FABRICIO HENRIQUE MOREIRA SALGADO

FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES E ESTIMULANTE DA
COLONIZACAO MICORRIZICA EM CULTURAS AGRICOLAS EM
SOLO DE CERRADO

Tese apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdo em Agronomia, da Universidade
Federal de Goias, como requisito parcial a
obtencdo do titulo de Doutor em Agronomia,
area de concentracdo: Solo e Agua.

Orientador:
Prof. Dr. Marco Aurélio C. Carneiro

Goiania, GO — Brasil
2014



Dados Internacionais de Catalogacéo na Publicacdo (CIP)
GPT/BC/UFG

Salgado, Fabricio Henrique Moreira.

Fungos micorrizicos arbusculares e estimulante da
colonizagdo micorrizica em culturas agricolas em solo de
cerrado [manuscrito] / Fabricio Henrique Moreira Salgado. -
2014.

59f. :il.

S164f

Orientador: Prof. Dr. Marco Aurélio Carbone Carneiro.

Tese (Doutorado) — Universidade Federal de Goias, Escola

de Agronomia e Engenharia de Alimentos, 2014.
Bibliografia.

1. Fungos do solo — Cerrado 2. Culturas agricolas — Fungos

I. Titulo.

CDU: 582.28:631(213.54)

Permitida a reproducéo total ou parcial deste documento, desde que citada a fonte — O autor



Inserir a cépia digital da folha de aprovacéo aqui



Sje X

sistema de bibliotecas ufg U FG

TERMO DE CIﬁﬂNCIA E DEAAUTORIZACAO PARA DISPONIBILIZAR AS TESES E
DISSERTACOES ELETRONICAS (TEDE) NA BIBLIOTECA DIGITAL DA UFG

Na qualidade de titular dos direitos de autor, autorizo a Universidade Federal de Goias
(UFG) a disponibilizar, gratuitamente, por meio da Biblioteca Digital de Teses e Dissertagdes
(BDTD/UFG), sem ressarcimento dos direitos autorais, de acordo com a Lei n® 9610/98, o
documento conforme permissdes assinaladas abaixo, para fins de leitura, impressao e/ou
download, a titulo de divulgacdo da producao cientifica brasileira, a partir desta data.

1. Identificacdo do material bibliografico: [ ] Dissertacao [ X] Tese

2. Identificacdo da Tese ou Dissertacao

Autor (a): | Fabricio Henrique Moreira Salgado

E-mail: fabriciogpi@hotmail.com

Seu e-mail pode ser disponibilizado na pagina? [ ]Sim [ X ] Nao

Vinculo empregaticio do autor: | Estudante

Agéncia de fomento: | Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal | Sigla: | CAPESc
Nivel Superior

Pais: | Brasil UF: | GO | CNPJ: |
Titulo: | Fungos micorrizicos arbusculares e estimulante da colonizacao micorriz
em culturas agricolas em solo de cerrado

Palavras-chave: Glicine max L.; Gossypium hirsutum L.; Phaseolus vulgaris L.;

Zea mays,; Formononetina; Micorriza

Titulo em outra lingua: Arbuscular mycorrhizal fungi and stimulating the
mycorrhizal colonization in crops in cerrado soil.
Palavras-chave em outra lingua: | Glicine max L.; Gossypium hirsutum L.;

Phaseolus vulgaris L.; Zea mays;

Formononetin, Mycorrhiza

Area de concentracdo: | Solo e Agua

Data defesa: (dd/mm/aaaa) 18/07/2014

Programa de Pos-Graduacdo: Agronomia

Orientador: Prof. Dr. Marco Aurélio Carbone Carneiro
E-mail: marcocarbone@dcs.ufla.br
Co-orientador: *

E-mail:

3. Informacdes de acesso ao documento: .
Concorda com a liberagao total do documento [ ] SIM [ X ] NAO?

Havendo concordancia com a disponibilizagdo eletronica, torna-se imprescindivel o
envio do(s) arquivo(s) em formato digital PDF ou DOC da tese ou dissertagdao. O sistema da
Biblioteca Digital de Teses e Dissertacbes garante aos autores, que os arquivos contendo
eletronicamente as teses e ou dissertacdes, antes de sua disponibilizagdo, receberao
procedimentos de seguranca, criptografia (para ndo permitir copia e extragdo de conteldo,
permitindo apenas impressao fraca) usando o padrao do Acrobat.

Data: _08 / 09 / _ 2014

Assinatura do (a) autor (@)

1 Neste caso o documento serd embargado por até um ano a partir da data de defesa. A extensdo deste prazo
suscita justificativa junto a coordenagdo do curso. Os dados do documento ndo serdo disponibilizados durante
0 periodo de embargo.



Se me fiz doutor foi para perceber a
pequenez humana  frente a
grandiosidade da ciéncia e do

conhecimento humano

Helder Barbosa Paulino (2014)



DEDICATORIA

A Deus e aos familiares, professores e
amigos que acreditaram em mim e no
meu trabalho.

DEDICO



AGRADECIMENTOS

Agradeco a todos os servidores da Universidade Federal de Goids (UFG) e
Universidade Federal de Lavras (UFLA).

A minha familia por estarem sempre comigo.

Ao meu orientadore Marco Aurélio Carbone Carneiro pela confianga, compreensao
e conhecimentos transmitidos durante essa jornada e pela parceria formada.

Aos professores da UFG e UFLA pelos conhecimento s transmitidos e pelas trocas
de ideia.

Aos amigos José Patricio, Atila, Alex, Joseanny, Fernando, Fernando, Ana Paula,
Paula Camylla, Janaina, Aniele, Carolina Wisintainer, Joaquim, Nara, Heloisa, Ana Paula
Corguinha, Arthur, Eric, Jesse, Juliana, Laize, Rayssa, Leonardo, Patricia, Wesley, Paula
Rose, Anita, Soraya, Andressa, Franciane, Eduardo, Leandro, Mateus, Teo, Linnajara,
Douglas, Marciana (Marcia), Kétia, Jacqueline, Elzane, Elaine, Dirce, Dammy, Welliton.

Ao técnico Manoel e a Natalia, Ricardo e Thalis que foram fundamentais para o
desenvolvimento da pesquisa.

A CAPES pelo financiamento da bolsa de estudo.

A UFLA, mais especifico o Laboratério de Microbiologia do solo pertencente ao
Departamento de Ciéncia do solo, que me acolheu como um dos seus e contribuiu de forma
grandiosa para meu crescimento, pessoal, profissional e para o desenvolvimento da minha

pesquisa.



SUMARIO

LISTA DE TABELAS ... ..ottt sttt ebae e 7
LISTADE FIGURAS ... oottt ettt ettt e st bee e eanes 8
RESUMO GERAL ...ttt sttt sttt et s s sate e st e e 9
GENERAL ABSTRACT ...ttt sttt st ebae e eba e e srae s 10
1 INTRODUGAO GERAL ..ot seneanes 11
2 REVISAO DE LITERATURA ..ottt ss e 13
2.1 FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES ......coooteeeeeeeeeeeeeeeeeeen, 13
2.1.1 Estabelecimento da SIMDIOSE ........ccevivviiiiiiccee e 14
2.1.2 (0] g0 10 L0 1=] ] o = 15
2.1.3 Beneficios para as plantas...........ccccecevieiiiie i 16
2.14 Algodéo, Feijao, Milho € Soja........cccovviiiiiiiic 17
2.2 REFERENCIAS ..o oottt ettt aeaeeens 20
3 FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES E ESTIMULANTE
DA COLONIZACAO MICORRIZICA NA CULTURA DO
ALGODAO E MILHO EM SOLO DE CERRADO ......ooooveeeeernnn. 27
g ] U 1Y [ TR 27
A B ST RACT ettt e et e e e e e s et e s e e et e e e e e e e et e e e e e e e aeeeaes 28
3.1 INTRODUGAD ..ottt 29
3.2 MATERIAL E METODOS ...ttt 29
3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO. ......cooeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesee s, 31
34 CONCLUSODES ...ttt 38
3.5 REFERENCIAS ..ottt ettt ettt eeeeseaeeens 38
4 FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES E ESTIMULANTE
DA COLONIZACAO MICORRIZICA NA CULTURA DO FEIJAO
E DA SOJA EM SOLO DE CERRADO ..o 43
[ ] U 1Y [ TR 43
A B ST RACT ettt st e sttt e s bt e st e e et e e e e e e e e e e a e e e e e e e rreeeaaes 44
4.1 INTRODUGAO .........ooiieiieeieceeeeeevee st snen s tanen s 45
4.2 MATERIAL E METODOS ..o oeeeeeeeeteeeeeeeeeeeeeeeeeeee et eeee et eee e e 46
4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO. ... eeteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeseneeeeen, 48
4.4 CONCLUSODES ...ttt 55
4.5 REFERENCIAS ..o oottt ettt ettt eeseaeaens 56

5 CONSIDERAGOES FINAIS ......ooioeeeereeeeeeeeeeeeeeeee e 59



Tabela 1.

Tabela 2.

Tabela 3.

Tabela 1.

Tabela 2.

LISTA DE TABELAS

Densidade de esporo de algodao cultivar FMT 701 e milho Hibrido simples
cultivar 30S31, sem estimulante de colonizacdo micorrizica (SECM) e
com estimulante de colonizacdo micorrizica (CECM) formononetina.............

Massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca da raiz (MSR) de algodao
cultivar FMT 701 e milho Hibrido simples cultivar 30S31, sem
estimulante de colonizacdo micorrizica (SECM) e com estimulante de
colonizacdo micorrizica (CECM) formononeting ...........cccovvvveeneniesenseenennns

Acumulo de célcio, zinco e fosforo na parte aérea de algodao cultivar FMT
701 e milho Hibrido simples cultivar 30S31, sem estimulante de
colonizacdo micorrizica (SECM) e com estimulante de colonizacdo
micorrizica (CECM) fOrmonoNneting..........cccooeriririnieicieiese e

Colonizacdo micorrizica, massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca da
raiz (MSR) de feijdo cultivar Pérola e soja cultivar BMX Potencia RR,
sem estimulante (SECM) e colonizacdo micorrizica (SECM) e com
estimulante de COlONIZAGAD ..........cueveiiiieie e

Acumulo de calcio, zinco e fésforo na parte aérea de feijdo cultivar Pérola e
soja cultivar BMX Potencia RR, sem estimulante (SECM) e com
estimulante (CECM) de micorrizacdo formononetina.............ccccevevviveeieenenne.



Figura 1.

Figura 1.

Figura 2.

LISTA DE FIGURAS

Colonizagdo micorrizica de algodao cultivar FMT 701 (A) e milho Hibrido
simples cultivar 30S31 (B) cultivados em Latossolo Vermelho distrofico. 1
— Testemunha; 2 - Claroideoglomus etunicatus; 3- Acaulospora
scrobiculata; 4 - Gigaspora margarita; 5 — Dentiscutata heterogama; 6-
Inoculagdo Conjunta; 7 — Rhizophagus Clarus ..o,

Densidade de esporos em feijao cultivar Perola (A) e soja cultivar BMX
Potencia RR (B) cultivados em Latossolo Vermelho distrofico. 1 —
Testemunha; 2 - Claroideoglomus etunicatus; 3- Acaulospora
scrobiculata; 4 - Gigaspora margarita; 5 — Dentiscutata heterogama; 6-
Inoculacdo Conjunta; 7 — Rhizophagus Clarus ............ccccoveveiieieene e

Colonizacdo micorrizica de feijdo cultivar Pérola (A), numero de nddulos
por raiz (B e C) e massa seca do nodulo (D) de soja cultivar BMX
Potencia RR cultivado em Latossolo Vermelho distrofico sem estimulante
de colonizacdo micorrizica (SECM) e com estimulante de colonizagédo
micorriza (CECM). 1 — Testemunha; 2 — Claroideoglomus etunicatus; 3-
Acaulospora scrobiculata; 4 - Gigaspora margarita; 5 — Dentiscutata
heterogama; 6- Inoculacdo Conjunta; 7 — Rhizophagus clarus.............c..........



RESUMO GERAL

SALGADO, F. H. M. Fungos micorrizicos arbusculares e estimulante da colonizacao
micorrizica em culturas agricolas em solo de cerrado. 2014. 59f. Tese (Doutorado em
Agronomia: Solo e Agua) — Escola de Agronomia, Universidade Federal de Goias,
Goiania, 2014.1

Melhor utilizagdo e aproveitamentos de recursos na agricultura sdo algumas
das metas para o sistema agricola. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da
inoculagdo com fungos micorrizicos arbusculares nativos de Cerrado associados a
aplicacdo de estimulante da micorrizacdo no desenvolvimento das culturas do algodao,
feijdo, milho e soja. Em casa de vegetacdo foram cultivadas plantas de algodao, feijao,
milho e soja em vaso, em delineamento inteiramente casualisado em esquema fatorial 7 x
2, sendo 5 espécies de fungos micorrizicos arbusculares Inoculacdo Conjunta (juncdo de
todas as espéecies em igual proporcdo) e Testemunha (sem inoculacdo) na presenca ou
auséncia de estimulante da colonizacdo micorrizica com 5 repeti¢des. Foram avaliados
densidade de esporos, taxa de colonizacdo micorrizica, massa seca da parte aérea, massa
seca da raiz e acumulo de célcio, zinco e fosforo na parte aérea. Os fungos micorrizicos
arbusculares mostraram efeitos diferenciado para o algoddo, feijdo, soja e milho. Os
tratamentos Gigaspora margarita e a inoculacdo conjunta de fungos micorrizicos no
algodéo e Claroideoglomus etunicatus no milho incrementaram a absorcdo de célcio, zinco
e fésforo e consequentemente aumentaram a matéria seca da parte aérea e de raizes no
algoddo. A aplicacdo de estimulante da micorrizacdo proporcionou maior desenvolvimento
inicial no milho, algoddo e na testemunha e quando associado com a inoculagcdo com
diferentes fungos micorrizicos os resultados foram diversificados. Maior taxa de
colonizacdo em feijdo ndo resultou em aumento de producdo e qualidade nutricional. Na
soja em presenca de estimulante de coloniza¢do micorrizica Claroideoglomus etunicatus
proporcionou maior taxa de colonizacdo, aumento da massa seca da parte aérea e acumulo
de célcio e fésforo e a aplicacdo de estimulante da micorrizagdo proporcionou efeitos
diferenciado para o feijao e soja.

Palavras-chave: Glicine max L., Gossypium hirsutum L., Phaseolus vulgaris L., Zea mays,
Formononetina, Micorriza.

1 Orientador: Prof. Dr. Marco Aurélio Carbone Carneiro. DCS-UFLA.



GENERAL ABSTRACT

SALGADO, F. H. M. Arbuscular mycorrhizal fungi and stimulating the mycorrhizal

colonization in crops in cerrado soil. 2014. 59f. Thesis (Doctor in Agronomy: Soil and
Water) — Escola de Agronomia, Universidade Federal de Goias, Goiania, 2014.

Better use of resources and yields in agriculture are some of the goals for the
agricultural system. The aim of this study was to evaluate the effects of inoculation with
mycorrhizal fungi associated with native fungi of Cerrado application of mycorrhiza
stimulating the development of the cotton crop, common bean, maize and soybean. In
greenhouse plants of cotton common bean, maize and soybean were grown in pots in a
completely randomized design in a factorial 2 x 7, 5 species of arbuscular mycorrhizal
fungi, inoculation joint (junction of all species in equal proportion) and control (without
inoculation) in the presence or absence of stimulating mycorrhizal and 5 replications.
Spore density, rate of mycorrhizal colonization, dry weight of shoot, root dry mass and
accumulation of calcium, zinc and phosphorus in shoot was determined. It follows the
mycorrhizal fungi showed differential effects for cotton, common bean, maize and
soybean. The treatment Gigaspora margarita and joint inoculation of mycorrhizal fungi in
cotton and maize and Claroideoglomus etunicatus increased the absorption of calcium,
zinc and phosphorus and consequently increased the dry matter of shoot and roots in
cotton. The application of stimulating mycorrhiza caused greater initial development in
maize, cotton in the control and when associated with inoculation with different
mycorrhizal fungi results were diverse. Higher colonization rate in bean has not resulted in
increased production and nutritional quality. In soybean the presence of stimulating
mycorrhizal colonization Claroideoglomus etunicatus provided higher colonization rate,
increased dry weight of shoot and accumulation of calcium and phosphorus, the
application of stimulating mycorrhiza gave different effects for common bean and soybean.

Key words: Glicine max L., Gossypium hirsutum L., Phaseolus vulgaris L., Zea mays,
Formononetin, Mycorrhiza.

1 Adviser: Prof. Dr. Marco Aurélio Carbone Carneiro. DCS-UFLA.



1 INTRODUCAO GERAL

O modelo vigente da agriculta é baseado em grandes entradas de recursos
financeiros e energia no sistema para obtencdo de altas produtividades. Dentre esses
recursos encontram-se principalmente grandes quantidade de adubos para atender as
necessidades das cultura e a demanda do sistema solo, a utilizagdo de defensivos
(fungicida, inseticida e herbicida), maquinario para preparo do solo e diversos
procedimentos na lavoura. Todos esses sdo de forma direta ou indireta dependentes de
recursos nao renovaveis, o que traz fragilidade ao sistema produtivo. Outro fator que
promove esse contexto é o melhoramento genético que busca a producdo de genotipos com
alto potencial produtivo, porém cada vez mais dependentes de insumos.

Esse modo de conducdo do sistema passou com o tempo a ser gquestionada,
devido a degradacdo de recursos naturais (Cardoso et al., 2010) e os indicios da reducdo da
produtividade (Romeiro, 2007), e passou a ser revisto. Dessa forma a busca por novas
alternativas para melhor utilizacdo dos recursos naturais, menor dependéncia de entradas
no sistema, com a insercdo de uma novas formas de manejo e buscas por novas tecnologias
que permitam alcancar esse objetivo passaram a ser ideias norteadoras para construcdo de
um modelo de sistema produtivo.

Entre os meios para se atingir esse objetivo encontram-se as associagoes
mutualisticas denominadas micorrizas, associa¢fes estas que ocorrem entre determinados
fungos do solo e as raizes de plantas, tendo destaque na agricultura os fungos micorrizicos
arbusulares (FMAS) que se associam com 80% das espécies vegetais (Parniske, 2008), e
sdo capazes de melhorar a absorcdo de nutrientes do solo, em especial os de baixa
mobilidade (Marschner, 2012), tendo destaque para o fésforo que em solos tropicais é
altamente fixado tornando-se indisponivel para as plantas (Cardoso et al., 2010). Estima-se
que a contribuicdo na absorcdo de nutrientes por FMAs seja de 80% para o fésforo, 60%
para o cobre e entre 10% a 25% para os demais nutrientes (Marschner & Dell, 1994).

Os FMAs também proporcionam outras melhorias para a planta como maior
capacidade a planta de superar estresses bidticos e abidticos e melhor absorcdo de &gua
(Moreira & Siqueira, 2006). Além das vantagens diretas para a planta esses fungos também



12

influenciam as propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas do solo (Berbara et al., 2006),
componentes da fertilidade ampla do solo (Cardoso et al., 2010). Destes forma estes
organismos sdo um importante componente no novo modelo produtivo (Fraser et al.,
2009), pois apresentam grande potencial como insumo bioldgico para a agricultura,
podendo sua utilizagdo ser feita através de producédo de inoculantes, através do manejo da
populacdo nativa e utilizacdo de estimulante de coloniza¢do micorrizica (ECM) (Siqueira
etal., 2002).

Desta forma a utilizacdo de FMAs na agricultura podera contribuir para
reducdo de utilizacdo de insumos agricolas, fator importante nas culturas do algodéo,
feijdo, milho e soja que sdo altamente dependentes destes para obtencdo de boas
produtividades, como também contribuir para diminuir as perdas destas culturas causadas
por estresses diversos, contribuindo dessa forma para um sistema com maior capacidade de
superar estresses e com menor dependente.

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da inoculagdo com fungos
micorrizicos arbusculares nativos de Cerrado associados a aplicacdo de estimulante da

micorrizacdo nas culturas de algoddo, feijao, milho e soja.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES

Micorriza (do grego: Mykes — fungos, rhiza — raiz) € a denominagdo dada para
associacdo simbiotica entre determinados fungos de solo e as raizes de planta. Geralmente
esses fungos podem ser agrupados de acordo com a forma de penetracdo em duas
categorias: ectomicorriza, que tem desenvolvimento intercelular no cértex da raiz e
promove alteragdes morfologicas na raiz e endomicorriza, que penetra a parede celular do
cortex e ndo promove alteracbes morfoldgicas na raiz, perceptivel a olho nu (Moreira &
Siqueira, 2006; Santos, 2014). Dentro do grupo das endomicorrizas, destacam-se 0s FMAS
pertencentes ao filo Glomeromycota (Schiibler et al., 2001) que surgiram ha cerca de 400
milhGes de anos (Taylor et al., 1995; Fitter, 2005; Parniske, 2008) e teriam sido peca chave
para que as espécies vegetais conseguissem se adaptar ao ambiente terrestre (Pirozynski,
1981; Taylor et al., 1995).

Os FMAs considerados a regra da natureza, sdo simbiotréficos obrigatorios, ou
seja, ndo sdo capazes de completar seu ciclo de vida, sem estarem associados com um
hospedeiro metabolicamente ativo (Siqueira et al., 2002; Fitter, 2005; Moreira & Siqueira,
2006; Parniske, 2008; Stirmer & Siqueira, 2013) por terem perdido sua capacidade
saprofitica durante sua evolucdo (Parniske, 2008). Destacam-se por serem o tipo mais
comum, e se associarem com cerca de 80% das plantas terrestres, devido seu importante
papel na nutricdo vegetal, sua influéncia no ecossistema e por despertar grande interesse na
sua utilizacdo na agricultura (Moreira & Siqueira, 2006; Parniske, 2008).

Esses micro-organismos possuem uma estrutura tipica denominada arbusculo,
a qual é a ramificacdo repetidamente da hifa no formato de uma pequena arvore nas células
do cortex da raiz (Parniske, 2008) o qual invagina no plasmalema da célula vegetal criando
uma area contato membrana-membrana entre planta e fungo (Siqueira et al., 2002; Fitter,
2005; Moreira & Siqueira, 2006; Parniske, 2008; Stirmer & Siqueira, 2013) e é nesse local

de intimo contato e através dessa estrutura que ocorre a troca bidirecional, ou seja, a planta
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fornece carbono (carboidratos provenientes da fotossintese) para o fungo e em troca este
fornece nutrientes e agua para a planta (Moreira & Siqueira, 2006; Parniske, 2008; Ramos
& Martins, 2010; Souza et al., 2010). Essa estrutura tem um pequeno tempo de vida, em
torno de 8,5 dias (Alexander et al., 1989) permitindo que a mesma a célula possa ser

colonizada varias vezes (Parniske, 2008).

211 Estabelecimento da simbiose

A simbiose se d& inicialmente pelo reconhecimento entre a espécie vegetal e o
fungo micorrizico arbuscular (FMA) através da troca de sinais bioquimicos (Nair et al.,
1991; Siqueira et al., 1991; Siqueira et al., 2002; Moreira & Siqueira, 2006; Parniske,
2008; Sturmer & Siqueira, 2013). Ap06s a troca de sinais a planta se prepara para ser
colonizada, formando uma estrutura subcelular, semelhante a um tanel, que sera o caminho
de crescimento do fungo através da célula vegetal (Genre et al., 2005; Genre et al., 2008;
Parniske, 2008) e somente apds a formacao desse tunel o fungo penetra (Parniske, 2008).

Enguanto isso no solo a hifa do fungo, proveniente de um de seus propagulos,
tais como fragmentos de micélio, raizes colonizadas e esporos (Moreira & Siqueira, 2006;
Stirmer & Siqueira, 2013), inicia grande ramificacdo induzida por sinais quimicos que
indicam a proximidade da raiz (Siqueira et al., 2002; Parniske, 2008; Stirmer & Siqueira,
2013) e a diferenciagdo da hifa, que iniciard a coloniza¢do, em uma estrutura denominada
apressorio, o qual fara pressdo para entrar na raiz ao mesmo tempo que o fungo liberara
enzimas, de forma localizada, para degradar a parede da raiz para facilitar sua entrada
(Moreira & Siqueira, 2006).

Apo0s entrar na raiz a hifa iniciara o processo de colonizagéo invaginando em
célula do cortex, onde sera formado o arbusculo. Com o processo estabelecido 0 FMA
langara suas hifas para além da raiz (hifa extra-radicular) para explorar o solo e funcionar
como uma extensdo do sistema radicular, aumentando o volume de solo explorado e a area
de absorcdo, transpondo a rizosfera (Siqueira, 1994; Miranda, 2008) e formado a
micorrizosfera (area em torno das raizes micorrizadas) (Andrade et al., 1998) e a
hiforizosfera (4rea em torno de uma hifa individualizada) (Andrade et al., 1998;
Veresoglou et al., 2012) possibilitando aumento da absorcdo de agua e nutrientes, em
especial os de baixa mobilidade no solo, devido a maior eficiéncia quando comparado as

raizes ndo micorrizadas (Siqueira, 1994; Berbara et al., 2006). Estima-se que as hifas extra-
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radiculares podem alcancar valores superiores a 100 m por cm?® de solo (Miller et al.,
1995).

Apds reconhecimento, preparacdo para colonizacdo, a colonizacao
propriamente dita, a exploracédo do solo e a troca bidirecional, 0 FMA inicia a producéo de
esporos constituindo um ciclo de vida e iniciando o processo novamente além de manter o
processo ja existente (Moreira & Siqueira, 2006).

Entretanto para que ocorra o estabelecimento da simbiose, uma série de fatores
precisam ser observados tais como tipo de solo (Cardoso, 1986), nivel de fosforo, pH, teor
de aluminio, espécie de FMA (Cardoso et al., 2010), genétipo da planta (Oliveira et al.,
2009) e compatibilidade funcional entre os simbiontes (Silveira & Cardoso, 2004). Estudo
feito por Nogueira & Cardoso (2000) mostrou que a soja, quando inoculada com Glomus

respodeu de forma satisfatoria, mas ndo com Gigaspora.

2.1.2 Formononetina

Plantas exsudam uma diversidade de compostos pela raiz através de seu
metabolismo secundario, os quais possuem diversas fungbes como a pigmentacdo de
flores, protecdo contra patdgenos, alelopatia, nutricdo e sinais moleculares (Graham, 1991;
Cordeiro, 2007). E é através desses compostos que comega a comunicacdo entre 0S
simbionte envolvidos (Lynn & Chang, 1990; Nair et al., 1991; Siqueira et al., 1991;
Moreira & Siqueira, 2006), permitindo dessa forma que 0s parceiros se reconhecam e
sinalizem a necessidade de se associar.

Na década de 90 estudos com trevo (Trifolium repens) em ambiente com baixa
disponibilidade de fésforo permitiram a identificacdo, entres os compostos exsudados pela
planta, de isoflavondides com capacidade de promover atividade de FMA, tais como, a
formononetina e a biocanina A (Nair et al., 1991). Em estudos posteriores desenvolvidos
por Siqueira et al. (1991) demonstraram que a formononetina (7- hidroxi, 4’-metoxi-
isoflavona), entre as substancias identificadas, foi o isoflavonoide que teve maior
capacidade de estimular o crescimento assimbiotico de FMA, acelerando a micorrizacéo e,
desta forma, favorecendo o crescimento da planta hospedeira.

Com a identificacdo dessa substancia iniciou-se estudos com o objetivo de
proporcionar a sua utilizacao na agricultura, chegando até ser produzido produtos a base de

formononetina para serem comercializados tais como Rhizotropina, Myconate e Mycoform
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(Cordeiro, 2007). Entretanto a pesquisa ndo chegou a resultados conclusivos, sendo em
alguns casos favoraveis, outros neutros e até negativos com relacdo a utilizagdo dessa
substancia. Se fazendo dessa forma necessario entender 0 modo de acdo dessa substancia
no ambiente e na simbiose (Silva-Junior & Siqueira, 1997; Santos, 2014).

Em estudos com soja e milho e aplicagdo de formononetina Silva-Janior &
Siqueira (1997) observaram que essa substancia acelerou a simbiose, aumentou a entrada
do fungo na raiz e também obteve-se maior nimero de arbusculos. Observou-se também
aumento da taxa de colonizacéo (Silva-Junior & Siqueira, 1997; Fries et al., 1998; Lambais
et al., 2003; Cordeiro, 2007) e aumento da densidade de esporos de FMA (Siqueira et al.,
1991; Davies et al., 2005a; Davies et al., 2005b) quando aplicado formononetina. Romero
(1999) obteve aumento de até 28% na produtividade quando aplicou formononetina na
cultura do milho.

Aparentemente a formononetina, que é um composto biol6gico produzido por
diferentes espécies de plantas, e que passou a ser sintetizado, parece ndo trazer
preocupacOes a saude humana (Nair et al., 1999). Seu uso na area de farmacologia vem
crescendo devido seus derivados apresentarem acdo anti-inflamatoria, antioxidante,

hipertensiva, antidiabética entre outras (Mu et al., 2009; Sun et al., 2013).

2.1.3 Beneficios para as plantas

Os FMAs proporcionam diversos beneficios ao ecossistema melhorando a
qualidade fisica, quimica e bioldgica do solo (Berbara et al., 2006) que podem influenciar
direta ou indiretamente as plantas, mas seu principal beneficio estd associado a nutricdo
mineral de plantas. Esse autor ressalta que esse beneficio esta ligado ao aumento do
volume de solo explorado, maior taxa de influxo por unidade de superficie, mecanismos
internos do FMA e producdo de enzimas. O que é uma vantagem ja que a area ocupada
pelo sistema radicular das plantas normalmente é de 1 a 2% do volume do solo onde se
encontra (Barber, 1984).

Os FMAs podem influenciar na absorcdo de nitrogénio (George et al., 1992;
Miranda, 2008; Veresoglou et al., 2012), potéassio (George et al., 1992; Miranda, 2008),
calcio, enxofre (Carneiro et al., 1996), manganés (Marschner & Dell, 1994), magnésio
(Berbara et al., 2006) e ferro (Oliveira et al., 1999; Oliveira & Oliveira, 2005), resultando

em beneficios no crescimento da planta (Berbara et al., 2006; Miranda, 2008) e,
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consequentemente, aumento da producéo.

Entretanto o principal efeito do FMA na nutrigdo mineral de plantas esta ligado
a elementos de baixa mobilidade do solo, os quais chegam a raiz por meio de mecanismo
de difusdo, que € um processo lento no solo (Marschner, 2012). Nesse contexto encontram-
se o fosforo, zinco e cobre. (Berbara et al., 2006; Cardoso et al., 2010; Sturmer & Siqueira,
2013), tendo maior destaque o fosforo (Cardoso et al., 2010) um dos elementos mais
requerido e de menor disponibilidade em ambientes tropicais (Berbara et al., 2006). Porém
ressalta-se que FMA, diferente de bactérias fixadoras de nitrogénio, ndo adicionam

elemento ao sistema mas apenas alteram sua dinamica (Cardoso et al., 2010).

2.1.4 Algodao, Feijao, Milho e Soja

Com estimativa de area plantada para safra 2013/2014 de 1.102, 3.414, 15.726
e 30.105 mil hectares as culturas do algoddo, feijdo, milho e soja (Conab, 2014),
respectivamente, representam importante papel econdmico e social no agronegdcio
brasileiro. Empregando milhares de pessoas em toda cadeia produtiva, entorno de 150 mil
pessoas na cultura do algodao (Neves et al., 2005) e mais 7 milhdes na cultura do feijdo, s6
em Minas Gerais (Borém & Carneiro, 2006), movimentando grandes somas monetarias na
aquisicdo e utilizacdo de insumos (adubos, agrotoxicos e combustivel), e contribuindo de
modo substancial para o superavit da balanca comercial brasileira nos tltimos anos.

O algodoeiro (Gossypium hirsutum) é uma cultura de crescimento inicial lento
(Azevedo et al., 1992), metabolismo tipico de plantas Cz (Benedict, 1984) e raizes
superficiais (Oliveira & Silva, 1987), que pouco esgota o solo, ja que a semente e a fibra
sdo 0s unicos produtos a deixarem a lavoura (Silva et al., 1995). De acordo Silva et al.
(1995) uma tonelada de produto exportar cerca de 21, 08 e 20 kg de N, P20Os e K>O
demonstrando o baixo esgotamento do solo. Contudo um dos principais problemas reside
na baixa capacidade competitiva dessa cultura que ndo tolera competicdo até seu
florescimento, proporcionando dessa forma um ambiente propicio para erosdo e
consequentemente degradacéo solo (Beltrdo & Azevedo, 1994; Silva et al., 1995).

Outro fator importante sobre o algodoeiro é que apesar de tolerante a seca o
estresse hidrico pode trazer grandes prejuizos pra a cultura (Millar, 1976; Freire, 2008)
sendo dessa forma necessario sempre que possivel, e disponivel, a utilizagdo de técnicas e

ferramentas que permitam superar as barreiras enfrentadas por essa cultura. Dentro desse
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contexto encontram-se FMA que podem contribuir de forma significativa para superagao
de estresse nutricionais, advindos da competicdo, bem como maior tolerancia a deficiéncia
a hidrica. Nesse sentido Afek et al. (1988) e Carrenho et al. (2010) relatam que o
algodoeiro € uma espécie com elevada dependéncia micorrizica.

Dentro do género Phaseolus o feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.), que é a
terceira leguminosa mais cultivada no planeta (Gonzélez et al., 2006), sendo seu cultivo
realizado em todo globo terrestre desde o nivel do mar até altitudes de mais de 3000 m
(Graham & Ranalli, 1997; Didonet, 2005). Pode ser cultivada na safra, safrinha e entressafra
tendo um grande potencial produtivo. Em estudo de campo Salgado et al. (2011) obtiveram
produtividade acima de 3000 kg ha®. Graham & Ranalli (1997) relatam que em condicdes
experimentais essa cultura pode atingir produtividades superiores a 5000 kg ha®,
demonstrando dessa forma o grande potencial produtivo que essa cultura possui. Tem grande
importancia para o brasileiro sendo uma das principais fontes de vitaminas, fibras, ferro,
isoflavonas, fosforo, magnésio, célcio, zinco e, principalmente, proteina para a populacdo de
baixo poder aquisitivo (Anderson et al., 1999; Broughton et al., 2003).

Apesar de todo esse contexto social e econdmico essa cultura ainda é considerada,
por muitos agricultores, como de subsisténcia e colocadas em terras marginais e ndo recebendo
toda tecnologia necesséria para atingir todo seu potencial produtivo. Desta forma o cultivo do
feijoeiro tem enfrentado problemas na maioria das regides produtoras resultando em baixa
produtividade que, provavelmente, tem suas causas baseadas na tecnologia rudimentar
utilizada, nas variagGes climaticas, na cultivar utilizada, no manejo da cultura, nos estresses
bidticos e abitticos, no esgotamento progressivo da fertilidade do solo (Didonet, 2005; Lago et
al., 2009).

Uma das maneira de superar essas barreiras é a ado¢do de tecnoldgicas que
possam permitir que o potencial produtivo se expresse. Dentro delas destacam-se as
associacfes micorrizicas que podem permitir melhor desenvolvimento, superagdo de
estresse bioticos e abidticos, melhor aproveitamento de recursos e menor dependéncia de
entradas de energia no sistema, devido essa cultura ser relatada de dependéncia micorrizica
(Hacisalihoglu et al., 2005). Além de ser uma leguminosa, a qual j& possui as informagdes
geneéticas para que essa simbiose se estabeleca (Parniske, 2008).

O milho é uma graminea pertencente a familia Poaceae e sua espécie € a Zea mays
L. Sendo planta anual, robusta e ereta, com um a quatro metros de altura (Magalhaes & Souza,
2011), seu cultivo se caracteriza desde a agricultura tipicamente de subsisténcia, sem utilizagdo

de insumos modernos até lavouras que utilizam o alto nivel tecnoldgico (Miranda et al., 2012).
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Seu plantio normalmente é divido em duas épocas de plantio, safra realizada durante o periodo
chuvoso e a safrinha referente ao milho de sequeiro, plantado quase sempre depois da soja
precoce (Miranda et al., 2012). Seu cultivo pode ser realizado desde o nivel do mar até mais de
3000 m, apresentando-se como uma planta de excelentes capacidades adaptativas (Castro,
1999). E uma planta reconhecida como boa hospedeira para FMA devido seu amplo sistema
radicular, alta capacidade fotossintética e elevada demanda de P (Carrenho et al., 2010). Sendo
uma cultura que tem grande influéncia na comunidade micorrizica (Oliveira et al., 2009).

Soja (Glycine max) € a maior cultura de importancia global por seu alto nivel
de proteina e 6leo (Kim et al., 2012). Tem como um dos seus centros de origem a Asia,
onde ja é cultivada a milhares de anos, tendo somente no século vinte sua exploracéo
comercial no Ocidente, mas especificamente nos Estados Unidos, posteriormente sendo
trazido para o Brasil onde ndo houve boa adaptacdo inicial do germoplasma as condicdes
de baixa latitude (Dall'agnol et al., 2007) devido ser influenciada pelo fotoperiodo (Farias
et al., 2007), mas que gragas ao processo de adaptagéo, esta presente em todas as regioes.

E uma cultura que se destaca pela sua ndo dependéncia de nitrogénio fornecido
via produtos derivados de recursos finitos (Oliveira et al., 2007). Sua demanda é suprida
principalmente pela fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN), por meio da simbiose das
plantas com bactérias do género Bradyrhizobium (Campos et al., 2001; Hungria et al.,
2006; Moreira & Siqueira, 2006; Oliveira et al., 2007; Amado et al., 2010) e, o restante,
via do solo, por meio da mineraliza¢do da matéria organica (Bahry et al., 2014).

Entretanto o processo de FBN vem com alto custo enérgico, ou seja, maior
dependéncia de fdsforo, sendo necessario dessa forma suprir a planta com mais fosforo
para atender a demanda energética da enzima responsavel por fixar o nitrogénio
atmosférico (Siqueira et al., 2002). Dessa forma a associagdo com FMAs poderia
contribuir para suprir a demanda de fésforo da planta e da bactéria quanto permiti uma
vantagem competitiva da planta, além de proporcionar menor dependéncia de insumos. O
sinergismo entre estes micro-organismos contribuem para maior nodulacgdo e quantidade de
N fixada (Siqueira et al., 2002).
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3 FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES E
ESTIMULANTE DA COLONIZACAO MICORRIZICA NA
CULTURA DO ALGODAO E MILHO EM SOLO DE
CERRADO

RESUMO

Fungos micorrizicos arbusculares sdo importantes componentes do
agroecossistema peca chave para producédo das culturas do algodao e milho. Nesse sentido
0 objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da inoculacdo com fungos micorrizicos
arbusculares nativos de Cerrado associados a aplicagdo de estimulante de colinonizagéo
micorrizica nas culturas do algodao e do milho. Em casa de vegetacdo foram cultivadas
plantas de algoddo e milho em vaso, em delineamento inteiramente casualisado em
esquema fatorial 7 x 2, sendo 5 espécies de fungos micorrizicos arbusculares, inoculagédo
conjunta (juncdo de todas as espécies em igual propor¢do) e Testemunha (sem inoculagéo)
na presenca ou auséncia de estimulante da colonizacdo micorrizica e 5 repeti¢es. Foram
avaliados densidade de esporos, taxa de colonizagdo micorrizica, massa seca da parte
aérea, massa seca da raiz e acumulo de célcio, zinco e fosforo na parte aérea. Conclui-se 0s
fungos micorrizicos arbusculares mostraram efeitos diferenciado para o algoddo e milho,
que Gigaspora margarita e a inoculacdo conjunta de fungos micorrizicos no algodao e
Claroideoglomus etunicatus no milho incrementaram a absor¢do de Ca, Zn e P e
consequentemente aumentaram a matéria seca da parte aérea e de raizes no algoddo e que a
aplicacdo de estimulante da micorrizacdo proporcionou maior desenvolvimento inicial no
milho e algoddo na testemunha e quando associado com a inoculacdo com diferentes
fungos micorrizicos os resultados foram diversificados.

Palavras-chave: Zea mays; Gossypium hirsutum L., Formononetina, Micorriza.



ABSTRACT

Mycorrhizal fungi are important components of agroecosystems key element
for crop production of cotton and maize. In this sense the aim of this study was to evaluate
the effects of inoculation with mycorrhizal fungi native of Cerrado associated with
application of mycorrhizal stimulant colinonizacdo in cotton and maize. In greenhouse
plants of cotton and maize were grown in pots in a completely randomized design in a
factorial 2 x 7, 5 species of arbuscular mycorrhizal fungi, inoculation joint (junction of all
species in equal proportion) and control (without inoculation) in the presence or absence of
stimulating mycorrhizal and 5 replications. Spore density, rate of mycorrhizal colonization,
dry mass of shoot, root and accumulation of calcium, zinc and phosphorus in the shoot was
determined. It follows the mycorrhizal fungi showed differential effects for cotton and
maize, which Gigaspora margarita and joint inoculation of mycorrhizal fungi in cotton
and maize Claroideoglomus etunicatus increased the absorption of Ca, Zn and P and
consequently increased the dry matter of shoot and roots in cotton and that the application
of stimulating mycorrhiza caused greater initial development in maize and cotton in the
control and when associated with inoculation with different mycorrhizal fungi results were
diverse.

Key words: Zea mays; Gossypium hirsutum L., Formononeti, Mycorrhiza.



3.1 INTRODUCAO

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMAs), pertencentes ao filo
Glomeromycota sdo importantes componentes do agroecossistema, desempenhando varios
servigos ecoldgicos, como a maior absorcdo de agua e nutrientes pelas plantas (Siqueira et
al., 2002; Moreira & Siqueira, 2006; Carrenho et al., 2010). Esse aumento acontece devido
as hifas dos FMAs colonizarem com maior eficiéncia o solo além da zona de influéncia das
raizes absorvendo agua e nutrientes, em especial dos de baixa mobilidade, como o fosforo
(P) (Siqueira et al., 2002; Berbara et al., 2006; Moreira & Siqueira, 2006; Cardoso et al.,
2010; Marschner, 2012; Stirmer & Siqueira, 2013). Estima-se que a contribuicdo dos
FMAs na absorcéao de P seja 80% (Marschner & Dell, 1994).

Essa associacdo ocorre inicialmente pela comunicacdo entre 0s parceiros
envolvidos, através de troca de sinais bioquimicos (Parniske, 2008), tendo um forte
destaque o isoflavondide formononetina (Nair et al., 1991; Siqueira et al., 1991). Desta
forma a utilizagdo de formononetima como estimulante da colonizagdo micorrizica (ECM)
pode promover colonizacdo micorrizica mais rapida (Siqueira et al., 2002).

Nesse contexto destacam-se as associa¢bes micorrizicas entre FMAS e as
culturas do algoddo e do milho, que tem alta dependéncia micorrizica (Carrenho et al.,
2010). Estas culturas apresentam grande importancia econémica e sdo dependentes de
entradas de recursos no sistema como os fertilizantes fosfatados. Neste sentido a adocéo de
estratégias de maximizacdo dos recursos naturais utilizando FMAs podem promover a
reducdo de custos e aumento da producdo (Davies et al., 2005; Fraser et al., 2009).

Nesse sentido o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da inoculagdo com
fungos micorrizicos arbusculares nativos de Cerrado associados a aplicacdo de estimulante

de colinonizagdo micorrizica nas culturas do algod&o e do milho.
3.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na casa de vegetacdo do Departamento de



30

Ciéncia do Solo, da Universidade Federal de Lavras, MG, com FMAs coletados em area
sob plantio direto de Cerrado (17° 56° 35” S; 51° 43°38”W, 672 m de altitude) hd mais de
10 anos. O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 7 x 2, sendo 5 espécies de FMAs, Inoculacdo Conjunta (juncédo de todas as espécies
em igual proporcdo) e Testemunha (sem inoculagdo) na presenga ou auséncia de
estimulante de colonizagdo micorrizica (ECM) e 5 repeticoes.

Os esporos de FMAs das espécies Acaulospora scrobiculata, Claroideoglomus
etunicatus, Dentiscutata heterogama, Gigaspora margarita e Rhizophagus clarus, foram
isolados e multiplicados em vaso de cultivo utilizando Brachiaria brizantha como planta
hospedeira por 8 meses. ApoOs este periodo foram extraidos esporos através de
peneiramento Umido (Gerdemann & Nicolson, 1963) seguido de centrifugacGes em agua
por trés minutos em sacarose a 50% por dois minutos (Jenkins, 1964).

Para o presente estudo foi coletado um Latossolo Vermelho distréfico da
camada subsuperficial (na profundidade 60 a 80 cm) que foi acondicionado em vasos com
capacidade 1,5 kg. A andlise quimica e granulométrica apds a correcdo (aplicou-se 1,2 t ha’
! de calcério incubado por 60 dias umido) revelou pH 6,3 (H20), K= 12,00 mg dm?3; P
(Mehlich 1)= 0,01 mg dm; Ca= 2,10 cmol. dm™; Mg= 0,50 cmolc dm; Al = 0,01 cmol.
dm3; H+Al= 1,86 cmol. dm= argila= 690 g kg?; silte= 140 g kg* e areia= 170 g kg™.
Também foi determinado a densidade de esporo (DE), metodologia de extracdo de esporos
descrita acima e contagem de esporos em lupa, do solo no inicio do estudo encontrando-se
em torno de 5 esporos por 50 mL de solo, ndo sendo as espécies identificadas.

A adubacédo utilizada nas culturas foi feita de acordo com Sousa & Lobato
(2004), sendo considerando apenas 50% da adubacdo fosfatada recomendada, aplicando-se
125, 100, 80 e 80, 120 e 60 kg ha® de N, P.0s e KO no algoddo e no milho,
respectivamente e de 2; 10; 0,01; 0,03; 1 e 0,02 kg ha de zinco, magnésio, boro, cobre,
manganés e molibdénio, respectivamente. Durante o desenvolvimento da cultura, foi
aplicado fungicida tendo como ingrediente ativo azoxistrobina (200 g L) e ciproconazol
(80gL™?).

As sementes de algodao utilizadas foram da cultivar FMT 701 e do milho
foram do hibrido simples cultivar 30S31. No ato da semeadura as sementes foram
desinfestadas por 30 segundos em alcool, dois minutos em hipoclorito de sodio a 2% e
posteriormente lavadas em agua estéril. Apds a desinfestacdo metade das sementes foram
colocadas em saco plastico onde foi adicionado o composto formononetima (Myconate®),
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2,8 g por kg de semente para milho e 0,9 g por kg de semente para algodédo, e agitadas
vigorosamente. Trés sementes foram colocadas em cada vaso e em cima de cada semente
aplicou-se 1 mL de solucdo contendo 100 esporos de cada espécie de fungo micorrizico
arbuscular (FMA), excecdo ao tratamento da Inoculacdo Conjunta que recebeu 1 mL de
uma solucdo com igual proporcdo das espécies e na mesma quantidade de esporos de
FMA:s.

Em cada vaso permitiu-se o crescimento de duas plantas para algodao e uma
planta para milho e a umidade foi mantida em 60% do volume total de poros pesando 0s
vasos a cada dois dias. O estudo foi conduzido até a época de florescimento de cada
cultura, 45 a 50 dias para o algoddo e milho, respectivamente. Na época do florescimento a
parte aérea das plantas foi coletada, lavada em agua destilada e acondicionadas em estufa
de circulagio forcada de ar a uma temperatura de 60° C por 72 horas, obtendo assim a
matéria seca da parte aérea. A parte aerea foi moida, apds estar seca, em moinho tipo
Wiley para determinacdo de nutrientes de acordo com Malavolta et al. (1997). As raizes
foram lavadas e colocadas para secar em estufa de circulacéo forcada a 60° C por 72 horas,
obtendo-se a matéria seca de raizes.

Em cada vaso foi coletado 50 ml de solo, préximo as raizes para determinacao
da DE. Para determinacdo da colonizacdo micorrizica retirou-se 1 g de raiz fresca que foi
clarificada com KOH (Koske & Gemma, 1989), coloradas com azul de metila (Grace &
Stribley, 1991) e avaliada pelo método da placa quadriculada (Giovannetti & Mosse,
1980).

Os dados experimentais foram submetidos a analises individuais e,
posteriormente, a analise conjunta de variancia, sob condi¢cbes de homogeneidade das
variancias residuais, com aplicagdo do teste F, sendo apenas colonizacdo micorrizica e
densidade de esporos transformados pela equagio (x + 0,5)%°. Para as comparagdes entre
as médias dos tratamentos, foi utilizado o teste Scott-Knott a 5%, utilizando o programa
SISVAR.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A colonizagdo micorrizica (Figura 1) variou somente em fungdo da inoculagao
com os diferentes fungos micorrizicos observando valores baixos, em torno de 20%, para a

maioria dos fungos micorrizicos arbusculares inoculados, com exce¢do dos tratamentos
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com R. clarus e Inoculagdo Conjunta no algoddo. No milho a colonizagdo micorrizica
observada foi maior quando inoculado com D. heterogama e Inoculagdo Conjunta
diferindo significativamente (p < 0,05) dos demais tratamentos. A colonizag&o micorrizica
observada no presente estudo esta coerente com os resultados de varios estudos com estas
culturas (Reis et al., 2008; Ortas, 2012), demonstrando a micotrofia das plantas estudadas e
que a colonizacdo néo foi inibida pela adubagéo utilizada.
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Figura 1. Colonizagdo micorrizica de algoddo cultivar FMT 701 (A) e milho Hibrido
simples cultivar 30S31 (B) cultivados em Latossolo Vermelho distrofico. 1 —
Testemunha; 2 — Claroideoglomus etunicatus; 3- Acaulospora scrobiculata; 4 -
Gigaspora margarita; 5 — Dentiscutata heterogama; 6- Inoculacdo Conjunta; 7
— Rhizophagus clarus

Sabe-se que FMAs ndo possuem especificidade quanto ao hospedeiro mas
nota-se certa preferéncia da cultura em relacdo a espécie de FMAs, os quais diferem na
maneira e na intensidade com que colonizam as raizes (Miranda et al., 2005) e,
consequentemente, nos resultados obtidos por diferentes especies de FMAs (Miranda et al.,
2005) o que poderia explicar as maiores taxas de colonizagéo por R. clarus (algodéo) e D.
heterogama (milho). Com relacdo a Inoculagdo Conjunta a maior diversidade pode ter
proporcionado efeitos complementares entre as especies de FMAS que compuseram a
comunidade ou ter permitido que determinada espécie mais eficiente predominasse (Van
Der Heijden et al., 1998; Hooper et al., 2005; Miranda et al., 2005; Lekberg et al., 2007,
Maherali & Klironomos, 2007).

Para ambas as culturas a DE (Tabela 1) néo foi significativa variando de 4 a 12
esporos por 50 dm de solo para algoddo e de 8 as 23 esporos para o para milho. A baixa

quantidade de esporos produzidos pode estar relacionada a auséncia de condigOes
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estressantes para o fungo e planta durante o presente estudo, conforme relatado em varios
estudos (Dalpé & Declerck, 2002; Moreira & Siqueira, 2006).

Tabela 1. Densidade de esporo de algodéo cultivar FMT 701 e milho Hibrido simples
cultivar 30S31, sem estimulante de colonizacdo micorrizica (SECM) e com
estimulante de colonizagdo micorrizica (CECM) formononetina

Fungo SE CE SE CE
Densidade de esporo
Algodao Milho
Acaulospora scrobiculata 9,6 10,4 15,2 18
Claroideoglomus etunicatus 10,2 5,6 11,2 8,8
Dentiscutata heterogama 94 11,2 16,6 23
Gigaspora margarita 5,6 7,2 15 18
Rhizophagus clarus 13,2 9,8 14,6 10,6
Inoculagdo Conjunta 5,6 6,6 13.8 13
Testemunha 4,6 8,6 8,4 14,4

Os FMAs utilizados neste estudo sdo de ocorréncia generalizada em areas de
cultivo destas culturas conforme alguns estudos na area de Cerrado (Siqueira et al., 1989;
Miranda et al., 2005; Ferreira et al., 2012) e o fato interessante observado no presente
estudo foi o comportamento diferenciado da resposta da inoculacdo com FMAS nas duas
culturas estudadas. Estes resultados s&o devidos principalmente a condi¢do de dependéncia
micorrizica da planta em funcao do nivel de fertilidade do solo.

A matéria seca da parte aérea (MSPA) foi influenciada pela interacdo entre os
fatores estudados, sendo observado para a cultura do algodao redugdo na MSPA quando
inoculado com D. heterogama e R. clarus diferenciando dos demais fungos
independentemente da aplicacdo de estimulante da micorrizagédo (Tabela 2). Devido a
existéncia de preferencialidade (Moreira & Siqueira, 2006) nao é apropriado assumir que
associacdo estimula sempre o crescimento de planta (Klironomos, 2003) devendo ser
levado em consideracGes varios fatores como a combinacao entre espécies de FMAs e de

plantas.
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Tabela 2. Massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca da raiz (MSR) de algodao
cultivar FMT 701 e milho Hibrido simples cultivar 30S31, sem
estimulante de colonizagcdo micorrizica (SECM) e com estimulante de
colonizagdo micorrizica (CECM) formononetina

Fungo SECM CECM SECM CECM
MSPA (g vaso™)
Algodao Milho
Acaulospora scrobiculata 3,05 aA 2,83 aA 8,83 dA 9,02 dA
Claroideoglomus etunicatus 2,76 aA 2,81 aA 13,95 aA 11,07 cB
Dentiscutata heterogama 1,48 bA 1,97 bA 4,46 dB 9,67 dA
Gigaspora margarita 2,86 aA 2,72 aA 8,58 cB 12,41 bA
Rhizophagus clarus 1,97 bA 2,30 bA 10,42 cB 12,72 bA
Inoculagdo Conjunta 3,17 aA 2,93 aA 11,51 cA 11,19 cA
Testemunha 1,76 bB 3,36 aA 12,46 bB 13,89 aA
MSR (g vaso™)
Algodao Milho
Acaulospora scrobiculata 0,33 bA 0,38 cA 4,69 aA 5,72 bA
Claroideoglomus etunicatus 0,37 aA 0,39 cA 3,43 bA 4,67 bA
Dentiscutata heterogama 0,40 aA 0,41 cA 1,66 cB 5,70 bA
Gigaspora margarita 0,37 aA 0,37 cA 3,09 bB 7,57 aA
Rhizophagus clarus 0,32 bB 0,51 bA 3,95 aB 5,20 bA
Inoculagdo Conjunta 0,45 aB 0,62 aA 2,95 bB 5,09 bA
Testemunha 0,29 bB 0,37 cA 1,85¢cB 4,69 bA

Letras iguais maiusculas na linha e minascula na coluna nao diferem pelo teste Scott-
Knott a 5%.

Nota-se que na auséncia de inoculagdo com FMA (testemunha) o estimulante
de colonizag&o micorrizica promoveu incrementos na MSPA de 90% apresentando valores
semelhantes aos tratamentos inoculados com FMAs. Como o solo ndo foi esterilizado e
encontrou-se em torno de 5 esporos de FMAs por 50 dm= de solo, o estimulante pode ter
estimulado a associagdo simbiotica proporcionado aumento. Na cultura do milho, Romero
(1999) observou aumento de 28% na producdo quando da utilizacdo de ECM. Santos
(2014), usando o isoflavonoide formononetina em condi¢Ges de campo na cultura do
milho, observou que este estimulou a taxa de colonizacdo micorrizia elevando a

produtividade de milho. Nesse mesmo estudo foi observado que este ECM também
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proporciona reducgédo da necessidade de adubo fosfatado.

Para o milho o estimulante promoveu incrementos de MSPA quando associado
a inoculacio com D. heterogama, G. margarita e R. clarus diferenciando
significativamente (p<0,05) dos demais tratament0os. AsSim como observado para o
algoddo, o tratamento testemunha foi maior quando utilizou-se o estimulante da
micorrizagdo. No tratamento sem estimulante e inoculado com C. etunicatus houve
aumento de MSPA em relacdo aos demais tratamentos sendo que na presenca de
estimulante os tratamentos testemunha e inoculado com G. margarita e R. clarus
apresentaram maiores valores de MSPA.

Na matéria seca de raizes do algoddo (MSR) no tratamento sem aplicagdo de
estimulante observou-se reducdo quando inoculado com A. scrobiculata e R. clarus sendo
semelhante a testemunha (Tabela 2), ja quando aplicou-se estimulante somente o
tratamento Inoculagédo Conjunta foi maior que os demais tratamentos e que a testemunha
apresentando um incremente de 68 % em relacdo a este tratamento. Para o fator
estimulante, quando aplicou-se estimulante somente os tratamentos com R. clarus,
Inoculacdo Conjunta e a testemunha apresentaram maiores MSR diferindo
significativamente do tratamento sem estimulante (p<0,05).

Para o milho verifica-se que plantas inoculadas com A. scrobiculata e C.
etunicatus e que receberam estimulantes apresentaram incrementos de 22 e 36 %,
respectivamente, diferindo significativamente dos demais tratamentos (Tabela 2). Na
presenca de estimulante associado a inoculacdo com G. margarita no milho houve
aumento da MSR diferindo significativamente dos demais tratamentos (p<0,05).

O aumento de raizes da planta é uma estratégia para que a cultura tenha maior
condicdo para suportar estresses ambientais, principalmente o hidrico, muito comum no
Centro Oeste do Brasil. Neste sentido os tratamentos com estimulantes e inoculados com
FMAs apresentaram em meédia aumento de 21 % na producdo de MSR para a cultura do
algodéo e 72 % para a cultura do milho em relacdo a auséncia da aplicacdo de estimulante,
0 que pode indicar um favorecimento a estresses hidricos para estas culturas.

O maior acumulo de célcio (Tabela 3) na auséncia de estimulante ocorreu em
plantas inoculadas com C. etunicatus e A. scrobiculata no milho e por G. margarita e
Inoculagdo Conjunta no algod&o. Quando utilizou-se estimulante ndo houveram diferencas
significativas entre os FMAs estudados, sendo verificado valores menores que a
Testemunha no algoddo. No milho plantas inoculadas com C. etunicatus apresentaram
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incremento de célcio na MSPA. No algoddo Testemunha e D. heterogama e no milho R.
clarus e D. heterogama tiveram comportamento diferenciado e foram beneficiados pelo
estimulante e pela micorrizagéo.

Maior acumulo de zinco (Tabela 3) na auséncia de ECM foi promovido por
Inoculagdo Conjunta, G. margarita, C. etunicatus e A. scrobiculata no algodao e no milho
por R. clarus. Na presenga de ECM foi promovido por C. etunicatus, G. margarita e
Testemunha no algodao e por C. etunicatus no milho. A introducdo de ECM proporcionou
comportamento diferenciado e benéfico para C. etunicatus, A. scrobiculata, D. heterogama
e Inoculagéo Conjunta no milho e C. etunicatus e Testemunha no algodé&o.

Maior acumulo de fosforo (Tabela 3) na auséncia de ECM foi promovido por
C. etunicatus, G. margarita, A. scrobiculata e Inocula¢do Conjunta no algoddo e no milho
por C. etunicatus. Na presenca de ECM foi promovido pela Testemunha no milho e nédo
houve diferenca entre os tratamentos no algoddo. A introdugdo de ECM proporcionou
comportamento diferenciado e benéfico para R. clarus, Testemunha e D. heterogama no
algodéo e por D. heterogama e Testemunha no milho.

Os resultados observados no presente estudo mostram que o efeito do
estimulante da colonizagdo micorrizica foi maior na testemunha que apresentava baixa
densidade de esporos de FMAs nativos, tanto no algodao quanto no milho, o que de certa
forma demonstra sua eficiéncia em estimular fungos micorrizicos nativos e estes
promoverem maiores crescimentos das plantas, conforme outros estudos (Fries et al., 1998;
Cordeiro, 2007; Ferreira, 2012; Ferreira et al., 2012; Santos, 2014).

O ECM no algodao parece ser benéfico, em especial, para comunidade nativa
de FMAs, ja para o milho a adicdo desse fator pareceu ndo beneficiar o sistema. Os
melhores resultados no algoddo podem estar ligados a sua alta dependéncia micorrizica
(Carrenho et al., 2010) e no caso do milho essa resposta pode estar ligado a influéncia do
genotipo utilizado (Oliveira et al., 2009; Campos et al., 2010) e da compatibilidade dos
FMAs utilizados com a planta (Nogueira & Cardoso, 2000).

Na auséncia e presenca de estimulante, plantas de algodao foram beneficiadas
com a inoculagdo com FMAs. Nota-se que plantas inoculadas com a Inoculagdo Conjunta
de FMAs apresentaram maior colonizacdo, absorcéo e acimulo de zinco, calcio e fésforo o
que proporcionou maior desenvolvimento da parte aérea e de producdo de raizes. A
inoculagdo com G. margarita, A. scrobiculata e C. etunicatus também proporcionaram

incrementos nas varidveis estudadas com excecdo da coloniza¢do micorrizica. Diferente do
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algoddo, o milho apresentou comportamento diferente mas ndao se obteve uma relagéo de
um determinado fungo que proporcionasse 0s melhores resultados.

Tabela 3. Acimulo de calcio, zinco e fosforo na parte aérea de algodéao cultivar FMT
701 e milho Hibrido simples cultivar 30S31, sem estimulante de
colonizagcdo micorrizica (SECM) e com estimulante de colonizagdo
micorrizica (CECM) formononetina

Fungo SECM CECM SECM CECM
Acumulo de Calcio (mg planta™®)

Algodao Milho
Acaulospora scrobiculata 26,16 bA 28,51 bA 54,92 aA 45,76 bA
Claroideoglomus etunicatus 24,86 bA 28,67 bA 61,22 aA 54,67 bA
Dentiscutata heterogama 17,30 bB 28,05 bA 22,98 cB 51,82 bA
Gigaspora margarita 40,94 aA 32,39 bA 48,18 bA 51,01 bA
Rhizophagus clarus 21,86 bA 26,87 bA 44,56 bB 70,24 aA
Inoculacdo Conjunta 38,39 aA 32,00 bA 44,40 bA 46,31 bA
Testemunha 24,33 bB 40,77 aA 63,16 aA 41,62 bB

Acumulo de Zinco (mg planta?)

Algodao Milho
Acaulospora scrobiculata 57,39 aA 60,72 bA 86,10 bB 112,10 bA
Claroideoglomus etunicatus 59,79 aB 85,71 aA 50,19¢cB 250,61 aA
Dentiscutata heterogama 28,99 bA 44,11 bA 25,82 cB 97,47 bA
Gigaspora margarita 73,03 aA 74,51 aA 58,94 cA 73,17 cA
Rhizophagus clarus 44,41 bA 57,41bA  203,01aA 7254cB
Inoculagdo Conjunta 74,51 aA 57,69 bA 39,98 cB 60,12 dA
Testemunha 43,21 bB 71,87 aA 30,55 cA 46,14 dA

Acumulo de Fésforo (mg planta™)

Algodéo Milho
Acaulospora scrobiculata 2,67 aA 2,84 aA 13,98 cA 16,94 cA
Claroideoglomus etunicatus 3,04 aA 2,33 aA 24,62 aB 21,31 bA
Dentiscutata heterogama 1,19 bB 2,19 aA 10,34 dB 16,54 cA
Gigaspora margarita 2,91 aA 2,41 aA 18,65 bA 19,79 bA
Rhizophagus clarus 2,07 bB 2,99 aA 17,13 bA 20,15 bA

Inoculagdo Conjunta 2,62 aA 2,55 aA 17,86 bA 17,23 cA
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Testemunha 1,69 bB 2,64 aA 19,38 hB 24,29 aA

Letras iguais maiusculas na linha e mindscula na coluna ndo diferem pelos teste
Scott-Knott a 5%.

A maior colonizacdo promovida por R. clarus e Inoculacdo Conjunta no
algodédo e por D. heterogama no milho ndo proporcionou maior acumulo de nutrientes e
nem e maior crescimento, corroborando com os resultado obtidos por Martins et al. (2000)
e Soares & Martins (2000). Ndo se sabe o nivel 6timo de colonizacdo para se obter
beneficios para planta, e se essa varia segundo a espécies de simbiontes envolvidos e as
caracteristicas do sistemas investigado (Cardoso et al., 2010).

3.4 CONCLUSOES

Os fungos micorrizicos arbusculares mostraram efeitos diferenciados para o algoddo e
milho.

A Gigaspora margariata e a Inoculacdo Conjunta de fungos micorrizicos no algoddo e
Claroideoglomues etunicatus no milho incrementaram a absor¢do de célcio, zinco e
fosforo e consequentemente aumentaram a matéria seca da parte aérea e das raizes de
algodédo;

A aplicacdo de estimulante de micorrizacdo proporcionou maior desenvolvimento inicial
no milho e algoddo na testemunha e quanto associado com a inoculagdo com diferentes

fungos micorrizicos os resultados foram diversos.
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4 FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES E
ESTIMULANTE DA COLONIZACAO MICORRIZICA NA
CULTURA DO FEIJAO E DA SOJA EM SOLO DE
CERRADO

RESUMO

A adocdo de recursos biologicos na agricultura como os fungos micorrizicos
podem permitir menor dependéncia e melhor aproveimentento de recursos finitos. O
objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da inoculacdo com fungos micorrizicos
arbusculares nativos de Cerrado associados a aplicagdo de estimulante da micorrizagdo no
desenvolvimento da cultura do feijdo e da soja. Em casa de vegetacdo foram cultivadas
plantas de algoddo e milho em vaso, em delineamento inteiramente casualisado em
esquema fatorial 7 x 2, sendo 5 espécies de fungos micorrizicos arbusculares Inoculagédo
Conjunta (juncdo de todas as espécies em igual propor¢do) e Testemunha (sem inoculagdo)
na presenca ou auséncia de estimulante da colonizacdo micorrizica e 5 repeti¢es. Foram
avaliados densidade de esporos, taxa de colonizacdo micorrizica, massa seca da parte
aérea, massa seca da raiz e acumulo de calcio, zinco e fosforo na parte aérea. Os fungos
micorrizicos arbusculares mostraram efeitos diferenciado para o feijdo e soja, maior taxa
de colonizacdo em feijdo ndo resultou em aumento de producdo e qualidade nutricional. Na
soja em presenca de estimulante de colonizacdo micorrizica Claroideoglomus etunicatus
proporcionou maior taxa de colonizacdo, aumento da massa seca da parte aérea e e
acumulo de célcio e fosforo, a aplicagdo de estimulante da micorrizagdo proporcionou
efeitos diferenciado para o feijdo e soja.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris L., Glicine max L, Formononetina; Micorriza.



ABSTRACT

The adoption of biological resources in agriculture as mycorrhizal fungi may
allow less dependence and better aproveimentento finite resources. The aim of this study
was to evaluate the effects of inoculation with mycorrhizal fungi associated with native
Cerrado application of mycorrhiza stimulating the development of the common bean and
soybean. In greenhouse plants of cotton and maize were grown in pots in a completely
randomized design in a factorial 2 x 7, 5 species of arbuscular mycorrhizal fungi,
inoculation joint (junction of all species in equal proportion) and control (without
inoculation) in the presence or absence of stimulating mycorrhizal and 5 replications.
Spore density, rate of mycorrhizal colonization, dry weight of shoot, root dry mass and
accumulation of calcium, zinc and phosphorus in the aerial part was determined. The
mycorrhizal fungi showed differential effects for beans and soybeans, higher colonization
rate in bean has not resulted in increased production and nutritional quality. In the presence
of soy in stimulating mycorrhizal colonization Claroideoglomus etunicatus provided
higher colonization rate, increased dry weight of shoot and and accumulation of calcium
and phosphorus, the application of stimulating mycorrhiza gave different effects for beans
and soybeans.

Key words: Phaseolus vulgaris L.; Glicine max L, Formononetin, Mycorrhiza.



4.1 INTRODUCAO

Importantes para comunidade vegetal como peca fundamental para superar as
adversidades (Taylor et al., 1995; Fitter, 2005; Parniske, 2008), fungos micorrizicos
arbuculares (FMAs) pertencentes ao filo Glomeromycota desempenham varios servicos
ecoldgicos como a maior absor¢cdo de &gua e nutrientes pelas plantas em agroecossistema
(Siqueira et al., 2002; Moreira & Siqueira, 2006; Carrenho et al., 2010).

Seu papel fundamental se encontra na promocdo de crescimento vegetal pela
melhoria de seu estado nutricional, por lancar suar hifas para explorar o solo possibilitando
desta forma maior area de absorcéo de nutrientes é dgua, fato de grande importancia para
elementos de baixa mobilidade no solo, que estdo além da zona de esgotamento da raiz
como o fosforo (P) (Siqueira et al., 2002; Berbara et al., 2006; Moreira & Siqueira, 2006;
Cardoso et al., 2010; Marschner, 2012; Stirmer & Siqueira, 2013). Desta forma esse
organismo do solo permite ndo s6 a diminuicdo da utilizacdo de recursos finitos, mas
também sua melhor utilizacdo no sistema (Davies et al., 2005; Fraser et al., 2009).

Essa associacdo ocorre inicialmente pela comunicacdo entre 0s parceiros
envolvidos, através de troca de sinais bioquimicos (Parniske, 2008), tendo um forte
destaque o isoflavondide formononetina (Nair et al., 1991; Siqueira et al., 1991). Desta
forma a utilizacdo de formononetima como estimulante da colonizagdo micorrizica pode
promover uma colonizagdo micorrizica mais rapida e a planta beneficiar-se da simbiose
(Siqueira et al., 2002).

Entretanto o estabelecimento da simbiose e 0s beneficios advindos dela
dependem de uma seres de fatores ligado ao proprio fungo, da especies vegetal que é quem
governa a simbiose e do ambiente edafico e suas caracteristicas intrinsecas (Siqueira et al.,
2002; Moreira & Siqueira, 2006). Dessa forma a compreensao dessas complexas interaces
permitird o uso dessa biotecnologia e avango de forma consciente e até mais sustentavel na
agricultura (Siqueira et al., 2002; Davies et al., 2005; Fraser et al., 2009).

Uma das primeiras formas de melhor entender a simbiose para poder melhor
utilizar e receber os beneficios proporcionados por ela, € compreender qual o melhor fungo
micorrizico arbuscular (FMA) ou qual a melhor composi¢éo de uma comunidade de FMA



46

que se adaptara as diversas situagdes que serdo usadas ou como manejar FMA nativos.
Outra informacdo de suma importancia é saber qual nivel ideal de colonizacdo da planta
pelo fungo, que possa trazer beneficios sem altos custos para o vegetal.

O feijdo e a soja sao culturas de grande importancia econémica e social na
sociedade brasileira. Ambas pertencem a familia das leguminosas e sdo dependentes de
grande entradas de recursos para se obter altas produtividades. S&o espécies capazes de se
associarem a bactérias fixadoras de nitrogénio, processo ja estabelecido, em especial para a
cultura da soja. Ambas sdo susceptiveis a simbiose tanto por bactérias quanto por FMA
(Ané et al., 2004; Parniske, 2008). Entretanto essa associagdo com bactérias pode aumentar
a demanda de fdsforo pela cultura (Ané et al., 2004; Moreira & Siqueira, 2006), ja que o
processo de fixacdo exige grande gasto de energia podendo dessa forma a simbiose com
FMA suprir essa demanda.

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da inoculagdo com fungos
micorrizicos arbusculares nativos de Cerrado associados a aplicacdo de estimulante da

micorrizacdo no desenvolvimento da cultura do feijdo e da soja.

4.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na casa de vegetacdo do Departamento de
Ciéncia do Solo, da Universidade Federal de Lavras, MG, com FMAs coletados em érea
sob plantio direto de Cerrado (17° 56° 35” S; 51° 43°38”W, 672 m de altitude) ha mais de
10 anos. O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 7 x 2, sendo 5 espécies de FMAs, Inoculacdo Conjunta (juncédo de todas as espécies
em igual proporcdo) e Testemunha (sem inoculagdo) na presengca ou auséncia de
estimulante de colonizagdo micorrizica (ECM) e 5 repeticdes.

Os esporos de FMAs das espécies Acaulospora scrobiculata, Claroideoglomus
etunicatus, Dentiscutata heterogama, Gigaspora margarita e Rhizophagus clarus, foram
isolados e multiplicados em vaso de cultivo utilizando Brachiaria brizantha como planta
hospedeira por 8 meses. Apds este periodo foram extraidos esporos através de
peneiramento Umido (Gerdemann & Nicolson, 1963) seguido de centrifugacGes em agua
por trés minutos em sacarose a 50% por dois minutos (Jenkins, 1964).

Para o presente estudo foi coletado um Latossolo Vermelho distrofico da

camada subsuperficial (na profundidade 60 a 80 cm) que foi acondicionado em vasos com
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capacidade 1,5 kg. A andlise quimica e granulométrica apés a correcdo (aplicou-se 1,2 t ha”
! de calcério incubado por 60 dias imido) revelou pH 6,3 (H20), K= 12,00 mg dm=; P
(Mehlich 1)= 0,01 mg dm; Ca= 2,10 cmol. dm™3; Mg= 0,50 cmolc dm; Al = 0,01 cmolc
dm3; H+Al= 1,86 cmol. dm™ argila= 690 g kg?; silte= 140 g kg™ e areia= 170 g kg™.
Também foi determinado a densidade de esporo (DE), metodologia de extracdo de esporos
descrita acima e contagem de esporos em lupa, do solo no inicio do estudo encontrando-se
em torno de 5 esporos por 50 mL de solo, ndo sendo as espécies identificadas.

A adubacédo utilizada nas culturas foi feita de acordo com Sousa & Lobato
(2004) considerando 50% da adubagé&o fosfatada recomendada, aplicando-se 40, 60, 60 e 0,
60 e 60 kg ha! de N, P,0s e K,0 no feijio e na soja, respectivamente e de 2; 10; 0,01;
0,03; 1 e 0,02 kg hal de zinco, magnésio, boro, cobre, manganés e molibdénio,
respectivamente. Durante o desenvolvimento da cultura, foi aplicado fungicida tendo como
ingrediente ativo azoxistrobina (200 g L) e ciproconazol (80 g L™Y).

As sementes de feijdo utilizadas foram da cultivar Pérola e de soja foi BMX
Potencia RR. No ato do plantio as sementes foram desinfestadas por 30 segundo em alcool,
dois minutos em hipoclorito de sodio a 2% e posteriormente lavadas em agua estéril. Apds
a desinfestacdo metade das sementes foram colocadas em saco plastico onde foi adicionado
0 composto formononetima (Myconate®), 0,9 g por kg de semente para cada cultura e
agitados vigorosamente. As sementes de soja foram inoculadas com inoculante liquido
Bradyrhizobium japonicum, estirpe SMIA 5079 e 5080 com 5x10° células viaveis.ml™.
Trés sementes foram colocadas em cada vaso e em cima de cada semente aplicou-se 1 mL
de solucdo contendo 100 esporos de cada espécie de FMASs, excecdo ao tratamento da
Inoculacdo Conjunta que recebeu 1 mL de uma solugdo com igual proporcéo das espécies e
na mesma quantidade de esporos de FMAs.

Em cada vaso permitiu-se o crescimento de duas plantas para ambas as culturas
e a umidade foi mantida em 60% do volume total de poros pesando os vasos a cada dois
dias. O estudo foi conduzido até a época de florescimento correspondente a 50 e 55 dias
para o feijdo e a soja, respectivamente. Na época do florescimento parte aérea das plantas
foi coletada, lavada em &gua destilada e acondicionada em estufa de circulagdo forcada de
ar a uma temperatura de 60° C por 72 horas, obtendo assim a matéria seca da parte aérea. A
matéria parte aérea foi moida em moinho tipo Wiley para determinagdo de nutrientes de
acordo com Malavolta et al. (1997). As raizes foram lavadas e colocadas para secar em

estufa de circulagdo forcada a 60° C por 72 horas, obtendo-se a matéria seca de raizes.
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Em cada vaso foi coletado 50 ml de solo, proximo as raizes para determinacao
da DE. Para determinagdo da colonizagdo micorrizica retirou-se 1 g de raiz fresca que foi
clarificada com KOH (Koske & Gemma, 1989), coloradas com azul de metila (Grace &
Stribley, 1991) e avaliada pelo método da placa quadriculada (Giovannetti & Mosse,
1980).

Os dados experimentais foram submetidos a anélises individuais e,
posteriormente, a analise conjunta de variancia, sob condi¢cdes de homogeneidade das
variancias residuais, com aplicacdo do teste F, sendo apenas coloniza¢do micorrizica e
densidade de esporos transformados pela equagdo (x + 0,5)%°. Para as comparagdes entre
as medias dos tratamentos, foi utilizado o teste Scott-Knott a 5%, utilizando o programa
SISVAR.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apenas DE ndo foi influenciada pelo fator fungo para ambas as culturas. O
ECM néo influenciou massa seca do nodulo, colonizacdo, DE e acumulo de fésforo na soja
e MSR, colonizacdo e DE no feijdo. Ndo houve interagdo para nimero de nddulos, massa
seca de nddulo e DE na soja e para colonizacdo e DE no feijao.

A DE para feijao (A), variou de 7 a 20 esporos por vaso, e para soja (B) variou
de 6 a 11 esporos por vaso (Figura 1). Diversos fatores influenciam a produgéo de esporos.
A baixa quantidade de esporos produzidos pode estar relacionada a auséncia de condicdes
estressantes para o fungo e planta durante o presente estudo, conforme relatado em varios
estudos (Dalpé & Declerck, 2002; Moreira & Siqueira, 2006).
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Figura 1. Densidade de esporos em feijdo cultivar Perola (A) e soja cultivar BMX
Potencia RR (B) cultivados em Latossolo Vermelho distrofico. 1 —
Testemunha; 2 — Claroideoglomus etunicatus; 3- Acaulospora scrobiculata; 4 -
Gigaspora margarita; 5 — Dentiscutata heterogama; 6- Inoculagcdo Conjunta; 7
— Rhizophagus clarus

A colonizagdo micorrizica no feijdo (Figura 2.A) variou de 10 até 61%. Todos
tratamentos foram superiores a Testemunha, sendo que R. clarus e a Inoculagdo Conjunta
foram os que promoveram maior taxa de colonizacdo. Maior nimero de nddulos nas soja
(Figura 2.B) foi proporcionado pela Inoculacdo Conjunta, sendo os demais tratamentos
iguais ou inferiores a Testemunha. A auséncia de ECM trouxe maior beneficio para o
namero de nodulos (Figura 2.C). Maior massa seca do nédulo (Figura 2.D) foi promovida
por D. heterogama e Inoculacdo Conjunta. Os demais tratamentos seguiram o padrdo do
namero de nodulos, excecdo feita para a Testemunha que obteve nimero de nédulos igual

D. heterogama, porém nédo obteve massa igual a este.
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Figura 2. Colonizacdo micorrizica de feijdo cultivar Pérola (A), nimero de nédulos por
raiz (B e C) e massa seca do nodulo (D) de soja cultivar BMX Potencia RR
cultivado em Latossolo Vermelho distrofico sem estimulante de colonizacéao
micorrizica (SECM) e com estimulante de colonizacdo micorriza (CECM). 1 —
Testemunha; 2 — Claroideoglomus etunicatus; 3- Acaulospora scrobiculata; 4 -
Gigaspora margarita; 5 — Dentiscutata heterogama; 6- Inoculagdo Conjunta; 7
— Rhizophagus clarus. Letras iguais minuscula ndo diferem pelos teste Scott-
Knott a 5%

A na auséncia de ECM néo houve diferenca na taxa de colonizacdo na soja
(Tabela 1), ja na presenca C. etunicatus foi 0 que promoveu maior taxa de colonizagao,
sendo que os demais tratamentos ndo diferiram da Testemunha. C. etunicatus e Inoculagéo
Conjunta tiveram comportamento diferenciado quando se adicionou ECM e foram
beneficiados por esse.

A colonizacdo micorrizica observada no presente estudo esta coerente com 0s

resultados de varios estudos com estas culturas (Reis et al., 2008; Ortas, 2012),



o1

demonstrando a micotrofia das plantas estudadas e que a colonizagdo néo foi inibida pela
adubacdo utilizada. Apesar de ndo haver especificidade nota-se certa preferéncia da cultura
em relacdo a espécie de FMAs, que se diferem na maneira e na intensidade com que colonizam as
raizes (Miranda et al., 2005) e, consequentemente, nos resultados obtidos por diferentes espécies de
FMAs (Miranda et al., 2005). Com relacdo a Inoculacdo Conjunta a maior diversidade pode
ter proporcionado efeitos complementares entre as espécies de FMAs que compuseram a
comunidade ou ter permitido que determinada espécie mais eficiente predominasse (Van
Der Heijden et al., 1998; Hooper et al., 2005; Miranda et al., 2005; Lekberg et al., 2007;
Maherali & Klironomos, 2007).

Na auséncia de ECM G. margarita, A. scrobiculata e R. clarus proporcionaram
aumento da MSPA (Tabela 1), sendo que o primeiro FMA promoveu o melhor resultado
no feijdo. Na soja, com excec¢do da Inoculagdo Conjunta, todos FMA promoveram
aumento da MSPA em relacdo a Testemunha, sendo os melhores resultados obtidos com a
presenga de C. etunicatus e R. clarus. Na presenca de ECM todos os tratamentos
promoveram incremento da MSPA no feijdo, sendo o melhor resultado obtido com G.
margarita. Na soja apenas C. etunicatus e D. heterogama promoveram aumento da MSPA.
No feijdo quatro tratamentos tiveram o comportamento modificado pela presenca de ECM
sendo que apenas a Testemunha n&o foi beneficiada. Na soja trés tratamentos tiveram o
comportamento modificado pela presenca de ECM, mas apenas a Inoculacdo Conjunta foi
beneficiada.

A MSR (Tabela 1) na auséncia de ECM aumentou com a presenca de G.
margarita, R. clarus, D. heterogama e Inoculacdo Conjunta no feijdo. Na soja todos os
tratamentos, com excecdo da Inoculagdo Conjunta, foram inferiores a Testemunha. Na
presenca de ECM apenas A. scrobiculata promoveu aumento da MRS no feijdo, sendo 0s
demais tratamentos iguais ou inferiores a Testemunha. Na soja D. heterogama e
Inoculagdo Conjunta promoveram aumento da MSR, sendo o ultimo o que permitiu o
maior aumentos. No feijao quatro tratamento tiveram o comportamento modificado quando
se adicionou ECM, sendo benéfico apenas A. scrobiculata e Testemunha, j& na soja dois
tratamento tiveram o comportamento modificado quando se adicionou ECM, néo sendo

nenhum beneficiado pela presenca deste.



Tabela 1. Colonizagdo micorrizica, massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca da
raiz (MSR) de feijdo cultivar Pérola e soja cultivar BMX Potencia RR,
sem estimulante (SECM) e colonizacdo micorrizica (SECM) e com
estimulante de colonizagdo

Fungo SECM CECM SECM CECM
Colonizagéo
- Soja
Acaulospora scrobiculata - - 50,99 aA 45,57 bA
Claroideoglomus etunicatus - - 37,63 aB 77,84 aA
Dentiscutata heterogama - - 44,68 aA 38,51 bA
Gigaspora margarita - - 49,26 aA 54,62 bA
Rhizophagus clarus - - 44,64 aA 33,69 bA
Inoculagdo Conjunta - - 27,78 aB 46,31 bA
Testemunha - - 33,75 aA 42,46 bA
MSPA (g vaso™)
Feijao Soja
Acaulospora scrobiculata 2,31 bB 3,74 bA 2,55 bA 2,35 bA
Claroideoglomus etunicatus 1,81 cA 1,64 dA 3,02 aA 2,72 aA
Dentiscutata heterogama 1,69 cB 2,28 cA 2,67 bA 2,57 aA
Gigaspora margarita 2,63 aB 4,06 aA 2,46 bA 1,98 bB
Rhizophagus clarus 2,28 bA 2,21 cA 3,02 aA 2,35 bB
Inoculagdo Conjunta 1,61 cA 1,59 dA 1,83 dB 2,33 bA
Testemunha 1,68 cA 1,33¢eB 2,55 cA 2,18 bA
MSR (g vaso™)
Feijao Soja
Acaulospora scrobiculata 0,47 bB 0,66 aA 0,14 eA 0,18 dA
Claroideoglomus etunicatus 0,42 bA 0,47 cA 0,37 cA 0,37 cA
Dentiscutata heterogama 056 aA 0,55 bA 0,56 bA 0,53 bA
Gigaspora margarita 0,59 aA 0,46 cB 0,52 bA 0,31cB
Rhizophagus clarus 0,58 aA 0,40 cB 0,22 dA 0,18 cA
Inoculagdo Conjunta 0,55 aA 0,59 bA 0,62 aA 0,61 aA
Testemunha 0,46 bB 0,56 bA 0,59 aA 0,34 cB

Letras iguais maiusculas na linha e mindscula na coluna ndo diferem pelos teste
Scott-Knott a 5%.
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Na auséncia de ECM maior acumulo de calcio (Tabela 2) foi proporcionado
por R. clarus e G. margarita no feijdo. Na soja apenas G. margarita e Inoculagcdo Conjunta
ndo proporcionaram maior acumulo de célcio. Na presenca de ECM, no feijdo, todos os
tratamentos promoveram maior acumulo de célcio do que a Testemunha, sendo a G.
margarita a que proporcionou maior acumulo. Na soja R. clarus e G. margarita foram as
Unicas que ndo proporcionaram maior acumulo de célcio do que a Testemunha, sendo o
maior acumulo proporcionado por C. etunicatus. Comportamento diferenciado no feijao
pela adicdo de ECM s6 ndo foi observado em C. etunicatus, e a adicdo desse foi benéfico
apenas para G. margarita, A. scrobiculata e D. heterogama e na soja em quatro
tratamentos, sendo benéfico apenas na Inoculagdo Conjunta.

Na auséncia de ECM maior acumulo de zinco (Tabela 2) s6 nédo foi promovido
por A. scrobiculata e Inoculacdo Conjunta na cultura do feijao. Na soja maior acumulo foi
proporcionado por A. scrobiculata, R. clarus, C. etunicatus, sendo a primeira a que
promoveu maior acumulo. Na presenca de ECM, C. etunicatus e Inoculagdo Conjunta
foram inferiores a Testemunha, sendo G. margarita que proporcionou 0 maior acumulo no
feijdo. Na soja todos os tratamentos foram inferiores, na promocao de acumulo de zinco
em relacdo a Testemunha. No feijdo quatro tratamentos tiveram 0 comportamento
diferenciado pelo fator ECM, sendo que apenas G. margarita, A. scrobiculata e D.
heterogama foram beneficiadas. Na soja D. heterogama, Inoculagdo Conjunta e
Testemunha tiveram o comportamento diferenciado pela presenca de ECM e todas foram
beneficiadas por esse.

Na auséncia de ECM maior acumulo de fosforo (Tabela 2) foi obtido por R.
clarus, sendo que apenas D. heterogama e Inoculagdo Conjunta ndo foram superiores a
Testemunha. Na soja R. clarus e C. etunicatus promoveram o maior acumulo de fésforo e
os demais ndo diferiram da Testemunha. Na presenca de ECM maior acumulo de fosforo
no feijdo foi promovido por G. margarita e todos os tratamentos promoveram maior
acumulo de fésforo que a Testemunha. Na soja apenas R. clarus e G. margarita ndo
promoveram maior acumulo de fosforo, porém os demais tratamentos foram iguais a
Testemunha. No feijdo somente C. etunicatus ndo teve o comportamento diferenciado pelo
ECM, o qual ndo foi benéfico para R. clarus e Testemunha. Na soja trés tratamentos
tiveram comportamento diferenciado pelo ECM, sendo que este foi benéfico apenas para a

Testemunha.



Tabela 2. Acumulo de célcio, zinco e fosforo na parte aérea de feijao cultivar Pérola
e soja cultivar BMX Potencia RR, sem estimulante (SECM) e com
estimulante (CECM) de micorrizacdo formononetina

Fungo SECM CECM SECM CECM

Acumulo de Célcio (mg planta™®)

Feijdo Soja
Acaulospora scrobiculata 21,48 cB 32,41 bA 23,24 aA 22,15 bA
Claroideoglomus etunicatus 21,34 cA 19,28 eA 27,56 aA 27,09 aA
Dentiscutata heterogama 19,74 cB 27,70 cA 24,37 aA 24,17 bA
Gigaspora margarita 25,05 bB 38,58 aA 20,71 bA 16,95 cB
Rhizophagus clarus 32,81 aA 22,24 dB 25,61 aA 19,85 cB
Inoculacdo Conjunta 22,44 cA 18,95 eB 19,36 bB 23,45 bA
Testemunha 20,21 cA 14,90 fB 24,82 aA 20,29 cB

Acumulo de Zinco (mg planta?)

Feijdo Soja
Acaulospora scrobiculata 76,47bB  117,75bA 97,11 aA 85,26 bA
Claroideoglomus etunicatus 84,04 aA 73,83 eB 76,49 bA 78,56 CA
Dentiscutata heterogama 9235aB  106,27cA 54,17 cB 72,48 cA
Gigaspora margarita 88,99aB  142,12aA  58,95CcA 57,27 cA
Rhizophagus clarus 97,99 aA 99,03 cA 77,38 bA 66,84 cCA
Inoculacdo Conjunta 69,93 bA 62,67 fA 52,87 cB 70,90 cA
Testemunha 91,19 aA 86,46 dA 55,23cB 105,47 aA

Acumulo de Fosforo (mg planta™)

Feijao Soja
Acaulospora scrobiculata 3,34 bB 3,92 bA 1,91 bA 1,92 aA
Claroideoglomus etunicatus 2,91 cA 2,68 dA 2,21 aA 2,04 aA
Dentiscutata heterogama 2,47 dB 3,12 cA 1,95 bA 2,03 aA
Gigaspora margarita 3,18 bB 4,90 aA 1,85 bA 1,49 bB
Rhizophagus clarus 4,84 aA 3,38¢cB 2,50 aB 1,66 bA
Inoculagdo Conjunta 2,07 eB 2,57 dA 1,82 bA 2,07 aA
Testemunha 2,66 dA 2,22 eB 1,78 bB 2,23 aA

Letras iguais mailsculas na linha e mindscula na coluna ndo diferem pelos teste
Scott-Knott a 5%.



55

No feijdo as maiores taxas de colonizacdo foram promovidas por R. clarus e
Inoculacdo Conjunta, porém essa alta taxa ndo resultou em maior ganho de MSPA, tanto
na presenca quanto na auséncia de ECM. Apesar do baixo ganho em massa R. clarus
conseguiu promover uma melhor qualidade nutricional da planta, na auséncia de ECM,
proporcionando maior acumulo de célcio e zinco. O tratamento Inoculagdo Conjunta foi,
de modo geral, um dos que menos promoveu beneficio tanto na auséncia quanto na
presenca de ECM. Na presenca de ECM, C. etunicatus proporcionou maior taxa de
colonizacao coincidindo com aumento da MSPA e acumulo de célcio e fosforo na soja.

A inoculagdo com C. etunicatus, tanto no feijdo quanto na soja, ndo respondeu
ao ECM. E os FMAs que mais foram influenciados por ECM no feijdo foram G.
margarita, A. scrobiculata e na soja foram Inoculacdo Conjunta e Testemunha. Quanto a
compatibilidade entre os simbiontes, ressalta-se que os FMA que se destacaram para uma
cultura ndo foram os mesmos para a outra cultura.

De modo geral os FMA nativos do proprio solo conseguiram ser iguais e em
alguns casos até mesmo superiores a espécie de FMA inoculado demonstrando dessa forma
gue mesmo que se aumente a populacdo de determinado FMA que se mostrou promissor
na promogdo do crescimento, diversos fatores, devem ser considerados, entre eles, a
adaptacdo ao ambiente edafico e a compatibilidade entre os simbiontes. Cardoso (1986)
estudando FMA e tipos de solo, observou que determinado fungo pode se sair bem em um
solo e ja ndo ser favoravel em outro solo, mesmo quando este apresenta condi¢cdes para

favorecé-lo.

4.4 CONCLUSOES

Os fungos micorrizicos arbusculares mostram efeitos diferenciados para feijdo e soja.
Maior taxa de colonizagdo em feijdo ndo resultou em aumento de producdo e qualidade
nutricional. Na soja em presenca de estimulante de coloniza¢do micorrizica C. etunicatus
proporcionou maior taxa de colonizagdo, aumento de massa seca da parte aérea e acumulo
de calcio e fosforo.

A aplicacdo de estimulante de micorrizagdo proporcionou efeitos diferenciados para o

feijéo e soja.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A inoculagdo com fungos micorrizicos arbusculares proporciona melhoria da
qualidade nutricional e aumento da producao, porém essa varia de acordo com a espécie de
fungo utilizado e a cultura. Da mesma forma o estimulante de colonizagdo micorrizica
provém efeito benéfico na associacdo, com grande capacidade de estimular a comunidade

nativa.



