can also be seen that in plants free of inoculation with Glomus clarum 

(CT and the double inoculation S 30 + BR 11284) PB cassava percentages were 

reduced. 

The phosphorus (P) content in the shoot dry matter (PSDM) did not differ 

statistically at the level of P<0.05 when plants were inoculated with the PGPBs and co-

inoculated with G. clarum (Table 5). The lack of results for plants not inoculated with 

AMF occurred because they do not contain sufficient biomass for match analysis (P) in 

SDM. 

DISCUSSION 

This study has shown that roots usually had high mycorrhizal colonization, and 

this may be related to the high degree of mycotrophism of cassava especially in the 

early stages of growth, which has undeveloped radicular system. However, many other 

factors can also influence the mycorrhizal colonization, such as soil chemical and 

physical properties, environmental conditions, but also aspects inherent to the plant, 

such as health and phenology (Colozzi & Nogueira 2007). The percentage of 

mycorrhizal colonization in cassava plants from the meristem cultivation in a 

greenhouse has been reported ranging from 62.8% to 69.8% when not inoculated with 

PGPBs (Correa et al. 1992) and 65.4% to 89.8% when co-inoculated with PGPBs 

(Balota et al. 1997) confirming the results of this work. Despite the increased root 

colonization by PGPBs, only the double inoculation with BR 11140 + BR 11284 

showed a trend towards an increase of 10% in colonization, when compared to CT + G. 

clarum.  
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During the free-living phase, the AMF may interact with specific bacterial 

populations and increase from 1.2 to 17.5 times the establishment of mycorrhizae in 

plant roots (Frey-Klett et al. 2007); in addition, bacterial proliferation before symbiosis 

can also promote the growth of fungus on its saprophytic state at soil or root surface, 

causing or accelerating germination of fungal propagules in the soil (Garbaye 1994; 

Xavier & Germida 2003). However, little stimulation of PGPBs on mycorrhizal 

colonization was observed when compared to CT + G. clarum, and this may be related 

to the competition between bacteria and fungi for photoassimilates produced by plants 

(Mortimer et al. 2008). In addition, the existence of a microorganism in a particular 

time and place results of its evolution, the existence of favorable or unfavorable abiotic 

factors for its development (Moreira & Siqueira 2002). Among these factors, flavonoids 

synthesized by plants seem to affect the germination of AMF spores and their growth 

(Nair et al. 1991; Kape et al. 1993).  

Regarding the number of glomerospores, PGPBs usually had no effect on 

sporulation of G. clarum; however, the double inoculations with strains Azospirillum 

amazonense + Herbaspirillum seropedicae and Gluconacetobacter diazotrophicus + H. 

seropedicae promoted inhibition on spore formation process when compared to the 

control (with G. clarum only). Despite synergistic effects between AMF and PGPBs 

having been reported by Dai et al. (2008), Ruíz-Sáncheza et al. 2011), little is known 

about the effect of rhizospheric microorganisms on arbuscular mycorrhiza formation,; 

however, they are determining to the densities and activities of populations in the 

rhizospheric microbial community, both bacterial inoculants can exert influence on 

mycorrhizal colonization (Johansson et al. 2004), as the AMF on the soil microbial 

community (Dantas et al 2009), such effects may be related to the production of 

compounds that inhibit or stimulate some microbial groups such as: amino acids, plant 
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hormones, vitamins and other organic compounds  (Riedlinger et al. 2006; Kai et al. 

2009; Reis et al. 2010). 

As for the promotion of plant growth, root morphology effects such as increase 

in length, the number of branches or even root hairs have been already reported in plants 

when colonized by PGPBs (Roesch et al. 2005), which are generally associated with the 

production phytohormones. However, in this study, exudates released by the roots, 

which are extremely diverse, probably promoted a greater plant-fungus-bacterium 

synergism when G. clarum was co-inoculated with the strains A. amazonense, G. 

diazotrophicus and as well as  the doubles inoculation Streptomyces sp. + G. 

diazotrophicus and Streptomyces sp. + H. seropedicae, favoring a larger increase in the 

roots, such responses can vary considerably in quantity and quality, depending on 

numerous factors, such as: plant species, fungus species, bacterial strains, age and vigor 

of plants, soil type and environmental factors such as light, temperature and humidity 

(Miranda 2008). It is suggested, therefore, that combinations of microorganisms 

described above, inoculated in cassava is its early growth for promoting further growth 

in roots may promote greater extraction of nutrients from deeper environments, but also 

a higher water uptake, optimizing its production potential. 

Both the thickness of the stem diameter (SD), as in plant height (PH), and shoot 

dry matter accumulation (SDM), root dry matter (RDM) and SDR/MSR ratio, 

synergistic responses between G. clarum and PGPBs were not observed, though results 

were much higher for biomass (SDM and RDM) than those found by Balota et al. 

(1997), who observed increases of 555% and 1,979% on SDM and RDM, respectively, 

when evaluated cassava plants micropropagated at 95 days after planting, inoculated 

only with G. clarum. The lack of synergistic responses between PGPBs and AMF were 

also observed by Lima et al. (2011) in which strains of Stenotrophomonas maltophilia 
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and Azospirillum sp. combined with G. clarum and Gigaspora margarita did not 

promote stimulatory or suppressive effects on the growth of papaya seedlings; however, 

inoculation with AMF increased significantly in the growth.  

The results clearly demonstrate the symbiotic effectiveness of G. clarum under 

studied conditions, whereas without its nutritional benefits, plants were greatly reduced 

when grown on sterilized soil. Such benefits are the result of complex and dynamic 

interactions between roots and mycelium modulated by the environment, which allows 

the expansion of nutrient absorption capacity on the part of autotrophic symbionts and 

hence their interspecific competitiveness and productivity (Moreira et al. 2010). 

The effect of arbuscular mycorrhizal fungi on plant growth is especially 

significant with respect to the low mobility of nutrients in the soil, which practically do 

not move through mass flow but reach the roots by means of diffusion mechanisms 

(Marschner 1995) such as the macronutrient phosphorus (P) and micronutrients as zinc 

and copper (Cardoso et al. 2010). However, in this study, despite not having been 

observed synergistic responses between G. clarum e PGPBs as the accumulation of 

nitrogen (N) in the shoot dry matter (NacSDM) and root dry matter (NacRDM), the 

presence of G. clarum released more nitrogen to plants compared to those non-

inoculated, which may have been attributed to increased absorption surface and 

consequently the exploited soil volume (Cuenca & Azcón 1994), but also the type of 

fertilizer used (ammonium sulfate), which is less mobile than N as nitrate, which may 

have favored greater absorption and translocation in mycorrhizal plants (George et al. 

1992; Cuenca & Azcón 1994).  

This result is promising and it would be highly recommend to producers. Several 

studies show the Glomus efficiency by increasing the N content in plants. Balota et al. 

(1997) demonstrated that treatment with G. clarum favored a higher nitrogen 
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accumulation in micropropagated cassava plants than those inoculated with the PGPBs 

and control (without AMF), confirming the results of this work. Sala et al. (2007) 

obtained higher growth, accumulation and utilization of N and P by wheat plants when 

inoculated with Glomus. 

Through determination of crude protein (CP), it was found that PGPBs 

contributed to cassava’s nitrogen nutrition, considering that plants usually had higher 

CP concentration than the absolute control, and were not different from nitrogen 

control, suggesting that the inoculated plants settled and assimilated nitrogen in the 

same proportion to those that received the dose of 71 kg N/ha. The study also showed 

that the strain Herbaspirillum seropedicae was the most efficient in the use of 

atmospheric N compared to absolute control. The reasons that lead to variation of BNF 

response in cassava has not been fully elucidated, suggesting that the interaction 

between genotype and environment has a significant influence on the efficiency of 

diazotrophic organisms (Gyaneshwar et al. 2002).  

In this sense, under the studied conditions, it is suggested that the N addition 

becomes unnecessary, which would explain the great versatility of this crop production 

in low fertility soils. This feature highlights the importance of associating 

microorganisms in cassava crops because they play important role in its establishment 

and maintenance (Balota et al. 1997), as well as the selection of cassava varieties that 

undergo a process of adaptation to the environment to then expose all its vigor (Pessoa 

2009). 

Regarding the accumulation of phosphorus (P) in the SDM, the results of this 

study corroborate those observed by Balota et al. (1997), who found that PGPBs did not 

influence the P accumulation in shoots of micropropagated cassava plants in the 

presence of G. clarum when evaluated at 95 days after planting. The average 
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accumulation of 3.14 g/kg P dry matter in this study was close to those analyzed by the 

same author (2.64 g/kg dry mass). Likewise, Lima et al. (2011) evaluated the PGPBs x 

AMF interaction in papaya seedlings and concluded that PGPBs did not influence the P 

content in the dry matter of shoots. However, despite this macronutrient being extracted 

by cassava in lower quantities, it was observed that plants showed restrictions in its 

development in the absence of G. clarum, and this can be related to limitations in the P 

availability, since, according to Grant et al. (2001), P deficiency symptoms include 

reduced plant height, delay in the emergence of leaves and sprouting, and reduced 

development of secondary roots and dry matter production. 

Despite P availability in the soil being the most important factor in edaphic 

intraradicular fungal growth, as it affects the root exudation, whose components may be 

important for fungal nutrition and, or, in molecular signaling during pre-infection 

processes and colonization (Saggin Junior & Silva 2002); the benefits promoted by G. 

clarum in cv. "BRA Pretinha III" were demonstrated by P content in the soil of 16 

mg/dm
3
, corroborating Howeler et al. (1982), when noted that the available P level 

required to obtain 95% of maximum production amounted to approximately 15  mg/dm
3
 

in mycorrhizal plants, and 190 mg/dm
3
 in those non-inoculated. As for Kato (1987) and 

Balota et al. (1997), the significant increase in dry matter of cassava depending on the 

AMF inoculation occurred due to soil P contents be at the critical limit for cassava 

development (8 to 10 mg/dm
3
), results that support investments to enhance this 

technology and consolidate the use of inoculants in the cassava crop. 

In this sense, strains of growth promoting bacteria in plants (PGPBs) inoculated 

in cassava cv. "BRA Pretinha III" influenced mycorrhizal colonization and the number 

of glomerospores. The combined inoculation PGPBs in the presence of G. clarum in cv. 

"BRA Pretinha III" promoted improved growth performance of plants over time, 
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demonstrating binding mycotrophism. The crude protein content revealed contribution 

of PGPBs in nitrogen nutrition of cassava where the inoculated plants assimilated N in 

equal proportion to those that received mineral nitrogen. Summarizing the co-

inoculation PGPBs and G. clarum can meet the N need for cassava, implying reduced 

use of nitrogen fertilizer, suggesting reducing costs and contributing to a more 

sustainable agriculture. 

CONCLUSIONS 

The strains of PGPBs inoculated to cassava cv. “BRA Pretinha III” influenced 

mycorrhizal colonization and the number of glomerspores, as occurred synergistic 

effects of Glomus clarum with PGPBs. The crude protein content revealed the 

contribution of PGPBs in nitrogen nutrition of cassava where the inoculated plants 

assimilated N in equal proportion with those that received mineral N. The combined 

inoculation of PGPBs in the presence of G. clarum was significant in cassava and foster 

better performance in plant growth over time, as in all the variables studied, 

demonstrating obligatory mycotrophism. Co-inoculation of PGPBs and FMA can meet 

the need of N for cassava, implying reduced use of nitrogen fertilizer. 
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Table 1. Mycorrhizal colonization and number of glomerospores of micropropagated 

plants of cassava (Manihot esculenta Crantz) cv. (BRA Pretinha III) evaluated at 100 

days after planting in relation to inoculation with PGPB and Glomus clarum 

Treatments Mycorrhyzal colonization Nº of glomerspores * 

(%) 50 g/solo 

S 30             80.00   ab 142.33    abc 

BR 11140             76.67   ab 201.33    abc 

BR 11175             77.00   ab              322.00     ab 

BR 11284             79.33   ab 205.00     abc 

S 30 + BR 11140             59.33   c 221.00     abc 

S 30 + BR 11175             68.00   cb 191.00     abc 

S 30 + BR 11284             85.67   a 245.00     abc 

BR 11140 + BR 11175             79.67   ab                46.33     c 

BR 11140 + BR 11284             89.33   a 142.00     abc 

BR 11284 + BR 11175             77.67   ab              120.00     bc 

CN             78.67   ab 240.33     abc 

CT+AMF             81.67   ab              441.00     a 

Means 77.75 209.78 

(%) CV 14.37 31.80 

Means followed by the same lower case letter in the same column do not differ by 

Tukey test (P <0.05) Azospirillum amazonense (BR 11140), Herbaspirillum 

seropedicae (BR 11175), Gluconacetobacter diazotrophicus (BR 11284), Streptomyces 

sp (S 30), nitrogen control (NC) and absolute control (CT). *For statistical analysis, the 

glomerospores data were transformed into y = (x + 0.5)
0.5

. Average of 3 repetitions 
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Table 2. Stem diameter of micropropagated plants of cassava (Manihot esculenta Crantz) cv. (BRA Pretinha III) evaluated in times 49, 65, 84 and 100 days 

after planting (DAP) in relation to inoculation of PGPBs and Glomus clarum in greenhouse 

Treatments Stem diameter 

mm 

49 65 84 100 

DAP 

with AMF non AMF with AMF non AMF with AMF non AMF with AMF non AMF 

S 30 2.41   aA 1.57   aB 4.02   abA 1.82   aB 5.26   abA 2.08   aB    5.93    aA 2.11    aB 

BR 11140 2.89   aA 1.78   aB     4.63   aA 1.94   aB 5.50   abA 1.99   aB 6.40    aA 2.23    aB 

BR 11175 2.70   aA 1.48   aB 4.44   abA 1.62   aB 5.49   abA 1.90   aB 5.94    aA 2.00    aB 

BR 11284 2.80   aA 1.72   aB 4.52   abA 1.77   aB 5.51   abA 1.90   aB 5.74    aA 2.27    aB 

S 30+BR 11140 2.50   aA 1.71   aB 4.36   abA 2.06   aB     6.03   aA 2.11   aB 5.95    aA 2.17    aB 

S 30+BR 11175 2.17   aA 1.67   aB 3.85   abA 2.15   aB 4.80   abA 2.29   aB 5.58    aA 2.57    aB 

S 30+BR 11284 2.49   aA 1.57   aB 3.65   abA 1.77   aB 5.17   abA 1.85   aB 5.76    aA 1.98    aB 

BR11140+BR 11175 2.49   aA 1.57   aB 4.35   abA 1.72   aB 5.14   abA 2.12   aB 5.58    aA 2.14    aB 

BR 11140+BR 11284 2.19   aA 1.98   aB 3.84   abA 1.92   aB 4.71   abA 2.15   aB 5.79    aA 2.67    aB 

BR 11284+BR 11175 2.88   aA 1.95   aB 4.53   abA 2.11   aB 5.53   abA 2.40   aB 5.78    aA 2.55    aB 

CN 1.98   aA 1.93   aB     3.47   bA 2.24   aB     4.31   bA 2.39   aB 5.25    aA 2.54    aB 

CT 2.28   aA 1.83   aB 3.84   abA 2.15   aB 4.92   abA 2.42   aB 5.67    aA 2.21    aB 

Means 2.48   1.72   4.12   1.92   5.19   2.11  5.76    2.31    

%CV 19.44 13.64 13.33 13.00 

Means followed by the same lowercase letter between treatments within the same column and capital letter between the AMF within the same row for each 

parameter do not differ by Tukey test (P<0.05). Azospirillum amazonense (BR 11140), Herbaspirillum seropedicae (BR 11175), Gluconacetobacter 

diazotrophicus (BR 11284), Streptomyces sp (S 30), nitrogen control (NC) and absolute control (AC). Average of 3 repetitions 
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Table 3. Height of micropropagated cassava plants (Manihot esculenta Crantz) cv. (BRA Pretinha III) evaluated at times 49, 65, 84 and 100 days after 

planting (DAP) in relation to inoculation of PGPBs and Glomus clarum in greenhouse 

Treatments Seedling height 

cm 

49 65 84 100 

DAP 

with AMF Non AMF with AMF Non AMF with AMF Non AMF with AMF Non AMF 

S 30  9.33   aA 7.00   aB 18.67   aA 8.00   aB 25.17   aA 9.33    aB 30.83   aA 10.50    aB 

BR 11140 11.67   aA 6.00   aB 15.83   aA 6.83   aB 21.50   aA 8.00    aB 25.00   aA   8.67    aB 

BR 11175  9.67   aA 6.50   aB 16.17   aA 7.33   aB 23.17   aA 8.17    aB 26.50   aA   8.33    aB 

BR 11284 10.67   aA 7.17   aB 15.83   aA 7.33   aB 22.67   aA 8.50    aB 27.83   aA   9.00    aB 

S 30+BR 11140  8.83   aA 7.67   aB 13.33   aA 9.83   aB 17.83   aA   10.83   aB 20.67   aA  12.50   aB 

S 30+BR 11175  7.33   aA 7.83   aB 15.00   aA 8.17   aB 20.00   aA   10.67   aB 24.00   aA  11.50   aB 

S 30+BR 11284  8.17   aA 7.33   aB 13.00   aA 8.50   aB 19.17   aA 9.83    aB 23.33   aA  10.17   aB 

BR11140+BR 11175  9.33   aA 5.67   aB 14.67   aA 7.17   aB 19.17   aA 8.83    aB 23.00   aA  10.33   aB 

BR 11140+BR 11284  8.00   aA 8.33   aB 11.83   aA 8.83   aB 16.67   aA   10.17   aB 19.83   aA  11.00   aB 

BR 11284+BR 11175  8.67   aA 7.00   aB 13.50   aA 8.33   aB 19.83   aA   10.17   aB 24.33   aA  11.17   aB 

CN  8.50   aA 6.50   aB 15.67   aA 7.67   aB 23.50   aA 8,50    aB 29.33   aA    9.50   aB 

CT  8.67   aA 7.83   aB 16.33   aA 8.17   aB 23.00   aA 9.83    aB 29.17   aA  10.33   aB 

Means 9.07   7.07   14.99   8.01  20.97  9.40  25.32    10.25    

%CV 27.98 26.63 30.48 32.74 

Means followed by the same lowercase letter between treatments within the same column and capital letter between the AMF within the same row for each 

parameter do not differ by Tukey test (P<0.05). Azospirillum amazonense (BR 11140), Herbaspirillum seropedicae (BR 11175), Gluconacetobacter 

diazotrophicus (BR 11284), Streptomyces sp (S 30), nitrogen control (CT) and absolute control (CN). Average of 3 repetitions 
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Table 4. Root dry matter (RDM), shoot dry matter (SDM) and shoot dry matter / root dry matter (SDM/MSR) ratio of 

micropropagated cassava plants (Manihot esculenta Crantz) cv. (BRA Pretinha III) evaluated at 100 days after planting in 

relation to inoculation of PGPBs and Glomus clarum 

Treatments RDM SDM SDM/RDM 

g/plant g/g 

with AMF non  AMF with   AMF non  AMF with   AMF non  AMF 

S 30 2.06       aA 0.15       aB 5.57       aA 0.24       aB  2.82     aA 1.82    aB 

BR 11140 2.90       aA 0.12       aB 5.29       aA 0.22       aB  2.26     aA 1.25     aB 

BR 11175 3.04       aA 0.08       aB 5.16       aA 0.15       aB  1.94     aA 1.81     aB 

BR 11284 3.22       aA 0.13       aB 5.06       aA 0.22       aB  1.62     aA 1.74     aB 

S 30+BR 11140 3.34       aA 0.23       aB 4.37       aA 0.34       aB  1.33     aA 1.48     aB 

S 30+BR 11175 3.17       aA 0.22       aB 4.34       aA 0.37       aB  1.38     aA 1.66     aB 

S 30+BR 11284 2.84       aA 0.16       aB 4.76       aA 0.28       aB  1.67     aA 1.73     aB 

BR11140+BR 11175 3.15       aA 0.15       aB 4.83       aA 0.27       aB  1.58     aA 1.71     aB 

BR 11140+BR 11284 2.09       aA 0.20       aB 5.22       aA 0.29       aB  2.53     aA 1.40     aB 

BR 11284+BR 11175 2.43       aA 0.30       aB 4.93       aA 0.43       aB  2.08     aA 1.43     aB 

CN 2.31       aA 0.22       aB 4.04       aA 0.33       aB  1.75     aA 1.48     aB 

CT 2.53       aA 0.21       aB 5.22       aA 0.38       aB  2.24     aA 1.81     aB 

Means 2.76    0.19   4.89   0.29   1.93   1.61   

%CV 37.63 21.09 28.68 

Means followed by the same lowercase letter between treatments within the same column and capital letter between the AMF 

within the same row for each parameter do not differ by Tukey test (P<0.05). Azospirillum amazonense (BR 11140), 

Herbaspirillum seropedicae (BR 11175), Gluconacetobacter diazotrophicus (BR 11284), Streptomyces sp (S  30), nitrogen 

control (CN) and absolute control (CT). Average of 3 repetitions 
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Table 5. Nitrogen accumulated in the shoot dry matter (NacSDM) and nitrogen accumulated in the root dry matter 

(NacRDM) and crude protein and accumulated phosphorus content in the dry matter of shoots (PSDM) of micropropagated 

cassava plants (Manihot esculenta Crantz) cv. (BRA Pretinha III) evaluated at 100 days after planting in relation to 

inoculation of PGPBs and Glomus clarum 

Treatments Nac SDM NacRDM Crude protein PSDM 

mg N/g SDM % g P/kg SDM 

with AMF non AMF with AMF non AMF with AMF non AMF with AMF 

S 30 217.58   aA   9.97   aB 51.76   aA   5.43   aB 24.88   aA 25.41    abcA 3.20    a 

BR 11140 194.81   aA   8.34   aB 57.52   aA   3.98   aB 23.03   aA 23.82    abcA 3.11    a 

BR 11175 202.86   aA   6.49   aB 59.43   aA   2.51   aB 24.62   aB 29.72    aA 3.07    a 

BR 11284 200.99   aA 10.69   aB 73.91   aA   4.38   aB 25.13   aA 27.41    abcA 3.15    a 

S 30+BR 11140 160.87   aA 13.69   aB 60.74   aA   7.39   aB 22.97   aA 24.63    abcA 3.08    a 

S 30+BR 11175 189.22   aA 14.37   aB 61.09   aA   7.99   aB 27.25   aA 24.29    abcA 3.10    a 

S 30+BR 11284 205.47   aA   8.81   aB 73.89   aA   5.32   aB 27.17   aA 20.02    cB 3.18    a 

BR 11140+BR 11175 196.73   aA 10.06   aB 66.90   aA   4.91   aB 25.47   aA 22.91    abcA 3.12    a 

BR 11140+BR 11284 175.62   aA 10.61   aB 50.34   aA   7.13   aB 21.18   aA 23.59    abcA 3.12    a 

BR 11284+BR 11175 189.59   aA 15.66   aB 48.70   aA 10.38   aB 24.01   aA 22.49    abcA 3.22    a 

CN 167.86   aA 14.65   aB 65.86   aA   6.84   aB 26.01   aA 28.29    abA 3.17    a 

CT 219.36   aA 12.74   aB 59.57   aA   7.24   aB 26.31   aA 20.68    bcB 3.20    a 

Means 193.41  11.34  60.81  6.13  24.84  24.44     3.14 

%CV 20.17 32.00 11.26 2.67 

Means followed by the same lowercase letter between treatments within the same column and capital letter between the 

AMF within the same row for each parameter do not differ by Tukey test (P<0.05). Azospirillum amazonense (BR 11140), 

Herbaspirillum seropedicae (BR 11175), Gluconacetobacter diazotrophicus (BR 11284), Streptomyces sp (S 30), nitrogen 

control (CN) and absolute control (CT). Average of 3 repetitions 
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Figure 1. Root length of micropropagated plants of cassava (Manihot esculenta 

Crantz) cv. (BRA Pretinha III) evaluated at 100 days after planting in relation to 

inoculation of PGPBs and Glomus clarum in the greenhouse. Equal lowercase 

letters between treatments (PGPBs) and equal capital letters between presence and 

absence of Glomus clarum do not differ by Tukey test (P<0.05). Azospirillum 

amazonense (BR 11140), Herbaspirillum seropedicae (BR 11175), 

Gluconacetobacter diazotrophicus (BR 11284), Streptomyces sp (S 30), nitrogen 

control (CN), and absolute control (CT). Average of 3 repetitions. %CV = 24.96. 
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Figure 2. Stem diameter of micropropagated plants of cassava depending on the 

presence or absence of Glomus clarum at 49, 65, 84 and 100 days after planting in the 

greenhouse 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Y(AG) = 1.1677 + 0.0115X, R2 = 0.9966 , P< 0.0001 

Y(PG) = - 0.3487 + 0.0637X, R2 = 0.9539 , P< 0.0001 
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Figure 3. Height of micropropagated plants of cassava depending on the presence or 

absence of Glomus clarum at 49, 65, 84 and 100 days after in greenhouse 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

Y(SF) = 3.9404 + 0.0637X, R2 = 0.9966 , P< 0.0001 

Y(CF) = - 6.1185 + 0.3182X, R2 = 0.9959 , P< 0.0001 
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Capítulo III 

Interrelação BPCPs e Glomus clarum em mandioca (Manihot esculenta 
Crantz) micropropagadas no Espodossolo 

  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O artigo deste capítulo será submetido para publicação no periódico Applied Soil 

Ecology  
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ABSTRACT 
 

Cassava (Manihot esculenta Crantz) is an excellent source of calories, occupying 

a prominent place among crops grown in tropical countries. Its greatest importance is 

given mainly because it is traditionally one of the cheapest foods used by man, both in 

fresh and/or industrial form. As it is grown almost mainly by small farmers in low-

income and low-nutrient areas, it has shown low productivity over decades. The use of 

microorganisms, whose interaction is beneficial, may be the only viability and 

sustainability possibility of agricultural systems that have low phosphorus and nitrogen 

contents, although available in sufficient quantities to supply plant growth, resulting in 

greater agricultural production. The aim of this study was to evaluate the interrelation 

between PGPBs and Glomus clarum in micropropagated plants of cassava (Manihot 

esculenta Crantz) on the Spodosol soil. The experiment was conducted in field at the 

Experimental Station of Itapirema-IPA. The PGPBs were: Herbaspirillum seropedicae 

(BR 11175), Gluconacetobacter diazotrophicus (BR 11284) and Streptomyces sp. 

(S30), mixed with double inoculation (Streptomyces sp + H. Seropedicae), 

(Streptomyces sp + G. diazotrophicus), (H. seropedicae + G. diazotrophicus) and triple 

inoculation (Streptomyces sp + G. diazotrophicus + H. seropedica). The mycorrhizal 

fungus used was G. clarum and the cassava cv. was “BRA Pretinha III”. The 

experimental design was of randomized blocks, with ten treatments and four 

replications. The treatments had inoculation of 3 individual bacterial strains and 4 

mixed + 3 controls (CT + AMF, CN + AMF and CT without AMF). After 203 days of 

cultivation, the variables analyzed were: plant height, stem diameter, root length, shoot 

dry matter yield, root dry matter, relation between shoot/root dry matter, nitrogen 

accumulated in the shoot and root, P content in shoot and root, starch content, AMF 

glomerospores number and % of AMF colonization. It was concluded that the strains of 

plant growth-promoting bacteria (PGPBs) inoculated in the cv. "BRA Pretinha III" 

cassava influenced mycorrhizal colonization and glomerospores number. The 

micropropagated "BRA Pretinha III" cultivar showed low productivity, suggesting that 

it was due to cultivation in the first generation. The starch content in the cv. "BRA 

Pretinha III" cassava was satisfactory to the values required by the industry. The applied 

dose of nitrogen fertilizer have not contributed in optimizing the cv. "BR Pretinha III" 

cassava in any evaluated variable, inferring low economic and ecological cost with 

micro-organisms application. The fungi mix identified in the study area should be 

isolated and multiplied for use as inoculum in future research, as well as to enhance 

studies with new biological inputs formulations for cassava, aimed at increasing the 

productivity of this crop under conditions of micropropagation and/or spread in the 

field. 
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1. Introdução 

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) é excelente fonte de calorias, ocupando 

local de destaque entre as culturas exploradas nos países tropicais. Sua maior 

importância se dá, principalmente, pelo fato de ser tradicionalmente um dos alimentos 

básicos mais baratos utilizados pelo homem, seja na forma fresca à mesa e/ou na forma 

industrial (FAO, 2014). 

No Brasil é cultivada em quase todo o Território Nacional, ocupando uma área 

de 1,5 milhões de hectares e com uma produção de 21 milhões de toneladas de raiz, 

sendo a base econômica de milhares de pequenas propriedades e a segurança alimentar 

de milhões de brasileiros, principalmente nas regiões Norte e Nordeste do país, o qual 

tem como maiores produtores os estados do Pará, Paraná, Bahia e Maranhão que, 

juntos, representam cerca de 55% da produção nacional (IBGE, 2014). 

Embora o país ocupe a 4ª colocação no ranking entre os principais países 

produtores de mandioca, sua produtividade tem apresentado ao longo de décadas uma 

média em torno de 13 t ha
-1

 (IBGE, 2014), e isto tem sido atribuído ao fato dessa cultura 

apresentar uma notável tolerância a estresses abióticos, ser comumente cultivada em 

solos com baixo teor de nutrientes e sem a aplicação de fertlilizantes (Fukuda et al., 

1997a). Entretanto, apesar de tão adaptável à condições extremas, ela extrai elevadas 

quantidades de nutrientes do solo, principalmente N e K (Souza et al., 2006). Além 

disso, não responde de maneira consistente à adubação nitrogenada, mesmo em solos 

com baixa disponibilidade de nutrientes. Tal característica tem sido relacionada à 

associação de micro-organismos envolvidos na nutrição com nitrogênio, fósforo e 

outros nutrientes do solo (Gomes and Silva, 2006).  

Entre estes micro-organismos, as bactérias representam domínio mais 

abundante, como também desempenham papel importante na ciclagem de nutrientes. 

Um desses processos é a fixação biológica de nitrogênio atmosférico (FBN), que é 

realizada por bactérias conhecidas como diazotróficas, as quais apresentam alta 

diversidade morfológica, fisiológica, genética e filogenética. Tal diversidade garante a 

ocorrência delas nos mais diferentes habitats, podendo ser de vida livre, estar associadas 

a espécies vegetais ou, ainda, estabelecer simbiose com leguminosas (Moreira et al., 

2013). 

Além da FBN, a síntese de fitormônios pelas bactérias promotoras de 

crescimento de plantas (BPCPs) é, provavelmente, um dos mecanismos mais 



    

 

100 
 

importantes sobre o desenvolvimento vegetal, tendo em vista que eles podem promover 

alterações morfológicas no sistema radicular, incluindo aumento no comprimento e 

volume radicular, número e comprimento das raízes laterais (Bashan & De-Bashan, 

2010), e isso tem sido associado ao aumento da resistência vegetal contra estresses 

hídricos e nutricionais, além do aumento da eficiência de uso da água e de fertilizantes 

(Figueiredo et al., 2008; Carvalhais et al., 2013). 

Outro grande grupo de micro-organismos que merece destaque são os fungos 

micorrízicos arbusculares, os quais são de ocorrência generalizada nas diferentes 

condições de clima e ecossistemas, e interagem com a maioria das plantas terrestres, o 

que os tornam de grande importância econômica e ecológica (Schüßler et al., 2001). 

Esta importância se dá pelo incremento no desenvolvimento das plantas, atribuído à 

maior capacidade da planta de absorver água e nutrientes, em especial aqueles que 

apresentam baixa mobilidade no solo, como o fósforo. Este aumento na capacidade de 

absorção de nutrientes é de grande interesse, principalmente em condições tropicais, 

onde os solos apresentam baixos teores de fósforo disponível, devido a alta capacidade 

de fixação (Stümer & Siqueira, 2013).   

Apesar da ocorrência de BPCPs na mandioca (Teixeira et al., 2007) e de ser 

considerada uma das culturas mais dependentes da associação micorrízica (Balota et al., 

1997), pouco ainda se conhece sobre o potencial da inoculação das bactérias 

diazotróficas em plantas de mandioca micropropagadas e sua interação com FMA em 

condições de campo. 

Nesse sentido, sabendo que a cadeia produtiva da mandioca é formada em sua 

grande parte por pequenas propriedades rurais que adotam pouca tecnologia e que o 

custo dos adubos químicos eleva o custo da produção, a hipótese de que o uso de 

combinações de micro-organismos que apresentem compatibilidade, diferente 

capacidade metabólica e alto potencial de interação com a mandioca cv. “BRA Pretinha 

III” poderá garantir uma maior independência aos insumos industrializados viabilizando 

a sustentabilidade dos sistemas agrícolas. Foram avaliadas diferentes BPCPs inoculadas 

isoladamente com o Glomus clarum e em mistura com o G. clarum onde foram 

analisados diferentes parâmetros biológicos e fisiológicos neste estudo.  

2. Material e Métodos  

2.1.  Área de estudo 
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O experimento foi conduzido em campo na Estação Experimental de Itapirema - 

Instituto Agronômico de Pernambuco (IPA), localizada no município de Goiana/PE 

(latitude 7º38'S, longitude 34º56'W e altitude média de 13 m ao nível do mar) 

(BELTRÃO et al., 2005) em um solo classificado como Espodossolo Cárbico Órtico 

(Embrapa, 2013), com as seguintes características: profundidade (0-20 cm) - pHH2O 

5,50; 16 mg dm
-3

 de P; 0,06 cmolc dm
-3

 de K; 1,30 cmolc dm
-3

  de Ca
2+

; 0,70 cmolc dm
-

3
 de Mg

+2
; 0,15 cmolc dm

-3
 de Al e 4,63 cmolc dm

-3
 de H, apresentando uma e textura 

arenosa e na profundidade (20-40 cm) pHH2O 5,20; 5 mg dm
-3

 de P; 0,03 cmolc dm
-3

 de 

K; 0,70 cmolc dm
-3

 de Ca
2+

; 0,70 cmolc dm
-3

 de Mg
+2

; 0,10 cmolc dm
-3

 de Al 

apresentando uma textura franco arenosa (Embrapa, 2009).  

O clima é do tipo tropical chuvoso com verão seco. O período chuvoso começa 

no outono tendo início em fevereiro e término em outubro. A precipitação média anual é 

de 1.634 mm (Beltrão et al., 2005). As precipitações registradas durante o experimento 

estão apresentadas na Figura 1. 

2.2.  Delineamento experimental e tratamentos  

O delineamento experimental utilizado foi blocos ao acaso, com dez tratamentos 

e 4 repetições. Os tratamentos foram a inoculação de 3 estirpes bacterianas individuais e 

4 em mistura + 3 testemunhas (TA – tratamento controle + FMA, TN - tratamento 

nitrogenado + FMA e TA - tratamento controle sem FMA). O fungo micorrízico 

utilizado foi o Glomus clarum, e o cultivar de mandioca foi “BRA Pretinha III”. As 

bactérias promotoras de crescimento em plantas (BPCPs) utilizadas foram: 

Herbaspirillum seropedicae (BR 11175), Gluconacetobacter diazotrophicus (BR 

11284) e Streptomyces sp. (S 30), e em mistura com dupla inoculação (Streptomyces sp 

+ H. seropedicae), (Streptomyces sp + G. diazotrophicus), (H. seropedicae + G. 

diazotrophicus) e em tripla inoculação (Streptomyces sp + G. diazotrophicus + H. 

seropedica).  

As estirpes bacterianas Herbaspirillum seropedicae (BR 11175) e 

Gluconacetobacter diazotrophicus (BR 11284) foram provenientes da coleção do 

Centro Nacional de Pesquisa de Agrobiologia (CNPAB), Streptomyces sp. (S 30) da 

coleção da Universidade Federal de Pernambuco - Departamento de Antibióticos - 

UFPEDA), e o fungo Glomus clarum (Nicolson and Schenck, 1979) foi cedido pelo 

Centro Nacional de Pesquisa de Agrobiologia (CNPAB). 
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O cv. “BRA Pretinha III” é de domínio público recomendado para regiões de 

clima semiárido, precoce e indicada para uso no processamento industrial das raízes 

para obtenção de farinha, fécula e seus derivados. Tendo como características 

morfológicas uma altura de 1,7 m; 0,500 kg de folhagem por planta; 1,15 kg de ramas + 

cepas por planta; 1,4 kg de raiz por planta e 28,9 % de teor de amido (Fukuda et al., 

1997b). 

2.3.  Multiplicação e preparação dos inoculantes bacterianos e fúngico 

Para a obtenção dos inoculantes, as estirpes foram crescidas em frascos 

erlenmeyers contendo meios de cultura específicos. As estirpes BR 11140, BR 11175 e 

BR 11284 foram crescidas em meio de cultura DYGS (Dextrose Yeast Glucose 

Sucrose) durante 48 horas, enquanto que a estirpe S 30 cresceu em meio de cultura ALA 

(Arginina, Levedura e Ágar) durante 120 horas. Todas as estirpes foram submetidas à 

agitação constante de 200 rpm em temperatura de 29ºC.  

O Glomus clarum foi multiplicado em casa de vegetação, em vasos de cultivo 

com capacidade de 3,0 kg solo vaso
-1

, contendo uma mistura de solo 

(Espodossolo):vermiculita (2:1 v/v) previamente autoclavado a 120°C, 101 KPa, por 1 

hora e três dias consecutivos, tendo como planta hospedeira o painço (Panicum 

miliaceum L.). Após a multiplicação, o inóculo produzido foi avaliado quanto ao 

número de glomerosporos empregando-se as técnicas de decantação e peneiramento 

úmido (Gerdemann and Nicolson, 1963), e complementado pela técnica da 

centrifugação e flutuação em sacarose (50%) (Jenkins, 1964). A contagem dos esporos 

foi realizada em placas canaletadas e microscópio estereoscópio (40 x). 

2.4.  Inoculação das BPCPs nas plântulas de mandioca 

As plântulas de mandioca foram obtidas através do cultivo de meristemas, de 

acordo com o protocolo de Souza et al. (2009), em que as manivas foram selecionadas, 

desinfestadas, plantadas em bandejas para germinação contendo uma mistura de 

substrato comercial “Carolina padrão” (pHH2O (5,0+/-0,5); condutividade elétrica (7 

µS/cm+/-0,3), capacidade de retenção de água (55%) e umidade máxima (60%)) + areia 

lavada (1:1), autoclavada a 120°C, 101 kPa, por 1 hora, e mantidas em casa de 

vegetação até a brotação. Os brotos foram colhidos, desinfestados em câmara de fluxo 
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laminar e os ápices foram isolados e estabelecidos em meio nutritivo MS (Murashige 

and Skoog, 1962), suplementado com tiamina-HCl (1mg/L), inositol (100 mg/L), ácido 

naftalenoacético (ANA) (0,02 mg/L), benzilaminopurina (BAP) (0,04 mg/L), ácido 

giberélico (AG3) (0,05 mg/L), sacarose (20 g/L) (Roca et al., 1991), ágar (8 g/L).  

A multiplicação foi conduzida quando a planta alcançou o tamanho de 10 cm de 

comprimento, foi seccionada em várias microestacas e, em seguida, inseridas em novo 

meio MS com a mesma composição básica do meio para o estabelecimento dos ápices, 

variando apenas nas concentrações dos reguladores ANA, BAP e AG3, que passaram a 

ser todos 0,01 mg/L.  

Nas duas etapas (estabelecimento e multiplicação) o pH foi ajustado para 5,7 e 

as plantas foram mantidas em sala de crescimento, sob condições de temperatura de 

26±1°C, luz artificial (1948 lux) com um  fotoperíodo de 16 horas. 

Quando apresentaram raízes e folhas em abundância, foram individualizadas, 

lavadas com água destilada autoclavada, parte de suas raízes cortadas (2 cm) e, em 

seguida, transferidas para tubos de ensaio com meio de cultivo MS modificado  (sem 

hormônios, com a concentração de sacarose e nutrientes reduzida 10 vezes e sem ágar), 

conforme metodologia de Reis (2004). Em seguida, foram inoculadas com uma 

suspensão de bactérias crescidas em meio específico, apresentando uma densidade 

bacteriana de ~10
8
 células mL

-1
. Para os tratamentos com estirpes individuais, foram 

inoculadas uma suspensão de 2 mL, já os com dupla inoculação com 1 mL de cada 

estirpe, enquanto que, àqueles com tripla inoculação receberam  0,67 mL de cada 

estirpe. Na testemunha absoluta (TA) não foi acrescida suspensão de bactérias. As 

plantas foram mantidas em sala de crescimento por 10 dias à 26±1°C, sob luz artificial 

(1948 lux) com um fotoperíodo de 16 horas. 

 

2.5.  Aclimatização 

As plântulas oriundas da cultura de tecido e inoculadas com BPCPs foram 

lavadas com água destilada autoclavada, para retirar o excesso de meio MS e plantadas 

em copos descartáveis de plástico de 0,5 L preenchidos com uma mistura autoclavada 

de solo Espodossolo + substrato comercial na proporção de 1:1 (pH 6,0). Todos os 

tratamentos, com exceção da testemunha sem G. clarum (TA-SF), receberam uma 

alíquota de 1,40 g de propágulo, contendo aproximadamente 200 glomerosporos. O 

substrato foi umedecido e cada plântula foi coberta com copo descartável branco para 
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manutenção da umidade, conforme descrito por Souza et al. (2009). Após 20 dias após o 

plantio (DAP), os copos de cobertura foram eliminados e as plântulas mantidas durante 

34 dias aclimatando. As plantas foram nutridas semanalmente com solução de Hoagland 

and Arnon (1950), isenta de P e N, conforme Jarstfer and Sylvia (1992) e Silveira et al. 

(1998). A umidade foi mantida na capacidade de pote.  

2.6.  Instalação e condução do experimento  

Na área experimental foi aplicado o equivalente a 0,5 t ha
-1

 de calcário 

dolomítico antes do preparo do solo.  O solo foi preparado com aração a 30 cm de 

profundidade e duas gradagens, para destorroamento e nivelamento. Após 60 dias, foi 

realizada a adubação conforme a análise do solo e recomendação para Pernambuco 

(Silva and Santos, 2014). Todos os tratamentos receberam 68,9 kg de K ha
-1

 na forma 

de KCl, e a testemunha nitrogenada  recebeu 45,4 kg de N ha
-1

 na forma de uréia . Não 

foi aplicado o fósforo (P). 

A parcela experimental foi de 17,4 m
2
 (5,8 m x 3,00) e a mandioca foi plantada 

em covas em fileiras duplas, no espaçamento de 2,00 x 0,60 x 0,60, totalizando 30 

plantas por parcela. Destas, 12 faziam parte da parcela útil. 

O transplante das mudas de mandioca para o campo ocorreu aos 35 dias após 

aclimatizadas. Para permitir uma melhor cobertura do solo e agregar resíduos culturais 

foram plantadas entre as fileiras de cada parcela e no mesmo dia do transplante da 

mandioca, sementes de mucuna-preta (Mucuna aterrina) em sulcos espaçados de 0,5 m. 

Por ocasião da semeadura, a estirpe de Bradyrhizobium sp. (SEMIA 6158) da coleção 

de cultura da FEPAGRO (Fundação Estadual de Pesquisa Agropecuária) foi inoculada 

nas sementes da mucuna. Para o preparo do inóculo, a estirpe de Bradyrhizobium sp. 

(SEMIA 6158) foi semeada em frascos erlenmeyer, contendo 50 mL de meio de cultura 

YM, e mantida sob agitação constante (200 rpm; 28 °C) durante 96 horas. A 

concentração de bactérias utilizada foi de ~10
8
 células mL. 

Aos 5 dias após o plantio, as plantas de mandioca foram  reinoculadas com uma 

suspensão de bactérias crescidas em meio específico, apresentando uma densidade 

bacteriana de ~10
8
 células mL

-1
. Para os tratamentos com estirpes individuais, as plantas 

foram inoculadas com uma suspensão de 50 mL, com a dupla inoculação de estirpes, 25 

mL de cada estirpe, enquanto que, àquelas com tripla inoculação, com 17 mL de cada 
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estirpe. Nas testemunhas (TA + FMA, TN + FMA e TA sem FMA) não foi acrescida 

suspensão de bactérias.  

Aos 60 DAP as plantas de mucuna-preta foram cortadas rente ao solo e mantidas 

como cobertura morta na superfície. Durante o período experimental foram efetuadas 

quatro capinas manuais e não foi necessário irrigar. A colheita da mandioca foi efetuada 

aos 203 dias após o plantio incluindo a etapa de aclimatização e foram avaliadas as 

seguintes variáveis: altura da planta, diâmetro do caule, rendimentos da matéria seca 

parte aérea (RMSPA) e raiz (RMSR), nitrogênio acumulado na matéria seca parte aérea 

(NacMSPA), nitrogênio acumulado na matéria seca raiz (NacMSR), determinado pelo 

método Kjeldhal segundo Embrapa (2009), relação matéria seca parte aérea/matéria 

seca raiz (MSPA/MSR), índice de colheita (IC) = (massa de raízes/massa de raízes + 

massa da parte aérea) x 100 (Otsubo et al., 2008), teor de P na matéria seca parte aérea 

(PMSPA) e na raiz (PMSR) (Watanabe and Olsen, 1965), teor de amido, conforme 

metodologia da balança hidrostática descrita por Grossmann and Freitas (1950), 

proteína bruta (PB = % de N x 6,25), número de glomerosporos foi avaliado por 

contagem, empregando as técnicas descritas anteriormente, colonização das raízes 

conforme Phillips and Hayman (1970). Para identificação dos gêneros dos FMA foi 

utilizada a abordagem morfológica, no qual os glomerosporos similares foram 

agrupados em lâminas com PVLG e com Melzer + PVLG (1:1) (Morton et al., 1993) e 

classificadas taxonomicamente de acordo com Dr. Fritz Oehl (Research Institute 

Agroscope Reckenholz/Zürich), Schenck and Perez (1990) e Blaszkowski (2012).  

2.7.  Análise estatística 

Os dados foram submetidos à análise de variância (ANOVA), utilizando-se o 

programa estatístico SASM-Agri (Canteri et al., 2001), com níveis de significância de 

5% pelo teste F e as médias comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05).  

3. Resultados 

3.1.  Colonização micorrízica, número de glomerosporos e gêneros de FMA autóctones 

Na taxa de colonização das raízes de mandioca, observou-se que aos 203 dias 

após o plantio, houve diferença estatística pelo teste de Tukey (p< 0,05) entre a tripla 
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inoculação (S 30 + BR 11284 + BR 11175) Streptomyces sp + G. diazotrophicus + H. 

seropedicae e as duplas (S 30 + BR 11284; BR 11284 + BR 11175) em relação a estirpe 

BR 11284 (G. diazotrophicus) (Tabela 1). Estas combinações promoveram aumentos 

em torno de 22% em relação a BR 11284. Já em relação ao número de glomerosporos,  

as bactérias promotoras de crescimento em plantas (BPCPs) também promoveram 

efeitos significativos (p<0,05) sobre o número de glomerosporos de FMA no solo 

(Tabela 1), que variou de 36 a 293 esporos g solo
-1

, sendo que o maior estímulo na 

produção de novos esporos ocorreu quando o G. clarum foi co-inoculado com a estirpe 

BR 11175 (Herbaspirillum seropedicae), promovendo incrementos de 720% e 687%, 

em relação à testemunha nitrogenada com Glomus clarum (TN + FMA) e testemunha 

absoluta (TA), respectivamente. Apesar da estirpe S 30 (Streptomyces sp) diferir 

estatisticamente (p<0,05) da BR 11175, ela também aumentou a esporulação do FMA 

quando comparada às duplas  inoculações com S 30 + BR 11175,  S 30 + BR 11284 

(Gluconacetobacter diazotrophicus), à tripla (S 30 + BR 11284 + BR 11715) e às TAs 

(Testemunhas). Tanto as duplas inoculações, quanto a tripla inoculação de BPCPs não 

diferiram estatisticamente (p<0,05) da TA, TN + FMA e TA + FMA.  

Os FMA autóctones registrados na área de cultivo da mandioca foram 

identificados aos 200 dias após o plantio e os gêneros encontrados foram: Acaulospora 

sp, Cetraspora sp, Fuscutata sp, Gigaspora sp, Glomus sp, Racocetra sp, e 

Scutellospora sp. (Figura 2).  

 

3.2.  Avaliação da promoção de crescimento vegetal 

Nas variáveis taxa de sobrevivência (TS), diâmetro do caule (DC), altura da 

planta (AP), índice de colheita (IC), rendimento da matéria seca raiz (RMSR) e teor de 

amido (Tamido) do cultivar “BRA Pretinha III”, quando cultivadas no campo, não 

diferiram estatisticamente (p<0,05) quando inoculadas com as BPCPs e co-inoculadas 

com G. clarum (Tabelas 2 e 3). Os valores médios observados foram 79,37% (TS), 

18,13 mm (DC), 52,29 cm (AP), 48,97% (IC), 683,26 kg ha
-1

 (RMSR) e 28,16% 

(Tamido). Já quanto ao rendimento da matéria seca da parte aérea (RMSPA), observou-

se que não ocorreu diferença signifivativa (p<0,05%) entre a TN + FMA e os demais 

tratamentos inoculados e não inoculados, exceto em relação à dupla inoculação S 30 + 

BR 11284 (Streptomyces sp + Gluconacetobacter diazotrophicus) (Tabela 3).  
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3.3. Nitrogênio e fósforo acumulado na matéria seca da parte aérea e nas raízes e 

porcentagem de proteína bruta na parte aérea. 

Em relação ao conteúdo de nitrogênio (N) acumulado na matéria seca parte aérea 

(NacMSPA) e o teor de proteína bruta (PB) verificou-se que não ocorreu diferença 

significativa (p<0,05) nestas variáveis quando as plantas foram inoculadas com as 

BPCPs + FMA (Tabela 4), contudo, o mesmo não ocorreu quanto ao N acumulado na 

matéria seca raiz (NacMSR), em que observou-se que as BPCPs + FMA favoreceram um 

maior NacMSR quando as plantas foram inoculadas com a tripla inoculação S 30 + BR 

11284 + BR 11175 + FMA (Tabela 4). Estas BPCPs quando combinadas promoveram 

um incremento de 81,6% e 69,9% em relação às duplas S 30 + BR 11284 + FMA e BR 

11284 + BR 11175 + FMA, respectivamente. Observou-se também que mesmo a tripla 

inoculação não diferindo da testemunha absoluta (TA) e da testemunha nitrogenada 

(TN), ela promoveu uma transferência de N para as raízes de 49% e 13% quando 

comparadas a TA e TN, respectivamente, dispensando o uso do fertilizante nitrogenado, 

o que contribui para um significativo ganho ambiental, além da redução de custos. O 

estudo também mostrou que as BPCPs co-inoculadas com o G. clarum não alteraram os 

teores de fósforo na parte aérea (PMSPA) e na raiz (PMSR) do cv. “BRA Pretinha III” 

ao nível de p<0,05. Os teores médios encontrados foram de 3,43 g kg
-1

 e 2,43 g kg
-1

 de 

P na matéria seca da parte aérea e na raiz, respectivamente.  

4. Discussão 

4.1.  Colonização micorrízica, número de glomerosporos e gêneros de FMA autóctones 

O estudo mostrou que a mandioca apresentou uma alta colonização micorrízica 

(80,25%), revelando a grande infectividade dos FMAs presentes nas condições naturais 

do solo. Esta alta colonização pode estar relacionada com o elevado grau de 

micotrofismo da mandioca, porém, inúmeros outros fatores também podem influenciar a 

colonização micorrízica, como as propriedades químicas e físicas do solo, as condições 

ambientais, como também, aspectos inerentes à própria planta, como a sanidade e 

fenologia (Colozzi and Nogueira, 2007). Estudos realizados em campo têm relatado 

porcentagem de colonização micorrízica da mandioca variando de 31 a 85 % (Balota et 

al., 1999; Burns et al., 2012) corroborando com os resultados do presente trabalho. 
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Verificou-se também que a tripla inoculação (S 30 + BR 11284 + BR 11175) 

Streptomyces sp + G. diazotrophicus + H. seropedicae e as duplas (S 30 + BR 11284; 

BR 11284 + BR 11175) apresentaram uma maior compatibilidade funcional com o cv. 

“BRA Pretinha III”, visto que promoveram uma maior taxa de colonização micorrízica 

do que a estirpe BR 11284, fato que pode estar relacionado com a síntese de 

metabólitos, pois de acordo com Carvalho and Moreira (2010), os processos de infecção 

radicular por FMA e por BPCPs são mediados por trocas de sinais moleculares entre a 

planta e os microssimbiontes; tanto os exsudatos da planta podem influenciar os FMA e 

as BPCPs, quanto os FMA podem acelerar um maior estabelecimento e crescimento de 

bactérias diazotróficas, ou vice e versa. 

Os efeitos das BPCPs no aumento da esporulação verificados neste estudo, 

corroboram com os observados por Balota et al. (1997) que estudando a inoculação de 

Burkholderia sp + FMA em plantas de mandioca micropropagadas, verificaram 

aumento de 168% na produção de esporos de Glomus clarum em solo esterilizado. A 

co-inoculação de Azotobacter chroococcum e Glomus fasciculatus em plantas de tomate 

também favoreceu aumento na produção de esporos do FMA (Bagyaraji and Menge, 

1978) em solo esterilizado e não esterilizado. Soares et al. (2009), observaram que as 

estirpe Bacillus sp. (RAB9) e B. thuringiensis subvar. kurstakii Beliner (ENF10) 

estimularam a germinação de Gigaspora albida e Glomus etunicatum, respectivamente, 

por outro lado, a estirpe Bacillus cereus (C210) inibiu a germinação de G. albida in 

vitro.  

Embora ainda não esteja completamente esclarecida a importância funcional das 

bactérias para os esporos (Cruz and Ishii, 2011), a maior esporulação verificada neste 

estudo, revela que o G. clarum foi seletivo quanto às estirpes de BPCPs. De acordo com 

Garbaye (1994), algumas populações bacterianas, chamadas de bactérias que auxiliam 

as micorrizas (MHB), têm efeitos benéficos sobre o crescimento de FMA não só 

estimulando a taxa de crescimento do FMA, mas também facilitando a germinação do 

esporo (Pivato et al., 2009). Estas MHB podem ocorrer na superfície e dentro dos 

esporos e hifas (Bianciotto et al., 2004; Bonfante and Anca, 2009; Gopal et al., 2012). 

Benefícios promovidos por MHB em G. clarum foram demonstrados por Xavier and 

Germida (2003), que verificaram a ocorrência dos gêneros Alcaligenes, Bacillus, 

Burkholderia, Flavobacterium e Pseudomonas em seus esporos e que os mesmos 

influenciaram estimulando a germinação de esporos. Tais benefícios produzidos pelas 

MHB podem ser químicos por meio de exsudados, como os ácidos orgânicos 

(Duponnois and Garbaye, 1990), compostos voláteis (etileno) e compostos não voláteis 
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(Horii and Ishii, 2006) ou físicos (biofilmes) devido a sua agregação nas superfícies de 

esporos e hifas facilitando a penetração das hifas no solo e nos tecidos vegetais, além de 

suprimir patógenos e afetar a biodinâmica dos nutrientes (Cruz & Ishii, 2011).  

Nesse sentido, sugere-se que as estirpes BR 11175 (Herbaspirillum seropedicae) 

e S 30 (Streptomyces sp) sejam melhores exploradas em combinações com FMA, com o 

intuito de otimizar a formação e o funcionamento das simbioses micorrízicas.  

Quanto ao efeito do fertilizante nitrogenado, o estudo mostrou que a dose de 

45,4 kg de N ha
-1

 (testemunha nitrogenada + FMA) na forma de uréia não estimulou a 

colonização nem a esporulação dos FMA. Resultados semelhantes foram observados 

por Andreola (1982) que, aplicando ureia, pode verificar que este adubo não afetou a 

colonização e o número de esporos de FMA associados à cana-de-açucar. De acordo 

com Bethlenfalvay et al. (1999), a densidade de esporos e hifas podem aumentar ou 

diminuir em resposta a adubação mineral com N, já para Saito et al. (2011), espécies de 

plantas que são adaptadas às condições de déficit de N, podem se beneficiar dos FMA 

através desta absorção de N, porém a fertilização nitrogenada para estas plantas pode 

inibir a colonização micorrízica e a esporulação dos FMA da mesma forma que a 

fertilização fosfatada pode inibir a colonização e esporulação dos FMA e, isto pode 

variar segundo a espécie fúngica e a planta hospedeira (Carrenho et al., 2010).  

Em relação à comunidade dos FMA autóctones identificados na área de cultivo, 

os gêneros Acaulospora, Scutellospora e Glomus também foram registrados por Balota 

et al. (1999), ao verificarem as espécies de FMA relacionadas às plantas de mandioca 

nos estados de São Paulo, Rio de Janeiro e Parana. Segundo Carrenho et al. (2010). As 

comunidades nativas de FMA são bastante variadas em relação à composição de 

espécies, pois a ocorrência destas é influenciada pela vegetação e pelo ambiente e, 

apenas algumas se revelam eficientes em promover o crescimento das plantas (Howeler 

et al., 1987). Em solos tropicais a mandioca, geralmente, é mais associada com Glomus 

clarum (Sieverding, 1991). Em um estudo de campo, Fagbola et al. (1998) observaram 

que a inoculação de G. clarum promoveu um incremento de 50% na taxa de colonização 

micorrízica quando comparadas às plantas de mandioca apenas com FMA nativos. As 

razões dessas variações interespecíficas dos FMA podem estar relacionadas à 

capacidade fisiológica intrínseca de cada espécie em infectar e colonizar as raízes e 

absorver e translocar os nutrientes (Balota et al., 1999).  

4.2.  Avaliação da promoção de crescimento vegetal 
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O estudo mostrou que apesar de não ter ocorrido diferença significativa na taxa 

de sobrevivência quando as plantas foram inoculadas com as BPCPs + FMA, os 

resultados mostraram uma tendência de aumento na taxa de sobrevivência quando as 

plantas foram inoculadas com a estirpe BR 11175 + FMA (Herbaspirillum 

seropedicae), tendo em vista que houve um incremento nas plantas de 24% em relação à 

TN + FMA. Sobreviveram em média 79% das plantas oriundas da cultura de tecido. A 

principal causa de mortalidade dessas plantas no campo ocorreu devido ao ataque de 

formigas. Nas Américas e no Brasil é comum encontrar formigas cortadoras de folhas, 

pertencentes aos gêneros Atta (saúvas) e Acromyrmex (quenquéns) se alimentando da 

mandioca (Bellotti and Schoonhoven, 1978). Essas formigas podem desfolhar 

totalmente as plantas quando ocorrem em altas populações e os ataques delas 

geralmente ocorrem durante os primeiros meses de desenvolvimento da cultura. Quando 

em elevado número podem diminuir a atividade fotossintética e, consequentemente, 

menores rendimentos (Bellotti et al. 1983).  

Quanto à altura e diâmetro de plantas micropropagadas de mandioca não existem 

relatos de estudos em campo, no entanto Ferreira et al. (2009), avaliando a altura de 

plantas de mandioca propagadas vegetativamente aos 2 meses, 4 meses, 6 meses, 8 

meses e 10 meses, verificaram alturas de 19,10 cm, 52,16 cm, 73,95 cm, 86,58 e 106,80 

cm, respectivamente, porém segundo Carvalho and Fukuda (2006), a altura e diâmetro 

são variáveis que estão relacionadas com o cultivar. 

Com relação ao índice de colheita (IC), os valores obtidos nesse estudo ficaram 

entre 52,20% e 46,28% e, foram semelhantes aos observados por Cardoso Júnior et al. 

(2005), que avaliando o efeito do nitrogênio em duas variedades de mandioca (Lisona e 

Sergipe) aos 12 meses, verificaram um IC de 53,9% e 43,3%, respectivamente. Para 

Conceição (1983), o IC é considerado adequado quando está acima de 60%, no entanto, 

ele isoladamente, não fornece informações relevantes sobre o desenvolvimento e 

produção da planta de mandioca, pois altos valores desse índice podem ser obtidos com 

o aumento da produção de raízes ou pela diminuição da produção de parte aérea 

(Cardoso Júnior et al., 2005).  

Os baixos RMSPA e RMSR observados nesse experimento podem ser 

decorrentes das plantas serem oriundas do cultivo de meristemas, tendo em vista que, no 

geral, plantas micropropagadas apresentam menor tamanho. Além disso, de acordo com 

Cock (1985), algumas espécies e genótipos de mandioca podem apresentar na 1º 

geração após o cultivo in vitro, diminuição no rendimento.  
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Comumente, a micropropagação em mandioca é utilizada na conservação in 

vitro de germoplasma e no melhoramento genético. No entanto, a propagação clonal 

massiva para a produção de manivas-sementes isentas de doenças em um curto período 

de tempo, tem se tornado recentemente uma estratégia, a curto prazo, para a reabilitação 

de cultivares locais e de uso tradicional em regiões carentes dos trópicos (Souza et al., 

2009).  

Quanto ao teor de amido, os valores observados estão dentro da faixa mínima 

requerida para a venda de raízes para indústria, que está próximo 29,71% (Cereda and 

Vilpoux, 2003). De acordo com Fukuda and Saad (2001) os teores de amido ou fécula 

estão altamente correlacionados com a matéria seca nas raízes, dependendo da 

variedade, do local onde se cultiva, da idade das plantas e época de colheita das raízes. 

4.3.  Nitrogênio e fósforo acumulado na matéria seca da parte aérea e nas raízes e 

porcentagem de proteína bruta na parte aérea. 

O estudo mostrou que o valor médio de N acumulado na matéria seca parte aérea 

NacMSPA (33,87 kg/ha) está entre os valores observados por Souza et al. (2006) que, 

avaliando 3 variedades de mandioca, do 3º ao 13º.mês, observaram que o acúmulo de N 

na parte aérea da mandioca aos 6 meses variou de 30 a 57 kg/ha. Essa falta de resposta 

da planta hospedeira pode estar relacionada às condições ambientais, visto que o solo 

apresentava altos teores de areia grossa, cerca de 72%, e em consequência das 

precipitações que ocorreram logo após o transplantio, as BPCPs ao serem  re-inoculadas 

podem ter sido lixiviadas para camadas mais profundas do solo.  

Além disso, às estirpes de BPCPs utilizadas, também interferem diretamente no 

sucesso da inoculação, pois, mesmo sem ter dado diferença significativa, a resposta das 

plantas controle (TA), revelou o potencial da composição da microbiota nativa do solo, 

que parece ter apresentado maior compatibilidade metabólica aos exudatos radiculares 

visto que, por serem mais adaptadas às condições edafoclimáticas deste estudo, podem 

ter promovido o deslocamento de grupos incompatíveis. De acordo com Sumner (1990), 

BPCPs isoladas da mesma variedade da planta que se deseja inocular, são mais 

eficientes, especialmente quando a população nativa está presente. Organismos 

adaptados às condições ambientais da região podem apresentar melhores condições para 

competir com a microbiota nativa, tanto pela adaptação às condições edafoclimáticas, 

quanto pelo aumento populacional promovido pela inoculação.  



    

 

112 
 

Quanto ao teor de proteína bruta (PB), o percentual médio encontrado corrobora 

com os encontrados por Modesto et al. (2001), que estudando a composição química de 

cinco cultivares de mandioca em diferentes épocas de colheita, encontraram valores que 

variaram de 20,7% a 38,4% para PB. Como a concentração de proteína bruta reflete os 

teores de N nas plantas, verificou-se que mesmo não tendo ocorrido diferenças entre os 

tratamentos, o percentual de PB na parte aérea da mandioca, quando inoculada com a 

tripla inoculação S 30 + BR 11284 + BR 11175 (Streptomyces sp + G. diazotrophicus + 

Herbaspirillum seropedicae) + FMA, revelou uma maior tendência em absorver esse 

elemento, visto que, promoveu um desempenho de 24,4% e 13% superior a testemunha 

absoluta (TA) e a planta que recebeu a aplicação de 45, kg de N ha
-1

, respectivamente. 

Sugerindo estudos que avaliem o potencial dessas estirpes na melhoria do valor 

nutritivo da mandioca, visto que sua parte aérea também é utilizada como forragem para 

os animais. 

Em relação ao N acumulado na matéria seca da raiz (NacMSR), verificou-se que 

o comportamento diferenciado promovido pela tríplice inoculação (S 30 + BR 11284 + 

BR 11175) + FMA, pode ser atribuído a uma combinação de mecanismos promovidos 

por estas estirpes, uma vez que estudos já evidenciaram que os benefícios promovidos 

pelas BPCPs estão além da capacidade de fixar nitrogênio e transferir nutrientes 

(Ahmad et al., 2008). Em interações entre leguminosas-rizóbio-FMA, tem se verificado 

efeitos sinergísticos, em que as leguminosas aumentam a fixação do N, principalmente 

devido ao fornecimento de fósforo (P) extra pelo fungo, pois esse nutriente é limitante 

ao desenvolvimento da planta e imprescindível à nodulação e a FBN. Além disso, o 

FMA requer quantidades importantes de N para o seu metabolismo (Reis et al., 2010). 

Dessa forma, sugere-se que essas estirpes, quando combinadas, ofereceram vantagens 

distintas, tendo em vista que alguns micro-organismos na rizosfera são mais 

susceptíveis de competir mais fortemente por compostos nitrogenados do que outros 

(Hodge et al., 2000).  

Quanto aos teores de fósforo na matéria seca da parte aérea (PMSPA) e na 

matéria seca raiz (PMSR) do cv. “BRA Pretinha III”, os resultados demonstraram que 

os fungos micorrízicos autóctones tiveram acesso às mesmas fontes de P no solo que o 

Glomus clarum, tendo em vista que a testemunha absoluta (TA) não diferiu dos 

tratamentos TN + G. clarum e BPCPs + G. clarum. Além disso, o G. clarum, mesmo 

sendo inoculado antecipadamente no período de aclimatização, não mostrou capacidade 

competitiva e nem eficiência simbiótica elevada quando em campo. Isso pode estar 

relacinado com a agressividade e compatibilidade dos fungos nativos com a planta 
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hospedeira, visto que a área do estudo é utilizada há uma década como banco de 

germoplasma de mandioca. 

5. Conclusões 

As estirpes de bactérias promotoras de crescimento em plantas (BPCPs) inoculadas 

na mandioca cv. “BRA Pretinha III” influenciaram a colonização micorrízica e o 

número de glomerosporos. O cultivar “BRA Pretinha III” micropropagada apresentou 

uma baixa produtividade, sugerindo ser devido ao cultivo na primeira geração. Os teores 

de amido na mandioca cv. “BRA Pretinha III” foram satisfatórios para os valores 

requeridos pela indústria. A dose aplicada do fertilizante nitrogenado não contribuiu na 

otimização da mandioca cv. “BR Pretinha III” em nenhuma variável avaliada, inferindo 

baixo custo econômico e ecológico com a aplicação dos micro-organismos. A mix dos 

fungos, identificados na área de estudo, devem ser isolados e multiplicados para serem 

utilizados como inóculo em futuras pesquisas, assim como potencializar estudos com 

novas formulações de insumos biológicos para a mandioca, visando incrementar a 

produtividade dessa cultura em condições de micropropagação e/ou propagação em 

campo.  
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Tabelas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 1. Colonização micorrízica e número de glomerosporos de plantas 

micropropagadas de mandioca (Manihot esculenta Crantz) cv. (BRA Pretinha III) 

avaliadas aos 203 dias após o plantio em relação à inoculação de BPCPs e Glomus 

clarum. 

Tratamentos Colonização 

micorrízica 

1
Nº de 

glomerosporos 

(%) 50 g solo
-1

 

S 30 + FMA 80,75 ab 129,50 b 

BR 11175 + FMA 80,75 ab 293,50 a 

BR 11284 + FMA 72,25 b 78,00 bc 

S 30 + BR 11175 + FMA 82,75 ab 61,50 c 

S 30 + BR 11284 + FMA 84,75 a 57,75 c 

BR 11284 + BR 11175 + FMA 86,25 a 73,50 bc 

S 30 + BR 11284 + BR 11175 + FMA 88,00 a 48,50 c 

TN + FMA 80,75 ab 35,75 c 

TA+FMA 81,25 ab 41,50 c 

TA 80,25 ab 37,25 c 

Média          81,78        85,68 

CV (%)            6,07        15,48 

Médias seguidas pela mesma letra minúscula dentro da mesma coluna, não diferem entre 

si, pelo teste de Tukey (p<0,05).
 Herbaspirillum seropedicae (BR 11175), 

Gluconacetobacter diazotrophicus (BR 11284), Streptomyces sp (S 30), Testemunha 

nitrogenada  (TN) e Testemunha absoluta (TA). 
1
Para a análise estatística, os dados de 

glomerosporos foram transformados em raiz de (x).Médias de 4 repetições. 
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Tabela 2. Taxa de sobrevivência (TS), diâmetro do caule (DC) e altura de plantas (AP) 

micropropagadas de mandioca (Manihot esculenta Crantz) cv. (BRA Pretinha III) 

inoculadas com BPCPs e Glomus clarum aos 203 dias após o plantio em um solo 

Espodossolo Cárbico Órtico. 

Tratamentos Sobrevivência Diâmetro Altura 

% mm cm 

S30 + FMA 75,00    a     18,63    a 53,64    a 

BR 11175 + FMA 85,40    a     18,35    a 52,00    a 

BR 11284 + FMA 83,30    a     17,71    a 51,90    a 

S30 + BR 11175 + FMA 77,07    a     19,35    a 56,30    a 

S30 + BR 11284 + FMA 77,07    a     17,43    a 48,25    a 

BR 11284 + BR 11175 + FMA 83,35    a     18,69    a 50,20    a 

S30 + BR 11284 + BR 11175 + FMA 83,32    a     18,18    a 52,15    a 

TN + FMA 68,75    a     17,74    a 54,91    a 

TA+FMA 79,17    a      17, 02  a   50,19    a 

TA 81,22    a      18,17   a 53,41    a 

Média 79,37 18,13 52,29 

CV 9,94 7,30 8,99 

Médias seguidas pela mesma letra minúscula entre os tratamentos, não diferem entre si 

pelo teste de Tukey (p<0,05).), Herbaspirillum seropedicae (BR 11175), 

Gluconacetobacter diazotrophicus (BR 11284), Streptomyces sp (S 30), Testemunha 

nitrogenada  (TN), Testemunha absoluta (TA).
1
FMA (Fungo micorrízico arbuscular). 

Médias de 4 repetições. 



    

 

122 
 

 
 

 
 

 
 
 
 

Tabela 3. Índice de colheita (IC), rendimento matéria seca parte aérea (RMSPA), rendimento matéria seca raiz 

(RMSR) e teor de amido (Tamido) de plantas micropropagadas de mandioca (Manihot esculenta Crantz) cv. 

(BRA Pretinha III) inoculadas com BPCPs e Glomus clarum aos 203 dias após o plantio em um Espodossolo 

Cárbico Órtico. 

Tratamentos IC RMSPA RMSR Tamido 

% kg ha
-1

 % 

S30 + FMA 50,66    a    917,24   ab 691,67    a 29,29    a 

BR 11175 + FMA 48,82    a 1081,03    ab 764,08    a 28,58    a 

BR 11284 + FMA 47,63    a    857,18  ab 608,19    a 28,02    a 

S30 + BR 11175 + FMA 50,03    a    988,22  ab 719,83    a 28,73    a 

S30 + BR 11284 + FMA 46,28    a      753,45   b 405,32    a 27,83    a 

BR 11284 + BR 11175 + FMA 49,09    a    906,32  ab 706,32    a 27,88    a 

S30 + BR 11284 + BR 11175 + FMA 48,76    a    949,99  ab 757,18    a 27,74    a 

TN + 
1
FMA 47,86    a 1195,69  a 771,98    a 28,02    a 

TA + FMA 48,38    a   1010,06  ab 763,07    a 27,74    a 

TA 52,20    a    990,04  ab 645,10    a 27,74    a 

Média 48,97 964,9 683,26 28,16    a 

CV (%) 9,90 17,13 29,89 5,16 

Médias seguidas pela mesma letra minúscula entre os tratamentos, não diferem entre si pelo teste de Tukey 

(p<0,05).), Herbaspirillum seropedicae (BR 11175), Gluconacetobacter diazotrophicus (BR 11284), 

Streptomyces sp (S 30), Testemunha nitrogenada (TN), Testemunha absoluta (TA).
1
FMA (Fungo micorrízico 

arbuscular).  Médias de 4 repetições. 
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Tabela 4.  Nitrogênio acumulado na matéria seca da parte aérea (NacMSPA), proteína bruta (PB),  nitrogênio acumulado na 

matéria seca raiz (NacMSR), teor de fósforo na matéria seca parte aérea (PMSPA), teor de fósforo na matéria seca raiz 

(PMSR) em plantas micropropagadas de mandioca (Manihot esculenta Crantz)  cv. (BRA Pretinha III) inoculadas com 

BPCPs e Glomus clarum aos 203 dias após o plantio em um Espodossolo Cárbico Órtico. 

Tratamentos NacMSPA PB NacMSR PMSPA PMSR 

kg ha
-1

 % kg ha
-1

 g P/kg MS 

S30 + FMA 28,46    a 32,71    a 3,78   abc 3,41    ab 2,44    a 

BR 11175 + FMA 38,91    a 34,53    a 4,03   abc 3,33    ab 2,31    a 

BR 11284 + FMA 29,63    a 37,66    a 3,56   abc 3,42    ab 2,29    a 

S30+BR 11175 + FMA 33,25    a 36,25    a 4,30   abc 3,46    ab 2,52    a 

S30+BR 11284 + FMA 28,42    a 39,90    a     2,83   c    3,49     a 2,52    a 

BR 11284+BR 11175 + FMA      33,22     a 36,41    a     3,03   bc    3,48     a 2,39    a 

S30 + BR 11284 + BR 11175 + FMA      31,14     a 40,63    a     5,14   a 3,46    ab 2,58    a 

TN + 
1
FMA      43,92     a 35,94    a     4,55   ab 3,42    ab 2,33    a 

TA + FMA      36,48     a 36,66    a     4,76   a 3,39    ab 2,36    a 

TA      33,25     a 32,66    a     3,44   abc 3,38    ab 2,57    a 

Média 33,87 36,34 3,94 3,43 2,43 

CV (%) 19,60 15,01 17,89       1,73 11,31 

Médias seguidas pela mesma letra minúscula entre os tratamentos, não diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).), 

Herbaspirillum seropedicae (BR 11175), Gluconacetobacter diazotrophicus (BR 11284), Streptomyces sp (S 30), 

Testemunha nitrogenada  (TN), Testemunha absoluta (TA).
1
FMA (Fungo micorrízico arbuscular). Médias de 4 repetições. 
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Figura 1. Precipitações mensais ocorridas durante o experimento Interrelação BPCP e Glomus 

clarum em mandioca (Manihot esculenta Crantz) micropropagadas no Espodossolo. Fonte: 

Estação meterológica de Itapirema-IPA/Goiana/PE. 
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Figura 2. Fotomicrografia dos esporos de FMA presentes na área de estudo (Estação 

Experimental de Itapirema- IPA) aos 200 DAP de plantas micropropagadas de mandioca 

(cv. BRA Pretinha III). (A) e (B) Acaulospora sp, (C) Scutellospora sp, (D) Glomus sp, 

(E) Fuscutata sp, (F) Gigaspora sp.  Aumento de 40x. 
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ANEXO 
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Anexo 3. Multiplicação do Glomus clarum usando como 
planta hospedeira o painço (Panicum miliaceum L.) 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Anexo 4. Plantio das manivas (a), extração dos brotos (b), 
estabelecimento dos meristemas (c), multiplicação (d). 

 

 

 

 

a b 

c d 
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Anexo 5. Corte das raízes (a) e inoculação das BPCPs (b). 
 

 

 

 

 

 

 

  

  

Anexo 6. Lavagem das raízes (a), inoculação do solo-inóculo 
(b), cobertura com copo descartável (c), retirada do copo 
descartável aos 20 DAP (d) 

 

 

a b 

a b 

c d 
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Anexo 7. Adubação de acordo com a análise química do solo (a), 
transplante para os vasos de 8 kg de solo Espodossolo (b) e vista 
geral do experimento Co-inoculação bactérias promotoras de 
crescimento em plantas e Glomus clarum em Manihot esculenta 
Crantz micropropagada aos 66 DAP (c).  

 

 

 

 
Anexo 8. Modelo da parcela experimental representando o 
consórcio entre a mandioca e mucuna-preta no experimento 
Interrelação BPCP e Glomus clarum em Manihot esculenta Crantz 
no Espodossolo. 
 

 
 

 

a b 

c 



    

 

132 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  

  

  

Anexo 9.  Plantio das mudas (a e b), inoculação sementes 
de mucuna- preta (c), mistura (d), aplicação de solução 
açucarada (e), plantio das sementes (f) 

 

a b 

e f 

c d 
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Anexo 10. Acondicionamento dos inoculantes (a) e 
reinoculação das estirpes bacterianas (b) no experimento 
Interrelação BPCP e Glomus clarum em Manihot 
esculenta Crantz no Espodossolo. 

 

Anexo 11. Vista geral do experimento Interrelação BPCP 
e Glomus clarum em mandioca (Manihot esculenta Crantz) 
micropropagadas no Espodossolo no dia da coleta. 

a 

b 


