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BARAZETTI, André Riedi. Efeito de diferentes substratos na inoculacao
micorrizica, matéria seca, teores foliares de nitrogénio e fdésforo e na
produtividade de soja e milho. 2016. 82 f. Dissertacdo (Mestrado em
Microbiologia) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2016.

RESUMO

O fosforo € um dos nutrientes essenciais mais exigidos durante o ciclo de vida
vegetal, considerado um dos mais limitantes na producdo agricola. O
desenvolvimento de tecnologias que contribuam para um melhor aproveitamento do
P do solo, gerando menor demanda por fertilizantes quimicos € indispensavel uma
vez que se trata de um nutriente esgotavel e ndo-renovavel. Fungos Micorrizico
Arbusculares (FMA) sdo conhecidos por estabelecerem associacfes simbioticas
com raizes de plantas, auxiliando na absorcédo de nutrientes, principalmente do P.
Neste contexto, a formulacdo de um inoculante a base de um FMA, que possa ser
utiizado em larga escala, é uma alternativa para auxiliar na reducdo das
quantidades de fertilizantes fosfatados utilizados. O objetivo deste trabalho foi avaliar
a eficiéncia da vermiculita, da turfa e do fosfato de rocha, como veiculos na
inoculacdo de sementes de soja (Glycine max) e milho (Zea mays) para o FMA
Rhizophagus clarus produzido in vitro. O experimento foi conduzido em éarea
experimental da Universidade Estadual de Londrina, Brasil. Foram elaborados sete
tratamentos, distribuidos em cinco blocos casualizados, sendo: Tratamento
Agronémico (TA); MA + Turfa + P (MAT+P); MA + Vermiculita + P (MAV+P); MA +
Fosfato de Rocha + P (MAFR+P); MA + Turfa - P (MAT-P); MA + Vermiculita - P
(MAV-P); MA + Fosfato de Rocha - P (MAFR-P). As plantas foram avaliadas quanto
a: Colonizacdo micorrizica; matéria seca; P e N da parte aérea e produtividade de
graos. Para soja, foi observado incremento na produtividade de até 16,3% em
relagdo a TA, com a utilizacdo de vermiculita como veiculo para o indculo, sem
adubacdo fosfatada. Ja as plantas de milho, utilizando turfa como veiculo e
adubacao fosfatada, obtiveram ganhos de até 20% em produtividade.

Palavras-chave: Inoculante. Turfa. Vermiculita. Fosfato de rocha. Glycine max. Zea
mays. Rhizophagus clarus.



BARAZETTI, André Riedi. Effect of different substrates on mycorrhizal fungi, dry
matter, foliar nitrogen and phosphorus and the yield of soybean and corn.
2016. 82 p. Dissertation (Master’'s degree in Microbiology) — Universidade Estadual
de Londrina, Londrina, 2016.

ABSTRACT

Phosphorus is one of the most essential nutrients required during the cycle of plant
life, considered one of the most limiting agricultural production. The development of
technologies that contribute to a better use of soil P, generating less demand for
chemical fertilizers is essential, since it is an exhaustible nutrient and non-renewable.
Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) are known for establishing symbiotic associations
with roots of plants, aiding in the absorption of nutrients, particularly P. In this
context, the formulation of an AMF inoculant, which can be used in large scale, is an
alternative to help reduce the quantities of phosphate fertilizers used. The objective
of this study was to evaluate the efficiency of vermiculite, peat and rock phosphate,
as vehicles in soybean seed inoculation (Glycine max) and corn (Zea mays) to the
AMF Rhizophagus clarus produced in vitro. The experiment was carried in
experimental area of the State University of Londrina, Brazil. Seven treatments were
developed, distributed in five randomized blocks being: Agronomic Treatment (AT);
MA + Peat + P (MAT+P); MA + Vermiculite + P (MAV+P); MA + Rock Phosphate + P
(MAFR+P); MA + Peat - P (MAT-P); MA + Vermiculite - P (MAV-P); MA + Rock
Phosphate - P (MAFR-P). The plants were evaluated for; Mycorrhizal colonization;
dry matter; P and N shoot and grain yield. For soybean was observed to increase the
productivity of 16.3% compared to AT with the use of vermiculite as the carrier for the
inoculum, no phosphorus fertilization. As for the corn plants using peat as a vehicle
and phosphate fertilizer, made gains of up to 20% in productivity.

Keywords: Inoculant. Peat. Vermiculite. Rock phosphate. Glycine max. Zea mays.
Rhizophagus clarus. Productivity.
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1. INTRODUCAO

Com a finalidade de elevar a produtividade de grandes culturas,
guantidades consideraveis de fertilizantes séo utilizadas todo ano na agricultura.
Segundo levantamento da International Fertilizer Industry Association (IFA), no
ano de 2011, 172,2 milhdes de toneladas em formulagdes NPK foram utilizados
em todo o mundo. O Brasil € responsavel polo consumo de 65,9% de todo
fertilizante produzido, destinando a maior parte a culturas como a da soja e do

milho.

Como resultado, o Brasil é 0 segundo maior produtor de soja no mundo,
com producao estimada em 98,9 milhdes de toneladas, e produtividade média
de 2,9 ton ha, para safra 2015/16. Quanto a cultura do milho, aparece como
terceiro maior produtor mundial, com estimativa para safra 2015/16 de 84,7
milhdes de toneladas e produtividade média de 6,9 ton ha* (CONAB, 2016).

Apesar de ser um grande consumidor de fertilizantes, o Brasil ndo produz
grandes quantidades do mesmo, devido principalmente ao fato de n&o possuir
grandes reservas naturais de matéria-prima, importando a maior parte de paises

produtores, encarecendo 0s custos na agricultura nacional.

Entre os macronutrientes, o fosforo (P) é considerado um dos mais
limitantes ao desenvolvimento vegetal. Em solos intemperizados como o0s
Latossolos, que predominam no Brasil, fosfatos s&o encontrados
predominantemente em formas nao-labeis (NOVAIS; SMYTH, 1999).

Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMA) sédo simbiontes obrigatdrios
gue colonizam as raizes da maior parte das plantas, e podem auxiliar em sua
nutricdo, principalmente pela absorcdo desses fosfatos ndo-labeis, através de

uma associacdo denominada “micorriza”.

Atualmente a produgdo de inoculantes micorrizicos é realizada por
propagacdo do FMA em vasos armadilha, onde sdo mantidos em associacao
com plantas hospedeiras. Esse carater biotrofico obrigatorio inviabiliza a

producéo de inoculantes a base de FMA em larga escala.
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A utilizacdo de culturas de FMA produzidos in vitro € uma alternativa a
producdo convencional proporcionando a obtencdo de inéculo livre de

contaminantes e com grande namero de propagulos infectivos.

O primeiro pré-requisito para estabelecer uma cultura de fungos
micorrizicos € a capacidade destes, em completar seu ciclo de vida produzindo
quantidade consideravel de esporos e estruturas intraradiculares. O segundo
pré-requisito € a capacidade do material fangico produzido em cultura
monoxénica ser subcultivado continuamente, favorecendo a multiplicagdo do
material necessario para a distribuicdo e durabilidade da cepa. Seguindo essas
regras, apenas dez espécies foram publicadas, como sendo referencias para
subcultivo, sendo a maioria espécies de Glomus, dentre 0os quais encontra-se 0
FMA Rhizophagus clarus (DECLERCK et al., 2005).

Esse material fungico pode ser utilizado no tratamento de sementes, com
o auxilio de materiais que propiciem a adesao do indculo, denominados veiculos.
Para que um material possa ser considerado um bom veiculo, ele deve
apresentar alta retencdo de umidade, facilidade de processamento, auséncia de
toxidez, facilidade de esterilizacao, disponibilidade em grande quantidade, baixo
custo e boa adeséo as sementes (BURTON 1981; RONCHI E BALATTI 1991;
SMITH 1992).

Nesse contexto, a turfa apresenta-se como um dos mais promissores
veiculos, sendo amplamente utilizado como suporte para indculos bacterianos,
uma vez que possui elevada capacidade de adsorcdo para metais de transicao
e moléculas organicas polares, dado que é rica em grupos funcionais com cargas

negativas.

Outros materiais como a vermiculita e o fosfato de rocha, possuem

propriedades que propiciam sua utilizacdo como veiculos para in6culo.

Diante da necessidade crescente por novas tecnologias, com enfoque
sustentavel, que tenha como objetivo a reducéo da utilizacdo de fertilizantes
quimicos, a formulagdo de um inoculante a base de um FMA, que possa ser
utiizado em larga escala é uma alternativa para auxiliar na reducdo das

quantidades de fertilizantes fosfatados utilizados.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. AGRICULTURA NO BRASIL

Durante os ultimos cem anos a agricultura brasileira, notadamente
evoluiu, obtendo ganhos significativos na produtividade de um grande namero
de culturas, principalmente devido as inovacdes tecnoldgicas e sua difusdo entre
os produtores. Diante das estimativas de crescimento populacional, surge um
dos maiores desafios da humanidade, que € atender as exigéncias por producao
de alimentos para essa populacao (LOPES; GUILHERME, 2007).

O Brasil apresenta-se como um dos poucos paises capazes de contribuir
significativamente para o aumento da producdo de alimentos. Atualmente é o
quinto maior do mundo em extensdao territorial, ocupando uma éarea de 851,1
milhdes de hectares. Segundo dados da Conab (2016), sdo estimados que 58,5
milhdes de hectares corresponderao a areas cultivadas, com uma producao que
devera chegar a 210,3 milhdes de toneladas para a safra 2015/16. Esse aumento
equivale a 1,3% ou 2,6 milhdes de toneladas em relacao a safra 2014/15, quando

foram produzidos 207,7 milhdes de toneladas.

Entre as principais culturas produtoras de graos, as estimativas sao de
que a soja venha a ocupar a maior area cultivada no Brasil, com um total de até
33,1 milhdes de hectares cultivados, com producdo de 98,9 milhGes de
toneladas, seguida pela cultura do milho com até 15,5 milhGes de hectares e
producao de 84,6 milhdes de toneladas, feijao com 3,0 milhdes de hectares, com
producéo de 3,3 milhdes de toneladas, arroz com 2,0 milhdes de hectares, com
producao de 11,2 milhdes de toneladas e o algodéo que pode chegar a 952,1 mil
hectares com producéo de 2,2 milhdes de toneladas para caroco e 1,5 milhdes

de toneladas para pluma.

2.1.1. Cultura da Soja
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A soja (Glycine max L.) é uma dicotiledénea herbacea, pertencente a
familia Fabaceae, género Glycine L., espécie Glycine max, e forma cultivada
Glycine max (L.) Merrill. (SEDIYAMA, 2013). E uma planta anual, herbacea,
autdgama, que apresenta variabilidade em suas caracteristicas morfolégicas,
podendo variar de acordo com o ambiente. A altura pode variar de 30 a 200 cm,
apresentando mais ou menos ramificagdes. O ciclo pode levar de 75 dias para

as mais precoces e 200 dias para as mais tardias (SEDIYAMA, 2009).

Atualmente o Brasil ocupa o segundo lugar como produtor mundial de
soja, perdendo apenas para os Estados Unidos. A producgéo brasileira de soja
na safra de 2015/16 é estimada em 98,9 milh6es de toneladas, com
produtividade média de 2,9 ton hat, enquanto a média para o estado do Parana
é estimada em 3,2 ton ha'* (CONAB, 2016).

Quando comparada as demais leguminosas, a soja é a espécie de maior
importancia no mercado internacional, devido ao alto teor protéico e lipidico,
sendo utilizada na alimentagdo humana e animal ha milénios, além de ser a
principal fonte para producdo de 6leo vegetal e alternativa para producdo de
combustivel. A sua semente € composta por aproximadamente 40% de massa
protéica, 20% de Oleo e possui todos 0s nove aminoacidos essenciais (histidina,
isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina, triptofano e valina)
(LOPES et al., 2002; COSTA et al., 2005).

O 6leo da soja é também a matéria prima principal para a producéo de
biodiesel, com participacdo de aproximadamente 75% de um total de 305
milhdes de litros de biodiesel produzidos no Brasil em setembro de 2014 (ANP,
2015).

2.1.2. Cultura do Milho

O milho (Zea mays L.) pertence a ordem Gramineae, € um membro da
familia das Poaceae, género Zea, e espécie Zea mays L. originada do teosinto,

cultivada a mais de oito mil anos em muitas partes do mundo. Devido a sua
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grande adaptabilidade, a planta é cultivada desde o Equador até o limite das
terras temperadas, e desde o nivel do mar até altitudes superiores a 3600
metros, distribuida entre climas tropicais, subtropicais e temperados. E utilizada
na alimentacdo humana e animal devido as suas elevadas taxas nutricionais,
contendo quase todos os aminoacidos, com excec¢do da lisina e do triptofano
(BARROS; CALADO:; 2014).

Os gréos podem ser encontrados na cor amarela, branca ou variando de
preto a vermelho, com peso variado de 250 mg a 300 mg, composto de
aproximadamente 72% de amido, 9,5% de proteinas, 9% fibras e 4% Oleo. Seus
derivados séo utilizados na composicao de varios produtos alimenticios, como
margarinas, molhos de salada, 6leos comestiveis, paes, etc., além de ser
utilizado na indastria quimica, farmacéutica, de papéis, téxtil, entre outras
(EMBRAPA, 2006).

A semente do milho é classificada botanicamente como cariopse, e
apresenta trés partes, sendo, pericarpo, endosperma e embrido. O pericarpo é
uma camada fina e resistente, constituindo a parte mais externa da semente. O
endosperma é a parte da semente que esta envolvida pelo pericarpo e a que
apresenta maior volume, sendo constituida por amido e outros carboidratos. O
embrido, por fim, se encontra ao lado do endosperma, possui primérdios de
todos os 6rgdos da planta desenvolvida (BARROS; CALADO; 2014).

Na atualidade, a cultura do milho ocupa o segundo lugar no mundo em
area semeada, e o0 primeiro em termos de producado e produtividade. O Brasil
ocupa a terceira posicao entre os maiores produtores, atrds de Estados Unidos
e China, com estimativa de area cultivada na safra de 2015/16 para milho de
primeira e segunda safra de 15,5 milhées de hectares, com uma producéao total
de 84,7 milhdes de toneladas. O estado do Parana contribui com cerca de 15,9
milhGes de toneladas de grdos de milho, cultivados em uma area total de
aproximadamente 2,4 milhdes de hectares, com média de produtividade de 6,9

ton hal, enquanto a média nacional é estimada em 5,5 ton ha' (CONAB, 2016).
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2.2. PANORAMA GLOBAL DO CONSUMO DE FERTILIZANTES

Um dos principais fatores que contribuiram para o desenvolvimento da
agricultura brasileira, foram as pesquisas a respeito da fertilidade do solo, que
permitiram o uso eficiente de corretivos e fertilizantes agricolas, possibilitando
ganho de produtividade até 4 vezes maior para cada tonelada de fertilizante
mineral aplicado em um hectare (LOPES; GUILHERME, 2007).

Segundo o ultimo levantamento da International Fertilizer Industry
Association (IFA), no ano de 2011, foram consumidos 172,2 milhbes de
toneladas de fertilizantes em todo o mundo, dos quais 104,3 correspondem a
nitrogénio (N), 40,5 na forma de fertilizantes fosfatados (P20s) e 27,4 na forma
de fertilizantes a base de potassio (Kz20). Deste total, 87,5 milhdes de toneladas
foram aplicados para cereais, representando pouco mais da metade (50,8%) dos

fertilizantes utilizados em todo o mundo.

Para a cultura do milho foram destinados 16,1%, seguido pelo trigo com
15,8%, o arroz com 14,3% e 4,6% foram destinados para outros cereais. As
aplicagOes de fertilizantes para culturas oleaginosas foram estimadas em 19,0
milhdes de toneladas, representando 11,0% do consumo mundial, dos quais
3,9% destinados a cultura da soja, 2,0% para o 6leo de palma e 5,2% para as
outras oleaginosas. As culturas utilizadas na producao de fibras consumiram
4,1%, e as destinadas a producao de acucar 4,2%. As raizes e tubérculos 3%.
Frutas e vegetais juntos representaram 15,1%, e as demais culturas, incluindo
pastagens, representaram os 11,7% do consumo de fertilizantes em todo o
mundo (IFA, 2011).

Segundo dados da Associacdo Nacional Para Difusdo de Adubos
(ANDA), no ano de 2015 foram entregues ao consumidor final aproximadamente
30,2 milhdes de toneladas de fertilizantes, dos quais cerca de 21,1 milhdes (70%)

foram importados, e apenas 9,1 milhdes (30%) produzidos em Nosso pais.

O Brasil figura entre os paises que mais consomem fertilizantes no
mundo (Figura 1), representando 5,9% do mercado mundial, que equivalem a
10,1 milh&es de toneladas, das quais 2,9 sob a forma de N, 3,4 sob a forma de
P20s e 3,9 sob a forma de K20. Entre as principais culturas, a soja é a que mais
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movimenta o mercado de fertilizantes no Brasil, correspondendo a 32,5% do total
consumido, em seguida aparece o milho com 19,9%, arroz com 2,9% e trigo
2,8%. As culturas destinadas a producéo de fibras, como o algodao, representam

2,7% do consumo nacional de fertilizantes (IFA, 2011).

Figura 1 - Consumo de Fertilizantes no Mundo.

l]lllllﬂ.ﬂ.ﬂ,

China India Estados  Unido Brasil Indonesia
Unidos Europeia

35%
30%
25%
20%
15%
10%

5%

0%

EN mP205 mK20

Fonte: International Fertilizer Industry Association — IFA (2011).

2.3. PRINCIPAIS RESERVAS DE GAS NATURAL E FOSFATO DE ROCHA

A amonia (NHs) produzida a partir de gas natural € a base para producdo
de fertilizantes nitrogenados. O Brasil possui uma reserva de 0,5 trilh6es de m3
de gas natural, concentrados principalmente no estado do Rio de Janeiro. As
principais reservas de gas natural do mundo (Figura 2) se encontram no Irg,
seguido por Russia e Catar com reservas de 34,0, 32,6 e 24,5 trilhBes de m3,

respectivamente (ANP, 2015).
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Figura 2 - Reservas Provadas de Gas Natural em 2014 (Trilhbes de m3).
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Fonte: Agéncia Nacional do Petrdleo, Gas Natural e Biocombustiveis — ANP (2015).

Quanto aos fertilizantes fosfatados, a principal matéria prima utilizada na
producdo é a rocha fosfatica (RF), que em geral, pode ser classificada como
ignea ou sedimentar. As RFs igneas geralmente possuem apatita como forma
de fésforo, porém em baixa quantidade, atingindo de 36% a 40% de P20s.
Aproximadamente 80% da RF existente em todo o mundo € oriunda dos
depdsitos sedimentares, 0s quais, possuem caracteristicas fisicas e quimicas
distintas, variando desde materiais soltos e nado-consolidados, até rochas
endurecidas, desde fluoropatitas, quase sem substituicdo de carbonatos, até de
6% a 7% de carbonatos substituindo fosfato (STEWART; HAMMOND; Van
KAUWENBERGH, 2005).

Atualmente, Marrocos e Saara ocidental séo o0s paises que possuem as
maiores reservas de RF no mundo (Figura 3), totalizando 50 bilhdes de toneladas
(74,6%), seguidos pela China com 3,7 bilhdes de toneladas (5,5%). O Brasil
possui uma reserva total de 270 milhdes de toneladas (0,4%) (USGS, 2015).
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Figura 3 - Reservas Mundias de Rocha Fosfatica (Bilhdes de Toneladas).
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Fonte: United States Geological Survey — USGS (2015).

2.4. EXIGENCIAS NUTRICIONAIS DA S0JA E DO MILHO

2.4.1. Cultura da Soja

A Soja € uma cultura com elevada demanda nutricional (Tabela 1). Entre
0S macronutrientes o nitrogénio € o requerido e exportado em maior quantidade,
com valores préximos a 51 e 32 kg ha™ de N por tonelada de gréos
respectivamente. A fixacdo bioldgica do nitrogénio realizada por bactérias do
género Bradyrhizobium é a principal fonte de N para a cultura da soja. Assim
como o nitrogénio, o potassio também é exigido em grandes quantidades, cerca
de 28 kg ha! de K2O sdo necesséarios por tonelada de grdos produzidos,
exportando 18 kg ha?. Outro importante nutriente, exigido em grandes
qguantidades é o fosforo, com valores préximos a 10 kg ha* de P20s para cada
tonelada de grao produzido, em seguida aparece o enxofre (S) com exigéncias
em torno de 5,4 kg ha* seguido de calcio (Ca) com valores proximos a 3,0 kg ha-
1 e magnésio (Mg) com 2,0 ha* (EMBRAPA, 2013).

Micronutrientes como Boro (B), Cloro (CI), Molibdénio (Mo), Ferro (Fe),
Manganés (Mn), Zinco (Zn) e Cobre (Cu) s&o indispensaveis para 0

desenvolvimento da cultura, porém séo exigidos em menores quantidades.
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Tabela 1 - Quantidade absorvida e exportacdo de nutrientes pela cultura da soja.

Parte da N P,0Os K;O Ca Mg S B Cl Cu Fe Mn Mo Zn
planta kg (1000 kg) "' ou g kg™ g (1000 kg)™ ou mg kg™
Graos 51 100 20 30 20 54 20 237 10 70 30 5 40
Restos culturais 32 54 18 92 47 10,0 57 278 16 390 100 2 21
Total 83 154 38 122 67 154 77 515 26 460 130 7 61
% Exportada 61 65 53 25 30 35 26 46 38 15 23 71 66

Fonte: Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéaria - EMBRAPA (2013).

2.4.2. Cultura do Milho

Na cultura do milho, o nitrogénio o potassio e o fosforo, sdo extraidos e
exportados em grandes quantidades nos seus grédos (Tabela 2). A taxa de
absorcdo de N, na maioria das cultivares € maior no periodo que precede a
floracdo (60 a 70%). Em cultivares modernas, com genoétipo melhorado, podem
ocorrer dois picos de absorcdo de N, um antes da floracdo, e outro durante o
enchimento dos graos. O potassio é acumulado mais precocemente em relacéo
a N e P, antes da floracdo (CANTARELLA; DUARTE, 2004).

De acordo com Coelho (2006) as recomendacdes para a adubacéo
nitrogenada em cobertura sdo realizadas com base em curvas de resposta,
histérico da area e produtividade esperada. A recomendacdo da adubacédo
nitrogenada para a cultura do milho, de modo geral, varia de 70 a 220 kg ha',
de acordo com a meta de produtividade (EMBRAPA, 2015).

Esta meta deve ser estabelecida considerando fatores como: o historico
da area, a fertilidade do solo na camada superficial (0-20 cm) e subsuperficial
(20-40 cm), potencial produtivo do hibrido a ser utilizado, a altitude da area, risco
de ocorréncia de estiagem, entre outros. Normalmente, doses de N acima de
150 kg ha apenas se viabilizam com a semeadura de hibridos de alto potencial
produtivo em solos férteis, sem aluminio na camada de 0-40 cm, em regides de

maior altitude e com menor risco de estiagem (BROCH; RANNO, 2012).
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Apés o nitrogénio, o0 potdssio é o nutriente absorvido em maiores
quantidades pela cultura do milho, sendo em média, 30% exportado nos graos.
Para produtividades inferiores a 6,0 toneladas de gréos ha®, cerca 4 kg de K20
por tonelada de grados sdo exportadas. Ja para produtividades acima de 8,0
toneladas de gréos ha cerca 6 kg de K20 por tonelada de graos séo exportadas.
Para o milho destinado a producédo de forragem, a extracdo média é de 13 kg de
K20 por tonelada de matéria seca produzida (CANTARELLA; DUARTE, 2005).

Em relacdo ao fosforo, as doses recomendadas sdo normalmente altas,
devido a baixa eficiéncia de absorcéo (20 a 30%) do nutriente pela cultura. Uma
vez que o solo apresentar teores de P acima do qual ndo se espera resposta do
milho, a manutencéo desse valor deve ser realizada através da reposicéo anual.
Para cada tonelada de graos produzida sédo exportados 10 Kg de P20s. Quanto
aos micronutrientes, as plantas de milho exigem para uma produtividade de 9
toneladas ha: 2.100 g de ferro, 340 g de manganés, 400 g de zinco, 170 g de
boro, 110 g de cobre e, 9 g de molibdénio (COELHO, 2006).

Tabela 2 - Quantidade absorvida e exportacdo de nutrientes pela cultura do milho.

Parte da planta N P.0s K20
kg (1000 kg)™* ou g kg™

Gréos 20,0 6,9 20,4

Restos Culturais 15,0 55 8,4

Total 35,0 12,4 28,8

% Exportada 75 79,7 41,2

Fonte: Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéaria — EMBRAPA (2015).

2.5. DISPONIBILIDADE E ABSORCAO DO NITROGENIO

O nitrogénio presente no solo é encontrado predominantemente em

forma organica (95%), enquanto o N, na forma mineral assimilavel € encontrado
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na forma de nitrato (NO3’) ou amonio (NH4"). A transformacdo de N da forma
organica para a mineral, ocorre por meio da mineralizacdo, fendmeno que
compreende 0s processos de aminizacdo, amonificacéo e nitrificacdo, mediados

pela atividade microbiana presente no solo (PRADO, 2008).

O N2 representa 78% dos gases da atmosfera, no entanto, h4 escassez
do nutriente em formas passiveis de absorcdo pelas plantas, uma vez que o
nutriente é encontrado fortemente estabilizado. E um dos nutrientes exigidos em
maiores quantidades pelas plantas, sendo o mais limitante ao crescimento por
ser componente de proteinas, acidos nucléicos, membranas e diversos
horménios vegetais. A deficiéncia neste nutriente ocasiona clorose gradual das

folhas mais velhas e reducéo de crescimento da planta (FERNANDES, 2006).

A transformagdo do N2 gasoso para formas assimilaveis ocorre
predominantemente via fixacdo biolégica do nitrogénio (FBN), através da
interacdo com microrganismos de vida livre ou simbidticos, em uma relacédo onde
ambos os organismos séo beneficiados, uma vez que a planta cede carboidratos
provenientes da fotossintese ao microrganismo, que em troca, realiza a quebra
da tripla ligagédo do N2 por meio da acdo da enzima nitrogenase, fornecendo NHs
a planta (PRADO, 2008).

Dentre o0s microrganismos capazes de estabelecer relagBes
associativas, destacam-se os géneros Azospirillum, Azotobacter, Acetobacter,
Herbaspirillum, capazes de colonizar as raizes das plantas e seus tecidos
internos. Enquanto a simbiose entre Bradyrhizobium e a soja, destaca-se como
0 caso de maior sucesso no Brasil, onde a FBN é capaz de suprir totalmente a
exigéncia de N da cultura. A FBN com outras leguminosas, como o feijdo e o
amendoim, ndo supri totalmente a demanda de N pelas culturas, porem permite

reduzir a aplicagdo de fertilizantes quimicos (CANTARELLA, 2007).

Sao estimados que a FBN em éareas cultivadas contribua com até 32
teragrama (tg) ano' em todo o mundo, valor que corresponde a 30% da
producdo mundial de N na forma de fertilizantes. No Brasil, a FBN gera até 7,3
tg ano! em areas cultivadas, cerca de 3 vezes a quantidade de N de origem
industrial. S6 a cultura da soja é responsavel por 3,2 tg ano* de N via FBN
(NOVAIS et al., 2007).
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Para que a absorcéao do N pela planta ocorra, primeiramente deve haver
o contato do nutriente com as raizes da planta. O movimento do nutriente no solo
€ regido pelo fenébmeno de fluxo de massa (movimento de ions “junto com”
agua). Apos o contato entre N e a raiz, tem-se a absor¢cdo do nutriente nas
formas de N2 (FBN), aminoécidos, ureia, NHs* e predominante via NOs", devido
a sua alta disponibilidade no solo, quando comparado aos demais. (PRADO,
2008).

2.6. DISPONIBILIDADE E ABSORCAO DE FOSFORO

O fosforo € um nutriente essencial para o desenvolvimento de plantas,
considerado limitante para a producéo de biomassa em solos tropicais (NOVAIS;
SMYTH, 1999), uma vez que desempenha fun¢des estruturais na planta, sendo
componente de ésteres de carboidratos, fosfolipidios, coenzimas, acidos
nucleicos e nucleotideos, além de atuar em processos de transferéncia e
armazenamento de energia, na fotossintese, sinteses proteicas, multiplicacédo e

divisédo celular, e na fixacdo bioldgica do nitrogénio (PRADO, 2008).

A disponibilidade do fésforo é regulada pela acdo de microrganismos,
que imobilizam ou liberam os ions ortofosfatos, e também pelas propriedades
fisico-quimicas e mineralégicas do solo. Nos solos jovens, e nos
moderadamente intemperizados, como os Vertissolos, Chemossolos e o0s
Neossolos, é encontrado fosforo em minerais primarios, porém a maior parte se
encontra na forma organica, ou na forma mineral, adsorvida fracamente aos
minerais secundarios. J& em solos mais intemperizados, como os Latossolos, o
fésforo € encontrado predominantemente nas formas inorganicas associadas a
fracdo mineral com alta energia, e as formas organicas estabilizadas fisica e
guimicamente. Dependendo do grau de estabilidade destes compostos, sdo
classificados como fosfatos labeis os que possuem a capacidade de repor
rapidamente a solucdo do solo quando o fosforo € absorvido pelas plantas e nao-
labeis 0os que n&o possuem essa capacidade (WALKER; SYERS, 1976;
BARBER, 1995; CROSS; SCHLESINGER, 1995).
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O fosforo inorganico do solo é encontrado principalmente adsorvido a
oxihidroxidos de ferro e aluminio, mas também pode estar ligado ao ferro,
aluminio, calcio e adsorvido a matéria organica do solo através de pontes de
cations (NOVAIS et al., 2007). Ja o fésforo organico do solo, em células vegetais,
pode ser constituinte de nucleotideos, material genético, pode estar presente nos
fosfolipideos das membranas celulares, nos fosfatos de adenosina, como ATP e
ADP, e em ésteres de carboidratos, enquanto nas sementes, o P é acumulado
preferencialmente na forma de fosfatos de inositol (FERNANDES, 2006). Tanto
os acidos nucléicos quanto os fosfolipidios séo facilmente mineralizveis devido
a sua facil decomposicéo, ja os fosfatos inositol apresentam alta energia na
ligacdo com a estrutura quimica da molécula e alta carga residual, o que favorece
0 seu acumulo no solo, prejudicando a absor¢éo pelas plantas (DALAL, 1977;
TATE, 1984; STEWART; TIESSEN, 1987).

Em resultado a adicdo de adubos fosfatados aos solos, a maior parte do
acumulo de fosforo se encontra em formas inorganicas moderadamente labeis
(RHEINHEIMER; ANGHINONI; CONTE, 2003). O processo de absorcéo de
fésforo pelas plantas, em areas com acumulo de fosforo devido a adubacao
fosfatada sem posterior reposicdo ocasiona um processo continuo de deplecéo
do nutriente, primeiramente das formas labeis, seguida das formas
moderadamente labeis, e por fim das mais recalcitrantes (RHEINHEIMER;
KAMINSKI; ANGHINONI, 2000). No entanto, a absorcdo do fésforo proveniente
de formas mais recalcitrantes ndo ocorre em taxas satisfatérias para o
crescimento das plantas (GATIBONI, 2003).

O fésforo pode ser absorvido da solucéo do solo na forma de H2PO4 ou
HPO4?, predominando a absorcéo via H2POa4 devido a maior disponibilidade no
solo. A absorcéo de até 94% do fésforo ocorre por meio do contato do nutriente
com a raiz, através do fenbmeno de difusdo (movimento de ions a favor de um
gradiente de concentracdo), sendo favorecida pela aplicacdo localizada do

nutriente em regiées proximas as raizes (PRADO, 2008).

2.7. AMBIENTE RIZOSFERICO E SEUS PRINCIPAIS COMPONENTES



27

A regido do solo que sofre influéncia direta da presenca das raizes é
denominada rizosfera, e € onde ocorre a maior parte das interacdes entre
microrganismos e plantas (REIS et al., 2010). O ambiente rizosférico € de grande
mutabilidade, sua composicdo e estrutura séo determinadas pelos ciclos
vegetativos e suas dimensodes pelo tipo, composicdo e umidade do solo. As
plantas modificam as caracteristicas quimicas do solo na rizosfera por meio da
liberacé@o de fragmentos durante a expanséo radicular, e também, por meio dos
exsudatos radiculares solUveis, causando enriquecimento do solo com uma
variedade de compostos organicos, além da promocéo do consumo de oxigénio
e liberacdo de didéxido de carbono, da modificacdo da atmosfera radicular, da
absorcao seletiva de ions nutritivos, da regulacdo da concentracéo de sais, do
consumo de agua, da umidade, etc. (PEREIRA, 2007).

A rizosfera é dividida por alguns autores, em “ectorrizosfera”, area
externa das raizes, tendo em torno de 20 um desde a superficie radicular,
“‘endorrizosfera”, regido que compreende desde os tecidos corticais até o
rizoplano, tendo cerca de 10 um, e o “rizoplano”, superficie limitrofe entre a raiz
e o0 solo, contendo aproximadamente 1 pum de espessura (MOREIRA;
SIQUEIRA, 2006).

Os principais microrganismos encontrados no ambiente rizosférico séo:
FMA que se destacam por serem simbiontes obrigatorios que colonizam a maior
parte das plantas terrestres, formando uma associacdo denominada “micorriza”,
auxiliando em sua nutricdo, crescimento e tolerancia a doencas (SMITH; READ,
2008; ELSEN et al., 2008), e bactérias fixadoras de nitrogénio, especialmente
rizobios, que se relacionam com raizes de plantas leguminosas fornecendo
nitrogénio a partir da atmosfera para planta (ALLEN, 1989; ROLDAN;
ALBALADEJO, 1994).

Estima-se que microrganismos colonizem de 4 a 10% da superficie
radicular, onde formam pequenas col6nias dispersas em juncdes das células
epidérmicas ou em orificios gerados por lesdes ou ainda em areas de células
descamadas e na mucilagem nas pontas das raizes (MOREIRA; SIQUEIRA,
2006).



28

2.8. HISTORIA DA MICORRIZOLOGIA NO BRASIL

A historia da micorrizologia no Brasil comeca no inicio do século 19,
entre 1906 e 1937, com J. Rick, ao encontrar em florestas de Pinus, no estado
do Rio Grande do Sul, fungos ectomicorrizicos do género Amanita. Ja, nas
décadas de 60 e 70, Went e Stark (1968a, 1968b), comecam a discutir a funcéo
das micorrizas em ecossistemas tropicais, e Stark (1969, 1970a, 1970b, 1971)

estuda a colonizacao de plantas por fungos micorrizicos na floresta amazonica.

No ano de 1978, pela primeira vez, foram publicados resultados acerca
da ocorréncia de micorrizas vesiculo arbusculares em mudas de cafeeiro no
Brasil (CARDOSO, 1978).

Ja em 1986, é realizada a | Reunido Brasileira de Micorrizas (REBRAM),
em Lavras, MG, organizada por José Oswaldo Siqueira e Elisabeth Oliveira,
consolidando os estudos com micorriza no Brasil. Nos anos seguintes foram
realizadas a segunda, terceira e quarta REBRAM, ampliando a visibilidade da

pesquisa micorrizica.

Este grande interesse na micorrizologia no Brasil, surge da necessidade
da evolucéo e expansao da agricultura, uma vez que, o pais ocupava posicao de

destaque como um dos maiores produtores e exportadores do mundo.

2.9. FUNGOS MICORRIizICOS ARBUSCULARES

Quanto a origem dos FMA, duas hipGteses sdo consideradas como
possiveis explicacdes (STURMER, 1999). A primeira hipdtese pressupde que a
evolucdo e posterior diversificacdo das plantas s6 foi possivel devido ao
estabelecimento de uma simbiose entre uma alga semiaquatica e um

microbionte ancestral aquatico pertencente aos Oomicetos, atualmente
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classificado como Chromistas. A segunda hipétese € a de que o ancestral dos
FMA teria afinidades com um zigomiceto saprofitico com um habito mais
terrestre, 0 que seria mais plausivel, uma vez que os FMA sdo habitantes

comuns da biota do solo na maioria dos ecossistemas terrestres.

Dentre os varios tipos de micorrizas, as ectomicorrizas e as
endomicorrizas do tipo arbuscular, sdo consideradas as de maior importancia
(SIQUEIRA, 1994). As ectomicorrizas sdo caracterizadas pelo crescimento
intercelular, enquanto as endomicorrizas apresentam tanto crescimento inter

quanto intracelular no cortex da raiz (BERTOLAZI et al., 2010).

As endomicorrizas arbusculares pertencem ao Filo Glomeromycota,
classe Glomeromycetes (glomeromicetos), sendo classificados em quatro
ordens, treze familias e dezenove géneros, com pouco mais de 215 espécies
descritas. Sdo considerados organismos biotroficos obrigatérios, e formam
associacfes com as raizes de plantas vasculares terrestres epifitas, aquaticas e
também com rizoides e talos de bridfitas e outros vegetais basais, formando a
relagdo mutualistica denominada de micorriza arbuscular (MA) e micotalia, para

vegetais com e sem raizes, respectivamente (SOUZA et al., 2010).

Possuem micélio cenocitico, quitina como principal componente
estrutural da parede celular. Sdo assexuados e 0 modo de formacédo dos esporos
€ 0 que determina a qual familia e género eles pertencem. Os glomerosporos
sdao formados de trés modos principais que diferem basicamente pela
esporogénese: glomoide, gigasporoide e acaulosporoide. No morfotipo
gloméide, desenvolvem-se terminalmente (ou, as vezes, intercaladamente)
numa hifa suspensora cilindrica, sendo os esporos formados individualmente ou
em agregados e esporocarpos. No morfotipo acaulosporoide, ocorre a formacéo
de um saculo esporifero prioritariamente ao desenvolvimento dos esporos na
lateral (em Acaulospora, Archaeospora, Ambispora, Ortospora) ou dentro (em
Entrophospora, Intraspora, Kuklospora) da hifa suspensora. No morfotipo
gigasporoide, sdo formados individualmente a partir de uma célula bulbo por
brotacdo. Os padrbes de desenvolvimento dos esporos também determinam as
propriedades de suas paredes externas e internas e com origem independente
(MORTON; REDECKER, 2001; SOUZA et al., 2010).
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Os esporos sao as estruturas de reproducéo e protecdo dos FMA,
permitindo que o fungo se mantenha no solo por longos periodos. Em condi¢des
favoraveis de temperatura, pH e umidade os esporos germinam por meio do
crescimento de tubos germinativos e em seguida é formado o micélio. Podem
ser globosos, subglobosos e até irregulares, unicelulares hialinos, amarelos,
marrons a negros, e variam de 22 a 1,059 um, apresentando parede espessa
lisa ou ornamentada. Uma vez que possuem natureza assexuada, sao distintos
de zigosporos, azigosporos e clamiddsporos, todos os esporos de FMA séo
atualmente denominados glomerosporos (MAIA; SILVA; GOTO, 2010). Sua
diferenciacdo, ocorre tanto apicalmente quanto intercalarmente ao longo das
hifas, muitas vezes em associacdo com arbusculos. O exterior de sua parede é
originado da parede das hifas. O esporo em posicao apical, permanece atrelado
a hifa durante a maior parte do processo de maturacdo (DALPE; SOUZA;
DECLERCK, 2005).

Esporos sdo os propagulos mais importantes para disseminacao e
infeccdo dos FMA. A identificacdo dos géneros de FMA ¢ realizada de acordo
com suas caracteristicas e modo de formacédo, como: cor, tamanho, estrutura da
parede e da hifa de sustentacdo, presenca ou auséncia de esporocarpos
(GERDEMANN, 1968; HARLEY; SMITH, 1983; ZAMBOLIM; SIQUEIRA, 1985;
SILVEIRA, 1992; INVAM, 2003).

Os FMA apresentam uma fase denominada assimbibtica (ou pré-
simbidtica), que precede a associacdo micorrizica, que consiste da germinacao,
formacao de tubo germinativo e producao limitada de micélio assimbi6tico. Este
processo germinativo pode ocorrer na auséncia de hospedeiro, a partir das
reservas energéticas contidas no glomerosporo (SIQUEIRA et al., 1985; MAIA;
KIMBROUGHT; BENNY, 1994). No entanto, estudos apontam que a presenca
de certos compostos, denominados de fatores de ramificacao (estrigolactonas)
(AKIYAMA; HAYASHI, 2006), aumenta em plantas deficientes em P, induzindo
uma maior ramificagdo das hifas e colonizagdo micorrizica (NAGAHASHI;
DOUDS; FERHATOGLU, 2010).

A associagdo micorrizica, inicia-se antes do contato fisico entre fungo e

raiz, por meio da troca de sinais entre os simbiontes, principalmente pela
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exsudacgao de compostos capazes de estimular a ramificacao das hifas. Uma vez
que ocorre o contato entre hifas e a superficie das raizes, as hifas se diferenciam
em estruturas chamadas de apressorios, e penetram a epiderme. No interior da
raiz, o fungo pode crescer tanto inter quanto intracelularmente no tecido cortical,
ndo invadindo a regido meristematica e o tecido vascular. Em alguns casos, hifas
intracelulares podem diferenciar-se em arbdsculos, que s&o estruturas
circundadas por uma membrana plasmatica diferenciada de origem vegetal
chamada de membrana periarbuscular (LAMBAIS; RAMOS, 2010).

A presenca do arbusculo altera as células do cértex hospedeiras, o
amido desaparece e os nucleos aumentam de tamanho (GERDEMANN, 1968;
COX; SANDERS, 1974; COX; TINKER, 1976; BONFANTE-FASOLO, 1984;
ZAMBOLIM; SIQUEIRA, 1985; INVAM, 2003).

Na troca de nutrientes, as H* ATPase de membrana plasmatica do fungo
e da planta sdo responsaveis pela extrusdo unidirecional de ions H* aos custos
da quebra da molécula de ATP, gerando um gradiente eletroquimico que
impulsiona o transporte de fosfatos inorgéanicos (Pi), sacarose, glicose, frutose e
outros nutrientes, como nitrato e aminoacidos, via transportadores de
membrana. Os Pi absorvidos do solo pelas hifas extrarradiculares sé&o
convertidos em granulos de polifosfato e sédo transportados para perto da
membrana do arblsculo, onde sdo novamente convertidos em Pi e
transportados para a interface arbuscular, onde se ligam aos ions H* para serem
transportados para as células corticais da planta hospedeira. O gradiente de H*
ativa a abertura de canais de K* em ambas as membranas e impulsiona a
atividade dos transportadores de Pi. Em troca, a planta repassa sacarose,
proveniente da fotossintese a interface arbuscular, que é convertida em glicose
e frutose pela atividade de invertases, sendo entéo transportadas para as células
do FMA, onde séo utilizadas na sintese de lipideos ou glicogénio (RAMOS;
MARTINS, 2010).

Além dos arbusculos, alguns FMA desenvolvem vesiculas, que sao
estruturas resultantes de dilatagdes nas porc¢des terminal ou intercalar das hifas
corticais, ocorrendo inter ou intracelularmente. As vesiculas servem de estrutura

de reserva, armazenando granulos de lipidios e granulos de polifosfato, e ainda
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como estruturas de propagacao e repouso. Sao produzidas posteriormente aos
arbusculos tornando-se mais numerosas com o envelhecimento da raiz. De
acordo com a espécie do FMA, tanto o niumero quanto a morfologia da vesicula
podem variar (GERDEMANN, 1968; COX; SANDERS, 1974; BONFANTE-
FASOLO, 1984; ZAMBOLIM; SIQUEIRA, 1985; SILVEIRA, 1992; INVAM, 2003).

Vesiculas sdo estruturas pequenas, hialinas, que se assemelham a
pequenos esporos. Essas estruturas diferenciam-se ao longo da fase pré-
simbidtica em varias culturas monoxénicas de Glomus. Na fase simbiotica, as
vesiculas intrarradiculares variam de globosas a elipsoides, diferenciando-se
intercalarmente ou apicalmente ao longo das hifas, conectadas constantemente
com o micélio intrarradicular. Geralmente circundadas por uma parede dupla, de
1,0 a 2,5 um de espessura, preenchidas por material lipidico e organelas
requeridas para o crescimento autbnomo. Vesiculas, sédo propagulos infectivos
capazes de gerar colbnias fangicas funcionais, podendo ser observadas de 5
dias a 5 meses apés o estabelecimento da simbiose (DALPE; de SOUZA;
DECLERCK, 2005).

2.10. INTERACAO DE FMA coM OUTROS MICRORGANISMOS DO SOLO

Os microrganismos habitantes da rizosfera sdo fundamentais para os
sistemas agricolas e naturais, uma vez que participam ativamente dos ciclos
biogeoquimicos e da ciclagem da matéria orgéanica, além de influenciar o
enraizamento, produzir substdncias promotoras de crescimento, facilitar a

absorcado de nutrientes e proteger a planta contra patégenos (REIS et al., 2010).

FMA tem pouca ou nenhuma capacidade saprofitica, e ndo competem
diretamente com outros microrganismos da rizosfera por nutrientes no inicio da
colonizagdo. Porém, a partir do estabelecimento da associacdo, pode ocorrer
imobilizacéo de carboidratos pelo micélio interno, diminuindo sua disponibilidade
(ANDRADE; SILVEIRA, 2004).
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Microrganismos da rizosfera, ocasionalmente podem ter efeito negativo
sobre os FMA, através da predacgéo do micélio ou dos esporos ou pela excregado
de compostos inibitérios ao FMA. Por outro lado, microrganismos da rizosfera,
podem também influenciar positivamente o crescimento do micélio dos FMA,
através da imobilizacéo de inibidores de crescimento, como 0s metais pesados
manganés e zinco, que inibem a germinacéo, pela degradacao de compostos
inibidores produzidos pelo fungo durante seu crescimento, e producdo de
compostos estimuladores, como aminoéacidos, fitorménios, vitaminas, dentre
outros compostos (REIS et al., 2010).

Em raizes de leguminosas, a colonizacdo micorrizica ocorre
naturalmente e, quando noduladas pela acdo das bactérias fixadoras de
nitrogénio, ocorre a formacdo de uma simbiose denominada tripartite BFNNL-
Leguminosas-FMA (CARVALHO; MOREIRA, 2010).

Os custos da manutencéo da simbiose para a planta sdo elevados, uma
vez que tanto a micorriza, quanto as BFNNL, dependem das fontes de carbono
provindas da planta. No entanto, tal efeito pode ser compensando uma vez que
os simbiontes estimulam a fotossintese, o crescimento radicular, reduzem o
custo de producao de biomassa e o consumo de Oz pela raiz (MORTIMER;
PEREZ-FERNANDEZ; VALENTINE, 2008).

A FBN é um processo que demanda energia, sendo influenciada pela
nutricdo da planta com relacdo ao P, uma vez que os nddulos séo fontes de
dreno do nutriente, demandando cerca de trés vezes mais P do que o0s outros
orgaos. As micorrizas aumentam a absorcdo desse elemento pelas plantas,
assim como de outros macro e micronutrientes, beneficiando indiretamente a
FBN, principalmente em condicBes de baixa disponibilidade de P no solo
(MOREIRA; SIQUEIRA, 1995; SILVA-JUNIOR; SIQUEIRA, 1998; MOREIRA,
2008). J& o suprimento de N, provindo da FBN, aumenta o vigor da planta
hospedeira, beneficiando a micorriza pela maior oferta de fotoassimilados
(CARVALHO; MOREIRA, 2010).

Alguns trabalhos, propdem que em estagios iniciais, o estabelecimento
da simbiose tripartite € condicionado por fatores simbioticos, que incluem o
aumento da producgéo de flavonoides na planta devido a substancias liberadas

pelo fungo (“fatores Myc”) e pela bactéria (“fatores Nod”), gerando um estimulo
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entre FMA e BNNFL desde o estagio pré-simbidtico (XIE et al., 1995; GOSS; de
VARENNES, 2002; ANTUNES et al., 2006).

2.11. UTILIZACAO DE INOCULANTES AGRICOLAS

A crescente preocupacdo da sociedade com a preservacdo e a
conservacao do meio ambiente, tem estimulado o setor produtivo na busca por
tecnologias com enfoques mais ecolégicos, rentaveis e socialmente justos. Este
enfoque agroecologico se baseia na utilizacdo responsavel dos recursos

naturais (solo, agua, fauna, flora, energia e minerais) (REIS, 2007).

Diante desta necessidade, a utilizacdo de inoculantes agricolas, a base
de microrganismos previamente selecionadas, surge como uma possivel
solucéo para mitigar os impactos negativos da utilizacdo massiva de fertilizantes

quimicos.

Walter e Paau (1992) indicam que um inoculante, para fins comerciais,
deve estar disponivel em grandes quantidades, apresentar precos econdémicos
e uma formulacado efetiva, deve ser uniforme e de facil aplicacdo por parte do

consumidor.

A FBN é um processo bem estabelecido e conhecido, tanto que, as
primeiras referéncias sobre a simbiose entre rizébios e leguminosas no Brasil,
datam de 1930 em relatérios do Instituo Agrondmico de Campinas, sobre a
execucao de experimentos de inoculacao e distribuicdo de culturas de bactérias.
Em 1950, na Secdo de Microbiologia Agricola (SEMIA), da Secretaria da
Agricultura do Rio Grande do Sul, hoje Centro de Fixacdo Bioldgica do
Nitrogénio, da Fundacdo Estadual de Pesquisa Agropecuaria (FEPAGRO), foi
iniciada a pesquisa para a selecdo de estirpes e a producdo de inoculantes,
principalmente para soja, para atender a demanda motivada pelo inicio da
expansao da cultura, estimulada por industrias do setor agricola, que visavam
incentivar a industria de producgéo de o6leo (FREIRE; VERNETTI, 1999).
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Por outro lado, o cultivo de fungos micorrizicos arbusculares in vitro
ainda ndo é rotina, principalmente devido a sua condic¢ao de biotréfico obrigatorio
e pela falta de conhecimento sobre a relacdo entre fungo e planta. Desde a
metade da década de 70 um grande avan¢o vem ocorrendo no campo do cultivo
in vitro de fungos micorrizicos. Mosse e Hepper (1975) realizaram o primeiro
cultivo in vitro de forma monoxénica. Strullu e Romand (1986) foram os
responsaveis pelo primeiro subcultivo de FMA obtidos a partir de raizes
colonizadas e re-inoculados em varios sistemas de raizes. Em 1988, Bécard e
Fortin estabeleceram o cultivo de FMA in vitro, com raizes transformadas a partir
da Agrobacterium rhizogenes propiciando o crescimento e o desenvolvimento

micorrizico.

O primeiro pré-requisito para estabelecer uma cultura de fungos
micorrizicos é a capacidade do fungo em completar seu ciclo de vida produzindo
guantidade consideravel de esporos e estruturas intraradiculares, caracteristicos
do género a que pertencem. Considerando essas regras, apenas 15 espécies
sao consideradas bem estabelecidas em culturas monoxénicas, com a produgéo
de esporos maturos. O segundo pré-requisito é a capacidade do material fingico
produzido em cultura monoxénica ser subcultivado continuamente nas mesmas
condicbes, favorecendo a multiplicacdo do material necessario para a
distribuicdo e durabilidade da cepa. Seguindo essas regras, apenas dez
espécies foram publicadas, como sendo referencias para subcultivo, sendo a
maioria espécies de Glomus (DECLERCK; SEGUIN; DALPE, 2005).

Uma dessas espécies € o FMA Rhizophagus clarus, caracterizado por
produzir esporos de tamanho entre 100 e 260 um, coloragao variada, de branca
a amarela, de estrutura globosa, ou subglobosa, as vezes eliptica, ou ainda
irregular, com possibilidade de formacédo de esporos dentro das raizes, e hifas
normalmente cilindricas, de 18 a 24 um de largura, os arbusculos normalmente
sdo formados em células isoladas, de modo que sua distribuicdo parece dispersa
ou desigual (INVAM, 2014).

Atualmente, existem basicamente duas formas de se produzir
inoculantes a base de FMA. O cultivo convencional é realizado em vasos

armadilha, que favorecem a esporulacao para a producgéao, fornecendo esporos
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jovens e saudaveis (BAGYARAJ; STURMER, 2010). Desta forma, diversos
fatores, tanto de natureza bibtica quanto abidtica séo responséveis por regular a
ocorréncia dos FMA, interferindo na sobrevivéncia e na germinacdo dos
propagulos infectivos, como por exemplo, a quantidade e a composicdo do
fungo, a presenca de outros microrganismos do solo, a fisiologia do hospedeiro
e as condicdes climaticas (CARDOSO et al., 2010).

A alternativa ao cultivo convencional é a utilizacdo de culturas de FMA
produzidas in vitro, proporcionando a obtencdo de inoculo livre de
contaminantes, e com alto nimero de propagulos infectivos (Figura 4). Esses
propagulos podem ser utilizados no tratamento de sementes, com o auxilio de

materiais que propiciem a adesédo do indculo, denominados veiculos.

A pesquisa acerca de veiculos para inoculo de FMA carece de dados na
literatura. Em contraponto, veiculos para inoculos bacterianos, foram
amplamente estudados. Existem muitas opcfes na producéo e formulacao de
inoculantes, variando do mais sofisticado a forma rotineira, mais simples. A turfa
se apresenta como um dos melhores suportes para a elaboracéo de inoculantes
em pO comerciais, por atender as especificacbées de um bom veiculo, ou seja,
alta retencédo de umidade, facilidade de processamento, auséncia de toxidez,
facilidade de esterilizacéo, disponibilidade em grande quantidade, baixo custo e
boa adesdo as sementes (BURTON, 1981; RONCHI; BALATTI, 1991; SMITH,
1992).

Além da turfa, outros materiais vém sendo estudados quanto a
capacidade de manter células viaveis a partir do encapsulamento, caso de
biopolimeros como a caboximetilcelulose (CMC) e do amido (FERNANDES et
al., 2009), além de outros biopolimeros, como a goma xantana, que age na
reducdo de transferéncias de calor, além de possuir propriedades reoldgicas e
alta atividade de agua (MUGNIER; JUNG, 1985) e a goma arabica, por agir na
reducédo dos efeitos toxicos de alguns exsudatos liberados pelas sementes sobre
0 indculo (VINCENT; THOMPSON; DONOVAN, 1962).

A polivinilpirrolidona (PVP), um polimero sintético, é outro material
utilizado como veiculo bacteriano, patenteado como agente protetor para células
de rizobio na Nova Zelandia, em 1981 (ROUGHLEY, 1988).
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Estudos apontam que a capacidade de prote¢éo relacionada ao uso do
PVP, é devida a absor¢cdo de compostos poli-fendlicos dos exsudatos das
sementes, e da formacdo de um filme protetor, impedindo a perda de agua
(BUSHBY; MARSHALL, 1977).

Outros materiais podem ser considerados na elaboracdo de um
inoculante agricola, com base em suas caracteristicas, desde que atendam aos

pré-requisitos de um bom véiculo.
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Figura 4 - Desenvolvimento in vitro de Rizophagus clarus: formagéo de vesiculas na
fase présimbidtica (A); contato da hifa com a raiz e formagéo da estrutura de infec¢éo
(B); producéo de esporos (C, D); arquitetura do micélio extra-radicular “runner hyphae”
(RH) e “branched hyphae” (BH) (E); producéo de esporos no interior da raiz (F).

Fonte: Cely (2014)
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2.12. PROPRIEDADES DOS VEICULOS PARA O INOCULO

2.12.1. Turfa

A turfa € um organo-mineral, proveniente da decomposicdo de restos
vegetais, encontrada em area alagadas como varzeas de rios, planicies
costeiras e lagoas (FRANCHI, 2000). E composta por até 90% de agua, e
quando seca ao ar, esse teor pode ser reduzido para valores proximos a 40%
(SUFERT, 1998). E parte do estagio incipiente da formacg&o do carvdo mineral,
sendo considerado um mineral formado nos ultimos dez mil anos, resultante do
atrofiamento e da decomposicao incompleta de material lenhoso e de arbustos,

musgos, liqguens em condi¢gdes de umidade excessiva (AGUIAR,1987).

E um material poroso, altamente polar, e com elevada capacidade de
adsorcdo para metais de transicdo e moléculas organicas polares, devido
principalmente ao elevado teor de substancias hdmicas (acidos humicos e
fulvico) na sua matéria organica (ROSA; ROCHA; FURLAN, 2000; FRANCHI,
2004), rica em grupos funcionais com cargas negativas, como, acidos
carboxilicos e hidroxilas fendlicas e alcodlicas, que sdo justamente os sitios de
adsorcao dos metais em solugéo (PETRONI; PIRES, 2000).

A maior parte das reservas de turfa do mundo sdo encontradas em
regides de clima temperado, no hemisfério norte, principalmente em territorio
finlandés e bielorrusso, o restante € encontrado em regibes tropicais e
subtropicais, em ambientes florestais. Estima-se que o total do recurso no mundo
esteja entre 5 e 6 trilhdes de toneladas, cobrindo uma superficie de até 400

milhdes de hectares da superficie terrestre (USGS, 2015).

2.12.2. Vermiculita
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A vermiculita é classificada como um aluminosilicato hidratado de
magnésio, ferro e aluminio, possui formato lamelar e clivagem basal (UGARTE;
SAMPAIO; FRANCA, 2005). E um mineral de baixa densidade, formado por
laminas sobrepostas, constituido de tetraedros e octaedros de ferro e magnésio
(GRIM, 1968). Os grupos tetraédricos e octaédricos sao constituidos por ions
de oxigénio e ions hidroxila, ao redor de céations de Si** e AI** nos grupos
tetraédricos, e Al** ou Mg?* nos grupos octaédricos (SOUZA-SANTOS, 1975).

Podem prepara-se vermicultas contendo Mg, Ca, Na, K, Rb, Cs, Ba, Li.
H* e NH* como cations interlamelares. Nas posicdes octaédricas, embora
comumente ocupadas por Mg, Fe?* e quantidades de Al e Fe3* também podem
ser encontradas. Vermiculitas possuem a propriedade de absorcéo de liquidos
organicos entre suas camadas, e quando aquecidas a temperaturas superiores
a 300°C, ocorre o fendbmeno de exfoliagdo, que origina uma expansao que pode
atingir até 30 vezes o tamanho inicial da particula (DEER; HOWIE; ZUSSMAN,
2000).

A vermiculita € um material ndo abrasivo, inodoro, possui pH neutro,
inerte, possui propriedade de isolante térmico devido a sua alta temperatura de
sinterizacdo, caracteristicas de isolante acustico, € também utilizada na
agricultura hidroponica, como condicionador de solos, na composicdo de
fertilizantes, absorve 6leos, graxas e metais pesados (REIS, 2001).

Quanto a sua granulometria, as vermiculitas podem ser encontradas em
quatro diferentes formatos para comercializacdo: micron (90 a 100% das
particulas entre 0,15 e 0,50 mm), superfina (95 a 100% das particulas entre 0,21
e 0,30 mm), fina (90 a 100% das particulas entre 0,30 e 0,50 mm) e média (90 a
100% das particulas entre 0,50 e 1,19 mm) (MARTINS et al., 2012).

2.12.3. Rochas Fosfaticas

Os minerais apatiticos sdo formados sob diferentes regimes geol6gicos-

igneos, metamorficos ou sedimentares, sofrendo transformacdes por
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intemperismo, lixiviagdo, reprecipitacdo. Os depdsitos de fosfatos de origem
ignea, ou magmaética, geralmente sdo deficitarios em silica, com textura simples
e rochas associadas do tipo carbonatitos e ultrabasicas, em que a fluoropatita é
o principal mineral fosfatico, como em Jacupiranga e Catal&o no Brasil e Tenesse
nos EUA (HAMMOND, 1977; KAMINSKI, 1990).

Os fosfatos de origem sedimentar podem ser detriticos, precipitados
quimicos ou conter quantidades significativas de apatita féssil (organica). Sua
textura é subdividida em rochas consolidadas, que apresentam cimentac¢éo por
silica, carbonatos ou 6xido de ferro e/ou de aluminio, rochas ndo consolidadas
originarias de processos secundarios, como reordenacgdo, lixiviacao,
intemperizacdo e processos de enriquecimento natural; e 0s minerais
predominantes sdo apatitas com alto grau de substituicdes isomorficas de fosfato
por carbonato, sendo encontradas em areas desérticas ou de clima seco. S&o
muitas vezes identificados como francolitas ou fosforitas. S&o oferecidos no
mercado de fertilizantes como fosfatos naturais reativos que permitem sua
utilizagéo diretamente na agricultura, como os fosfatos naturais da Carolina do
Norte-EUA, de Gafsa- Tunisia, de Sechura- Peru e de Arad-Israel (HAMMOND,
1977).
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a eficiéncia de diferentes materiais que serviram como veéiculo na
inoculacao de sementes de soja (Glycine max) e milho (Zea mays) para o fungo
micorrizico arbuscular Rhizophagus clarus produzido in vitro no Laboratério de
Ecologia Microbiana, na Universidade Estadual de Londrina, PR, Brasil, visando

a formulacdo de um inoculante agricola.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar o potencial de colonizacdo do inoculo;

2. Avaliar a produtividade de gréaos para soja e milho;

3. Avaliar a matéria seca das plantas de soja e milho;

4. Determinar o acumulo de fésforo e nitrogénio da parte aérea das plantas

de soja e milho.
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Resumo

O Fosforo (P) € um dos nutrientes mais importantes e limitantes no desenvolvimento vegetal, no entanto, é
um recurso esgotavel e ndo renovavel. Fungos micorrizicos sdo conhecidos por auxiliarem as plantas na
absorcéo de P, através da formacdo de uma associagdo denominada micorriza arbuscular (MA). O objetivo
deste trabalho foi avaliar a eficiéncia da vermiculita, da turfa e do fosfato de rocha, como veiculos na
inoculacdo de sementes de soja (Glycine max) e milho (Zea mays) para o fungo micorrizico arbuscular
Rhizophagus clarus produzido in vitro. O experimento foi conduzido em area experimental da Universidade
Estadual de Londrina, no municipio de Londrina, PR, Brasil. Foram elaborados sete tratamentos,
distribuidos em cinco blocos casualizados, sendo: Tratamento Agrondmico (TA); MA + Turfa + P
(MAT+P); MA + Vermiculita + P (MAV+P); MA + Fosfato de Rocha + P (MAFR+P); MA + Turfa - P
(MAT-P); MA + Vermiculita - P (MAV-P); MA + Fosfato de Rocha - P (MAFR-P). As plantas foram
avaliadas, quanto a: Colonizac¢ao micorrizica, matéria seca, P e N da parte aérea e produtividade de gréos.
Para soja, foi observado incremento na produtividade de até 16,3% em relacdo a TA, com a utilizagdo de
vermiculita como veiculo para o indculo, sem adubacdo fosfatada. J& as plantas de milho, utilizando turfa

como veiculo e adubacdo fosfatada, obtiveram ganhos de até 20% em produtividade.

Palavras - chave: Rhizophagus clarus, inoculacéo, produtividade, turfa, vermiculita, fosfato de rocha.

1. Introducéo

Grande parte das interacGes que ocorrem entre microrganismos e plantas acontecem na regiao

sob influéncia da presenca das raizes, denominada rizosfera (Reis et al. 2010). Entre 0os microrganismos
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habitantes da rizosfera, os fungos micorrizicos destacam-se por serem simbiontes obrigatorios que
colonizam a maior parte das plantas terrestres, formando uma associagdo denominada “micorriza”,

auxiliando em sua nutricdo, crescimento e tolerancia a doengas (Smith e Read, 2008; Elsen et al. 2008).

Dentre os varios tipos de micorrizas, as ectomicorrizas e as endomicorrizas do tipo arbuscular
(MA), sdo as de maior ocorréncia no ambiente, estabelecendo relacbes com varias espécies de plantas
(Bundrett 2002). As ectomicorrizas sdo caracterizadas pelo crescimento intercelular, enquanto as

endomicorrizas apresentam tanto crescimento inter quanto intracelular (Bertolazi et al. 2010).

Os Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMA) colonizam o cértex de raizes micotroficas e
formam estruturas chamadas de arbudsculos, em seguida desenvolvem o micélio extraradicular, expandindo
a area de adsorcdo de nutrientes do solo, principalmente fésforo, translocando-os para o interior celular
(Moreira e Siqueira 2006; Smith e Read 2008). FMA atuam ainda na estabilizacdo de agregados no solo
(Rilling 2004), aumentam a resisténcia a stress hidrico (Garg e Chandel 2009) e a protecdo contra patégenos
(Jung et al. 2002).

Por dependerem da associa¢do com raizes hospedeiras, a propagacdo e distribuicdo em larga
escala dos FMA é dificultada (Cavalcante et al. 2009). Atualmente, a producdo de inoculantes a base de
FMA é realizada por propagacdo em vasos armadilhas, por favorecerem a esporulacéo (Bagyaraj e Sturmer
2010). No entanto, diversos fatores interferem na sobrevivéncia e na germinacdo de propégulos infectivos,
como por exemplo, a quantidade e a composicdo do fungo, a presencga de outros microrganismos no solo,
a fisiologia do hospedeiro e as condi¢des climaticas (Cardoso et al. 2010). A utilizagdo de culturas de FMA
produzidas in vitro é uma alternativa a producéo em vasos armadilha, proporcionando a obtengdo de inéculo

livre de contaminantes, e com alto nimero de propagulos infectivos.

O primeiro pré-requisito para estabelecer uma cultura de fungos micorrizicos é a capacidade
destes, em completar seu ciclo de vida produzindo quantidade consideravel de esporos e estruturas
intraradiculares. O segundo pré-requisito é a capacidade do material fangico produzido em cultura
monoxénica ser subcultivado continuamente, favorecendo a multiplicacdo do material necessario para a
distribuicdo e durabilidade da cepa. Seguindo essas regras, apenas dez espécies foram publicadas, como

sendo referéncias para subcultivo, sendo a maioria espécies de Glomus (Declerck et al. 2005).

Esse material fungico pode ser utilizado no tratamento de sementes, com o auxilio de suportes
que propiciem a adesdo do in6culo, denominados veiculos. Para que um material possa ser considerado um
bom veiculo, ele deve apresentar alta retencdo de umidade, facilidade de processamento, auséncia de
toxidez, facilidade de esterilizacdo, disponibilidade em grande quantidade, baixo custo e boa adesdo as
sementes (Burton 1981; Ronchi e Balatti 1991; Smith 1992).

Neste contexto, a turfa apresenta-se como um material poroso, altamente polar, e com elevada
capacidade de adsorcdo para metais de transicdo e moléculas organicas polares, devido principalmente ao
elevado teor de substancias huimicas (acidos himicos e falvico) na sua matéria organica (Rosa, Rocha,
Furlan 2000; Franchi 2004), rica em grupos funcionais com cargas negativas, como, acidos carboxilicos e
hidroxilas fenélicas e alcodlicas, que sdo justamente os sitios de adsor¢do dos metais em solucéo (Petroni
Pires 2000).
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Outro material interessante é a vermiculita, uma vez que ndo é abrasivo, inodoro, possui pH
neutro, inerte, é também utilizado na agricultura hidropdnica, como condicionador de solos, na composicao
de fertilizantes, absorve 6leos, graxas e metais pesados (Reis 2001). Vermiculitas possuem a propriedade
de absorcdo de liquidos organicos entre suas camadas, e quando aquecidas a temperaturas superiores a
300°C, ocorre o fendmeno de exfoliacdo, que origina uma expansdo que pode atingir até 30 vezes o tamanho

inicial da particula (Deer, Howie, Zussman 2000).

Fosfatos de rocha, por sua vez, sdo materiais com textura subdividida em rochas consolidadas,
que apresentam cimentacdo por silica, carbonatos ou 6xido de ferro e/ou de aluminio, e rochas néao
consolidadas originarias de processos secundarios, como reordenacédo, lixiviacdo, intemperizagdo e
processos de enriquecimento natural. S8o oferecidos no mercado de fertilizantes como fosfatos naturais
reativos que permitem sua utilizacéo diretamente na agricultura (Hammond 1977).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia destes trés diferentes materiais, selecionados
com base em suas caracteristicas, na colonizacdo micorrizica, desempenho produtivo, biomassa e teores
foliares de N e P, através da inoculagcdo com o fungo micorrizico R. clarus produzido in vitro, em plantas
de soja (Glycine max) e milho (Zea mays), cultivadas em tratamentos com adubacdo completa e tratamentos

sem adubacdo fosfatada.

2. Materiais e métodos

2.1, Experimento em Campo

Os experimentos foram desenvolvidos no municipio de Londrina - PR, Brasil em é&rea
experimental da Universidade Estadual de Londrina (23°34°16”° S, 51°20°77> W), em sucessdo a um

cultivo de trigo. O solo da area é classificado como Latossolo Vermelho Distroférrico (Embrapa 1999).

2.2. Caracterizacdo quimica do solo

A caracterizagdo quimica apontou os seguintes valores: pH (CaCl,) 5,0; H*Al 5,76 cmol. dm3;
AI** 0,00 cmol, dm?; Ca?* 5,60 cmolc dm®; Mg?* 2,05 cmol. dm™®; K* 0,50 cmol; dm™®; P 15,60 mg dm';
C 20,02 g dm3.

2.3. Tratos Culturais



47

A area utilizada foi previamente manejada a fim de evitar o aparecimento de ervas daninhas com
a utilizacdo do herbicida N-(fosfometil) glicina, que corresponde ao produto comercial Roundup®, na dose
recomendada. O controle da ferrugem asiatica da soja foi realizado com a utilizacdo dos produtos:
Pyraclostrobina + Epoxiconazol, que correspondem ao produto comercial Opera®, e Mancozebe, que
equivale ao produto comercial Unizeb Gold; Trifloxistrobina + Ciproconazol, que correspondem ao produto
comercial Sphere Max, + Mancozebe. O controle de pragas e insetos foi realizado por meio da utilizacéo
dos produtos: Clorpirifos, que equivale ao produto comercial Lorsban, + Imidacloprido, que corresponde

ao produto comercial Imida Gold, obedecendo as doses recomendadas.

2.4. Delineamento experimental

2.4.1. Experimento com Soja

Para adubagcéo da area foram utilizadas doses de 200 kg ha* das formulagdes NPK 00-20-20, e
NPK 00-00-20. O delineamento experimental utilizado foi o Delineamento em Blocos Casualizados (DBC),
onde foram avaliados sete tratamentos distintos (Tabela 1) com cinco repeticdes cada. A semeadura foi
realizada com o auxilio de uma semeadora manual. Foi adicionado grafite as sementes, afim de garantir
que ndo houvesse atrito da semente para com 0s componentes da semeadora, propiciando um estande
uniforme. O espacamento utilizado foi de 0,1 m entre sementes de soja, com 6 linhas por parcela, separadas
por 0,45 m. Cada parcela foi delineada com 5,0 m de comprimento por 3,0 m de largura, com populagéo
estimada de 200 mil plantas ha™*. Como area (til para coleta de dados foram considerados 12 m? referentes
as quatro linhas centrais, desconsiderando as duas linhas externas, além de 1,0 m das extremidades, que
serviram de bordadura. A semeadura da soja foi realizada no dia 03 de dezembro de 2014 e a colheita no
dia 06 de abril de 2015.

2.4.2.  Exprimento com Milho

A adubagcio da area foi realizada utilizando doses de 200 kg ha* das formulagdes NPK 00-20-
20, e NPK 00-00-20. Foi utilizado como delineamento experimental o Delineamento em Blocos
Casualizados (DBC), onde foram avaliados sete tratamentos distintos (Tabela 1) com cinco repeticdes cada.
A semeadura foi realizada com o auxilio de uma semeadora manual com adicéo de grafite as sementes. O
espacamento utilizado foi de 0,3 m entre sementes de milho, com 6 linhas por parcela, separadas por 0,45
m. Cada parcela foi delineada com 5,0 m de comprimento por 3,0 m de largura, com populacdo de plantas
estimada em 66,7 mil plantas hat. Como érea (til para coleta de dados foram considerados 12 m? referentes

as quatro linhas centrais, desconsiderando as duas linhas externas, além de 1,0 m das extremidades, que
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serviram de bordadura. A semeadura do milho foi realizada no dia 12 de dezembro de 2014 e colhido no
dia 06 de maio de 2015.

Tabela 1. Tratamentos avaliados para cultura da soja e do milho sob diferentes adubac6es.

Soja Milho
Tratamento Adubacéo Tratamento Adubacéo
TA: Tratamento Agrondémico NPK; 00-20-20 TA: Tratamento Agronémico NPK; 10-10-10
MAT-P: MA + Turfa NPK; 00-00-20 MAT-P: MA + Turfa NPK; 10-00-10
MAFR-P: MA + Fosfato de MAFR-P: MA + Fosfato de
NPK; 00-00-20 NPK; 10-00-10
Rocha Rocha
MAV-P: MA + Vermiculita NPK; 00-00-20 MAV-P: MA + Vermiculita NPK; 10-00-10
MAT+P: MA + Turfa NPK; 00-20-20 MAT+P: MA + Turfa NPK; 10-10-10
MAFR+P: MA + Fosfato de MAFR+P: MA + Fosfato de
NPK; 00-20-20 NPK; 10-10-10
Rocha Rocha
MAV+P: MA + Vermiculita NPK; 00-20-20 MAV+P: MA + Vermiculita NPK; 10-10-10

2.5. Cultivares utilizadas

Para a semeadura da soja, foram utilizadas sementes BMX Poténcia RR (Brasmax), tratadas com
produto Metalaxil-M + Fludioxonil na dose recomendada. A cultivar pertence ao grupo de maturagéo semi-
precoce, com baixa exigéncia a fertilidade, habito de crescimento indeterminado, de porte alto, resistente
ao acamamento, resistente ao Cancro de Haste, a Podriddo Radicular de Phytophthora, moderadamente

resistente a Mancha Olho-de-Ra e susceptivel a Pustula Bacteriana.

Para a semeadura do milho, foram utilizadas sementes DOW PowerCore 2B688HR (Dow
AgroSciences), tratadas com produto Metalaxil-M + Fludioxonil na dose recomendada. A cultivar é
caracterizada como hibrido triplo, pertencente ao grupo de maturagéo das superprecoce, de ciclo precoce,
época de plantio C/N/T/S (cedo, normal, tardio, safrinha), textura semiduro, resisténcia alta ao acamamento,
altura de planta de 2,10 m.

2.6. Condic0es climaticas



49

Os dados climaticos correspondentes ao periodo em que o experimento foi conduzido foram
obtidos a partir das observacgdes da estacdo meteorolégica do Instituto Agrondmico do Parana (IAPAR). A
temperatura média e a precipitacdo acumulada em trés decéndios de cada més, sdo apresentadas na Figura
1.

O experimento com soja apresentou temperatura média diaria de 24 °C e precipitacdo acumulada,
no periodo de 03/12/14 a 06/04/15 igual a 737,5 mm, valor 18,7% maior do que o observado no mesmo
periodo da safra anterior quando foram registrados 621,1 mm. Enquanto o experimento com milho
apresentou temperatura média diaria de 23,5 °C, com precipitacdo acumulada no periodo de 12/12/14 a

06/05/14 igual a 811,1 mm, valor 13,9% maior do que o observado no mesmo periodo da safra anterior.

2.7. Inoculacdo com Rhizophagus clarus

O indculo de R. clarus, foi obtido da cole¢do do Laboratério de Ecologia Microbiana — LEM,
onde previamente foram realizados os procedimentos: cultivo de raizes hospedeiras; desinfeccdo de
propagulos; germinagdo de esporos; inducdo da associa¢do micorrizica in vitro e subcultivo do FMA in

vitro.

O indculo de R. clarus foi produzido em condigdes in vitro, em associa¢do com raizes de cenoura
(Daucus carota L.) transformadas (Ri T-DNA). A sobrevivéncia do inoculo foi garantida através do
subcultivo continuo de fragmentos jovens de raizes colonizadas, em meio mineral minimo M (Bécard,;
Fortin 1988). Para inoculagdo do FMA R. clarus nas sementes de soja e milho foram utilizados trés
diferentes materiais, sendo: turfa, vermiculita e fosfato de rocha, como veiculos para o in6culo, conforme
patente BR 1020140173897 de 15/07/2014.

Tanto para as sementes de soja, quanto para as sementes de milho, foram preparados trés
recipientes, aos quais foram adicionados um material adjuvante, com a finalidade de promover a adeséo de
hifas, esporos e fragmentos de raizes, em seguida foi adicionado o inéculo do FMA R. clarus, e por fim
foram adicionados separadamente, a vermiculita, a turfa e o fosfato de rocha. Todo o material foi
homogeneizado e armazenado para posterior semeadura. A concentracdo do indéculo utilizada foi de

aproximadamente 47,5 esporos do fungo para cada grama de semente.

Ao final do experimento as plantas de soja e milho foram avaliadas quanto a: matéria seca, teores
de fésforo e nitrogénio da parte aérea, potencial de colonizagédo pelo FMA R. clarus e produtividade de

gréos.

2.8. AvaliacGes
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Para determinacdo da matéria seca, foram coletadas cinco plantas de linhas adjacentes as trés
linhas centrais, por parcela de cada tratamento do experimento, apds constatado o inicio do florescimento
em fase de desenvolvimento R1. Em seguida, essas plantas foram secas a 50 °C até massa constante, e

pesadas. A expressdo dos resultados foi estimada em gramas por planta.

A determinacéo de Fdsforo e Nitrogénio foi realizada através da colheita dos foliolos do terceiro
trifdlio, a partir do apice, sem peciolo, ap6s constatado o inicio do florescimento, em fase de
desenvolvimento R1. Para o milho, foram coletadas folhas opostas e abaixo da primeira espiga (superior),
excluida a nervura central, apds o surgimento da inflorescéncia feminina. Ambas foram secas em estufa a
52 °C até massa constante e em seguida moidas. O fosforo foi extraido por digestdo nitroperclérica e
quantificado de acordo com o Murphy e Riley (1962), enquanto o nitrogénio foi extraido por meio de

digestdo sulfurica e quantificado de acordo com Sarruge e Haag (1974).

O sucesso da colonizagdo pelo FMA, foi avaliado através da coleta das raizes de cinco plantas
de soja e milho, ap6s constatado o inicio do florescimento em fase de desenvolvimento R1, de linhas
adjacentes as trés linhas centrais, que posteriormente foram clarificadas e coradas segundo Phyllips e
Hayman (1970). As estruturas fungicas foram visualizas e contabilizadas com o auxilio de um estereoscopio

(40x) pelo método de grid-line (Giovanetti e Mosse 1980).

A determinagdo da produtividade de graos foi realizada através da colheita de 3 m? das linhas
centrais de cada parcela, de ambos os experimentos. Em seguida foi estimado o peso em ton ha para soja

e milho.

2.9. Analise Estatistica

Para verificar se os dados obtidos seguem distribui¢cdo normal, aplicou-se o teste Shapiro-Wilk
com o= 5%. A homogeneidade das variancias foi verificada através do teste de Bartlett com o= 5%. Uma
vez que todos os resultados atenderam aos pressupostos, aplicou-se a analise de variancia. As médias foram

comparadas pelo teste de Duncan através do programa estatistico R, considerando p<0,10 (Nelson 1989).

3. Resultados e Discussoes

O estudo de producdo de inoculante agricola a base de fungos micorrizicos arbusculares é
recente, e sd0 poucos os experimentos relatados na literatura que elucidem sobre os efeitos destes para com
as grandes culturas, em termos de produtividade. Grande parte desses ensaios é realizado a partir da

inoculacdo com fungos advindos diretamente do solo, mantidos em associa¢do com plantas hospedeiras.
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3.1 CondicGes Climaticas

A faixa de temperatura do ar para que a soja melhor se desenvolva é de 20 °C a 30 °C, sendo que
a temperatura de 30 °C é considerada ideal para o seu crescimento e desenvolvimento. A disponibilidade
de &4gua € importante, principalmente em dois periodos de desenvolvimento da soja: geminacdo-emergéncia
e floracdo-enchimento dos gréos. Nesses periodos, tanto o0 excesso quanto o déficit hidrico sdo prejudiciais

a obtencdo de uma boa uniformidade na populacdo de plantas (Embrapa 2013).

Na cultura do milho, o ponto de crescimento, encontrado abaixo da superficie do solo, é bastante
afetado pela temperatura do solo nos estadios iniciais do crescimento. Temperaturas baixas podem
aumentar o tempo entre um estadio e outro, alongando o ciclo da cultura, podendo aumentar o nimero total
de folhas, atrasar a formacdo do penddo e diminuir a disponibilidade de nutrientes para a planta. A
disponibilidade de &gua nesse estddio é fundamental, por outro lado, o excesso de umidade ou
encharcamento, quando o ponto de crescimento ainda se encontra abaixo da superficie do solo, pode matar

a planta em poucos dias (Embrapa 2015).

Neste experimento foram verificados periodos de estresse hidrico tanto no inicio do ciclo de
ambas as culturas, no més de dezembro de 2014, possivelmente prejudicando a germinagdo e a emergéncia
das plantulas, e a formacéo da populacéo final de plantas, como no periodo que compreendeu a floragao-

enchimento dos gréos de soja e em que o0 milho se encontrava em estagio R1, em janeiro de 2015.

3.2. Soja

A partir dos resultados obtidos, foi possivel verificar que o tratamento que recebeu inéculo do
FMA, por meio da utilizacdo de vermiculita como veiculo, acrescida de adubagdo NPK: 00-20-20
(MAV+P) diferiu significativamente do tratamento que utilizou a turfa como veiculo com adubacéo NPK:
00-20-20 (MAT+P), apresentando maior nimero de raizes colonizadas (63,5%) (Figura 3), fato que pode
estar relacionado com o maior crescimento micelial e esporulagdo observados nos espagos interlamelares
do veiculo, possivelmente preservando os propéagulos infectivos, e consequentemente incrementando a

colonizagdo micorrizica.

No entanto, ambos os tratamentos ndo diferiram significativamente do Tratamento Agronémico,
com adubacdo NPK: 00-20-20 (TA), resultado que pode ser justificado pelo alto teor de fosforo presente
no solo da érea utilizada. Varios estudos comprovam que o P, em doses elevadas, inibe a CM. De acordo
com Paul e Clark (1996), na maioria das plantas, concentracfes elevadas de P e N, inibem a colonizagéo
micorrizica. Fendmeno observado por Bressan et al. (2001), que ao avaliarem o efeito de diferentes doses
de P na CM de trés espécies de FMAs (Gigaspora margarita, Glomus etunicatum e Rhizophagus clarus)

verificaram inibicdo para todas as espécies em doses elevadas de P.



52

Cely (2014) observou também, incremento em relacdo aos teores de N e P em até 24% para
plantas inoculadas com FMA e com adubacdo NPK 00-20-20 quando comparadas a plantas que apenas
receberam a adubacdo quimica, divergindo dos resultados obtidos neste experimento, uma vez que nao se
verificou diferenca estatistica dos tratamentos que receberam inoculacdo do FMA para com o tratamento

agrondmico, apenas adubado.

O tratamento com turfa como veiculo, com adubacdo NPK: 0-20-20, foi o que apresentou
maiores valores para matéria seca (Figura 4), diferindo significativamente de TA. Os demais tratamentos
ndo apresentaram diferenca entre si e nem paracom TA. Bressan et al. (2001), verificaram que o P em altas
doses inibiu a CM, porém sua maior disponibilidade no solo beneficiou o incremento da MS da parte aérea,

possivelmente pela agdo das MAs no aumento da nodulacéo e fixag&o bioldgica do nitrogénio (FBN).

Quanto a produtividade (Figura 5), o tratamento que utilizou vermiculita como veiculo para o
indculo, acrescido de NPK 0-0-20 (MAV-P) foi o que demonstrou ser mais eficiente em proporcionar
rendimento de gréos, apresentando valor médio de produtividade de 5,0 ton ha?, 23,9% a mais do que o
tratamento que utilizou fosfato de rocha como veiculo para o indculo, acrescido de NPK 0-20-20 (MAFR-
P) que apresentou valor médio de produtividade de 4,0 ton ha’, e 16% a mais sobre o valor apresentado
pelo tratamento agrondmico (TA), que alcancou 4,3 ton hal. Fato que pode ser justificado pelas
propriedades fisicas do veiculo, como elevacdo da aeracdo e 0 aumento da capacidade de retencdo de agua
e nutrientes, contribuindo para a efetividade da associagdo micorrizica em absorver e translocar P do solo

para a planta, consequentemente incrementando a produtividade.

A analise foliar para o fésforo da parte aérea (Figura 6), revelou que, assim como para
produtividade, houve diferenga significativa entre MAV-P e MAFR-P. MAV-P foi o que apresentou
maiores teores do nutriente. Ambos ndo diferiram significativamente dos demais tratamentos. A analise
foliar para nitrogénio (Figura 7), revelou que MAFR-P apresentou maiores teores do nutriente na parte
aérea das plantas, diferindo significativamente de MAT+P, ambos ndo diferiram significativamente dos

demais tratamentos.

3.3. Milho

As plantas de milho, ao serem avaliadas quanto ao potencial de colonizagdo micorrizica (Figura
8), revelou que MAFR-P com 57,5% das raizes colonizadas diferiu significativamente de TA que
apresentou 47,2%, diferindo também de MAV-P (43,3%) e MAV+P (42,4%). MAFR+P, também diferiu
significativamente de MAV+P e MAV-P, com 55,9% de raizes colonizadas, porém ndo apresentou
diferenca significativa para TA. Possivelmente os baixos valores de P presentes no proprio veiculo,
somados ao P presente no solo tenham contribuido para o estabelecimento da MA. Bressan e Vasconcellos
(2002), em estudo sobre a influéncia da CM na morfologia de raizes de milho, relata que o fésforo estimula

a CM em doses de até 100 mg kg de solo, e acima deste valor, comega a inibir a associagao.
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A analise da matéria seca das plantas de milho (Figura 9), revelou que MAT+P, apresentou 0s
valores mais elevados para matéria seca, apresentando diferenga significativa de MAT-P, MAFR-P,
MAV+P e MAV-P. MAFR+P foi diferente significativamente de MAV+P ¢ MAV-P. O tratamento
agrondmico apresentou diferenca significativa para MAV-P, assim como MAT-P e MAFR-P, que também
diferiram de MAV-P.

MAT+P, assim como para matéria seca, foi também o que apresentou maiores valores de
produtividade (Figura 10), em torno de 11,6 ton ha*, 73% a mais do que MAV+P, além de proporcionar
20% a mais em termos de produtividade em relagcdo a TA. MAFR-P proporcionou aumento de 56,7% em

relacdo a MAV+P, e 9% em relagdo a TA.

A caracterizacdo quimica da area utilizada para o cultivo do milho, apresentou resultado de pH
de 5,0, valor em que o 6xido de aluminio (Al-O3) presente na composi¢do da vermiculita é facilmente
solubilizado, e em doses toxicas pode agir na reducdo da taxa de crescimento radicular de plantas sensiveis,
afetando o alongamento e a divisdo celular. Essa restricdo diminui a capacidade da planta para obter agua
e nutrientes do subsolo, em virtude do enraizamento superficial, tornando-a, portanto, menos produtivida
(Ferreira; Moreira; Rassini 2006). Essa toxidez do aluminio provindo da vermiculita pode estar relacionada
aos bhaixos valores de matéria seca e produtividade apresentados nos tratamentos em que foi utilizado esse

substrato como veiculo para o in6culo.

Outra hipotese baseia-se no fato de que a vermiculita € um material que possui como uma de
suas principais caracteristicas a retengdo de humidade, fator que aliado a alta precipitagdo apresentada no
més de dezembro de 2014, em época que precedeu a germinacdo das sementes, pode ter prejudicado a

germinacdo e emergéncia das plantulas de milho, e consequentemente as outras variaveis analisadas.

A analise foliar das plantas de milho, quanto ao fésforo (Figura 11), indicou que o tratamento
MAV+P demonstrou ser mais promissor quanto a absor¢do e translocacdo de fosforo, diferindo
significativamente de TA. Ambos ndo diferiram dos demais tratamentos, possivelmente devido aos altos
teores de P presentes no solo, aliados a adubagdo fosfatada, resultando em uma maior absor¢do e
translocacdo no nutriente do solo para parte aérea, independendo da CM. Em relacdo a anélise de nitrogénio
(Figura 12), a inoculagdo com FMA apresentou melhores resultados em MAFR+P, diferindo

significativamente de MAFR-P. Ambos ndo diferiram para os demais tratamentos.

4, Conclusao

Os resultados obtidos indicam que a turfa e a vermiculita foram os materiais que apresentaram
melhor funcionalidade como veiculos para o indculo no experimento com plantas de soja, proporcionando

maiores valores para matéria seca e produtividade respectivamente.

Em relacéo ao experimento com plantas de milho, foi verificado que a turfa foi o melhor veiculo

avaliado quanto a produtividade, proporcionando rendimento 21% maior em comparagdo ao tratamento
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agronémico. Enquanto a vermiculita, como veiculo para o indculo, apresentou os piores resultados quanto

as varidveis matéria seca e produtividade.
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Figura 1 - Temperatura média, e precipitacdo acumulada em trés decéndios de cada més, registrados no

ano agricola de 2014/15 para o municipio de Londrina — PR.
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Figura 2 - Efeito da inoculagdo micorrizica através da utilizacdo de diferentes veiculos sobre a Colonizagao
Micorrizica de plantas de soja colhidas em estadio R1. Colunas seguidas pelas mesmas letras néo
apresentam diferenca significativa (p < 0,10) pelo teste de Duncan. Barras representam o desvio padrao de

cada tratamento. Coeficiente de Variagdo = 12,5%.
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Figura 3 - Efeito da inoculagdo micorrizica através da utilizagéo de diferentes veiculos sobre a matéria seca

de plantas de soja colhidas em estadio R1. Colunas seguidas pelas mesmas letras ndo apresentam diferenca

significativa (p < 0,10) pelo teste de Duncan. Barras representam o desvio padrdo de cada tratamento.

Coeficiente de Variacdo = 10,7%.
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Figura 4 - Efeito da inoculagdo micorrizica através da utilizacdo de diferentes veiculos sobre a
produtividade de grdos de plantas de soja. Colunas seguidas pelas mesmas letras ndo apresentam diferenga
significativa (p < 0,10) pelo teste de Duncan. Barras representam o desvio padrdo de cada tratamento.

Coeficiente de Variacdo = 13,4%.
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Figura 5 - Efeito da inoculagdo micorrizica através da utilizacdo de diferentes veiculos sobre os teores
foliares de Fosforo de plantas de soja colhidas em estadio R1. Colunas seguidas pelas mesmas letras ndo
apresentam diferenca significativa (p < 0,10) pelo teste de Duncan. Barras representam o desvio padrao de

cada tratamento. Coeficiente de Varia¢do = 7,1%.
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Figura 6 - Efeito da inoculagdo micorrizica através da utilizacdo de diferentes veiculos sobre os teores
foliares de Nitrogénio de plantas de soja colhidas em estadio R1. Colunas seguidas pelas mesmas letras ndo
apresentam diferenca significativa (p < 0,10) pelo teste de Duncan. Barras representam o desvio padrao de
cada tratamento. Coeficiente de Variacdo = 5,6%.

60 -
b

55+ ab a
S T a ab
(_% T ab
5 . T
o)) a l
E & T b J J
o l T
<GC_) l
o 1
o
=

45 - AL

40 T T T T T T

TA MAT-P MAFR-P MAV-P MAT+P MAFR+P MAV+P

*  TA: Tratamento agronémico (NPK 00-20-20)

«  MAT-P: MA 19 + Turfa (NPK 00-00-20)

*  MAFR-P: MA + Fosfato de Rocha (NPK 00-00-20)
*  MAV-P: MA + Vermiculita (NPK 00-00-20)

*  MAT+P: MA + Turfa (NPK 00-20-20)

*  MAFR+P: MA + Fosfato de Rocha (NPK 00-20-20)
*  MAV+P: MA + Vermiculita (NPK 00-20-20)




63

Figura 7 - Efeito da inoculagdo micorrizica através da utilizacdo de diferentes veiculos sobre a Colonizagao
Micorrizica de plantas de milho (Zea mays L.) colhidas em estaddio R1. Colunas seguidas pelas mesmas

letras ndo apresentam diferenca significativa (p < 0,10) pelo teste de Duncan. Barras representam o desvio

padrdo de cada tratamento. Coeficiente de Variagdo = 12,8%.
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Figura 8 - Efeito da inoculagdo micorrizica através da utilizagéo de diferentes veiculos sobre a matéria seca
de plantas de milho (Zea Mays L.) colhidas em estadio R1. Colunas seguidas pelas mesmas letras nao
apresentam diferenca significativa (p < 0,10) pelo teste de Duncan. Barras representam o desvio padrao de

cada tratamento. Coeficiente de Varia¢do = 15,5%.
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Figura 9 - Efeito da inoculagdo micorrizica através da utilizagdo de diferentes veiculos sobre a
produtividade de grdos de plantas de milho (Zea Mays L.). Colunas seguidas pelas mesmas letras ndo
apresentam diferenca significativa (p < 0,10) pelo teste de Duncan. Barras representam o desvio padrao de

cada tratamento. Coeficiente de Varia¢do = 19,3%.
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Figura 10 - Efeito da inoculagcdo micorrizica através da utilizacdo de diferentes veiculos sobre teores
foliares de Fdsforo de plantas de milho (Zea mays L.) colhidas em estadio R1. Colunas seguidas pelas
mesmas letras ndo apresentam diferenca significativa (p < 0,10) pelo teste de Duncan. Barras representam
0 desvio padréo de cada tratamento. Coeficiente de Variagdo = 6,1%.
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Figura 11 - Efeito da inoculagdo micorrizica através da utilizacdo de diferentes veiculos sobre teores

foliares de Nitrogénio de plantas de milho (Zea mays L.) colhidas em estadio R1. Colunas seguidas pelas

mesmas letras ndo apresentam diferenca significativa (p < 0,10) pelo teste de Duncan. Barras representam
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5. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos no experimento com plantas de soja,
verificou-se que a turfa e a vermiculita, como veiculos para o inodculo, foram os
materiais que apresentaram melhor funcionalidade, incrementando os valores

obtidos para matéria seca e produtividade respectivamente.

Quanto ao experimento com plantas de milho, foi verificado que a turfa
foi 0o melhor veiculo avaliado quanto a produtividade, proporcionando rendimento
21% maior em comparacao ao tratamento agronémico. Enquanto a vermiculita,
como veiculo para o indculo, apresentou os piores resultados quanto as variaveis

matéria seca e produtividade.
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