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RESUMO GERAL

Com este trabalho objetivou-se avaliar: 1) a populacdo de MSF e FMA em solos da
regido sudoeste Goiana, submetidos a diferentes sistemas de cultivo; 2) o efeito da
inoculacdo de FMA e de MSF na cultura da soja; 3) doses crescentes de calcario na
ocorréncia, densidade de esporos e colonizacdo por fungos micorrizicos arbusculares
(FMA), na cultura da soja, cultivada em campo. Para atingir o primeiro objetivo,
amostras de solo foram coletadas em duas areas sob sistema de plantio direto (rotacdo
de culturas e sucessdo de culturas - SRC), uma &rea sob sistema de plantio convencional
(PC) e uma area em pousio. A densidade populacional de MSF foi estimada pela técnica
de diluigdes sucessivas e contagem direta em placas (UFC g™ de solo), em meio GL
solido e a densidades de esporos de FMA, pelo método de peneiramento Umido e
contagem direta. Quanto aos MSF, foram obtidos seis isolados fungicos: quatro da area
sob sucessdo de culturas, um da area sob rotacdo de culturas e um da area sob plantio
convencional e trés isolados bacterianos: dois da &rea sob sucessdo de culturas e um da
area de sistema convencional. Os solos das areas sob sucessdo de culturas e sob pousio
apresentaram maior densidade de bactérias solubilizadoras de fosfato. A maioria dos
isolados obtidos € capaz de solubilizar CaHPQ,4, FePO, e AIPO, em condigdes in vitro.
Os sistemas de PC, SRC e pousio ndo tiveram diferencas nas densidades e esporos de
FMA, porém, a area sob pousio foi a que apresentou maiores densidades de esporos em
relacfes as demais. Foi observado que 100% dos MSF foram capazes de produzir acido
indolacético (AlA), enquanto o isolado FSF2 apresenta a maior producdo de AlA,
comparado aos demais. Os isolados FSF2 e FSF3 se destacam com a maior
solubilizacdo de CaHPO,. Quanto a solubilizagdo de FePO4 e AIPQ,, 0s isolados ndo
apresentaram diferencas quanto a capacidade de solubilizacdo. Em prol do segundo
objetivo, foi instalado um experimento em casa de vegetacdo (vasos de polietileno de

8L), com solo coletado na profundidade de 40-60 cm. Este foi peneirado, sua acidez
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corrigida com calcéario dolomitico e feita a semeadura do cultivar de soja AS 3421 YG.
O delineamento experimental adotado foi inteiramente ao acaso, em arranjo fatorial 3x2
(trés tratamentos de inoculagdo de MSF: inocula¢do do isolado FSF1, inoculagdo de
FSF1+BSF1 e controle ndo inoculado com MSF), na presenga e auséncia de FMA, com
quatro repeticdes. O tratamento controle consistiu na auséncia e presenca de FMA e
auséncia de inoculacdo de MSF. Apoés a germinacdo, foi realizado desbaste, deixando
quatro plantas por vaso. Aos 35 dias ap6s a emergéncia, foi coletada uma planta de cada
repeticdo determinando o nimero de nddulos, massa seca de parte aérea, de nodulos e
colonizacdo micorrizica das raizes. A massa seca dos nddulos da soja com e sem FMA
foi estatisticamente semelhante as plantas controle. Nao foi verificado efeito dos
tratamentos de inoculacdo de solubilizadores de fosfato (FSF, FSF1+BSF1 e controle
n&o inoculado) e, tampouco, da inoculagdo com 0 FMA Glomus etunicatum, avaliando a
massa seca de parte aérea e de nddulos. Porém, a inoculacdo com o FMA Glomus
etunicatum incrementou o nimero de nodulos de soja, independente do tratamento de
inoculacdo de MSF. Para atingir o terceiro objetivo, em nivel de campo, foi instalado
um experimento em delineamento experimental em blocos ao acaso, contendo quatro
doses crescentes de calcério (1,2; 1,8; 2,6 e 3,9 Mg ha™), com quatro repeticdes. Tais
doses corresponderam a 46, 70, 100 e 150% da recomendacdo de calagem para a efetiva
correcdo da acidez. Aos 35 dias ap6s a emergéncia (DAE), foi avaliada a massa seca de
parte aérea, de raizes, bem como a massa seca € numero de nddulos. Na colheita, 100
DAE, foram avaliadas: altura, massa fresca e seca de parte aérea, massa fresca, seca,
volume e extensdo de raizes, massa fresca, seca e nimero de noédulos, produtividade de
gréos a 13% de umidade, densidade de esporos, percentual de colonizagdo e ocorréncia
de FMA. Aos 35 DAE, ndo se verifica efeito das doses crescentes de calcério, avaliando
a massa seca das raizes e de parte aérea, bem como a massa seca e numero de nddulos.
Aos 100 DAE, néo se verifica efeito das doses de calcario na altura, massa fresca e seca
de parte aérea e radicular e no nimero de vagens por plantas de soja. Observa-se efeito
positivo das doses de calcario 1,2 e 2,6 Mg ha™ no volume e extensdo radicular e na
densidade de esporos de FMA, com a adicdo de 2,6 e 3,9 Mg ha’ de calcério. A
produtividade de grdos é favorecida com a aplicacdo de 2,6 Mg ha™ comparada as

demais doses de calcario testadas.

Palavras-chave — calagem, solubilizadores de fosfato, simbiose micorrizica.



GENERAL ABSTRACT

The aim of this his work was aimed to evaluate: 1) the MSF and AMF population of
MSF and AMF in soils fromin the southwestern region of Goias, under different
cropping systems, 2) the effect of AMF and MSF inoculation and MSF in soybeans
crop, 3) increasing doses limestone in the occurrence, density of spores and
colonization by arbuscular mycorrhizal fungi (AMF), on soybeans grown in the
field. To achieve the first goal, soil samples were collected at two areassites under no-
tillage (crop rotation and crop sequencesuccession of cultures - SRC), an area under
conventional tillage (PC) system and one fallow areaan area set aside. Population
density of PSM was estimated by successive dilution technique and direct counting in
Petri dishes (CFU g-1 of soil), in GL medium and the spore density of AMF, by the
method of wet sieving and direct counting.The population density was estimated by the
MSF technique serial dilutions and counting direct plating (CFU g-1 soil), through GL
and solid densities of spores by wet sieving method and direct counting. About the PMS
were found six fungi isolates (four from the crop sequence area, one from the culture
rotation area and one from tillage system area) and three bacteria isolates (two from the
crop sequence area and one from the area under tillage system).As for MSF, six fungal
isolates were obtained: four of the area under crop succession, one of the area under
crop rotation and an area under conventional tillage and three bacterial strains: two of
the area under a succession of crops and the area of system conventional. The soils from
the areas under crop sequence and fallow had higher density of phosphate solubilizing
bactéria the soils of the areas under crop succession and under fallow had a higher
density of phosphate solubilizing bacteria. Most of the isolates are able to solubilize
CaHPO,, FePO, and AIPO, under in vitro conditions. The tillage system, crop rotation
system and fallow area showed no difference in density of AMF spores in comparison
to the others. Most isolates are capable of solubilizing CaHPO,, FePO, and AIPO, in
vitro conditions. The PC systems, SRC and fallow had no differences in densities and

spores, however, the area under fallow showed the highest densities of spores in
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relations to others. However the fallow area had the highest density of spores compared
to the others. It was observed that 100% of the PMS were able to produce indole acetic
acid (IAA). However, the isolate FSF2 had the highest production of IAA in
comparison to the other isolates. The isolates FSF2 and FSF3 stand out due to the
highest CaHPO, solubilization.  The isolates showed no difference as to the
solubilization of the other phosphates (FePO4 and AIPQ,). It was observed that 100% of
MSF were able to produce indole acetic acid (IAA), while the isolated FSF2 has the
highest production of IAA, compared to the other. Isolates FSF2 FSF3 and stand out
with greater solubilization of CaHPQO,. As for the solubilization FePO,4 and AIPQOy,, the
isolates showed no differences in the solubilization capacity.Towards the second goal,
an experiment was conducted in a greenhouse (8L polyethylene vessels), with soil
collected at a depth of 40-60 cm. It was sieved, its acidity corrected with lime and
sowed the cultivar YG AS 3421 YG cultivar. The experimental design was completely
randomized in a 3x2 factorial arrangement (three inoculations MSF: inoculation of
FSF1 isolatedinoculation of isolated FSF1, FSF1 + BSF1 inoculationed and
uninoculated a control without inoculation of MSF) in the presence and absence of
AMF, with four replications. The control treatment consisted in the absence and
presence of AMF and absence of AMF MSF inoculation of MSF. After germination,
thinning was carried out, leaving four plants per pot. At 35 days after emergence, one
plant was collected from each repetition by to determineing the number of nodules,
shoot dry weight, of roots nodules and mycorrhizal colonization of roots. The dry
weight of soybean nodules with and without AMF was statistically similar to control
plants. There was no effect of the inoculations of phosphate solubilizing (FSF, FSF1 +
BSF1 and uninoculated control), and even for in the inoculation with Glomus
etunicatum, evaluating shoots and nodules the dry weight of shoots and
nodules. However, inoculation with Glomus etunicatum increased the number of
soybean nodules, regardless of the MSF inoculation treatment of MSF. To achieve the
third goal an experiment was carried out , at the field, level, an experiment was
conducted in randomized complete blocks, with four increasing doses of limestone (1.2,
1.8, 2.6 and 3.9 Mg ha-1) with four replications. These doses corresponded to 46, 70,
100 and 150% of liming for effective correction of soil acidityliming. At 35 days after
emergence (DAE), weree evaluated the dry mass of shoots, roots, and dry mass and
number of nodules. At harvest, 100 DAE were evaluated: height, fresh and dry weight
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of shoot, fresh weight, dry, volume and length of roots, fresh, dryied, and number of
nodules, grain yield at 13% moisture content, density spores, percentage of colonization
and AMF percentage of occurrence of AMF. At 35 DAE, there is no effect of increasing
doses of lime, to evaluate the dry mass of roots and shoots, and dry mass and number of
nodules. At 100 DAE, there is no effect of lime doses at heightthe time, fresh and dry
mass of root and shoot and in the number of pods per soybean plant. It is observed
positive effect of limestone dosesand 1.2 and 2.6 Mg 1.2 ha-1 in volume and root length
and in density of AMF spores, with the addition of 2.6 and to 3.9 Mg ha-1 of
limestone. The yield is favored by the application of 2.6 Mg ha-1 compared to the other

limestone evaluated doses tested limestone.

Key words - liming, phosphate solubilizing, mycorrhizal symbiosis



INTRODUCAO GERAL

O cerrado e considerado o segundo maior bioma brasileiro, possui solos
antigos, profundos e bem drenados, de baixa fertilidade, com altos niveis de ferro (Fe) e
aluminio (Al). Até a década de 1970, era considerado um solo improprio para a
agricultura. Entretanto, com o uso de tecnologias, a comecar pela calagem, estes solos
tém possibilitado expressivo retorno econdémico.

A acidez do solo do cerrado € um dos fatores que mais limitam a producéo das
culturas de interesse agronémico no Centro-Oeste. Os problemas como a acidez estdo
relacionados, principalmente, a baixa capacidade de troca de cations, baixa saturacao
por bases, elevados teores de Al, manganés (Mn) e Fe, podendo afetar direta e
indiretamente a disponibilidade de outros nutrientes essenciais como o fésforo (P),
causar disturbios fisioldgicos nas plantas e afetar seriamente o rendimento das culturas.

A necessidade de ampliacdo das areas para a producdo de grdos motivou a
busca por alternativas para o uso dos solos do cerrado. Neste sentido, a calagem ¢é a
melhor alternativa, quanto ao custo beneficio, capaz de elevar os valores de pH do solo
e, consequentemente, favorecer a disponibilidade da maioria dos macro e
micronutrientes as plantas.

O P é um elemento essencial e indispensavel para todos os seres vivos. Esta
presente na composicdo de macromoléculas como acidos nucleicos e fosfolipidios, no
metabolismo das plantas, desempenhando papel importante na transferéncia de energia
da célula, na respiracdo e na fotossintese. Assim, o P ndo pode ser substituido por outros
elementos, com considerdvel importancia para a producdo agricola mundial, sendo
imprescindivel para a manutencdo da vida em geral.

A concentragdo de P na solucdo do solo é relativamente baixa. Este pode ser
encontrado na forma organica, em seres vivos edaficos, ou na forma inorganica, em
rochas e como fosfato precipitado no solo, por sua forte interacdo com Oxidos
hidratados de Ca, Fe ou Al.
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O uso de fertilizantes fosfatados € imprescindivel para suprir sua baixa
disponibilidade as plantas. Porém, paradoxalmente, a maioria do P adicionado ao solo
se torna indisponivel as plantas, pela sua adsor¢do aos col6ides do solo e seu
fornecimento corresponde, junto com o nitrogénio (N) a, no minimo, 70% dos custos de
adubacdo.

Entre as alternativas para minimizar esses problemas da adubacdo fosfatada
esta o uso de microrganismos do solo capazes de mineralizar o P organico ou solubilizar
0 P inorgénico. Tal mecanismo, de forma resumida, ocorre pela liberacdo de acidos
organicos de baixo peso molecular e sintese enzimatica, que transforma o P na forma
l&bil.

Entre simbioses parasiticas e mutualisticas formadas entre plantas e
microrganismos, o estabelecimento entre raizes e fungos micorrizicos arbusculares
(FMA) é a mais comum associacdo mutualistica dentro de ecossistemas naturais e
agroecossistemas. Os FMA estdo distribuidos em todos 0s ecossistemas terrestres,
representam associacdo mutualistica entre as raizes da maioria das plantas, caracterizada
pela penetracdo inter e intracelular dos fungos nas células do cdrtex radicular e a
formacdo de estruturas intracelulares, denominadas arbusculos. O principal beneficio
para a planta hospedeira se traduz no aumento da absorcao de nutrientes, especialmente
o P, conferida pelas hifas em explorar o substrato, tanto em éarea de superficie de
contato, quanto em volume.

Desta forma, justificam-se estudos que visam reduzir o uso de fertilizantes
fosfatados sollveis e maximizar o aproveitamento do P na agricultura, bem como a
ampliar o entendimento da interacdo entre microrganismos solubilizadores de fosfato,

FMA e plantas de interesse agrondmico.



CAPITULO 1

POPULACAO MICROBIANA SOLUBILIZADORA DE FOSFATOS
E FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES EM SOLOS SOB
DIFERENTES SISTEMAS DE CULTIVO



RESUMO - Microrganismos solubilizadores de fosfato (MSF) e fungos micorrizicos
arbusculares (FMA) tém sua dindmica populacional influenciada pelas préticas de
manejo do solo. O objetivo desse trabalho foi avaliar a populacdo de MSF e FMA em
solos da regido Sudoeste Goiana, submetidos a diferentes sistemas de cultivo. Amostras
de solo foram coletadas em duas areas sob sistema de plantio direto (rotacéo de culturas
e sucessdo de culturas - SRC), uma area sob sistema de plantio convencional (PC) e
uma &rea em pousio. A densidade populacional de MSF foi estimada pela técnica de
diluicBes sucessivas e contagem direta em placas (UFC g™ de solo), em meio GL sélido
e a densidades de esporos de FMA, pelo método de peneiramento Umido e contagem
direta. Quanto aos MSF, foram obtidos seis isolados flingicos: quatro da area sob
sucessdo de culturas, um da area sob rotacdo de culturas e um da area sob plantio
convencional e trés isolados bacterianos: dois da area sob sucessdo de culturas e um da
area de sistema convencional. Os solos das areas sob sucessdo de culturas e sob pousio
apresentaram maior densidade de bactérias solubilizadoras de fosfato. A maioria dos
isolados obtidos é capaz de solubilizar CaHPO,4, FePO4 e AIPO, em condiges in vitro.
Os sistemas de PC, SRC e pousio ndo tiveram diferencas nas densidades e esporos de
FMA, porém, a area sob pousio foi a que apresentou maiores densidades de esporos em
relacfes as demais. Foi observado que 100% dos MSF foram capazes de produzir &cido
indolacético (AlA). Porém, o isolado FSF2 apresentou a maior producdo de AIA em
comparagdo aos demais isolados. Os isolados FSF2 e FSF3 se destacaram com a maior
solubilizacdo de CaHPO,. Quanto a solubilizacdo de FePO,4 e AIPQy, 0s isolados nédo

apresentaram diferencas quanto a capacidade de solubilizac&o.

Palavras-chave — fosforo, rizosfera, manejo do solo.



ABSTRACT - Phosphate solubilizing microorganisms (PSM) and arbuscular
mycorrhizal fungi (AMF) have their population dynamics influenced by soil
management practices. The aim of this work was to evaluate the population of PSM and
AMF in soils of the southeast region of Goias state submitted to different cultivation
systems. Soil samples were collected in two areas under no-tillage (crop rotation and
crop sequence), one area under conventional tillage system and one fallow area.
Population density of PSM was estimated by successive dilution technique and direct
counting in Petri dishes (CFU g™ of soil), in GL medium and the spore density of AMF,
by the method of wet sieving and direct counting. About the PMS were found six fungi
isolates (four from the crop sequence area, one from the culture rotation area and one
from tillage system area) and three bacteria isolates (two from the crop sequence area
and one from the area under tillage system). The soils from the areas under crop
sequence and fallow had higher density of phosphate solubilizing bacteria. Most of the
isolates are able to solubilize CaHPO,, FePO4 and AIPO,4 under in vitro conditions. The
tillage system, crop rotation system and fallow area showed no difference in density of
AMF spores in comparison to the others. It was observed that 100% of the PMS were
able to produce indole acetic acid (IAA). However, the isolate FSF2 had the highest
production of IAA in comparison to the other isolates. The isolates FSF2 and FSF3
stand out due to the highest CaHPO, solubilization. The isolates showed no difference
as to the solubilization of the other phosphates (FePO4and AIPO,).

Keywords: phosphorus, rhizosphere, soil management.



1. INTRODUCAO

A necessidade de maximizar a producdo de alimentos e, a0 mesmo tempo,
aumentar a sustentabilidade dos agroecossistemas, a fim de reduzir os processos
degenerativos do solo, enfatiza a importancia de estudos sobre a microbiota do solo,
parte fundamental ao funcionamento dos ecossistemas terrestres (SIQUEIRA &
FRANCO, 1988; SIQUEIRA et al., 2007).

O fosforo (P) € um macronutriente essencial e limitante a sobrevivéncia e
produtividade dos vegetais. Esse elemento estd presente no solo sob formas organicas e
inorganicas, sendo absorvido pelas raizes dos vegetais, na forma de fosfato. Uma vez na
solucdo do solo, esse ion esta sujeito a adsorcao pelos coldides do solo e se complexa a
outros cations como o célcio (Ca), ferro (Fe) e aluminio (Al), tornando-se cada vez
menos disponivel aos vegetais. Muitos tipos de solos sdo deficientes em P, tendo sua
concentragdo menor que 10 uM, em pH 6,5, faixa em que o P encontra-se mais solivel
(SOBRAL, 2003). No entanto, quando esse nutriente é mal manejado, pode ser
lixiviado para os ambientes aquaticos, onde a diluicdo impede sua recuperacéo,
causando danos severos a esse ambiente (GATIBONI, 2003).

No caso dos solos brasileiros, o P é um dos elementos mais limitantes a
producdo agricola, e a utilizacdo de formas solUveis para a adubacdo das culturas de
interesse agronémico, requer a aplicacdo de doses muito superiores as necessarias ao
desenvolvimento da planta, pois cerca de 90% do P aplicado ao solo € rapidamente
adsorvido pelos oxi-hidroxidos de Fe e de Al, comumente presentes em altas
quantidades em solos tropicais muito intemperizados (NOVAIS & SMYTH, 1999;
SILVA FILHO et al., 2002).

A atividade biologica do solo é um dos principais fatores que afetam a
disponibilidade de P aos vegetais. Determinados microrganismos do solo possuem a
capacidade de solubilizar P a partir de rochas insolGveis, tornando-se uma maneira
promissora para reduzir os custos com adubacédo fosfatada e a poluicdo ambiental. Os

mecanismos atribuidos a esses solubilizadores de P incluem acidificacdo, quelacdo e
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reacOes de troca catibnica (CHAI et al.,, 2011). A populacdo e a atividade dos
microrganismos solubilizadores de fosfato (MSF) esta relacionada ao manejo e tipo do
solo, sendo considerados indicadores microbiolégicos associados ao ciclo do P
(KUCEY, 1983; NAHAS et al., 1994; CARNEIRO et al., 2004).

Entre as diversas simbioses parasiticas e mutualisticas formadas entre plantas e
microrganismos, 0 estabelecimento entre raizes e fungos micorrizicos arbusculares
(FMA) é a mais comum associagdo mutualistica dentro de ecossistemas naturais e
agroecossistemas (STURMER & SIQUEIRA, 2006). Os FMA estdo distribuidos em
todos os ecossistemas terrestres, no entanto, somente a partir da década de 1950, suas
estruturas reprodutivas comecaram a ser conhecidas e estudadas (COLOZZI FILHO &
NOGUEIRA, 2007).

Os FMA representam uma associacdo mutualistica entre as raizes da maioria
das plantas, caracterizada pela penetracdo inter e intracelular dos fungos nas células do
cortex radicular e a formacao de estruturas intracelulares, denominadas arbusculos. O
principal beneficio para a planta hospedeira traduz-se no aumento da absor¢do de
nutrientes, especialmente o P, conferida pelas hifas em explorar o substrato, tanto em
area de superficie de contato, quanto em volume (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).

Estudos sobre a dependéncia micorrizica sdo importantes para se conhecer as
respostas das plantas a esta simbiose, jA que essas podem apresentar associacdes
micorrizicas compativeis ou incompativeis, de acordo com as variagdes das condi¢des
ambientais, tais como disponibilidade de P, contetdo de &gua, pH, salinidade,
temperatura, qualidade e intensidade luminosa, entre outras (MEHROTA, 2005). As
atividades dos microrganismos envolvidos nos ciclos biogeoquimicos sdo consideradas
bons indicadores de qualidade do solo, visto que influenciam diretamente a
disponibilidade dos nutrientes e auxiliam na elucidacdo das mudancas de seu
funcionamento (TOTOLA & CHAER, 2002). No entanto, as préaticas de manejo do
solo podem influenciar a dindmica populacional de fungos (FSF) e bactérias
solubilizadores de fosfato (BSF), FMA, interferir na eficiéncia da simbiose micorrizica,
no crescimento das plantas e também na interacdo dos FMA com outros
microrganismos benéficos (MIRANDA & MIRANDA, 2007).

Estudos sobre grupos microbianos de interesse agrondmico em agrossistemas
sob distintos tipos de manejo sdo necessarios para melhorar a compreensdo de sua

dindmica populacional e, consequentemente, resultar em economia de fertilizantes na
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agricultura. O objetivo desse trabalho foi avaliar a populagcdo de MSF e FMA em solos

da regido Sudoeste Goiana, submetidos a diferentes sistemas de cultivo.



2. MATERIAL E METODOS

Os estudos foram conduzidos no Laboratorio de Microbiologia Agricola do IF
Goiano — Campus Rio Verde. Primeiramente, amostras de solo foram coletadas na
camada de 0-20 cm, em 10 pontos diferentes de cada &rea. Foram coletadas amostras em
quatro &reas de cultivo de soja da regido: duas sob sistema de plantio direto, sendo uma
em sucessao de culturas (SSC, 18°17° 11.10” S e 51° 10° 27.52” O, a 574m de altitude)
e outra em rotagdo de culturas (SRC, 17° 53 10.74” S e 50° 58’ 36.50” O, a 675m de
altitude), uma area de plantio convencional (PC, 17° 48 24.85” S e 50° 54’ 10.63” O, a
744m de altitude) e uma area em pousio (POUSIO, 18° 17° 31.77” S e 51° 07° 36.50”
O, a 568m de altitude). Nessas amostras, foram feitas analises quimicas e fisicas e

determinado os teores de P (Tabela 1).

Tabela 1. Andlise textural, de pH e dos teores de P em quatro areas do Sudoeste
Goiano, submetidas a distintas formas de manejo, para isolamento de
microrganismos solubilizadores de fosfato e fungos micorrizicos arbusculares.

Anélise fisica (%)

Solo Argila Areia
SRC 35,93 48,37
SSC 30,95 56,73
PC 46,39 36,23
POUSIO 22,63 70,05
Anélise quimica

Solo pHemégua P (mgdm™)
SRC 6,0 11,12
SSC 55 7,17
PC 6,1 38,73
POUSIO 55 4,14

SRC: Solo sob rotacéo de culturas; SSC: solo sob sucess@o de culturas; PC: solo sob
plantio convencional; POUSIO: solo em pousio.
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2.1 - Isolamento e densidade populacional de microrganismos solubilizadores de

fosfato, obtidos de solos sob diferentes sistemas de cultivo no Sudoeste Goiano.

Para o isolamento de BSF e FSF, a amostragem foi feita na camada 0-20 cm,
em 10 diferentes pontos, formando amostras compostas em cada area. Parte das
amostras coletadas foi submetida a analise quimica e fisica, no Laboratério de Solos do
IF Goiano-Campus Rio Verde e os resultados estdo apresentados na Tabela 1. A outra
parte foi levada para o Laboratério de Microbiologia Agricola da instituicdo e
armazenada em geladeira, por trés dias, até as analises microbiologicas.

Para o isolamento de bactérias (BSF-Ca) e fungos solubilizadores de fosfato de
célcio (FSF-Ca), foi utilizado 0 meio de cultura GL (10g L™ glicose e 0,5g L™ extrato de
levedura), descrito por Sylvester-Bradley et al. (1982), adicionado de CaCl,(10%) e
K2HPO4(10%). O isolamento foi feito a partir de 10 g de solo, contendo pedacos de
radicelas das plantas que foram misturados em 90 mL de NaCl 1g L™ (10™), seguindo o
método das diluicdes sucessivas até 107, pelo método “pour-plate”, em triplicatas.
Como testemunha, foi utilizada a solucdo salina, sem adicdo de solo nas mesmas
diluicdes. Apds quatro dias de incubacéo, a 28 °C, no escuro, as placas foram avaliadas
para quantificacio do numero de Unidades Formadoras de Colbnias (UFC) e
identificacdo de BSF e FSF, por meio da presencga ou auséncia do halo de solubilizacéo
ao redor das colonias. As coldnias que apresentaram esse halo, foram isoladas e
purificadas no mesmo meio de isolamento. O numero de UFC em cada placa foi
contado, sendo o célculo feito considerando-se a diluicdo de origem e o resultado
expresso em UFC g de solo.

Os isolados obtidos foram armazenados em geladeira e, posteriormente,
testados quanto a sua capacidade de solubilizacdo de FePO, e AIPQO,, utilizando o meio
basal modificado por Gadagi & Sa (2002). Apds 48 h de incubacdo, a 30 °C, os isolados
foram avaliados considerando como positivos aqueles que apresentaram halo de
solubilizacéo ao redor da colonia (Tabela 3).

Os dados foram submetidos a analise estatistica, e as médias de trés repeticdes
comparadas pelo teste Scott-Knott (5%), utilizando o programa SAEG, versdo 9.1
(SAEG, 2007).
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2.2 - Quantificacdo do potencial de solubilizacdo de CaHPO,, FePO, e AIPO, por
isolados bacterianos (BSF) e fungicos (FSF), obtidos de solos sob diferentes
sistemas de cultivo no Sudoeste Goiano.

Para a quantificacdo in vitro da solubilizacdo de CaHPO,, FePO, e AIPO,, 0s
isolados de BSF e FSF, obtidos na Etapa 2.1, foram repicados em triplicata para cada
tipo de fosfato, em meio GL, com pH 7, descrito por Sylvester-Bradley et al. (1982).
Especificamente, os isolados foram avaliados quanto a capacidade de solubilizacdo das
fontes fosfatadas supracitadas, adicionando ao meio GL 1,26 g L™ de PO,> de cada
uma.

Apo6s incubacdo, por 15 dias a 27 °C, a fase liquida foi submetida a
centrifugacgdo (8.000 rpm), por 20 min e determinou-se, no sobrenadante, a quantidade
de P inorganico, pelo método colorimétrico da vitamina C modificado, a 725 nm
(BRAGA & DEFELIPO, 1974), modificado por Reis et al. (2008).

2.3 - Quantificacdo do potencial de producédo de &cido indol acético (AlA) por
isolados bacterianos (BSF) e fungicos solubilizadores de fosfatos (FSF), obtidos de

solos sob diferentes sistemas de cultivo no Sudoeste Goiano.

2.3.1 — Meios de cultura e reagentes utilizados.

« Meio GL: 10g L™ glicose e 0,59 L™ extrato de levedura, descrito por Sylvester-
Bradley et al. (1982).

« Solugdo de triptofano: foi preparada uma solugdo estoque (10,1 mg mL™) de
triptofano em agua destilada, adicionando aos poucos algumas gotas de KOH,
necessarias para a dissolugéo do triptofano. Apos filtragdo em papel millipore (0,2 um),
a solucdo foi armazenada na geladeira (4 °C), em frasco escuro. Para uma concentracdo
final de 100 pg mL™ de triptofano, adicionou-se 1 mL da solucdo estoque (10,1 mg
mL™") em 100 mL de meio de cultura esterilizado.

* Reagente de Salkowski (GORDON & WEBER, 1951): uma aliquota de 1 mL de
FeCl;.6H,0 0,5 M (1,35 g 10 mL™) foi adicionado a 50 mL de HCIO, (35%).
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2.3.2 — Construcédo da curva de calibragdo de AlA.

Concentragdes crescentes de 0 a 1000 uM mL™ de AIA (Vetec®), foram
utilizadas na construcdo da curva de calibracdo, empregando-se 0 método descrito por
Sarwar e Kremer (1995). Aliquotas de 150 pL de cada diluicao, foram transferidas para
microplacas de poliestireno de 96 pogos com capacidade de 300 puL por poco. Em
seguida, foram adicionados 100 puL do reagente de Salkowski. Apds 30 minutos de
reagcdo no escuro, a temperatura ambiente, a intensidade da coloragéo foi avaliada em
comprimento de onda (L) de 540 nm, utilizando o espectrofotometro Labsystems iEMS
Reader MF. Os dados de absorbancia foram processados pelo programa Ascent
Software for iEMS Reader MF e, posteriormente, plotados em um gréafico de dispersao
(X,Y).

2.3.3 — Quantificacdo do potencial de producdo de acido indol acético (AlA).

Para tal, foi empregado o método colorimétrico descrito por Sarwar & Kremer
(1995), o qual utiliza o reagente de Salkowski para analises em microplacas. Apés
crescimento, a 30 °C por trés dias, os isolados foram inoculados com palitos em
microplacas de polipropileno com 96 pocos com capacidade de 2 mL, cada um
contendo 1 mL de meio liquido LGI-P, acrescido de 100 ug mL™ de L-triptofano
(Vetec®), como precursor da biossintese de 4cido-indol-acético (AIA) e 100 pug mL™ de
canamicina.

A primeira coluna de cada microplaca foi reservada para os controles negativos
(ndo inoculados) e positivos (isolados solubilizadores). Apds cultivo a 30 °C sob
agitacdo (200 rpm), por 48 horas, no escuro, 200uL da cultura de cada isolado foram
transferidos para microplacas de poliestireno, com 96 pocos com capacidade de 300 pL
para leitura da Densidade Otica (620 nm). Os isolados restantes foram centrifugados a
4000 rpm, por 15 minutos e o sobrenadante utilizado nas reacdes colorimétricas,
conforme descrito acima. A concentracdo de AIA foi determinada utilizando a equagéo
da curva de calibragdo de AlA.

Os dados foram submetidos a andlise estatistica e as médias das trés repeticoes,
comparadas pelo teste Scott-Knott (5%), com o programa SAEG, versdo 9.1 (SAEG,
2007).



13

3.4. Densidade de esporos de fungos micorrizicos arbusculares, obtidos de solos sob
diferentes sistemas de cultivo no Sudoeste Goiano.

Para esta anélise, foram utilizados 50 g de solo, de onde os esporos dos FMA
foram separados e coletados, segundo uma associacdo de métodos de decantacdo e
peneiramento Umido (GERDEMANN & NICOLSON, 1963) e de centrifugacdo e
flutuacdo com sacarose (JENKINS, 1964). Especificamente, cada amostra foi misturada
em balde, contendo de 3 a 4 L de &gua, sendo a mesma destorroada e a 4gua agitada
vigorosamente. Ap6s alguns minutos, as amostras foram separadas por decantacdo das
particulas maiores e/ou mais densas que os esporos. O sobrenadante foi passado por
duas peneiras de malha 0,42 e 0,053mm. Tal procedimento foi repetido 3 a 4 vezes, até
que a agua ficasse aparentemente limpa. Com o auxilio de uma pisseta, o material
depositado na peneira de 0,053mm foi recolhido, transferido para tubos e centrifugado
por 3 minutos, a 3000 rpm.

O sobrenadante foi cuidadosamente descartado e adicionado solucdo de
sacarose 50% nos tubos com as particulas decantadas no fundo, para novamente ser
centrifugado (2000 rpm, por 2 min). Os esporos presentes no sobrenadante foram
transferidos para a peneira de malha de 0,053mm, lavados com agua em abundancia,
para retirar 0 excesso de residuos de sacarose e recolhidos em placas de Petri. A
contagem dos esporos de FMA foi realizada usando uma placa de acrilico com anéis
concéntricos, sob microscopio esteroscopico.

Os dados foram submetidos a anélise estatistica, e as médias de trés repeticdes
comparadas pelo teste Scott-Knott (5%), com o programa SAEG, versdo 9.1 (SAEG,
2007).



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Como resultados do isolamento de BSF-Ca e FSF-Ca, foram obtidos seis
isolados fungicos (quatro da area de sucessdo de cultura, um da &rea de rotacdo de
culturas e um da area de plantio convencional) e trés isolados bacterianos (dois da area
de sucessdo de culturas e um da area de sistema convencional). Similarmente, Oliveira
et al. (2008) isolaram BSF e FSF em éreas de cultivo de milho sob sistema de plantio
direto em sucessdo e rotacdo de culturas e obtiveram maior densidade de isolados na
area de sucessdo de culturas. Barroti & Nahas (2001), também detectaram maior
namero de isolados fungicos em comparacdo aos bacterianos, independentemente do
sistema de cultivo adotado.

Os resultados de densidade populacional de MSF, na literatura, geralmente séo
muito variaveis. Por exemplo, Chabot et al. (1993), relatam que estes microrganismos
podem representar cerca de 50% da populacdo microbiana do solo. Por outro lado,
Kucey (1983) descreve uma populacdo fungica e bacteriana solubilizadora equivalente a
apenas 0,1 e 0,5%, respectivamente. De acordo com Silva Filho (1998), a populacéo de
MSF existente nos solos esté entre 10* e 10” UFC g™ de solo, variando conforme o local
e 0 método de avaliacéo.

Tabela 2. Densidade populacional de bactérias (BSF-Ca) e fungos solubilizadores
de fosfato de calcio (FSF-Ca), em solos sob diferentes sistemas de cultivo, no
Sudoeste Goiano.

UFC g™ de solo

SOLO
BSF-Ca FSF-Ca
SRC nd” 3,33x10° ¢
SsC 1,61x10" a 4,24x10°% a
POUSIO  2,57x10"a nd*
PC 1,84x10% b 1,45x10%b

SRC: Solo sob rotacdo de culturas; SSC: solo sob sucesséo de culturas; PC: solo sob
plantio convencional; POUSIO: solo em pousio. *nd: crescimento ndo detectado.
Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott
(5%).
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Né&o foram detectados isolados de BSF-Ca e de FSF-Ca nas areas de SRC e
POUSIO, respectivamente. Para BSF-Ca, as areas de SRC e POUSIO, foram as que
apresentaram maior densidade destes microrganismos (Tabela 2). Similarmente, Castro
et al. (1993) avaliaram o efeito de diferentes manejos do solo na populagéo total de
microrganismos do solo e detectaram maiores densidades em solos sob plantio direto.

O fato da maior densidade de BSF-Ca e de FSF-Ca ter sido detectada na area
SSC (Tabela 2) e também de bactérias e fungos totais (dados ndo mostrados), podem
estar relacionados ao baixo teor de P do solo desta area (Tabela 1), que pode
impulsionar tanto o crescimento populacional quanto a atividade microbiana desses
microrganismos, assim como igualmente observado por Carneiro et al. (2004).

A alta deposicdo de residuos organicos, alta quantidade de raizes e de &gua
retida no solo, tipicas caracteristicas de um ecossistema de mata nativa, estimulam a
manutencdo da microbiota do solo, enquanto que os solos submetidos a atividade
agricola costumam apresentar condicdes adversas que, normalmente, reduzem a
populagdo microbiana (PEREZ et al., 2004). Esse fato indica que a adog¢do do sistema
de rotacdo de culturas tende a favorecer o desenvolvimento dos diversos grupos
microbianos do solo. Ao contrario, a ado¢do do sistema de plantio convencional, expde
0s microrganismos a um ambiente altamente estressante, resultando em menor
densidade e diversidade microbiana.

Todos os isolados de FSF-Ca obtidos, foram capazes de solubilizar FePO, e
AIPO,4. Dentre os isolados de BSF-Ca, o isolado BSF1 ndo apresentou halo de
solubilizacdo nas duas outras fontes fosfatadas, enquanto que o isolado BSF5
solubilizou apenas FePO, (Tabela 3). De acordo com Souchie et al. (2005), o Al livre, e
ndo complexado, no meio de cultura pode inibir o crescimento de bactérias, mais do que
isolados fangicos solubilizadores de P. Estes ultimos, geralmente apresentam maior
tolerancia a presenca do Al tdéxico no meio.

Segundo Gyaneshwar et al. (2002), a maioria das bactérias e fungos possui
habilidade para solubilizar o P ligado ao Ca e poucos conseguem solubilizar complexos
de P-Al e P-Fe, podendo ser ainda eficientes na solubilizacdo de fosfatos de rocha. Isto
pode justificar a menor incidéncia de isolados bacterianos capazes de solubilizar FePO,
e AIPO, (Tabela 3).
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Tabela 3. Solubilizacdo de fosfatos (FePO,4) e (AIPO4) em meio sélido, indicada
pela presenca ou auséncia do halo de solubilizacéo, apo6s 48 horas de incubacéo de
isolados bacterianos (BSF) e fungicos (FSF) obtidos de diferentes sistemas de
cultivo, no Sudoeste Goiano.

Isolados FePO, AlIPO,
Bactérias
BSF1 - -
BSF2 + +
BSF4 + +
BSF5 + -
Fungos
FSF1 + +
FSF2 + +
FSF3 + +
FSF4 + +
FSF5 + +
FSF6 + +

+ = presenca de halo; - = auséncia de halo.

Figura 1. Solubilizagdo de FePO, por isolados de bactérias (BSF), indicada pela
presenca ou auséncia do halo de solubilizacdo, apds 48 horas de incubacdo, de
isolados obtidos de diferentes sistemas de cultivo, no Sudoeste Goiano.

Fonte: BARROSO et al. (2012).
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Figura 2. Solubilizagdo de AIPO, por isolados fungicos (FSF), indicada pela
presenca ou a auséncia do halo de solubilizacdo, apds 48 horas de incubacédo, de
isolados obtidos de diferentes sistemas de cultivo, no Sudoeste Goiano.

Fonte: BARROSO et al. (2012).

Em meio liquido, foi observada diferenca entre os isolados quanto a capacidade
de solubilizagdo das trés fontes fosfatadas, apenas para CaHPO, (Tabela 4).
Especificamente, os isolados FSF2 e FSF3 se destacaram quanto a capacidade de
solubilizacdo dessa fonte, comparado aos demais (Tabela 4). A variacdo no potencial de
solubilizagdo de microrganismos tem sido observada por varios autores, sendo utilizada
como uma das principais caracteristicas no processo de selecdio (ILLMER &
SCHINNER, 1992; MIKANOVA & KUBAT, 1994; SILVA FILHO & VIDOR, 2000).
Banik e Dey (1982), avaliando a capacidade de solubilizacdo de diversos isolados de
MSF, verificaram que dois fungos do género Aspergillus foram os mais eficientes. Por
outro lado, Silva Filho & Vidor (2000), também avaliando a capacidade de
solubilizacdo em meio liquido, verificaram que isolados do género Penicillium foram os
gue se sobressairam.

Quanto ao potencial de solubilizacdo de FePO, e AIPO,, ndo foi detectada
diferenca entre os isolados fungicos e bacterianos (Tabela 4). N&o obstante, ha relatos
de que os fungos sdo mais eficientes na solubilizacdo das fontes fosfatadas supracitadas.
Além disso, relata-se que a capacidade dos diferentes organismos de solubilizar
CaHPO, é influenciada pela fonte de carbono e nitrogénio no meio, pela capacidade de
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tamponamento do meio e da fase em que as culturas sdo avaliadas (KUCEY, 1983;
ILLMER etal., 1995; WHITELAW et al., 1999; NAHAS, 2007).

Tabela 4 — Quantificacdo em meio liquido do potencial de solubilizacao de fosfatos
de CaHPO,, de FePO, e AIPO, por isolados bacterianos (BSF) e fungicos (FSF),
obtidos de solos sob diferentes sistemas de cultivo no, Sudoeste Goiano.

Isolado
solubilizador de CaHPO, FePO, AIPO4
fosfatos
----------------------------- pg mL™? SRRSR———
BSF1 0,717 b 0,994 a 0,405 a
FSF1 0,535b 1,098 a 0,401 a
FSF2 1,018 a 0,944 a 0,369 a
FSF3 1,435a 1,092 a 0,414 a
FSF5 0,535b 1,189 a 0,307 a
FSF6 0,622 b 0,911 a 0,502 a
CV (%) 38,3 17,6 18,5

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott
(5%).

Quanto a capacidade de producdo de AIA, foi observada diferenca entre os
isolados solubilizadores de P, sendo que os isolados FSF1 e FSF2, foram os que tiveram
o menor (3,308 ug mL™) e o maior potencial (5,310 pg mL™), respectivamente (Tabela
5). Ja os isolados BSF1, FSF3 e FSF5, ndo apresentaram diferenca entre si, quanto a
producdo de AlA (Tabela 5).

As auxinas, de origem vegetal ou microbiana, sdo substancias que, em baixas
concentracdes (variando de pmol a nmol L™), promovem o crescimento das plantas,
estimulando a atividade da bomba eletrogénica H*-ATPase da membrana plasmatica
(HAGER et al., 1991), resultando nos eventos de expansdo celular e de ativacdo de
transportadores secundarios em membranas celulares (SONDERGAARD et al., 2004).
Desta forma, torna-se estratégica a selecdo de microrganismos com alto potencial de
producdo deste fitormdnio, visando incrementar a produtividade, a baixo custo, de
culturas de interesse agrondmico, como no caso da soja. Por exemplo, diversas bactérias
de solo ja foram identificadas como capazes de produzir auxinas, sendo algumas
inclusive utilizadas como inoculante comercial para gramineas no Brasil e em outros
paises (BUCHER & REIS, 2008).
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Tabela 5 — Quantificacdo do potencial de producéo de acido indol acético (AlA)
por isolados bacterianos (BSF) e fungicos (FSF) solubilizadores de fosfatos, obtidos
de solos sob diferentes sistemas de cultivo, no Sudoeste Goiano.

Isolado solubilizador de fosfatos Producdo de AIA (ug mL™)
BSF1 3,898 ¢
FSF1 3,308d
FSF2 5,738 a
FSF3 3,713 c
FSF5 3,632 ¢
FSF6 5310b
CV (%) 9,4

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott
(5%).

A avaliacdo da influéncia dos sistemas de manejo demonstrou diferencas
quanto a densidade de esporos de FMA, em que menor densidade foi detectada na area
SSC e as demais trés areas foram similares quanto a esta variavel (Figura 3). A
esporulacdo dos FMA é bastante heterogénea e depende do fungo, da planta, de fatores
do solo e da sazonalidade (CARDOSO et al., 2003), sendo que a sensibilidade ou
tolerancia aos componentes dos ecossistemas, tais como tipo de solo, pH, umidade,
fertilidade natural e outros é bastante especifica. Schultz et al. (1999) encontraram
evidéncias que a densidade de esporos de FMA difere de acordo com a época, com
alguns fungos esporulando no fim da primavera e outros ao término do verao.

Diversos trabalhos relatam alta variacdo quanto a densidade de esporos de
FMA. Por exemplo, Maia e Trufem (1990) observaram, em &reas com plantas de
interesse econdmico, variagao de 26 a 437 esporos por 100 g de solo. Silva et al. (2001)
verificaram, em areas de caatinga nativa e degradadas por mineracdo, densidade de
esporos inferior a 160 por 100 g de solo. Klauberg-Filho et al. (2002), em &reas poluidas
com metais pesados, encontraram numero de esporos variando de 8 a 335 esporos por
50g de solo, tendo maiores valores em locais de menor contaminagdo. Souza et al.
(2003), trabalhando em area de Caatinga, observaram variacdo de 34 a 860 esporos por
100g de solo. Considerando que alta densidade de esporos de FMA pode ser
considerada um indicativo de ambiente sob alto nivel de estresse, a &rea de SSC

mostrou-se como a de maior grau de estabilidade.



20

833,3 850
750 a

a
SRC POUSIO

900

a
S00
700
600 466,7
500 b
400 -
300
200
100
0 : -
SSC pPC

Sistema de cultivo

Numero de esporos (50 dm® de solo)

Figura 3. Densidade de esporos de fungos micorrizicos arbusculares em solos sob
diferentes sistemas de cultivo, no Sudoeste Goiano. Médias seguidas de mesma letra,
nédo diferem entre si pelo teste Skott-Knott (5%). SSC = sistema de sucessao de culturas;
SRC = sistema de rotacdo de culturas; pousio e PC = plantio convencional.



4, CONCLUSOES

- Detecta-se a presenca dos isolados de BSF-Ca e de FSF-Ca nas areas de SRC e
POUSIO, respectivamente. Para BSF-Ca, as areas de SRC e POUSIO, apresentam
maior densidade destes microrganismos.

- Os isolados fungicos e bacterianos apresentam diferencas no potencial de
solubilizacdo de FePO,4 e AIPO,.

- Em meio liquido, observa-se diferencas entre os isolados quanto a capacidade de
solubilizacdo, apenas para CaHPO,.

- Os isolados fungicos FSF2 e FSF3 possuem o maior potencial, comparados aos
demais.

- Todos os isolados de MSF, sdo capazes de produzir AlA.

- O isolado fungico FSF2 possui o0 maior potencial de producédo de AlA.

- As areas sob PC, SRC e POUSIO apresentam densidades similares de esporos de
FMA.

- A menor densidade de esporos de FMA encontra-se na area sob SSC.
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CAPITULO 2

INOCULACAO DE FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES E
MICRORGANISMOS SOLUBILIZADORES DE FOSFATO NA
FASE INICIAL DO DESENVOLVIMENTO DE SOJA EM CASA DE
VEGETACAO



Resumo: Varios grupos de microrganismos rizosféricos possuem a capacidade de
associacdo e disponibilizacdo de elementos essenciais ao crescimento vegetal. Entre
esses microrganismos, destacam-se fungos micorrizicos arbusculares (FMA),
microrganismos solubilizadores de fosfato (MSF) e rizobios. Com este trabalho
objetivou-se avaliar o efeito da inoculacdo de FMA e de MSF na cultura da soja. O
experimento foi conduzido em casa de vegetagéo (vasos de polietileno de 8L), com solo
coletado na profundidade de 40 - 60 cm. Este foi peneirado, sua acidez corrigida com
calcario dolomitico e feita a semeadura do cultivar de soja AS 3421 YG. O
delineamento experimental adotado foi inteiramente ao acaso, em arranjo fatorial 3x2
(trés tratamentos de inoculagdo de MSF: inoculacdo do isolado FSF1, inoculagdo de
FSF1+BSF1 e controle ndo inoculado com MSF), na presenca e auséncia de FMA, com
quatro repeticdes. O tratamento controle consistiu na auséncia e presenca de FMA e
auséncia de inoculagdo de MSF. Apos a germinacdo, foi realizado desbaste, deixando
quatro plantas por vaso. Aos 35 dias ap6s a emergéncia, foi coletada uma planta de cada
repeticdo determinando o numero de nodulos, massa seca de parte aérea, de nodulos e
colonizacdo micorrizica das raizes. A massa seca dos nddulos da soja com e sem FMA
foram estatisticamente semelhantes comparada as plantas controle. N&o foi verificado
efeito dos tratamentos de inoculacdo de solubilizadores de fosfato (FSF, FSF1+BSF1 e
controle ndo inoculado) e, tampouco, da inoculagdo com o FMA Glomus etunicatum,
avaliando a massa seca de parte aérea e de nddulos. Porém, a inoculacdo com o FMA
Glomus etunicatum incrementou o numero de nddulos de soja, independente do

tratamento de inoculacédo de isolados solubilizadores de P.

Palavras-chave: rizosfera, promocao do crescimento vegetal, interacdo microbiana.



Abstract: Many groups of rhizospheric microorganisms are able to associate and
providing essential elements to plant growth. Among those microorganisms stand out
the arbuscular mycorrhizal fungi (AMF), phosphate solubilizing microorganisms (PSM)
and rhizobium. This work aimed to evaluate the effect of AMF and PSM inoculation in
soybean. The trial was carried out under greenhouse conditions (polyethylene pots),
with soil collected in the depth of 40-60 cm. The soil was sieved and its acidity was
corrected with dolomitic limestone. The soybean sown was AS 3421 YG. The
experimental design was completely randomized in a factorial design 3x2 (three PSM
inoculation treatments: inoculation of the isolate FSF1; inoculation of FSF1+BSF1 and
control without inoculation of PSM), in the presence and absence of AMF, with four
replicates. The control consisted of absence and presence of AMF, and absence of PSM
inoculation. After germination, the pots were thinned to four plants each. At 35 days
after emergence, one plant of each replicate was harvested to determination of number
of nodules, shoot and nodules dry matter, and mycorrhizal colonization of roots. The
nodule dry matter with and without AMF were statistically similar to control. It was not
verified effect of PSM inoculation treatments and neither of AMF Glomus etunicatum
inoculation, when shoot and nodules dry matter were evaluated. However, the
inoculation with Glomus etinicatum increased the number of nodules in soybean,

independently of the inoculation of P-solubilizing isolates.

Keywords: rhizosphere, plant growth promotion, microbial interaction.



1. INTRODUCAO

A producdo agricola sustentdvel implica no desenvolvimento de novas
tecnologias que minimizem os impactos ambientais negativos e reduzam as aplicagdes
de insumos ndo renovaveis, principalmente os fertilizantes fosfatados.

A soja (Glycine max L. Merril) é uma das culturas exigente em termos
nutricionais, principalmente em relacéo a necessidade de nitrogénio (N) e fésforo (P). O
fornecimento de N, no Brasil, é garantido exclusivamente pela fixacdo biologica de
nitrogénio (FBN). Este processo € realizado, principalmente, por bactérias do género
Bradyrhizobium, que fornecem eficientemente N a planta de soja, podendo fornecer
mais de 90% do N requerido pelas cultivares mais produtivas (HUNGRIA et al., 2005).

A FBN tem reduzido substancialmente os custos de producédo na cultura da
soja, consequentemente, gerando um aumento na competitividade dessa commodity no
mercado internacional (HUNGRIA et al., 2005). A eficiéncia desse processo,
especialmente em regides tropicais, pode ser alterada por varios fatores edafoclimaticos,
além das praticas de manejo do solo adotadas e o tratamento de sementes com
fungicidas, antes da inoculacdo (HUNGRIA et al., 2007; CAMPO et al., 2009; ZILLI et
al., 2009).

Estudos para maximizar a eficiéncia da FBN sdo uma das formas para
aumentar a produtividade da cultura da soja (FRANCO et al., 2002). A FBN, em outras
culturas, como o feijao caupi, tem sido relatada como estratégica para dispensar 0 uso
de fertilizantes nitrogenados e garantir a obtencdo de altos rendimentos (RUMJANEK
et al., 2005).

Atualmente, pesquisas focadas no efeito de grupos microbianos em culturas de
interesse agronémico, tém atingido relevancia crescente no cenario da agricultura
tropical, ja que possuem papel fundamental na manutencdo da fertilidade dos solos
agricolas e maximizacao da sustentabilidade dos agrossistemas. Entre 0s componentes
da microbiota do solo, merecem destaque aqueles que formam associa¢Ges mutualistas
com as raizes, como os fungos micorrizicos arbusculares (FMA), que desempenham

funces relevantes para incrementar a nutricdo, o desenvolvimento e a produgéo vegetal
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(PARNISKE, 2008). A associacdo micorrizica contribui para o aumento da absorcédo de
nutrientes, favorece a colonizagcdo de outros microrganismos benéficos (fixadores de
nitrogénio e solubilizadores de fosfato), ameniza os efeitos de mudancas de pH e
concentracdo de metais pesados em ambientes degradados. Aléem disso, exerce papel
ndo-nutricional com o acumulo de substancias promotoras de crescimento vegetal,
aumento da tolerancia a estresses e fitotoxidez, reducdo de danos causados por
patdgenos, agregacdo do solo e produgdo de substancias bioativas (MOREIRA &
SIQUEIRA, 2006; SIQUEIRA et al., 2007).

Outro grupo de microrganismos do solo de alto interesse agrondmico Sao 0S
solubilizadores de fosfatos, que possuem a capacidade de solubilizar P a partir de rochas
insollveis ou mesmo daquele adicionado ao solo, mas presente na forma nao labil. A
inoculacdo de tais microrganismos traduz-se em uma maneira promissora para reduzir
as adubacdes fosfatadas, custos de producéo e, consequentemente, minimizar a poluicédo
ambiental. A solubilizacdo microbioldgica de fosfatos esta relacionada a reducéo do pH
e/ou a producdo de acidos organicos (CEREZINI et al., 2009; STEINER et al., 2009).

De acordo com Vessey (2003), a co-inoculagdo de microrganismos
solubilizadores de fosfatos e rizobio, pode incrementar a disponibilidade de P e N e
favorecer o desenvolvimento de espécies vegetais. Além disso, estirpes de rizobio,
também capazes de solubilizar P, podem aumentar o crescimento vegetal pelo aumento
da eficiéncia da fixacéo bioldgica do nitrogénio.

A utilizacdo das simbioses entre plantas e microrganismos de interesse na
agricultura tem crescido, porém, pouco ainda é conhecido sobre as diferentes praticas
agricolas podem selecionar simbiontes com comportamento parasitico ou mutualista nos
sistemas de producéo, e até mesmo suas interacfes (KIERS et al., 2002).

Atualmente, ha caréncia de estudos focados ao efeito de microrganismos
benéficos (rizobio, FMA e solubilizadores de fosfato) em sistemas agricolas na regido
do Cerrado brasileiro. Esta regido é, atualmente, uma das mais importantes na geracdo
de divisas, em nivel nacional, por sua pujante producdo agricola. Entretanto, no modelo
agricola, dominante nesta regido, a dependéncia por fertilizantes solGveis é alta,
principalmente os fosfatados, o que onera o custo de producéo das lavouras.

Desta forma, estudos sobre a ocorréncia e o efeito de FMA e sua interacdo com
outros microrganismos benéficos em culturas comumente utilizadas nesta regido, como

a soja, tornam-se estratégicos para racionalizar o uso destes fertilizantes e,
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consequentemente, reduzir o custo de producdo agricola. Objetivou-se com este trabalho
avaliar o efeito da inoculagdo de microrganismos solubilizadores de fosfato e de FMA
na cultura da soja, em casa de vegetacao.



2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo do IF Goiano — Campus
Rio Verde, GO. Foram utilizados 24 vasos de polietileno (capacidade para 8L),
contendo solo ndo esterilizado, pertencente a classe Latossolo Vermelho distroférrico,
coletado na profundidade entre 40 e 60 cm na area de Preservacdo Permanente (Cerrado
nativo) da instituicdo. Este foi peneirado (malha de 4,0 mm) e, aleatoriamente, coletas
amostras para analise quimica e fisica (Tabela 1). Nestas mesmas amostras, foi
determinada a densidade de esporos de FMA e identificadas as possiveis espécies
presentes. Com base na andlise quimica do solo, foi feita calagem (calcario dolomitico),
utilizando uma betoneira para a incorporacdo total do calcario (50 g de calcario por

vaso).

Tabela 1. Andlise fisica e quimica de um Latossolo Vermelho distroférrico,
coletado na area de preservacdo permanente do IF Goiano — Campus Rio Verde,
GO.

Anélise Fisica

--------------------------------- Textura (g kg™)

Argila Silte Areia
463,9 173,8 362,3
Analise Quimica
pH P K" Cca™ Mg™ H+AI S T V% AI'" Matéria
1701031 ———— mmol dm™ S — gdm?

6,1 38,7 82 444 160 578 686 1263 543 0,0 34,9

O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado, em arranjo

fatorial 3x2 (trés tratamentos de inoculacdo de MSF: inoculacdo do isolado FSF1,
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inoculacdo de FSF1+BSF1 e controle ndo inoculado com MSF), na presenca e auséncia
de FMA, com quatro repeti¢des. O tratamento controle de MSF consistiu na auséncia e
presenca de FMA e auséncia de inoculagdo de MSF. A espécie de FMA inoculada (5 g
vaso™, adicionados logo abaixo das sementes, na semeadura) foi Glomus etunicatum,
procedente da colecdo do Laboratorio de Solos da Universidade Federal de Goias —
Campus Jatai. Ja os isolados de MSF foram obtidos de solos do Sudoeste Goiano,
submetidos a diferentes sistemas de manejo, descritos no Capitulo 1.

O cultivar de soja utilizado foi AS 3421 YG. Antes do plantio, todas as sementes
foram tratadas com Standak Top (120 mL ha™) e inoculadas com as estirpes de rizébio
Bradyrhizobium elkanii (semia 587) e Bradyrhizobium japonicum (semia 5079), na
concentracdo de 5,0 x 10° UFC mL™, aplicando-se 2 mL kg de semente™. Os vasos
foram semeados e, ap0s a germinacdo das sementes, as plantas foram desbastadas,
mantendo-se quatro plantas por vaso.

Cinco dias apés a emergéncia das plantulas, foi feita a inoculacdo com o0s
tratamentos de MSF. Para tanto, estes foram cultivados em meio liquido GL
(SYLVESTER-BRADLEY et al.,, 1982), sob agitagdo constante (90 rpm), com o
auxilio de agitador orbital — Shaker (Nova Técnica NT 712), por 24h (isolado bacteriano
BSF1) e 72h (isolado fungico FSF1), a 30 °C. Para a inoculacdo destes isolados,
pipetou-se, no orificio de transplante, 1 mL de meio liquido GL contendo o equivalente
a1,55 x 10° UFC mL™ de cada cultura.

Aos 35 dias apds a emergéncia, foi coletada uma planta de cada repeticéo, para
a determinacdo do numero e massa seca de nddulos, massa seca de parte aérea e
colonizagdo micorrizica das raizes. As raizes foram separadas da parte aérea, lavadas
em &gua corrente e, com 0 auxilio de uma peneira, os nédulos foram destacados,
contados e acondicionados em sacos de papel, separados das raizes, antes de serem
levados a estufa de ventilacdo forcada (65 °C, por 48h). A parte aérea também foi
levada a estufa para determinacdo de sua massa seca, de forma similar as raizes.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as medias
comparadas pelo teste Scott-Knott (5%), utilizando o programa SAEG, versdo 9.1
(SAEG, 2007).



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Né&o foi verificado efeito dos tratamentos de inoculacdo de solubilizadores de
fosfato (FSF, FSF1+BSF1 e controle ndo inoculado) e, tampouco, da inoculagcdo com o
FMA, avaliando-se a massa seca de parte aérea e massa de nddulos (Tabela 2).
Entretanto, avaliando-se o nimero de nodulos, a inoculacdo com o FMA resultou em
incremento desta variavel, independente do tratamento de inoculacdo de isolados
solubilizadores de P (Tabela 2). Nogueira et al. (2005) evidenciaram que a producdo de
massa seca de parte aérea de soja, teve efeito positivo dos tratamentos de inoculagdo
com FMA, apenas aos 60 e 90 dias apds a emergéncia das plantulas.

Tabela 2 — Massa seca de parte aérea e de nddulos e nimero de nédulos de soja
cultivada em casa de vegetacdo, aos 35 dias ap6s a emergéncia, inoculada com
isolados solubilizadores de fosfato (BSF1 e FSF1), na presenca e auséncia de fungos
micorrizicos arbusculares (FMA), em Rio Verde, GO.

Massa seca de parte Massa seca de nédulos  Numero de nédulos por
aerea (mg planta™®)* planta*

(g planta™)

Com Sem Com Sem Com Sem
inoculacdo inoculacdo inoculacdo inoculacdo inoculacdo inoculacdo
de FMA de FMA de FMA de FMA de FMA de FMA

Controle 0,38 Aa 0,21 Aa 5,2 Aa 4,0 Aa 12 Aa 6 Ab
FSF 1 0,43 Aa 0,40 Aa 8,0 Aa 6,1 Aa 14 Aa 9 Ab
FSF1+BSF1 0,46 Aa 0,43 Aa 8,5 Aa 9,3 Aa 17 Aa 12 Ab
CV (%) 48,6 55,5 49,1

Meédias seguidas de mesma letra, mailsculas na coluna e minudsculas na linha, ndo
diferem entre si pelo teste Scott-Knott (5%). *Dados transformados: Raiz quadrada de
Y +0.5-SQRT (Y +0.5)

Bethlenfalvay et al. (1982) observaram inibicdo inicial de crescimento de soja,
o que foi atribuido a uma demanda de carboidratos pelo FMA, numa fase em que a

relacdo parte aérea/raiz e a capacidade fotossintética do hospedeiro eram baixas.
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Segundo Jakobsen (1995), pode—se observar depressdo transitoria de crescimento nas
primeiras fases da colonizagdo em plantas com reservas limitadas de carbono.

Os resultados do presente trabalho apontam que a inoculagdo do FMA Glomus
etunicatum, traduz-se numa estratégia para incrementar a nodulacéo e favorecer a FBN
na cultura da soja. Os efeitos positivos dos FMA sobre o crescimento e a nodulagéo de
plantas leguminosas ja sdo bem conhecidos (BAREA & AZCON-AGUILAR, 1983;
CARDOSO, 1985; CARDOSO, 1986; SILVEIRA & CARDOSO, 1987; GUZMAN-
PLAZOLA & FERRERA-CERRATO, 1990). As espécies Acacia mangium e Acacia
auriculiformis (DELACRUZ et al., 1988), Albizia lebeck (FARIA et al., 1995),
Centrolobium tomentosum (MARQUES et al., 2001) e Anadenanthera peregrina
(GROSS et al., 2004) sdo exemplos de algumas leguminosas que tiveram seu
desenvolvimento e nodulagdo maximizados, quando inoculadas com FMA. A FBN é
um processo altamente exigente em energia, na forma de ATP, para a planta. Assim, 0
adequado suprimento de P, ampliado pelos FMA, favorece o investimento na nodulagéo
(BAREA & AZCON-AGUILAR, 1983; BAREA et al., 1992).

No Brasil, a producéo de inoculante de FMA ainda é embrionéria, o que torna
essa area da pesquisa para producdo e comercializacdo deste tipo de inoculante muito
promissora. Atualmente, a producéo de in6culo de FMA se concentra em universidades
e instituicbes de pesquisa onde a estrutura e as tecnologias utilizadas desafiam o0s
pesquisadores a uma producdo em escala comercial. A producdo de inoculantes
micorrizicos normalmente utiliza a multiplicacio de FMA em vasos, com 0s mais
variados tipos de plantas hospedeiras, gramineas em sua maioria, sendo cultivadas em
substratos ou misturas de substratos (areia, solo, vermiculita, turfa, entre outros)
(GIANINAZZI & VOSATKA, 2004).

Como os FMA sdo organismos benéficos para os vegetais e, portanto, de
grande interesse agrondmico, devem ser produzidos em larga escala, a fim de
possibilitar a sua aplicagdo e a consequente reducdo dos insumos agricolas
(BAGYARAJ & REDDY, 2005). Entretanto, considerando que: a) os FMA formam
simbiose com mais de 80% das espécies vegetais existentes, incluida a soja; b) sédo
comumente encontrados nos solos submetidos as diversas técnicas de manejo agricola;
c) geralmente ndo é observado efeito da inoculacdo de FMA em solo superficial (0-30
cm) ndo esterilizado, cultivado com plantas diversas; d) que os FMA exigem, para sua

multiplicagdo, um hospedeiro vegetal vivo, o que dificulta a producéo de inoculante; e)
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a cultura da soja € a que ocupa a maior area plantada no mundo, ndo se justificam
estudos visando comprovar a importancia da inoculacdo de FMA nesta cultura, mas
sim, estudos que indiquem as melhores praticas de manejo agricola a serem adotadas
para esta cultura, a fim de maximizar a diversidade e a eficiéncia simbiética de FMA,
aliada a inoculacdo com rizobios. Ao contrario, a producdo de inoculante de MSF ¢é
mais facil que a de FMA e a inoculacdo de MSF pode maximizar o sinergismo entre
FMA e/ou rizébios, além de incrementar a nutricdo e o desenvolvimento vegetal
(SOUCHIE et al., 2006; WANI et al., 2007; AFZAL & BANO, 2008; ADITYA et al.,
2009). A inoculacdo de MSF ja é amplamente adotada em culturas de larga escala
(trigo, soja, milho, beterraba, arroz etc), em paises como Canada, Estados Unidos,
Argentina, Russia e Austrélia, resultando em incremento de sua nutricdo e
produtividade. Entretanto, em paises de clima tropical, como o Brasil, tal pratica ainda
ndo foi adotada e justificam-se mais estudos para selecdo e uso de isolados com alto
potencial de solubilizacdo de P e alta capacidade de estabelecimento na rizosfera os
quais, combinados com outros grupos microbianos benéficos as plantas, como rizébio e
FMA, maximizem o beneficio as culturas de interesse agronémico e reduzam custos

com adubacéo.



4. CONCLUSOES

- N&o se verifica efeito dos tratamentos de inoculacdo de solubilizadores de fosfato
(FSF, FSF1+BSF1 e controle ndo inoculado) e, tampouco, da inoculagcdo com o FMA

Glomus etunicatum, avaliando-se a massa seca de parte aérea e dos nédulos.

- A inoculacdo com o FMA Glomus etunicatum incrementou o numero de nodulos de

soja, independente do tratamento de inoculagdo de isolados solubilizadores de P.
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CAPITULO 3

DOSES DE CALCARIO E FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES
NA CULTURA DA SOJA



RESUMO - Estudos sobre a comunidade de fungos micorrizicos arbusculares (FMA) e
suas interacdes com doses crescentes de calcario sao requisitos basicos para a adogdo de
estratégias para efetiva correcdo da acidez do solo, favorecimento deste grupo
microbiano e da nutri¢do, desenvolvimento e produtividade da cultura da soja. Com este
trabalho, objetivou-se avaliar o efeito de doses crescentes de calcario na ocorréncia,
densidade de esporos e coloniza¢do por fungos micorrizicos arbusculares (FMA), na
cultura da soja, cultivada em campo. O delineamento experimental foi o de blocos ao
acaso, contendo quatro doses crescentes de calcario (1,2; 1,8; 2,6 e 3,9 Mg ha™), com
quatro repeticOes. Tais doses corresponderam a 46, 70, 100 e 150% da recomendacéo de
calagem para a efetiva corre¢do da acidez. Aos 35 dias ap6s a emergéncia (DAE), foi
avaliada a massa seca de parte aérea, de raizes, bem como a massa seca e numero de
nodulos. Na colheita, 100 dias apds a emergéncia, foram avaliadas: altura, massa fresca
e seca de parte aérea, massa fresca, seca, volume e extensdo de raizes, massa fresca,
seca e numero de nédulos, produtividade de grdos a 13% de umidade, densidade de
esporos, percentual de colonizacdo e ocorréncia de FMA. Aos 35 DAE, ndo se verifica
efeito das doses crescentes de calcério, avaliando a massa seca das raizes e de parte
aerea, bem como a massa seca e nimero de nodulos. Aos 100 DAE, ndo se verifica
efeito das doses de calcério na altura, massa fresca e seca de parte aérea e radicular e no
namero de vagens por plantas de soja. Observa-se efeito positivo das doses de calcario
1,2 e 2,6 Mg ha™ no volume e extensdo radicular e na densidade de esporos de FMA,
com a adicdo de 2,6 e 3,9 Mg ha™ de calcério. A produtividade de grdos é favorecida

com a aplicacéo de 2,6 Mg ha™ comparada as demais doses de calcario testadas.

Palavras-chave — calagem, manejo de solo, simbiose micorrizica.



ABSTRACT - Studies on the community of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) and
its interactions with increasing doses of limestone are basic requirements for the
adoption  of effective  strategies  for soil  acidity  correction, this microbial
group favoritism and nutrition, soybean development and yield. This work aimed
to evaluate the effect of increasing doses of limestone in the occurrence of spores and
colonization by mycorrhizal  fungi  (AMF) on  soybeans grown inthe
field. The experimental design was randomized blocks, with four increasing doses of
limestone (1.2, 1.8,2.6and 3.9 Mgha®)with four replications. These doses
corresponded to 46, 70, 100and 150% of liming for effective correction of soil
acidity. At 35 days after emergence (DAE) were evaluated the dry mass of shoots, roots,
and dry mass and number of nodules. At harvest, 100 DAE were evaluated: height,
fresh and dry weight of shoot, fresh weight, dry, volume and length of roots, fresh, dry,
and number of nodules, grain yield at 13% moisture content, density spores, percentage
of colonization and AMF occurrence. At 35 DAE, there is no effect of increasing doses
of lime, to evaluate the dry mass of roots and shoots, and dry mass and number of
nodules. At 100 DAE, there is no effect of lime doses at height, fresh and dry mass of
root and shoot and in the number of pods per soybean plant. It is observed positive
effect of limestone doses 1.2 and 2.6 Mg ha-1 in volume and root length and in density
of AMF spores with the addition of 2.6 and 3.9 Mg ha-1 of limestone. The vyield is
favored by the application of 2.6 Mg ha-1 compared to the other limestone evaluated

doses.

Key words - liming, soil management, mycorrhizal symbiosis



1. INTRODUCAO

A exploragdo dos solos da regido do Cerrado brasileiro tem aumentado
consideravelmente a partir da década de 1970. Esses solos, naturalmente, possuem
elevada acidez, o que desfavorece a produtividade das culturas de interesse agronémico.
O calcéario atua reduzindo a acidez superficial do solo, elevando seu pH e,
consequentemente, favorecendo a disponibilizacdo de nutrientes na solucdo do solo e o
desenvolvimento vegetal de culturas de interesse econdmico, como a soja (Glycine max
L. Merril) (SOUZA et al., 2007). Deste modo, a calagem € pratica comum adotada na
maioria dos solos brasileiros (CHAVES & FARIAS, 2008).

A calagem é a préatica mais comumente utilizada pelos produtores para
neutralizar a acidez, aumentar a disponibilidade de nutrientes, diminuir o teor de
elementos toxicos, melhorar o ambiente radicular e restaurar a capacidade produtiva dos
solos (CAIRES et al., 2005). Assim, a calagem fornece retornos em relacéo ao custo de
producdo que geralmente séo elevados pelas aplicagdes de insumos agricolas para sanar
deficiéncia dos solos por nutrientes.

O efeito da calagem em aumentar o pH, também favorece a atividade de
diversos grupos microbianos (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). Os fungos micorrizicos
arbusculares (FMA) representam um dos principais componentes da microbiota do solo,
na maioria dos agroecosistemas. Esses simbiontes mutualistas obrigatdrios, pertencentes
ao filo Glomeromycota, possuem alta relevancia na maximizagdo do uso de nutrientes,
principalmente do fosforo (P), cobre (Cu) e zinco (Zn) (MOREIRA & SIQUEIRA,
2006). As hifas extraradiculares dos FMA desempenham um papel fundamental na
formacdo de agregados por meio da exsudagdo de glomalina, uma glicoproteina cuja
funcdo e cimentar as particulas do solo (KABIR, 2005), melhorando, portanto, suas
caracteristicas fisicas e, consequentemente, o desenvolvimento e produtividade vegetal.

Sistemas de manejo do solo que impactam negativamente a comunidade de
FMA podem ter consequéncias drasticas a médio e longo prazo, reduzindo sua
capacidade de producéo e sustentabilidade (ALGUACIL et al., 2008).
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Estudos sobre a comunidade de FMA e suas interacbes com doses crescentes
de calcario sdo requisitos basicos para a adocao de estratégias para efetiva correcdo da
acidez do solo, favorecimento deste grupo microbiano e da nutri¢do, desenvolvimento e
produtividade da cultura da soja. Com este trabalho, objetivou-se avaliar o efeito de
doses crescentes de calcario na ocorréncia, densidade de esporos e colonizacdo por

FMA na cultura da soja, cultivada em campo sob sistema convencional.



2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na Fazenda Paineiras, situada a 42 km da cidade
de Rio Verde, GO, em uma éarea localizada 51° 00" 576" de longitude Oeste e 18° 07°
997" de latitude Sul, com altitude de 750 m. Antes da implantacdo do experimento,
amostras de solo foram coletadas (0-20 cm), aleatoriamente, totalizando 15 amostras
simples para formagdo de uma amostra composta, para analise fisica e quimica. Essa
analise indicou: argila (24,3%), areia (67,6%), pH em agua =5,5 e P (mg dm™) = 4,2.

Em 1978, a area experimental era composta por mata nativa, ao final do
mesmo ano a mata nativa foi retirada para a implantacdo da cultura de arroz. Apos a
colheita do arroz, ainda em 1978, foi semeada Brachiaria decumbens e B. ruziziensis
para a formacdo de pastagem. Entre 1995 e 1998 a &rea foi arada para a implantacéo da
cultura de banana cultivar Pacovan. De 1998 a 2006 foi semeada Brachiaria decumbens
e B. ruziziensis para a formacdo de pastagem. No final de 2006, a area foi arada e
deixada em pousio, até a implantacdo deste experimento.

O delineamento experimental foi o de blocos ao acaso, contendo quatro doses
crescentes de calcério (1,2; 1,8; 2,6 e 3,9 Mg ha), com quatro repeticées. Tais doses
corresponderam a 46, 70, 100 e 150% da recomendacdo de calagem para a efetiva
correcdo da acidez. Cada parcela tinha 24 m? (4 m de largura x 6 m de comprimento)
(Figural, Anexo). A calagem foi realizada em 27 de outubro de 2011 (Figura 2, Anexo).

O preparo do solo foi realizado por meio de uma gradagem. A semeadura foi
realizada mecanicamente, em 10 novembro de 2011, com espagamento de 0,45 m entre
linhas e 18 sementes por metro linear. Foi utilizado o cultivar de soja MSoy 7639 RR.
Antes do plantio, todas as sementes foram tratadas com Standak Top (120 mL ha™) e
inoculadas com as estirpes de Bradyrhizobium elkanii (semia 587) e Bradyrhizobium
japonicum (semia 5079), na concentracéo de 5,0 x 10° UFC mL™, aplicando-se 2 mL kg
de semente™. Como adubac&o de semeadura, foi adicionada 250 kg ha™ do fertilizante
granulado 0-44-20.
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O manejo da cultura consistiu em diferentes épocas de pulverizacdo de
defensivos: 30 dias ap6s a emergéncia (DAE) (herbicida Roundup® - 200 mL 20 L™
4gua e inseticida Imunit® — 16 mL 20 L™ 4gua + Premio® - 7 mL 20 L™ 4gua); 73 DAE
(inseticidas Imunit® 16 mL 20 L™ agua + Engeo Pleno® e fungicida Opera® - 100 mL
20 L agua).

Aos 35 DAE, cinco plantas das duas linhas centrais de cada parcela foram
coletadas aleatoriamente e avaliadas quanto a producgdo de massa seca de parte aérea, de
raizes, de nédulos e numero de nddulos.

Na colheita, 100 DAE, foram avaliadas: altura, massa fresca e seca de parte
aerea, massa fresca, seca, volume e extensdo de raizes, massa fresca, seca e nimero de
nddulos, produtividade de grdos a 13% de umidade, densidade de esporos, percentual de
colonizacdo e ocorréncia de FMA.

Para avaliar as caracteristicas das plantas, foram coletadas 10 plantas em cada
parcela (cinco por linha, nas duas linhas centrais). Similarmente, para a determinacédo da
densidade de esporos de FMA, foram coletadas 10 amostras simples (0-10 cm) de cada
parcela. Para esta analise, foram utilizados 50 g de solo, de onde os esporos dos FMA
foram separados e coletados, seguindo uma associa¢do de métodos de decantacdo e
peneiramento Umido (GERDEMANN & NICOLSON, 1963) e de centrifugacdo e
flutuacdo com sacarose (JENKINS, 1964). A contagem dos esporos de FMA foi
realizada usando uma placa de acrilico com anéis concéntricos, em microscopio
estereoscopico (Figura 3, Anexo).

Para a determinacdo da porcentagem de colonizacdo micorrizica, o sistema
radicular foi lavado em &gua corrente e as amostras de raizes (1g por planta)
armazenadas em alcool (70%). Posteriormente, estas amostras foram lavadas e cortadas
no comprimento de 1 cm, clarificadas em KOH (10%), acidificadas com HCL (1%) a 90
°C, coloridas com azul de tripano (0,05%) e preservadas em lactoglicerol (PHILLIPS;
HAYMAN, 1970). Para a obtencdo da porcentagem de segmentos colonizados foi
realizada contagem em placa quadriculada, em que 100 segmentos foram avaliados, por
tratamento, em microscépio estereoscopico (GIOVANETTI; MOSSE, 1980).

A massa seca de parte aérea, de raizes e de nodulos foi obtida ap6s secagem em
estufa de ventilacdo forcada (65 °C, por 48h). O volume radicular foi determinado,
introduzindo-se as raizes em provetas que continham 90 mL d’agua (Figura 4, Anexo) e

observacgdo da diferenca, no referido volume. O método utilizado na determinacdo do
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comprimento do sistema radicular foi o de intersecdo (TENNANT, 1975). Para tanto, as
raizes, apos lavadas, foram sobrepostas e prensadas em folhas de papel e deixadas em
estufa a 65 °C, por 48h. Em seguida, com o auxilio de uma transparéncia com
quadriculos de 1 cm?, foi feita a contagem de intersecdes e empregados nas seguintes
equacoes:
R=n/4*N*G

Em que R = comprimento das raizes (cm); n = ; N = nimero de intersegdes; e
G = unidade da malha (cm).

Para avaliar a produtividade de gréos de soja (kg ha™), foram colhidas, aos 120
DAE, as seis linhas centrais, desprezando-se 1m de cada extremidade. Em seguida a
soja foi trilhada.

Os dados obtidos aos 35, 100 e 120 DAE, foram submetidos a analise de

variancia e as médias comparadas pelo teste Scott-Knott (5%), utilizando o programa
SAEG, versdo 9.1 (SAEG, 2007).



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Aos 35 DAE, ndo foi verificado efeito para as doses crescentes de calcario,
avaliando-se a massa seca das raizes e de parte aérea (Tabela 1), massa seca e numero
de nddulos (Tabela 2).

Tabela 1. Massa seca de raizes e de parte aérea de plantas de soja, aos 35 dias ap6s
a emergéncia, cultivada em campo, sob crescentes doses de calcario, em Rio Verde,
GO. Dados transformados: (Raiz quadrada de Y + 1.0 - SQRT (Y + 1.0)

Doses de calcario Massa seca de raizes Massa seca de parte aérea
(Mg ha) (mg planta™) (g planta™)
1,2 369,4 a 2,2a
1,8 304,0 a 1,7a
2,6 357,0a 2,1la
3,9 353,8 a 19a
CV (%) 11,8 13,5

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott
(5%).

Tabela 2. Massa seca e numero de nédulos de plantas de soja, aos 35 dias apés a
emergéncia, cultivada em campo, sob crescentes doses de calcario, em Rio Verde,
GO. Dados transformados: (Raiz quadrada de Y + 1.0 - SQRT (Y + 1.0)

Doses de calcério Massa seca de nodulos NUmero de nodulos por
(Mg ha) (mg planta™) planta
1,2 25,7a 48a
1,8 26,1a 52a
2,6 30,3a 6,4 a
3,9 46,9 a 8,7a
CV (%) 44,7 38,7

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott
(5%).

Aos 100 DAE, nédo foi verificado efeito da adicdo de doses crescentes de
calagem na altura, massa fresca e seca de parte aérea de soja (Tabela 3). Similarmente,
nédo foi detectado efeito desses tratamentos de calagem, na massa fresca e seca radicular

e no nimero de vagens por planta (Tabela 4).
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Tabela 3. Altura, massa fresca e seca de parte aérea de plantas de soja, aos 100
dias apds a emergéncia, cultivada em campo, sob doses crescentes de calcario, em
Rio Verde, GO.

Doses de calcario Altura de parte aérea  Massa fresca de parte  Massa seca
(Mg ha™) (cm planta™) aérea de parte
(g planta™) aérea
(g planta™)
1,2 74,7 a 63,7 a 20,0 a
1,8 69,3 a 54,7a 17,3 a
2,6 73,7a 56,5 a 17,1 a
3,9 74,2 a 64,5 a 199 a
CV (%) 15,3 42,1 40,6

Meédias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott
(5%).

Tabela 4. Massa fresca e seca de raizes e numero de vagens de plantas de soja, aos
100 dias ap6s a emergéncia, cultivada em campo, sob doses crescentes de calcério,
em Rio Verde, GO.

Doses de calcario Massa fresca Massa seca Ndmero de
(Mg ha) radicular radicular vagens por

(g planta™) (g planta™) planta

1,2 6,1a 2,1a 38,4 a

1,8 6,0a 20a 35,3a

2,6 6,4 a 19a 349 a

3,9 48a 1,7a 399a

CV (%) 47,8 64,9 39,9

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott (5%).

A adicdo de 1,2 e 2,6 Mg ha” de calcario resultou, de forma similar, em
incremento da massa fresca de nddulos (Tabela 5). Entretanto, ndo foi detectado efeito

desses tratamentos no nimero e massa seca de nodulos (Tabela 5).
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Tabela 5. NUmero, massa fresca e seca de nédulos de plantas de soja, aos 100 dias
apods a emergéncia, cultivada em campo, sob doses crescentes de calcario, em Rio
Verde, GO.

Doses de calcario NUmero de Massa fresca de Massa seca de
(Mg ha™) nédulos por  nédulos (g planta®)  nédulos (g planta™?)
planta
1,2 50,9 a 2,6a 0,4a
1,8 54,9 a 1,7b 0,3a
2,6 50,1a 3,2a 0,4a
3,9 63,8 a 16D 0,4a
CV (%) 62,3 81,3 52,4

Meédias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott
(5%).

Foi verificado efeito dos tratamentos de doses crescentes de calcario no volume
e extensdo radicular e na densidade de esporos de FMA (Tabela 6). Similarmente a
massa fresca de nddulos, foi verificado incremento do volume e extensdo radicular, com
a adicdo de 1,2 e 2,6 Mg ha™ de calcério (Tabela 6). Ja nas parcelas que receberam de
2,6 e 3,9 Mg ha* de calcério, foi detectada maior densidade de esporos de FMA (Tabela
6).

Miranda et al. (1997) mostram que a populacdo de FMA nativos aumentou até
a dose de 4 Mg ha™ de calcério aplicado em um solo glei pouco himico, decrescendo
nas doses mais elevadas. Sieverding (1991) observou similar decréscimo sugerindo a
ocorréncia de diferentes graus de sensibilidade a calagem, entre espécies de FMA,
sendo que tal pratica pode interferir também no nimero de espécies presentes no solo.

No presente estudo, a area escolhida para a implantacdo do experimento estava
sob sistema de plantio convencional. Tal sistema, comparado ao sistema de plantio
direto, € desfavoravel a comunidade de FMA (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006;
SCHNEIDER et al., 2011). O continuo revolvimento do solo promove o rompimento da
malha de hifas dos FMA. Ademais, a auséncia de cobertura do solo (palhada), sua
excessiva exposicdo a luz solar e a temperaturas elevadas, condicdes tipicas de paises
tropicais, desfavorece a simbiose micorrizica. Segundo Furtini-Neto et al. (2004) e
Moreira et al. (2010), a pratica da calagem geralmente favorece a nodulacdo e a
simbiose micorrizica em espécies de plantas leguminosas. Ainda segundo esses autores,

em solos ndo corrigidos, com altos teores de AI** trocavel, a calagem estimula a
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formacgdo de novas raizes, que sdo sitios preferidos para a formacdo micorrizica e

nodulacé&o.

Tabela 6. Volume, extensdo radicular de plantas de soja e densidade de esporos de
FMA, aos 100 dias ap0ds a emergéncia, cultivada em campo, sob doses crescentes de
calcario, em Rio Verde, GO.

Doses de calcério Volume radicular Extenséo Densidade de
(Mg ha™) (cm?® planta’™) radicular esporos de FMA

(cm planta™) (g solo seco™)

1,2 6,3a 50a 59,6 b

1,8 56D 44D 49,6 b

2,6 6,7 a 53a 106,9 a

3.9 54b 42D 108,1 a

CV (%) 39,3 39,4 38,0

Meédias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott
(5%).

A dose de calcario equivalente a 2,6 Mg ha™ de calcario foi a recomendada,
com base na analise quimica do solo, para a correcdo de sua acidez. Nesta dose, foi
constatado maior incremento das variaveis de crescimento, analisadas na cultura da
soja. Os resultados também indicaram que néo se justifica a adicdo de 3,9 Mg ha™ de
calcério ja que, nesta dose, as plantas tiveram desenvolvimento similar a dose de 1,2 Mg
ha’ de calcario. A cultura da soja exige correcdo do pH do solo para garantir seu
desenvolvimento e expressar, plenamente, seu potencial produtivo. Em solos acidos,
ocorre alta concentracéo de AI**, que exerce efeito toxico e indisponibilidade de P, Mo,
Ca e Mg, nutrientes essenciais para garantir a nutricdo e o desenvolvimento da cultura
da soja, para o rizébio e para a fixacdo do N, (GRAHAM et al., 1982). De acordo com
Tanaka & Mascarenhas (1992) e Eichler et al. (1994), em teores de AI** trocavel acima
de 05 cmolc kg*, ocorrem efeitos toxicos para a maioria das leguminosas,
possivelmente por efeito negativo no desenvolvimento radicular, na sobrevivéncia do
rizobio e na colonizagdo das raizes por FMA. Desta forma, torna-se necessaria a
correcdo do solo para neutraliza sua acidez, assim como aumentar a disponibilidade de
nutrientes essenciais a cultura, o que geralmente incrementa a nodulagdo, a fixacdo
biolégica do N; e a produtividade da soja (TANAKA & MASCARENHAS, 1992).

Quanto a colonizagdo micorrizica em soja sob doses crescentes de calcario,
foram verificadas diferencas entre os tratamentos. Houve um aumento na colonizagao

micorrizica quando se aplicou 2,6 Mg ha™ de calcario, a dose recomendada segundo a
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analise de solo. N&o foram verificadas diferencas entre as doses de 1,2, 1,8 e 3,9 Mg
ha™ de calcario (Tabela 7).

Estudando a cultura do café, Andrade et al. (1995), em Latossolo roxo, no
Parand, observaram que a colonizagdo micorrizica aumentou com a adi¢ao de calcério, e
que os efeitos da calagem sobre a simbiose micorrizica ndo sdo claros porque, além de
atuar diretamente sobre o fungo, a adicdo de calcario acarreta modificacGes quimicas no
solo que alteram o desenvolvimento da planta e da simbiose. Neste trabalho, a dose
recomendada (2,6 Mg ha™) favoreceu uma maior porcentagem (58%) de colonizacéo
micorrizica (Tabela 7). Em certas plantas, baixas taxas de colonizacdo micorrizica,
como 5%, sdo suficientes para garantir bom desenvolvimento ao vegetal (KARANIKA
et al., 2008).

Alguns fatores, além da calagem, podem influenciar a colonizacdo micorrizica
em plantas hospedeiras. Em estudos realizados foram demonstrados os efeitos negativos
do preparo do solo nos FMA, sugerindo que isso decresce o rendimento da cultura, apds
o0 revolvimento do solo (COLOZZI-FILHO et al., 1999, KABIR, 2005, SOUZA et al.,
2010). A espécie vegetal, a idade da planta, a densidade de raizes, dos propéagulos de
FMA no solo, pH, a concentracdo de nutrientes no solo, especialmente a alta
disponibilidade de P entre outros sdo fatores determinantes na colonizacdo micorrizica
(MCGONIGLE, 2001). Especificamente, em condi¢cdes de alta disponibilidade de
nutrientes, especialmente de P, as plantas tendem a diminuir a colonizacdo micorrizica
(NOGUEIRA; CARDOSO, 2000; MOREIRA-SOUZA; CARDOSO, 2002; BALOTA
etal., 2010).

Tabela 7. Colonizacdo total de raizes de soja por FMA, aos 100 dias apos a
emergéncia, cultivada em campo, sob doses crescentes de calcario, em Rio Verde,
GO.

Doses de calcario (Mg ha™) Colonizacdo micorrizica total (%)
12 39,62 b
18 48,80 b
2,6 58,02 a
3.9 46,43 b
CV (%) 28,5

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott
(5%).
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Quanto aos resultados de produtividade de grdos, foi verificada que a dose
equivalente a 2,6 Mg ha* de calcério foi a que incrementou esta variavel, comparada as
demais doses (Tabela 8). Apesar do referido incremento, a média de produtividade foi
inferior & média obtida no Sudoeste Goiano, na safra 2011/2012 (3.120 kg ha™) e no
Estado de Goiés (3.200 kg ha™') (CONAB, 2012). Provavelmente, o pouco intervalo de
tempo (14 dias) entre a calagem e a semeadura da cultura ndo permitiu, de forma
efetiva, a neutralizacdo do Al tdxico e a elevagdo do pH de modo a favorecer maiores
médias de produtividade de gréos.

Tabela 8. Produtividade de gréos de soja (13% de umidade), cultivada em campo,
sob doses crescentes de calcario, em Rio Verde, GO.

Doses de calcario (Mg ha™) Produtividade de gréos (kg ha™)
12 1.166,6 a
18 916,9 b
2,6 117152
3.9 1.070,0 a
CV (%) 38,5

Meédias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott
(5%).
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4. CONCLUSOES

- Aos 35 DAE, ndo se verifica efeito das doses crescentes de calcario, avaliando-se a
massa seca das raizes e de parte aérea, bem como a massa seca € numero de nédulos.

- Aos 100 DAE, ndo se verifica efeito das doses de calcario na altura, massa fresca e
seca de parte aérea e radicular e no nimero de vagens por plantas de soja.

- Observa-se efeito positivo das doses de calcario 1,2 e 2,6 Mg ha™ no volume e
extensdo radicular e na densidade de esporos de FMA, com a adicdo de 2,6 e 3,9 Mg
ha™* de calcério.

- A produtividade de graos é favorecida com a aplicacdo de 2,6 Mg ha™ comparada as

demais doses de calcario testadas.
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ANEXO

Figura 1 — Demarcacdo das parcelas experimentais na Fazenda Paineiras, para
implantacdo de experimento com soja, cultivada com doses crescentes de calcario, em
Rio Verde, GO.

Fonte: BARROSO et al. (2012).

Figura 2 - Distribuicdo das doses crescentes de calcario nas parcelas experimentais para
implantacdo de experimento com soja, na Fazenda Paineiras, em Rio Verde, GO.

Fonte: BARROSO et al. (2012).
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Figura 3 - Esporos de fungos micorrizicos arbusculares, extraidos de solo da area do
experimento com soja, na Fazenda Paineiras, em Rio Verde, GO.
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Fonte: BARROSO et al. (2012).

Figura 4 - Determinagdo do volume radicular de raizes de soja, avaliadas 100 dias apds
a emergéncia, cultivadas com doses crescentes de calcério, na Fazenda Paineiras, Rio

Verde, GO.

Fonte: BARROSO et al. (2012).



