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RESUMO

Considerando os importantes impactos da inoculagdo com micro-organismos no solo e
na plantas, avaliaram-se os potenciais impactos da inoculagao micorrizica, combinada ou nao
com bactérias fixadoras de nitrogénio (BFN), na performance do feijao-caupi (BRS Pujante e
Miranda IPA 207 estabelecidos, respectivamente, nos solos: Neossolo Fluvico e Argilosso
Vermelho Amarelo distréfico), em conjunto aos efeitos no solo, em especial na comunidade
de fungos micorrizicos arbusculares (FMA). Na primeira etapa da Tese, realizou-se um
experimento em delineamento inteiramente casualizado com 17 tratamentos: quatro com
FMA, trés com BFN, seis com FMA+BFN, dois com fésforo, um com nitrogénio ¢ um
controle, em cinco repeti¢des. Avaliaram-se: o crescimento e conteudo nutricional da planta,
a colonizagdo micorrizica, o nimero de glomerosporos, as assembleias de FMA e indices
ecologicos (diversidade de Shannon, equitabilidade de Pielou e indice de dominancia de
Simpson). Observou-se que os isolados microbianos diferiram quanto aos efeitos no
crescimento e nas taxas de colonizagdo da variedade BRS Pujante. Em geral, a expansio
foliar e a colonizagdo micorrizica foram maiores quando a inoculagdo com FMA ¢ isolada ou
combinada com BFN (BR3267). A introdu¢do do Acaulospora longula promoveu mudangas
na estrutura da comunidade de FMA, apresentando similaridade das assembléias micorrizicas.
Na segunda etapa da Tese, dois ensaios sendo um em delineamento experimental inteiramente
casualizado com quatro tratamentos (trés de inoculagdo e um controle) ¢ o segundo em um
delineamento fatorial duplo + 1 tratamento adicional (controle), foram considerados para
avaliar a performance da planta no primeiro e no segundo ciclo da cultura, respectivamente.
Observou-se que no primeiro ciclo ndo houve beneficio da inoculacdo. A inoculagdo
consecutiva favoreceu a fase de floracao, as taxas de coloniza¢ao micorrizica € o numero de
folhas, sugerindo que os beneficios advindos da micorrizagdo sdo evidenciados apds o
segundo ciclo. A biomassa vegetal das plantas foi favorecida pela reinoculagdo quando
comparada as plantas ndo-reinoculadas. Ainda na segunda etapa da Tese foi considerada a
analise dos atributos bioquimicos e ecoldgicos do solo em resposta a inoculagao com isolado
de Gigaspora albida, com delineamento em arranjo fatorial 4x3 (quatro tratamentos de
inoculagdo vs. trés ciclos da cultura). Observou-se que a curto prazo: a inoculagao promoveu
um impacto indireto na diversidade de FMA ao gerenciar mudangas na populagdo mais
abundante (Glomus macrocarpum). A inoculagdo consecutiva promoveu efeito direto na

abundancia da espécie (G. albida), na riqueza e nos propagulos infectivos de FMA do solo,



como também, no carbono da biomassa microbiana. O feijao-caupi apresenta respostas
diferentes a inoculagdo com isolados de FMA al6ctones (combinados ou ndo com BFN)
sendo sua expansdo foliar e colonizagdo radicular facilmente favorecidas pela inoculagdo
micorrizica. As assembleias micorrizicas sdo influenciadas direta e indiretamente pela
introducdo de bioinsumos (BFN e FMA), modificando a estrutura e composicao da
comunidade nativa, com estabelecimento significativo dos isolados de FMA introduzidos,
especialmente A. longula e G. albida. Este estabelecimento na comunidade nativa, observado
com a inoculagcdo com G. albida ap0s ciclos consecutivos, pode contribuir com o aumento da

riqueza de espécies de FMA e aporte de carbono da biomassa microbiana.

Palavras-Chaves: Vigna unguiculata. Diversidade. Enzimas.



ABSTRACT

It was evaluated the potential impacts of mycorrhizal inoculation, combined or not
with nitrogen fixing bacteria (NFB), in the performance of cowpea (BRS Pujante and Miranda
IPA 207 established respectively, in the soils: Fluvisol and Lixisols), joint with the soil
effects, especially in the arbuscular mycorhizal fungal (AMF) communities. In the first stage
of the thesis, a completely randomized experiment was carried out with 17 treatments: four
with AMF, three with NFB, six wix AMF+NFB, two with phosphorus, one with nitrogen and
one control, with five repetitions. Plant growth and nutritional content, mycorrhizal
colonization, number of glomerospores, AMF assemblages and ecological indexes (Shannon
diversity, Pielou equitability and Simpson's index of dominance) were evaluated. It was
observed that the microbial isolates differed regarding the effects on growth and colonization
rates of BRS Pujante. In general, leaf expansion and mycorrhizal colonization were greater
when AMEF inoculation was isolated or combined with NFB (BR3267). The introduction of
Acaulospora longula promoted changes in AMF community structure, presenting similarity
of mycorrhizal assemblages. In the second stage of the thesis, a completely randomized
experimental design with four treatments (three of inoculation and one control) and a double
factorial design + 1 additional treatment (control) were considered to evaluate the
performance of the plant in the first and second cycle of culture, respectively. It was observed
that in the first cycle there was no benefit of the inoculation. The consecutive inoculation
favored the flowering phase, the mycorrhizal colonization rates and the number of leaves,
suggesting that the benefits of mycorrhization are evidenced after the second cycle. Plant
biomass was favored by reinoculation when compared to non-reinoculated plants. Also in the
second stage of the thesis, it was considered the analysis of the biochemical and ecological
attributes of the soil in response to inoculation with Gigaspora albida isolate, with a 4x3

factorial arrangement (four inoculation treatments and three crop cycles). It was observed that



in the short term: inoculation promoted an indirect impact on AMF diversity by managing
changes in the most abundant population (Glomus macrocarpum). Consecutive inoculation
promoted a direct effect on the abundance of the species (G. albida), on the richness and the
infective propagules of AMF from the soil, as well as on the microbial biomass carbon.
Cowpea presents different responses to inoculation with isolates of AMF allochthonous
(combined or not with NFB) and its foliar expansion and root colonization are easily favored
by mycorrhizal inoculation. Mycorrhizal assemblages are influenced directly and indirectly by
the introduction of bioinputs (NFB and AMF), modifying the structure and composition of the
native community, with significant establishment of the introduced AMF isolates, especially
A. longula and G. albida. This establishment in the native community observed with the
inoculation with G. albida after consecutive cycles, can contribute with the increase of the
AMEF species richness and the microbial biomass carbon.

Key-words: Vigna unguiculata; diversity; enzymes.
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1 INTRODUCAO

O feijao-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.], pertencente a familia Fabaceae,
constitui importante fonte de proteina na dieta de paises em desenvolvimento, sendo
cultivado em solos pouco férteis e com baixo teor de nutrientes (BALLESTEROS-
ALMANZA et al., 2010). Esta leguminosa ¢ uma das mais importantes no cenario
agricola mundial, permitindo ao Brasil destaque como um dos maiores produtores e
consumidores da cultura no continente latino-americano (FAO, 2016). O Nordeste
brasileiro ¢ o maior produtor e consumidor de feijdo-caupi de todo o pais, com
estimativa de producdo de 177.527 mil toneladas (EMBRAPA, 2017). As produgdes
ocorrem nas areas rurais, onde o cultivo desempenha importante papel socioecondmico
na agricultura familiar, especificamente (COSTA et al., 2013; REGO et al., 2015;
CRUZ et al., 2017). O baixo custo de producdo aliado a possibilidade de bons
rendimentos sdo os principais atrativos para o seu cultivo (EMBRAPA, 2016).

O feijdo-caupi forma associagdes com micro-organismos do solo que além de
propiciarem melhores condi¢gdes de crescimento e desenvolvimento, o beneficiam
nutricionalmente (MARINHO et al., 2017; CRUZ et al., 2017). Entre os micro-
organismos do solo, destacam-se as bactérias fixadoras de nitrogénio (BFN) e os fungos
micorrizicos arbusculares (FMA), ambos atuam em processos diferentes e importantes
para o ambiente agricola. As BFN induzem a formagdo de noddulos nas raizes de
leguminosas ¢ sdo comumente conhecidas como rizobios, possibilitando a fixacao
bioldgica do N que, por sua vez, ¢ disponibilizado a planta. As BFN chegam a anular ou
amenizar a limitagdo imposta pelo N as culturas (ARAUJO et al., 2007; CHAGAS
JUNIOR et al., 2010). Os FMA s3o simbiontes benéficos do solo que formam as
micorrizas arbusculares com a maioria das plantas terrestres. O funcionamento dessa
simbiose se baseia na troca de servicos, onde o fungo fornece importantes nutrientes
minerais (tais como o P e N) e recebe carboidratos e lipidios (BONFANTE & GENRE,
2010; RICH et al., 2017).

A expansao da agricultura requer o desenvolvimento de praticas agricolas que
incrementem a produtividade vegetal e que tenham baixo impacto ambiental e o uso de
micro-organismos no alcance desses objetivos tem sido indispensavel (OMIROU et al.,
2016; MARINHO et al., 2017; IGIEHON & BABALOLA, 2017).

A combinacao de BFN e FMA pode atuar de forma positiva na melhoria das

condi¢des da planta e do solo (DE CARVALHO & MOREIRA, 2010; YASMEEN et
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al., 2012; ORDONEZ et al. 2016; HARO et al., 2018), justificando a busca por
combinagdes eficientes de isolados para plantas de interesse agricola. No entanto, a
busca por maior produtividade vegetal faz com que os beneficios da inoculagdo com
micro-organismos nas plantas recebam mais atencdo do que os efeitos na estrutura, no
funcionamento e na diversidade microbiana do solo.

Embora o uso de inoculantes seja uma pratica atraente, deve-se considerar que se
trata de organismos vivos e as promessas de melhoria no desempenho do vegetal,
proporcionadas pelos inoculantes, ndo deveriam se sobrepor a saude e a qualidade do
solo, uma vez que esse recurso ¢ importante para a producdo de alimentos e pode ser
exaurido.

Os efeitos da introducdo de micro-organismos exoticos na diversidade
microbiana nativa do solo tém sido discutidos (ANTUNES et al., 2009; KOCH et al.,
2011; TRABELSI & MHAMDI, 2013), especialmente sobre a estrutura € composi¢ao
da comunidade nativa de grupos funcionais, i.e. de FMA, que influenciam fortemente o
desempenho e a diversidade da comunidade vegetal e a estruturagdo do solo (VAN DER
HEIJDEN et al., 1998; RILLIG et al., 2004; BRAGHIROLLI et al., 2012; TURRINI et
al., 2018).

Estudos direcionados a comunidade de FMA tém contribuido no entendimento
das mudancas no solo ocasionadas pelos manejos adotados nos sistemas agricolas
(BALOTA & LOPES, 1994; KOHL et al., 2014; PONTES et al., 2017). Informagdes a
seu respeito sao relevantes ndo s6 por ampliar a compreensao da distribui¢do dos fungos
e seus servicos ecossistémicos (KOHL et al., 2014; OEHL et al., 2017) como também,
por fornecer dados de FMA eficientes a serem utilizados como inoculantes (TURRINI
etal., 2018).

A diversidade de FMA estd suscetivel aos manejos adotados nos sistemas
agricolas (KOHL et al., 2014) e mudancas na sua riqueza e composi¢do podem ser
conhecidas por meio da identificagdo morfologica dos glomerosporos extraidos do solo
(OEHL et al., 2017). A identificacdo baseada na morfologia tem ampliado o registro de
espécies presentes em sistemas agricolas, superando, inclusive registros por métodos
moleculares (WETZEL et al., 2014; OEHL et al., 2017). Nesse sentido, a aplicagdo de
indices ecologicos tem ajudado a compreender se as mudangas na riqueza e abundancia
das espécies sdo significativas ou nao, permitindo que o objetivo do manejo seja
alcancado na producdo agricola e a diversidade micorrizica local seja mantida ou

ampliada.



21

Mudangas nas propriedades biologicas do solo apds a inoculagdo micorrizica
também nao sdo bem conhecidas e considerando a importancia da atividade dos micro-
organismos do solo para o funcionamento do ecossistema (KOHL et al., 2014), a
compreensdo dos mecanismos que alteram sua atividade e funcionalidade ¢ altamente
relevante, especialmente quando se almeja a sustentabilidade e o uso prolongado do
solo. Entre os diversos indices microbioldgicos e bioquimicos sensiveis a alteragdes no
solo, destacam-se: a biomassa microbiana, a respiracdo basal do solo, o coeficiente
metabolico e a atividade enzimatica (B-glucosidase e Fosfatase acida).

No intuito de ampliar o conhecimento sobre: a) as mudancas na composi¢ao e
diversidade da comunidade nativa de FMA em resposta a introdu¢do de isolados
exoticos (FMA e/ou BFN), b) se isolados microbianos modificam, significativamente, a
riqueza, a abundancia das espécies de FMA e a atividade biologica do solo ao longo dos
ciclos reprodutivos, e ¢) se as respostas de crescimento e desenvolvimento da planta sdo
resultados direto da a¢do dos organismos aplicados ou de um efeito indireto, por meio
de mudancas na comunidade nativa, dividiu-se a presente tese em duas etapas e,
testaram-se as seguintes hipoteses:

Etapa 1 - a) A introducdo de isolados exdticos de FMA, combinados ou ndo com BFN,
afeta a estrutura e a composi¢ado das assembleias da comunidade nativa de FMA, e b) Os
isolados microbianos diferem quanto aos efeitos no crescimento do feijdo-caupi
(cultivar BRS Pujante), os quais sdao maximizados quando a inoculagao ¢ com ambos o0s
inoculantes (FMA e rizobio) (Artigo 1).

Etapa 2 — a) A aplicacdo de inoculos de FMA aloctones € eficiente em promover o
crescimento de feijdo-caupi (Miranda IPA 207) em solo ndo desinfestado e b) A
reinoculacao com FMA favorece o crescimento de feijao-caupi (Artigo 2); ¢) Estudos de
inoculagdo micorrizica realizados por mais de um ciclo em feijao-caupi (Miranda IPA
207) ajudam a esclarecer os potenciais efeitos da inoculagdao no solo, d) A inoculagdo
micorrizica favorece os atributos bioldgicos e bioquimicos do solo com o tempo; e, ¢)
Aplicagdes repetitivas de inoculante promovem mudancas mais significativas na
estrutura das assembleias de FMA como maior abundancia da espécie introduzida do
que aplicagdes alternadas ou realizadas apenas uma vez (Artigo 3).

Uma andlise ampla dos potenciais efeitos dos inoculantes microbianos em
diversos aspectos ambientais e ecologicos (desempenho da planta - diversidade e
comunidade de FMA - atividade biologica e enzimatica do solo) ¢ dificil, sendo crucial

a contribui¢do de varios pesquisadores na interpretagao dos dados. Embora complexos,
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os estudos de inoculagdo e comunidade autdctone contribuem com informagdes e dados
relevantes a serem considerados na adocdo de praticas agronomicas que visam a

sustentabilidade dos sistemas agricolas, ndo podendo mais ser negligenciados.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar a performance do feijao-caupi em resposta a inoculagdo microbiana e os
potenciais impactos da inoculagdo na comunidade de FMA e na atividade bioldgica e

bioquimica do solo, em condi¢des de microcosmos.

1.1.2 Objetivos Especificos

Verificar se a coinoculagdo ou a inoculag¢do isolada (FMA e BFN) ¢ eficiente em
incrementar o crescimento do feijdo-caupi em solo com comunidade microbiana
autoctone.

Investigar se a introdugdo de isolados exoticos de FMA, combinados ou ndo com BFN,
promovem mudangas na comunidade nativa de FMA.

Avaliar se ha diferenga na colonizagdo micorrizica e na performance de plantas
inoculadas ou ndo, em ciclos consecutivos.

Determinar se os isolados de FMA exoticos modificam a distribui¢ao e ocorréncia dos
FMA nativos e a atividade bioldgica e bioquimica do solo, em ciclos consecutivos.
Investigar se aplicagdes consecutivas ou alternadas de indculo de FMA promovem

mudangas significativas na comunidade de FMA e atividade microbiana do solo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 FEJAO-CAUPI

O feijao-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.] pertencente a familia Fabaceae,
constitui importante fonte de proteina na dieta de paises em desenvolvimento, sendo
cultivado em solos pouco férteis e com baixo teor de nutrientes (BALLESTEROS-
ALMANZA et al., 2010). Dados do ultimo levantamento, realizado em 2016, mostram
produ¢do mundial de 6,9 milhdes de toneladas, aproximadamente, em 12,3 milhdes de
hectares (FAO, 2016). Possivelmente esses dados sdo subestimados visto que paises
como Brasil e India ndo apresentam estatisticas separadas de feijao-caupi (V.
unguiculata) e feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) (EMBRAPA, 2016). Os maiores
produtores e consumidores do feijdo-caupi sdo os continentes africano, asidtico e

latinoamericano (FAQO, 2016); nesse ultimo, destaca-se o Brasil (Fig. 1).

Figura 1. Distribui¢do da produgdo de feijao-caupi por continente
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Fonte: Food and Agriculture Organization of the United Nations- FAO, 2016

A cultura ¢ bem adaptada as condi¢des edafoclimaticas brasileiras (SIQUEIRA
et al., 2003; SILVA et al., 2012a), cultivada por pequenos e grandes produtores em
todas as regides e possui destaque como componente alimentar basico (por ser rica em
proteinas, minerais e fibras) em comunidades rurais e urbanas do Norte e Nordeste do
Brasil (COSTA et al., 2013; EMBRAPA, 2016). Nessas regidoes ¢ no Centro-Oeste
concentram-se as maiores producdes, representando significativa fonte de renda e

emprego para as comunidades locais (COSTA et al., 2013). O baixo custo de produgao
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aliado a possibilidade de bons rendimentos sdo os principais atrativos para o seu cultivo
(EMBRAPA, 2016).

No Nordeste, o cultivo concentra-se nas areas semiaridas, onde outras culturas
leguminosas anuais nao se desenvolvem satisfatoriamente em virtude das altas
temperaturas e irregularidades das chuvas. Tradicionalmente, o cultivo no Nordeste ¢
realizado no primeiro semestre do ano; no entanto, cultivos nos perimetros irrigados do
Vale do Sao Francisco tém sido estabelecidos no segundo semestre. Essa mudanca no
periodo de produgdo tem exigido cultivares adequadas que vém sendo desenvolvidas
pela Embrapa Semiarido. Entre essas, destaca-se a BRS Pujante, obtida por meio do
cruzamento da linhagem TE 90-180-26F com a Epace 10, em 1995. A BRS Pujante ¢
indicada para consorcio na fase inicial de estabelecimento de fruteiras irrigadas e esta
registrada no Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento -MAPA.

Em 2013, uma nova cultivar foi indicada para o Nordeste brasileiro, a Miranda
IPA-207, resultante do cruzamento dos genotipos Vita 3 e CNCx 11-9D (COSTA et al.,
2013). Segundo os autores, ¢ indicada para as Mesorregido da Mata, Agreste e Sertdo
nordestino em sistemas de sequeiro e irrigado.

O conhecimento de diversos manejos como a definigdo da densidade
populacional adequada para maior produ¢do (BEZERRA et al., 2008), a selegdo de
gendtipos com tolerdncia a deficiéncia hidrica (NASCIMENTO et al., 2011) e o uso
adequado de inoculantes microbianos e aduba¢do mineral (GUALTER et al., 2008) tem
ampliado a produtividade do feijao-caupi, a qual pode ser afetada positiva ou
negativamente por diversos fatores, especialmente, pela fertilidade natural do solo. A
baixa fertilidade edafica ¢ uma das condi¢gdes que mais prejudica a produtividade da
cultura (CHAGAS JUNIOR et al., 2010).

A fertilidade do solo pode ser melhorada em funcdo dos processos mediados
pelos micro-organismos edaficos tais como as bactérias fixadoras de nitrogénio (BFN) e
os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) (DE CARVALHO & MOREIRA, 2010), os
quais atuam em processos diferentes (tais como o ciclo do carbono e nitrogénio,
respectivamente) e fundamentais para o solo e a planta.

Considerando que a expansdo da agricultura requer o desenvolvimento de
praticas agricolas que incrementem a produtividade vegetal e que tenham baixo impacto
ambiental (LINO, 2014), ¢ indispensavel o uso de micro-organismos no alcance desses
objetivos. Isso porque os processos resultantes da microbiota do solo proporcionam as

plantas melhores condi¢des e aproveitamento dos recursos ambientais (ARAUJO ef al.,
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2007; PELLEGRINO et al., 2012; MARINHO et al., 2017). O uso de micro-organismos
na agricultura ¢ uma ferramenta que deve ser desenvolvida e consolidada de modo a
incrementar a produgcdo de alimentos de forma segura, atendendo a necessidade

populacional (RODRIGUES & SANDERS, 2015).

2.2 BACTERIAS FIXADORAS DE NITROGENIO

O N desempenha papel relevante no metabolismo vegetal por participar da
biossintese de proteinas e clorofilas; no entanto, encontra-se em quantidades
insuficientes na maioria dos solos brasileiros, condi¢do que requer fornecimento em
concentragdo adequada desse nutriente para o estabelecimento das culturas (DEUNER
et al., 2008). Para o desenvolvimento completo da cultura de feijdo-caupi € preciso uma
quantidade igual ou superior a 100 kg de N ha™!; no entanto, por ser uma cultura com
eficiente sistema de fixac¢do bioldgica de N, pode-se dispensar a adubacdo (ANDRADE
JUNIOR et al., 2002; BRITO et al., 2011).

A fixacao biologica do nitrogénio (FBN) ¢ realizada por bactérias diazotroficas e
consiste na conversao do N> em compostos nitrogenados (aménio ou nitrato), que sao
fundamentais na nutri¢do das plantas. Apenas as bactérias com “nitrogenase” possuem a
capacidade de reduzir o N> e s3o chamadas de bactérias fixadoras de nitrogénio (BFN).
As bactérias do género Rhizobium sao as mais comuns na realizacdo desse processo
(ARAUIJO et al., 2007).

As BFN induzem a formagdo de nddulos nas raizes de plantas pertencentes,
principalmente, a familia das leguminosas (Fabaceae). Nessa simbiose mutualista, tanto
a planta como as bactérias sdo beneficiadas. As bactérias recebem parte dos
carboidratos produzidos pela planta, que por sua vez, se beneficia do N fixado. O uso
de BFN chega a anular ou amenizar a limitagdo imposta pelo N as culturas, tornando-se
uma pratica alternativa a aplicagdo de fertilizantes nitrogenados que, além de caros,
podem prejudicar o meio ambiente e a satide do solo se manejados de forma inadequada
(MOURA et al., 2009; DE CARVALHO & MOREIRA, 2010). Devido ao suprimento
de N, a inoculagdo bacteriana melhora o estado nutricional das plantas noduladas e
aumenta a tolerancia a seca (BALLESTEROS-ALMANZA et al., 2010; SILVA et al.,
2012a). O teor de N do feijoeiro comum (P. vulgaris), por exemplo, foi incrementado
nas plantas inoculadas apenas com BFN quando comparadas as plantas que ndo foram

inoculadas - controle (ARAUJO et al., 2007). De acordo com os autores, a inoculagio
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de estirpes eficientes tem a mesma capacidade de incorporar N a planta que os
fertilizantes nitrogenados. Silva et al. (2012a) por sua vez constataram que o teor de N
de plantas de feijdo-caupi, submetidas a diferentes concentragdes de inoculantes
bacterianos, foi maior que o registrado em plantas fertilizadas com N.

Na agricultura, sobretudo, na familiar, o fertilizante nitrogenado € pouco
disponivel, e nesse caso, o aporte de nitrogénio no solo via associacdo leguminosas-
rizobio torna-se fundamental, sendo muitas vezes a nica possibilidade de fornecimento
desse elemento ao sistema. O fornecimento de N mineral nem sempre proporciona
ganhos consideraveis a cultura (ARAUJO et al., 2007) e na busca de uma alternativa
mais econdmica e sustentdvel para substituir a adubagdo nitrogenada, diversas estirpes
de rizébios tém sido testadas em varias espécies vegetais, incluindo variedades de
feijao-caupi. Algumas dessas tém incrementado a produtividade sendo indicadas como
inoculantes tais como a UFLA 3-84, UFLA 3-154 (42c8), BR3267, UFLA 3-155, INPA
03 11B (BR 3301) (RUMJANEK et al., 2006; CHAGAS JUNIOR et al., 2010; COSTA
etal.,2011).

Avaliando o potencial de fixacdo de N> do feijoeiro submetido a inoculagao
bacteriana, Araajo et al. (2007) constataram que a produtividade da cultura foi maior
que a de plantas niio inoculadas e igual a de plantas fertilizadas com 100 kg ha! de uréia
na cobertura. Moura et al. (2009) constataram que a inoculacdo com Rhizobium tropici
(Martinez-Romero) na semeadura somada a adubagdo nitrogenada na cobertura (80 kg
ha!) possibilitou produtividade similar a obtida por plantas adubadas no ato da
semeadura (10 kg ha') e na cobertura (80 kg ha™!), confirmando que o uso inicial de
BFN pode substituir aplicacdes de fertilizantes nitrogenados sem ocasionar perdas no
rendimento dos graos. Economia no uso de fertilizantes também foi observada por
Chagas Junior et al. (2010) que testaram varias estirpes bacterianas em feijao-caupi,
incluindo a BR 3267 (estirpe amplamente indicada para a cultura), e constataram que a
produtividade foi similar & de plantas adubadas com N. De acordo com os autores, ¢
imprescindivel a difusao dessa biotecnologia de baixo custo, uma vez que resulta de um
processo ecologico e economicamente vantajoso.

Por outro lado, a alta disponibilidade de N no solo pode influenciar
negativamente a simbiose que ocorre entre as plantas e as BFN interferindo diretamente
na produtividade da cultura. Aplicando 10 kg ha' de N em feijdes (P. vulgaris)
inoculados com R. tropici, Moura et al. (2009) constataram redugao na produtividade de

graos em relacdo a obtida pelas plantas apenas inoculadas; demonstrando que a
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aplicacdo de uma fonte nitrogenada no ato da semeadura prejudicava a simbiose planta-
bactéria, resultando em perdas no rendimento. Similarmente, Andrade et al. (2009)
observaram que a nodulagdo foi inibida quando fertilizante mineral foi adicionado a
cultura de feijao-caupi. Os autores atribuiram ao sulfato de amoénio, presente no
fertilizante, a capacidade de interferir na formag¢do dos nddulos e na atividade da
nitrogenase. Posteriormente, Costa et al. (2011) e Silva et al. (2012a) observaram o
mesmo efeito inibidor do N mineral sobre a nodulagdo em feijao-caupi.

Embora a pratica de manejo com BFN gere respostas consistentes e positivas,
sua adogdo nas praticas agricolas nem sempre resulta em beneficios significativos, visto
que os solos apresentam populagdes de rizébios nativos capazes de nodular a planta e,
consequentemente, beneficid-las. No entanto, se as concentracdes aplicadas dos
in6culos forem superiores a densidade das populagdes nativas, a nodulagdo e as
contribui¢cdes da BFN introduzida podem ser significativas (CHAGAS JUNIOR et al.,
2010; SILVA et al., 2012a).

Tecnologias que maximizem a eficiéncia do uso do N sdo de grande relevancia
visto que os fertilizantes nitrogenados apresentam alto custo e geralmente ndo estdo ao
alcance dos pequenos agricultores. Esses sdo responsaveis pela maior producao de
feijdo-caupi no semidrido, portanto, qualquer pesquisa voltada para atender a

necessidade desses produtores pode ter grande impacto na economia.

2.3 FUNGOS MICORR{ZICOS ARBUSCULARES (FMA)

Similarmente as BFN, os FMA sdo micro-organismos de alta relevancia no
funcionamento € na manutencdo dos ecossistemas terrestres, visto que formam
associacoes simbidticas mutualisticas com as raizes da maioria das plantas terrestres,
denominadas micorrizas arbusculares (FOLLI-PEREIRA et al., 2012; TRABELSI &
MHAMDI, 2013; VAN DER HEIJDEN et al., 2015) e podem trazer diversos beneficios
as plantas associadas. Esses fungos, pertencentes ao Filo Glomeromycota (TEDERSOO
et al., 2018), sao encontrados comumente no solo, na forma de esporos denominados
glomerosporos (GOTO & MAIA, 2006). Os FMA possuem caracteristicas peculiares,
dentre estas o biotrofismo obrigatério, condicdo que os faz dependentes da planta
fisiologicamente ativa para completar o seu ciclo de vida e produzem glomalina (Fig.
2), uma glicoproteina que promove a agregacao das particulas do solo e a retencdo da

umidade. A glomalina possui fung¢des importantes nos ecossistemas terrestres e
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representa uma fonte de C e N para a microbiota edafica (RILLIG et al., 2004;
BRAGHIROLLI et al., 2012).

Além da formacao dos glomerosporos, os FMA produzem outros propagulos no
solo tais como micélios extrarradiculares. A distribuicdo dos fungos micorrizicos no
solo nao ¢ uniforme, conforme demonstrado em varios estudos (CARRENHO et al.,
2001; COSTA et al., 2002; LINO, 2014) e o crescimento das suas estruturas ocorre
simultaneamente nos sistemas intra e extrarradiculares. No sistema extrarradicular ¢
expressiva a quantidade de glomerosporos, células auxiliares e micélio, este ultimo atua
como complemento da raiz ampliando a ocupagdo do solo (BRAGHIROLLI et al.,
2012; WILLIS et al., 2013). A partir do micélio extrarradicular ocorre a absor¢do e
translocagcdo de nutrientes, que sdo transferidos as plantas, especialmente os elementos
que sdo limitantes para o crescimento vegetal como fosforo e nitrogénio. Em troca, os
fungos recebem cerca de 10 a 20% do carboidrato produzido (VAN DER HEIJDEN et

al., 2015) pela planta para sustentar seu desenvolvimento.

Figura 2. Glomalina produzida abundantemente em hifas e esporos de FMA no solo e nas raizes.

Fonte: https://invam. wvu.edu/methods/mycbrrhizae/ glomalin-extraction

No interior das células corticais, os FMA podem formar estruturas denominadas
vesiculas (estruturas de armazenamento de lipideos), arbusculos (locais em que ocorre
intensa troca de nutrientes), hifas enoveladas e intrarradiculares (BRAGHIROLLI et al.,
2012). A colonizagdo micorrizica € o ponto chave da simbiose podendo ser afetada por
inimeros fatores, como: a espécie ¢ a idade da planta, a densidade de raizes e de
propagulos de FMA no solo, a quantidade e tipo de adubo aplicado € o manejo adotado
(MARTINEZ et al., 2010; ANGELINI et al., 2012; LINO, 2014). A taxa de colonizagao
micorrizica geralmente diminui a medida que as concentragdes de P no solo aumentam
(MACHINESKI et al., 2011) e recentemente foi relatado que estirpes bacterianas
também influenciam a colonizagio intra e extrarradicular pelos FMA (ORDONEZ et
al., 2016). Tendo em vista a importancia da colonizacdo micorrizica para a manutengao

de formacao de propagulos de FMA e aumento da permanéncia do fungo no ambiente, a
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compreensdo dos mecanismos que regulam esta simbiose ¢ extremamente importante
para o manejo adequado do solo visando sua sustentabilidade.

Muitas plantas sao colonizadas por varios fungos micorrizicos, os quais nao
apresentam especificidade hospedeira e podem colonizar outras ao mesmo tempo,
permitindo uma interconectividade entre as plantas abaixo do solo (VAN DER
HEIIDEN et al., 2015). A existéncia dessa rede implica na transferéncia de nutrientes e
de outros recursos de uma planta para outra por meio da rede de micélio micorrizico.
Embora ndo haja especificidade entre o fungo e o hospedeiro, preferéncias ou
seletividade entre eles tém sido referidos (GUO et al., 2013; VAN DER HEIJDEN et
al., 2015). Entretanto, ha de se relatar que a coloniza¢do micorrizica por um ou mais
isolados de FMA pode resultar em diferencas no aporte de P, reforcando a existéncia de
combinagdes mais favoraveis (JANSA et al., 2008).

As maiores taxas de colonizagdo nem sempre retratam maior efetividade, ou
seja, maior beneficio adquirido pelo vegetal devido a presenca do micobionte (KOHL et
al., 2016). Porém, de modo geral, as plantas micorrizadas apresentam maiores taxas de
crescimento (TIAN et al., 2013), sobrevivéncia (VANDRESEN et al., 2007), acamulo
de nutrientes (SILVA et al., 2009; GUO et al., 2013), resisténcia ao ataque de
fitopatogenos (ODEYEMI et al., 2010), tolerancia a estresses hidricos (FOLLI-
PEREIRA et al., 2012) ¢ salinos (LUCIO et al., 2013; FROSI et al., 2017) comparadas
as nao micorrizadas. Nesses casos, as plantas micorrizadas tornam-se mais atrativas ao
mercado agricola e ambiental.

A contribui¢do dos FMA na producdo alimentar foi discutida por Rodrigues &
Sanders (2015), e consiste no fato de culturas de importancia econdmica naturalmente
formarem simbiose com os FMA, os quais sdo eficientes na obtengao de fosfato do solo.
Ainda, segundo esses autores, dois fatores ameagam a producdo alimentar ao longo dos
anos: a) o rapido empobrecimento dos estoques de fertilizantes fosfatados e b) o
aumento a procura de fosfato para a produgdo vegetal; esses fatores podem
potencialmente ser contornados por meio da aquisi¢ao eficiente de fosfato realizada
pelos FMA. Considerando sua fung¢ao de apoio na nutricdo dos vegetais, os FMA sdo
muitas vezes referidos como biofertilizantes. No entanto, Pellegrino et al. (2012)
sugeriram que ¢ melhor denomina-los “biorreal¢adores” do desempenho da planta, pois
ao contrario das bactérias fixadoras de nitrogénio, ndo contribuem com novos nutrientes

minerais.
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Levando em consideracdo a importancia ecoldgica dos FMA na construgdo e na
estabilidade dos ecossistemas terrestres, dados referentes a sua comunidade, como
riqueza, abundancia e diversidade de taxons, colonizagdo, atividade e infectividade
micorrizica muitas vezes sdo mais eficientes em evidenciar efeitos de mudanca de
cobertura vegetal, manejos e diferengas entre solos que outras variaveis bioldgicas tais
como biomassa microbiana e respira¢io edafica (ANGELINI et al., 2012; KOHL et al.,
2016; TURRINI et al., 2018), permitindo assim que esses fungos sejam considerados
indicadores de qualidade do solo (SCHLOTER et al., 2003).

2.3.1 Inoculantes micorrizicos

Esfor¢os direcionados a producdo de inoculantes micorrizicos tém sido
observados no Brasil (COELHO et al., 2014; SANTANA et al., 2014). A multiplicagao
pode ser de varias formas sendo a mais comum em vasos sob condi¢des controladas
(casa de vegetacdo) utilizando substratos que favore¢am a esporulagdo do fungo e
espécies vegetais de rapido crescimento, susceptiveis a micorrizagdo. A produgdo e a
aplicacdo no Brasil ainda sdo destinadas a estudos realizados em casa de vegetacao e a
pequenos ensaios em campo (MONTE JUNIOR et al., 2012; SOUZA et al., 2012). A
comercializacdo de indculos micorrizicos em larga escala ainda ¢ um grande desafio
para a ciéncia brasileira, ao contrario do observado em varios paises europeus e
asiaticos em que se disponibilizam em mercados e em lojas especificas a venda de
inoculantes micorrizicos.

A indicacdo de inoculantes bacterianos ¢ mais estabelecida que a de inoculantes
micorrizicos € por isso as pesquisas com inoculacdo bacteriana em culturas de
importancia agricola sdo mais expressivas que as realizadas apenas com isolados de
FMA. A regulamentacdo da producdo de inoculantes bacterianos pelo MAPA,
associado a facil produ¢do dos mesmos (comparada a de FMA) sdo alguns dos fatores
que contribuem para esse resultado.

Praticas de inoculagdo com FMA tém sido questionadas pelo fato de o fungo ja
se encontrar difundido no solo. No entanto, em sistemas agricolas impactados, o
potencial micorrizico nativo pode ser insuficiente em quantidade e qualidade (KOIDE
& MOSSE, 2004), resultando em baixa contribuigdo dos fungos para a comunidade
vegetal, sendo a inoculagdo importante manejo para o restabelecimento do potencial

infectivo do solo.
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Investigando os efeitos da inoculagdo com Rhizoglomus irregulare (Sieverd,
Silva & Oehl) em leguminosa semeada em diferentes solos agricolas sui¢os, Kohl et al.
(2016) observaram que a inoculacdo também pode ser viavel e bem sucedida (em
termos de biomassa vegetal e estabelecimento do isolado entre os FMA indigenas)
quando ha alta disponibilidade de P no solo e as comunidades nativas de FMA sao
abundantes, contrariando a ideia de que a inoculacdo se restringe a solos pobres
nutricionalmente e com baixas concentragoes de indculos de FMA.

De modo geral, a aplicagdao tem como alvo principal possibilitar & planta maiores
chances de ser colonizada e, consequentemente, receber beneficios advindos da
micorrizagdo como melhor aproveitamento dos recursos edaficos disponiveis
(ANTUNES et al.,, 2009). A inoculagdo micorrizica contribui para maiores taxas de
colonizagdo radicular, resultando em melhores condi¢gdes vegetais (PELEGRINO et al.,
2012; COZZOLINO et al., 2013).

O sucesso da inoculagdo ¢ alcangado quando o rendimento da cultura ¢ maior
que o obtido pela cultura sem inoculagdo. Pesquisa mostra que os estudos de inoculagdo
em areas tropicais (onde a disponibilidade de fosfato no solo ¢ baixa ou escassa,
condicdo que resultaria em maior atuagdo das micorrizas arbusculares) ainda sao
incipientes em comparagao a estudos realizados em areas temperadas (RODRIGUES &
SANDERS, 2015). Essa realidade serve de estimulo para a realizacdo de mais estudos
em solos tropicais.

A introdugao de inéculos micorrizicos no ambiente também tende a aumentar o
nimero de glomerosporos no solo, ndo s6 pelo efeito da adigdo de esporos, mas também
pela influéncia exercida nas espécies nativas. Por exemplo, Acaulospora dilatata (J.B.
Morton) apresentou aumento de 38% na sua esporulagdo em resposta a introducdo de
in6culo de Gigaspora margarita W.N. Becker & I.R. Hall (BALOTA & LOPES, 1996).
Posteriormente, Lino (2014) observou que a inoculagdo com Claroideoglomus
etunicatum [(W. N. Becker & Gerd.) C. Walker & A. Schiiler] e Acaulospora longula
(Spain & N.C. Schenck) em cultura do milho, proporcionou aumento de trés e 15 vezes,
respectivamente, na quantidade de glomerosporos no solo.

Ressalta-se que para que os resultados positivos da inoculacdo micorrizica sejam
alcangados ¢ importante que o isolado de FMA seja altamente competitivo, infectivo,
eficiente e persistente; além disso, espera-se que o indculo ndo s6 incremente o teor de
nutrientes ¢ o crescimento da planta como também produza alta biomassa no solo

(RILLIG et al., 2004). De acordo com Rodrigues & Sanders (2015), para ser indicado
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para uso em nivel mundial, 0o FMA deve ser adaptado ao solo (e/ou a cobertura vegetal)
€ apresentar as seguintes caracteristicas: ampla distribui¢do geografica, elevada variacao
genética e efeitos no crescimento das plantas, devem ser adequados para estudos de
genomica populacional e ter efeitos significativos na producdo de cultura(s)
importante(s) mundialmente, entre outros.

Em virtude do comportamento diferenciado de isolados da mesma (SILVA et
al., 2009; KOCH et al., 2011) ou de espécies diferentes (ANDRADE et al., 2009;
RANGEL, 2011), e considerando que fatores bioticos a bioticos sdo determinantes nos
efeitos dos indculos aplicados (KOHL et al., 2016), a selegdo prévia de inoculante deve
ser realizada antes da recomendacgdo. Pesquisas que visem determinar a melhor
combinagdo fungo-planta sdo importantes e devem ser incentivadas com o objetivo de

aplicacdo em campo (BERRUTI et al. 2017).

24 INOCULACAO COM FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES EM
CULTURAS DE IMPORTANCIA AGRONOMICA

A planta de feijao-caupi € positivamente influenciada pela associagdo com FMA.
Siqueira et al. (2003) observaram que a inoculacdo com Claroideoglomus etunicatum
(=Glomus etunicatum) proporcionou aumento significativo na area foliar e biomassa
fresca e seca da parte aérea da planta. Determinando o efeito de 51 isolados de FMA
provenientes de diferentes sistemas de uso de solo em feijao-caupi, Silva et al. (2009)
verificaram aumento no crescimento vegetal de 33 a 148%, em comparagdo com as
plantas nao inoculadas, e observaram que a origem do isolado influenciou na eficiéncia
dos isolados. Os autores constataram também que 95% dos fungos testados favoreceram
a absorcdo de P e que os tratamentos com maxima eficiéncia continham espécies de
Acaulospora e Glomus; além disso, verificaram correlagdo positiva entre o grau de
colonizagdo e a eficiéncia fungica. Beneficios diferenciados em fung¢do da espécie e/ou
isolado de FMA também foram observados por Andrade et al. (2009), os quais
encontraram maior incremento na biomassa seca aérea do feijdo-caupi (cultivar IPA
206) em funcdo da associagdo com C. etunicatum do que com G. albida Schenck &
Smith.

Pesquisas direcionadas a ocorréncia e aplicacdo de fungos micorrizicos
arbusculares em cultura de feijao-caupi sdo importantes, ndo apenas em virtude dos

beneficios promovidos pelos FMA as plantas, mas também aos efeitos positivos dos
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fungos na estruturacdo do solo agricola e na associagdo com as BFN (simbiose
tripartite) (ANDRADE et al., 2009; LIMA et al., 2011). As leguminosas se encontram
micorrizadas comumente na natureza e, quando noduladas, formam uma simbiose
tripartite “BFN-leguminosa-FMA”. Esse sistema apresenta um custo alto de energia
para a planta de modo que ela precisa controlar ambas as simbioses de acordo com as
suas necessidades (DE CARVALHO & MOREIRA, 2010).

O processo de FBN ¢ muito influenciado pela nutricdo da planta com relagao ao
P, nutriente relacionado ao metabolismo energético (DE CARVALHO & MOREIRA,
2010). Na sua auséncia, ha leguminosas, por exemplo, que ndo se beneficiam da
simbiose com as bactérias (JESUS et al., 2005). Nesse contexto, os FMA podem ser
decisivos para o sucesso da nodulagdo, ja que atuam na captagdo e transferéncia do P
para as plantas. Efeitos positivos da micorrizagdo na fixacao biologica de nitrogénio tém
sido documentados (GROSS et al., 2004; JESUS et al., 2005; DE CARVALHO &
MOREIRA, 2010).

A participagdo dos FMA na absorcao de P e a respectiva transferéncia para a
planta é destaque em pesquisas agrondmicas (ANTUNES et al., 2009; ORDONEZ et
al., 2016). Isso porque o P ¢ um elemento de baixa mobilidade, de pouca concentragao
no solo e de facil esgotamento na area rizosférica (ja que a planta necessita de fosforo
para a realizacdo de muitos processos vitais). Assim, a ramificagdo das hifas e seu
crescimento para fora da area rizosférica funcionam como extensdes das raizes
promovendo as plantas maior exploragdao dos nutrientes do solo (DENISON & KIERS,
2011; RODRIGUEZ & SANDERS, 2015).

Em plantas de importincia agricola, o incremento de P pelos FMA pode ser
muito significativo. Trindade et al. (2000) constataram, por exemplo, que os teores de P
na parte aérea de mamoeiros foram maiores nas plantas colonizadas do que nas ndo
colonizadas; verificaram ainda que o efeito dos FMA foi mais pronunciado quando os
teores de P no substrato eram baixos. Costa et al. (2002) também observaram aumento
pronunciado de P em plantas de milho inoculadas com FMA (quando a fonte de P era
soluvel). Incremento expressivo de P em vegetais inoculados com Glomus intraradices
(N.C. Schenck & G.S. Sm.) também foi referido por Antunes et al. (2009). Machineski
et al. (2011) observaram aumento de 22 e de 33% no teor de P em mamoneiras apos a

inoculagdo com mix de FMA e com G. margarita, respectivamente.
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Os FMA também podem contribuir com quantidades significativas de N (KOHL
et al., 2016); no entanto, essa contribuicdo ¢ frequentemente negligenciada e menos

expressiva que a do teor de P fornecido pelo fungo (VAN DER HEIJDEN et al., 2015).

2.5 DUPLA INOCULACAO EM CULTURAS DE IMPORTANCIA AGRICOLA

A maioria dos inoculantes consiste de apenas um isolado, o que pode
parcialmente explicar as inconsisténcias dos resultados registrados em campo. Uma
forma de contornar essa situagdo ¢ incluir diferentes isolados de micro-organismos
benéficos na mesma formula¢do microbiana (TRABELSI & MHAMDI, 2013). Desse
modo, ¢ esperado que a combinacdo de organismos potencialmente diferentes atue de
forma positiva e eficiente na melhoria das condi¢des da planta e do solo.

Embora possa haver antagonismo entre FMA e os rizobios quando uma das
simbioses se estabelece antecipadamente, as duas simbioses podem promover efeitos
sinérgicos quando ocorrerem simultaneamente (DE CARVALHO & MOREIRA, 2010;
ORDONEZ et al., 2016). Os efeitos da aplicacio conjunta de BFN ¢ FMA em
leguminosas tém sido amplamente investigados no Brasil; no entanto, a maioria desses
trabalhos cita um niimero baixo de representantes desses organismos, considerando a
quantidade que ¢ conhecida de FMA (cerca de 300 espécies www.mycobank.com) e de
milhares de estirpes de BFN (DE CARVALHO & MOREIRA, 2010). Ainda de acordo
com esses autores, C. etunicatum ¢ o FMA mais usado em trabalhos de simbiose
tripartite, provavelmente devido a ampla distribuigdo no territorio brasileiro.

Em ambientes explorados pela mineragdo, a dupla inoculacdo tem contribuido
no estabelecimento ¢ no acimulo de matéria seca de varias leguminosas usadas na
reabilitagcdo de solos degradados (RANGEL, 2011). Ainda de acordo com o autor, o
sistema tripartite mostra-se uma ferramenta relevante em projetos de recuperagdo
ambiental. Nos sistemas de producdo de mudas florestais as praticas de inoculacdo sio
mais vidveis, uma vez que nesses sistemas sdo utilizados substratos esterilizados, os
quais apresentam melhores condi¢gdes para atuacdo dos inoculantes microbianos, com
resultados, na maioria das vezes, expressivos e positivos.

Os trabalhos de co-inoculagdo em leguminosas argumentam a favor de um efeito
sinérgico dos micro-organismos no desenvolvimento das plantas. No caso de plantas de
feijao-caupi, a dupla inoculacdo tem demonstrado efeitos diversos. Por exemplo,

Siqueira et al. (2003) ndo verificaram influéncia nos parametros biométricos do feijao-
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caupi em resposta a dupla inoculagdo, mesmo testando em solo esterilizado. Por outro
lado, Haro et al. (2018) constataram que a coinoculacio foi mais eficiente em melhorar
o desempenho do feijao-caupi do que a inoculagdo isolada.

Selecionando combinag¢des de FMA e BFN para Vigna radiada (L.), Yasmeen et
al. (2012) observaram que o inoculante formado pela combinacdo de Glomus
intraradices com uma das duas estirpes de Bradyrhizobium japonicum bv. Glycinearum
(MN-S e TAL-102) testadas era mais eficiente na promog¢ao do crescimento da planta
do que a inoculagdo com apenas G. intraradices ou com apenas inoculantes bacterianos.

Avaliando os efeitos da coinoculagdo em diferentes gendtipos de feijao (P.
vulgaris), Ballesteros-Almanza et al. (2010) constataram que, em geral, a inoculagdo
isolada com rizoébio ou com FMA promove a planta maior tolerdncia a condi¢ao de seca
e maiores valores biométricos do que a dupla inoculacdo. Esses autores também
observaram que a colonizagdo micorrizica da planta foi reduzida com a coinoculagao, e
atribuiram esse comportamento a existéncia de competi¢do por fotossintatos entre os
simbiontes. As respostas diferenciadas de genotipos de feijdo a dupla inoculacido,
observadas pelos autores, indicam que para a associacdo tripartite ser funcional ¢
importante saber qual a melhor combinacao de isolados de fungos e estirpes bacterianas
para as cultivares de interesse, visto que os rizobios podem inibir ou estimular a
germinacdo de esporos de FMA, o que por sua vez, reflete na ocorréncia da simbiose
micorrizica arbuscular e, consequentemente, na contribuicao do fungo para a planta.

Soares et al. (2009) constataram que a taxa de germinagao de glomerosporos de
G. albida diferia em fun¢do da bactéria promotora de crescimento da planta aplicada,
sendo alta quando esporos de G. albida eram combinados com o Bacillus RABY, e
baixa quando combinados com Bacillus ENF10. Para o isolado de Scutellospora
heterogama [=Dentiscutata heterogama (T.H. Nicolson & Gerd.) Sieverd., F.A. Souza
& Oechl], os mesmos autores ndo observaram mudanca na taxa de germinacdo
independentemente do isolado bacteriano. Por outro lado, a germina¢do do C.
etunicatum foi beneficiada pela presenca dos isolados bacterianos.

Em estudo posterior, Ordofiez et al. (2016) também observaram que o
crescimento das hifas de FMA intra e extrarradicular pode ser estimulado ou inibido em
fungdo da estirpe bacteriana aplicada. Isolados cujos glomeroporos tenham a
germinagdo dificultada ou reduzida nao sao adequados a aplicagdo na agricultura, visto

que essas estruturas sao fundamentais para a ocorréncia da simbiose micorrizica.



36

Ampliar o conhecimento sobre a introducdo de espécies de FMA e de BFN
contribui na busca de bioinsumos microbianos promissores para O Sucesso no
estabelecimento e crescimento de culturas de interesse economico. No entanto, a
combinacdo de inoculantes nem sempre produzira um efeito aditivo ou sinérgico, e sim,
um processo competitivo que refletira em efeitos negativos ou neutros na cultura de
interesse (TRABELSI & MHAMDI, 2013). Isso porque a melhor combinag¢do ndo ¢
definida apenas pelos micro-organismos envolvidos, pois fatores como genotipo e idade
da planta, compatibilidade funcional entre os simbiontes, propriedades quimicas e
fisicas do solo, microbiota rizosférica, entre outros, devem ser levados em consideragdo
(DE CARVALHO & MOREIRA, 2010).

De modo geral, a comprovagdo dos beneficios proporcionados pela dupla
inoculagdo aos vegetais ¢ mais facilmente demonstrada em condigdes controladas, com
solo esterilizado, do que em condi¢des naturais (KOHL et al., 2016). A esterilizagio
altera as propriedades do solo gerando um ambiente artificial e com condi¢des
favoréaveis para certos FMA e BFN, os quais, por sua vez, podem ser pouco adaptados
as interacoes existentes na rizosfera ou at¢ mesmo pouco competitivos em comparacao

aos nativos (DE CARVALHO & MOREIRA, 2010).

2.6 EFEITO DA INOCULACAO MICORRIZICA NA DIVERSIDADE DE FMA
NATIVOS DO SOLO

No caso dos FMA introduzidos no solo, as informagdes sobre o estabelecimento,
persisténcia e disseminagdo sdo poucas, assim como os seus efeitos na estrutura, no
funcionamento e na diversidade da microbiota autoctone (PELLEGRINO et al., 2012;
BERRUTI et al. 2017). A comunidade vegetal ndo responde de forma padronizada a
diferentes isolados de FMA, e pode ser fortemente influenciada pela comunidade
micorrizica do solo (VAN DER HEIJDEN et al., 1998); assim, ndo ha clareza se a
resposta da planta ¢ resultado de um efeito direto do FMA aplicado ou se ¢ de um efeito
indireto, por meio da mudangca na comunidade nativa (Fig. 3) (TRABELSI &
MHAMDI, 2013; RODRIGUES & SANDERS, 2015).

O rastreamento dos FMA introduzidos no ambiente é dificil, assim como da sua
persisténcia e de sua capacidade de invasdo; consequentemente, ndo ha muitos dados
disponiveis na literatura sobre esse assunto (PELLEGRINO et al., 2012). Outro

problema ¢ que o mesmo fungo ja pode existir no local, o que requer um nimero maior



37

de marcadores moleculares (KOCH et al., 2011; PELLEGRINO et al., 2012;
RODRIGUES & SANDER, 2015).

Figura 3. Potenciais efeitos da inoculagdo com um FMA. Efeitos e resultados funcionais que sfo
potencialmente mediados pela presenga de uma comunidade nativa. Em asterisco, encontram-se hipdteses
que devem ser analisadas por investigagdo experimental.
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Fonte: Rodriguez & Sanders, 2015

Me¢étodos tradicionais de taxonomia morfoldgica, os quais sdo mais demorados e
exigem a presenca de profissionais experientes, podem auxiliar na identificagdo da
comunidade nativa antes e depois da introdu¢do de um isolado. Nesse caso, observar as
populagdes que aumentaram e/ou diminuiram com o tempo na presenca do(s) FMA
introduzido(s) ¢ uma ferramenta importante para a interpretagdo dos dados. A correta
interpretagdo ecoldgica dos resultados ¢ um grande desafio para o pesquisador, pois nos
casos em que algumas populagdes nativas sdo reduzidas (considerado impacto

negativo), nao se sabe se essas condi¢des sao mais ou menos favoraveis ao crescimento
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da cultura de interesse (KOCH et al., 2011; RODRIGUES & SANDERS, 2015). Dessa
forma, avaliagdo dos dados biométricos e fisioldgicos das plantas deve ser somada a
essas observacgoes para melhor entendimento dos efeitos da inoculagao.

O desafio ecoldgico a ser enfrentado pelas espécies de fungo introduzidas ¢é, sem
duvida, um fator a ser considerado em estudos de inoculagdo. Isso porque naturalmente
os solos contém comunidades de FMA que podem mascarar ou atenuar os efeitos dos
FMA exéticos (ANTUNES et al., 2009; KOHL et al., 2016; BERRUTI et al. 2017). De
acordo com Rodrigues & Sanders (2015), maior atengdo deve ser dada a comunidade
nativa devido a influéncia que ela pode ocasionar no estabelecimento e na atuagao das
espécies exoticas. O resultado dessa interagdo pode ser, por exemplo, a persisténcia de
micro-organismos menos benéficos, condi¢do que pode comprometer o objetivo
desejavel (KOCH et al., 2011).

Melhor compreensao da ecologia e da biologia dos FMA como também de como
o FMA introduzido interage com as populagdes existentes ¢ fundamental para a
indicacdo de inoculos (TRABELSI & MHAMDI, 2013; RODRIGUES & SANDERS,
2015) pois, considerar apenas o incremento que a inoculacdo pode proporcionar a
produtividade da cultura ¢ um parametro muito restrito. Ainda, segundo esses autores,
os mecanismos que o FMA introduzido utiliza para se adaptar as novas condicdes
ambientais também devem ser considerados. Obviamente, a ampliagdo desse
conhecimento requer a adogdo de novos métodos e ferramentas de estudo viabilizadas
pelas técnicas moleculares (PELLEGRINO et al., 2012; RODRIGUES & SANDERS,
2015).

Ha um interesse crescente por métodos e técnicas moleculares em estudos de
inoculagdo; no entanto, apesar de serem muito informativas, ndo estdo economicamente
acessiveis a maioria dos centros de pesquisas (TRABELSI& MHAMDI, 2013) e
também ndo garantem detectar precisamente os efeitos da inoculagdo na comunidade
nativa de FMA (BERRUTI et al. 2017).

De modo geral, pesquisas apontam declinio na diversidade e abundancia dos
FMA em agrossistemas submetidos a praticas agricolas intensas (OEHL et al., 2004;
OEHL et al., 2017) e nesse contexto, o restabelecimento natural da riqueza de FMA em
solos empobrecidos e impactados pode ser alcangado pela introducgao direta de FMA no
solo alvo (BERRUTI et al. 2017).

Uma questado a ser considerada ¢: a introdu¢ao de um FMA nao-nativo modifica

significativamente a composicao e a diversidade da comunidade existente? Balota e
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Lopes (1996), por exemplo, observaram mudancas na diversidade da comunidade de
FMA apés a introducdo de G. margarita em culturas de café. Os autores observaram
que nos locais em que houve inoculagdo a maioria das populacdoes de FMA foi
favorecida. Inclusive, a esporulagdo de A. dilatata aumentou 38% com a presenga de G.
margarita. Os autores observaram também que os consideraveis aumentos no numero
de esporos das espécies nativas de Acaulospora ndo influenciaram a esporulagdo da
espécie introduzida, que foi 12x maior nas parcelas inoculadas em relacdo as nao
inoculadas. A persisténcia do inoculante no campo também foi constatada por Balota &
Lopes (1996). Isolado de G. margarita, introduzido por meio de mudas de cafeeiro,
persistiu mesmo apds cinco anos da aplicacao.

Verificando os efeitos da adi¢dao de dois isolados exdticos de G. intraradices
na comunidade nativa de FMA, Koch ef al. (2011) observaram impacto negativo da
introducao na diversidade da comunidade, resultando do estabelecimento bem-sucedido
dos isolados introduzidos ¢ sua dominancia em relagao aos nativos.

Avaliando o estabelecimento, a eficiéncia e a persisténcia de fungos exoticos
como simbiontes radiculares em leguminosa, Pellegrino ef al. (2012) observaram que os
isolados foram eficientes competidores em comparacdo aos membros da comunidade
natural de FMA, e que persistiram no solo mesmo apds dois anos da aplicacdo.
Concluiram também que a cultura teve o crescimento e a absorcdo de nutrientes
minerais estimulados, mesmo ap6s dois anos da inoculagao.

Inoculando R. irregulare em uma ampla variedade de solo, Kohl ez al. (2016)
concluiram que o isolado conseguiu se estabelecer com sucesso e competir efetivamente
com outros FMA na colonizagao de leguminosa (7rifolium pratense L.) e de graminea
(Lolium multiflorum Lam.). Ainda de acordo com os autores, a compatibilidade com o
ambiente (condi¢des do solo e planta hospedeira) ¢ um fator crucial e determinante no
estabelecimento do FMA inoculado.

Efeito nulo na estrutura da comunidade de FMA nativo ap6s a introdugdo de
inoculante micorrizico também tem sido documentado (ANTUNES et al., 2009). Os
autores alertam para uma interpretacdo cautelosa desse resultado, uma vez que, os
efeitos na comunidade podem ocorrer em um tempo maior que o considerado no
experimento. Com relagdo a fraca persisténcia de isolado exotico no solo, Berruti et al.
(2017) atribuem a baixa capacidade de competicdo dos FMA exdticos na presenca dos
nativos. Também apontam para o tipo de propagulos de FMA introduzidos que pode ter

sido inadequado para o solo alvo. Nesse caso, os autores usaram inoculante composto
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com oito isolados de FMA + trés fungos saprobios + uma bactéria promotora de
crescimento de plantas (BPCP).

Embora o uso de inoculantes seja um manejo atraente capaz de reduzir
substancialmente a aplicacdo de fertilizantes quimicos em sistemas agricolas e
promover beneficios significativos ao vegetal, deve ser considerado que se trata de um
organismo vivo e, por tanto, sua aplicacdo pode ocasionar efeitos inesperados e
irreversiveis tais como a perda de espécies importantes (KOCH ef al., 2011;
TRABELSI & MHAMDI, 2013). Compreender de que forma a comunidade micorrizica
nativa responde a introdu¢do de um isolado exotico ¢ fundamental para que o objetivo

do manejo seja alcancado e a diversidade local seja mantida ou melhorada.

2.6.1 Indices ecologicos

A riqueza e estrutura da comunidade nativa de FMA podem ser conhecidas por
meio da identificacdo morfologica dos glomerosporos extraidos do solo (OEHL ef al.,
2004; SILVA et al., 2012b; PONTES et al., 2017). Os principais caracteres
considerados na identificagdo sdo: tamanho, coloracao, formato, ornamentagdo, tipo e
quantidade de paredes, placas germinativas, tipo de hifa esporifera, entre outros (Fig. 4).
Estudos ecologicos baseados na morfologia dos esporos de FMA tém sido questionados
por ndo acessarem as espécies ndo esporulantes, no entanto, fornecem subsidios
importantes para o entendimento das comunidades de FMA em diferentes ecossistemas
(SILVA et al., 2012b; PONTES et al., 2017). Em varios estudos, a identificagdo
morfoldgica dos esporos tem ampliado o registro de ocorréncia de espécies em solos
agricolas, superando, inclusive, a detec¢do por métodos moleculares (WETZEL et al.,
2014; OEHL et al., 2017).

O uso de indices ecoldgicos em estudos da comunidade de FMA tem ajudado a
compreender se mudancas na riqueza e abundancia das espécies sdo significativas ou
nao, apos diferentes manejos (OEHL et al., 2004; PONTES et al., 2017) e entre os mais
usados estdo os de Shannon e Margalef, o de dominancia de Simpson e¢ o de
eqiiitabilidade de Pielou. Em geral esses indices abrangem dois componentes: a riqueza
de espécies (o nimero de espécies encontradas no local) e sua eqiiitabilidade (padrao de
distribuicao).

O indice de Shannon ¢ calculado de acordo com a equagao: - X (Pi In [Pi]); onde

Pi = ni/N, ni = niumero de individuos (esporos) da espécie i, ¢ N = numero total de
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individuos (esporos) de todas as espécies. O indice de Margalef ¢ medido pela equagdo
d = S-1/Log (N), onde S ¢ o numero de espécies € N ¢ o nimero total de esporos na
amostra. O indice de dominancia de Simpson (C) ¢ calculado pela equagdo C = X (ni (ni
- 1)/N(N - 1). A equitabilidade de Pielou € obtida pela equagdo J° = H’/Log (S) em que

H’ ¢ o valor obtido pelo indice de Shannon e S € o numero total de espécies.

Figura 4. Identificagdo morfolégica dos FMA baseada na morfologia dos esporos. Esporos com
tamanhos entre 50 a 500 um.

Fonte: https://invam.wvu.edu/methods/spores

2.7 EFEITO DA INOCULACAO COM FMA NA BIOMASSA E ATIVIDADE
MICROBIANA DO SOLO

Muitas informagdes sobre as mudancas na atividade microbiana do solo
ocasionadas pela inoculagdo micorrizica ainda precisam ser conhecidas, evidenciando a
importancia da integracdo de estudos com abordagens que vao além dos efeitos dos
FMA na planta. Os FMA podem influenciar os ciclos do C e do P (SANDERS et al.,
1996; RILLIG et al., 2004) e a sua participagdo na atividade bioldgica geral do solo
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resulta de acdes direta e/ou indiretamente executadas pelos fungos no ecossistema.
Diretamente, quando servem de fonte e deposito de carbono para a microbiota do solo e
atuam na agregacdo e estruturagdo do mesmo (RILLIG ef al., 2004; RILLIG &
MUMMEY, 2006) e indiretamente, quando contribuem para captacdo de nutrientes
transferindo-os as plantas que, por sua vez, desenvolvem-se melhor e alocam compostos
secunddrios para a raiz, os quais servem de estimulo e influenciam a atividade dos
micro-organismos do solo (FOLLI-PEREIRA et al., 2012; SINGH et al., 2013). As
mudancgas na atividade biologica edéafica podem ser conhecidas por meio de atributos
microbioldgicos e bioquimicos sensiveis a mudancas na qualidade e funcionamento do
solo. Os atributos biologicos do solo sdo uteis em determinar os efeitos positivos e
negativos sobre a qualidade edafica e a sustentabilidade das praticas agricolas
(GUCWA-PRZEPIORA et al., 2016; ADETUNIJI et al., 2017). Entre os atributos,
destacam-se o carbono da biomassa microbiana (C-BM), a atividade respiratdria, o
coeficiente metabdlico (¢CO2) e atividade enzimatica (fosfatase 4cida e -glucosidase).

A biomassa microbiana corresponde a maior parte da fracdo ativa da matéria
organica, participando efetivamente de importantes processos no sistema solo-planta
tais como reciclagem e estoque de nutrientes (CUNHA ef al., 2011). Os métodos mais
usados para determinar a biomassa microbiana sao fumigacao-incubacdo (JENKINSON
& POWLSON, 1976), fumigagao-extracdo (VANCE et al., 1987) e irradiagdo-extragao
(ISLAM & WEIL, 1998). Varias pesquisas avaliando a biomassa microbiana mostraram
sua sensibilidade a diversos manejos agricolas. Cunha et al. (2011), por exemplo,
investigando a influéncia de plantas de cobertura nos teores de C-BM em solo cultivado
com feijoeiro (P. vulgaris) em sistema de preparo convencional registraram média de
217,5 (mg C Kg™!' de solo seco) na profundidade entre 0,0 - 0,10 m, valor muito abaixo
do registrado em solo de 4rea de mata 414,6 (mg C Kg™! de solo seco).

Analisando a influéncia da salinidade sobre o C-BM em 4reas submetidas a
rotagdo de cultura (feijdo-caupi e milho), Bezerra et al. (2010) também observaram
alteragdes significativas nesse atributo, concluindo que os maiores niveis de salinidade
promoveram reducao do carbono microbiano no solo. Com relagdo a influéncia da
inoculacdo com FMA no C-BM, Sales (2017) observou efeito positivo da inoculagdo
(400 g de solo-indculo mix de FMA) em solo ndo esterilizado, identificando aumento de
C-BM no solo desde a primeira safra de cana-de-agucar. Em cultivo de feijao-fava

(Vicia faba L.), Almethyeb et al. (2013) também observaram aumento do C microbiano
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no solo apos aplicacdo de inoculante micorrizico, mostrando a eficiéncia do inoculante
em incrementar a biomassa microbiana do solo.

A atividade respiratoria, também conhecida como respiragdo basal, corresponde
a liberacao de C-CO; resultante da oxidagdo de substancias organicas. A respiracao
basal reflete a capacidade metabdlica da microbiota edafica em degradar compostos
organicos em condi¢des aerdbicas (MOREIRA & SIQUEIRA, 2002). A taxa
respiratdria pode ser avaliada pela liberagdo de didxido de carbono (COz) ou pelo
consumo de oxigénio (O2). No caso da liberagao de CO., o carbono pode ser adsorvido
por uma solugdo basica (KOH ou NaOH) e entdo titulado com solucdo acida - HCI
(GRISI, 1978). Diversos fatores ambientais como temperatura, umidade e
disponibilidade de nutrientes promovem mudangas na emissdo de COz por
influenciarem a atividade da microbiota, que ¢ responsavel pela producdo deste gas
(MOREIRA & SIQUEIRA, 2002).

A respiracdo basal ¢ um atributo positivo para a qualidade do solo, sendo sua
interpretagdo realizada com cuidado, pois elevada emissdo de CO2 pode tanto refletir
alta oxidacdo da matéria organica associada a alta atividade bioldgica como perda de
carbono do solo e reducao desse elemento no sistema (CUNHA et al., 2011). Avaliando
os efeitos de plantas de cobertura como fonte de matéria organica na respiragao do solo,
esses autores observaram diferengas significativas entre os tratamentos na profundidade
de 0,0-0,10 m do solo sob cultivo de feijoeiro (P. vulgaris) em sistema de semeadura
direta, mostrando sua sensibilidade aos diferentes manejos adotados.

A relacdo entre a respiragdo basal e o C-BM corresponde ao coeficiente
metabdlico (¢CO2). Manejos que propiciem baixos gCO> nos sistemas agricolas sdo os
mais desejados, visto que a perda de C € menor pela respiragdo, resultando assim, em
maior incorporacao do C a biomassa microbiana (CUNHA et al., 2011).

A atividade enzimatica como pardmetro de qualidade do solo vem sendo
amplamente difundida na pesquisa agrondmica (GUCWA-PRZEPIORA et al., 2016;
ADETUNII et al., 2017). As enzimas catalisam todas as reagdes bioquimicas, sendo
comum sua presenca no solo avaliada por sua atividade. Os procedimentos para a
determinagdo da atividade enzimatica sdo simples. Em geral, aplica-se na amostra de
solo uma solu¢do tamponada contendo o substrato enzimatico; posteriormente, a
mistura ¢ incubada sob condi¢des padronizadas e o produto formado ¢ quantificado

colorimetricamente. Entre as diversas enzimas que participam nas transformacdes da
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matéria organica e liberacdo de nutrientes como o carbono e o fosforo, destacam-se a 3-
glucosidase e fosfatase 4cida, respectivamente.

A B-glucosidase atua na liberacdo de agucares de baixo peso molecular,
participando na hidrélise e biodegradagao de diversos glicosideos presentes em detritos
vegetais. A enzima possui papel relevante no ciclo do carbono e tem como produto final
de sua atuagdo a glicose, que ¢ importante fonte de energia para os micro-organismos.

A fosfatase 4cida atua na mineralizacdo e ciclagem do fosforo, catalisando a
hidrolise de ésteres e anidridos de acido fosforico (MAKOI & NDAKIDEMI, 2008). A
atividade da fosfatase resulta na liberagdo de grupos de fosfatos que sdo absorvidos
pelos vegetais, sendo boa indicadora de fertilidade do solo (MAKOI & NDAKIDEMI,
2008; ADETUNII et al., 2017). Alta atividade da fosfatase pode estar associada a
deficiéncia de P no ecossistema (GATIBONI et al., 2008), nesse caso, as plantas, por
exemplo, podem aumentar a secre¢do das fosfatases acidas para melhorar a
solubilizacdo e remobilizacdo do fosfato promovendo maiores concentracdes deste
catalisador no solo.

Recentemente foi documentado que as atividades de ambas enzimas (-
glucosidase fosfatase acida) foram favorecidas pela inoculacio com FMA (400 g de
solo-inéculo, mix de FMA) em cultivo de cana-de-agucar (SALES, 2017), no entanto,
ndo foi abordado de que forma os FMA contribuiram.

Investigar os efeitos dos inoculantes na performance da planta, na diversidade de
FMA e na atividade biologica edafica de forma integrada nao foi e nem serd uma tarefa
facil, sendo a participag@o e a contribuicdo de alguns pesquisadores imprescindiveis na
construcao da presente Tese. Considerando que ainda hd muito a ser esclarecido e que o
uso inadequado do solo pode comprometer a produgdo agricola nas geragdes futuras, os

estudos de inoculagao microbiana no ambiente nao podem mais ser negligenciados.
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3 METODO

3.1 METODOS GERAIS

3.1.1 Inoculantes micorrizicos: Indculos de trés isolados de FMA foram utilizados: 4.
longula (URM-FMA 07), C. etunicatum (URM-FMA 03) e G. albida (URM-FMA 01),
fornecidos pelo Laboratério de Micorrizas/Departamento de Micologia-UFPE. Os
in6culos (200 g) foram multiplicados quatro meses antes da montagem dos
experimentos, em vasos com capacidade para 2 kg, tendo como substrato: areia e solo
esterilizados (1:1 vv) e o milho (Zea mays L.) como planta hospedeira. O niimero de
propagulos infectivos de cada FMA foi estimado em bioensaio de acordo com
Feldmann e Idczak (1994), visando equalizar os in6culos. A inoculagao consistiu de
solo-inoculo com cerca de 2.000 e 3.000 propagulos infectivos/vaso aplicado
diretamente no solo abaixo das sementes nos experimentos da primeira e segunda etapa
da Tese, respectivamente. Os isolados de FMA utilizados no presente estudo tém
promovido beneficios significativos em plantas de milho (NOVAIS et al., 2014) e de
cana-de-agucar (PEREIRA et al., 2016).

3.1.2 Analises de crescimento e nutricionais das plantas: Para avaliagdo da biomassa
seca aérea, amostras do material vegetal foram secas em estufa de ventilacdo for¢ada a
70 °C por 72h. Para determinacdo dos teores de P e de N, as amostras do material
vegetal apds a secagem, foram moidas e digeridas em mistura de acido sulfurico com
perdxido de oxigénio. O P foi determinado por colorimetria (EMBRAPA, 1999) e o N
total por destilagio (BREMNER & MULVANEY, 1982).

3.1.3 Colonizagio micorrizica: Para avaliacdo da colonizacdo micorrizica, amostras de
0,5 g de raizes de cada tratamento foram lavadas com agua, diafanizadas com KOH
(10%), coradas com azul de tripano (0,05%) em lactoglicerol (PHILLIPS & HAYMAN,
1970) e analisadas pelo método de intersecao dos quadrantes (GIOVANETTI &
MOSSE, 1980).

3.1.4 Extracio e contagem de Glomerosporos: Os glomerosporos foram extraidos de
50g de solo via peneiramento umido (GERDEMANN & NICOLSON, 1963), seguido
de centrifugagdo em 4agua e sacarose (50%) (JENKINS, 1964) e contados em placa
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canaletada em estercomicroscopio (40x). Posteriormente, os glomerosporos extraidos
foram montados em 1dminas com PVLG (4lcool-polivinilico em lactoglicerol) e/ou com

Reagente de Melzer+PVLG, para observagao ao microscopio.

3.1.5 Identificacio morfologica dos glomerosporos e contagem por espécies: Para
identificacdo foram consultados manuais de identificacio (SCHENCK & PEREZ, 1990,
BLASZKOWSKI, 2012), a home page http://invam.caf.wvu.edu e publicagdes com a

descricdo de espécies.

3.2 ARTIGO 1 - ESTRUTURA DE ASSEMBLEIAS MICORRIZICAS DE FUNGOS
MICORRIZICOS ARBUSCULARES NA RIZOSFERA DE FEIJAO-CAUPI E
CRESCIMENTO DESTA LEGUMINOSA APOS INOCULACAO MICROBIANA E
APLICACAO DE FERTILIZANTES NO SOLO.

3.2.1 Condicdes experimentais e coleta do solo: O experimento foi realizado em casa
de vegetagao no Campus de Ciéncias Agrarias (CCA) da Universidade Federal do Vale
do Sao Francisco (Univasf), Pernambuco, Nordeste do Brasil. O solo nao esterilizado,
do tipo Neossolo Fluvico, foi coletado na Universidade do Estado da Bahia (UNEB) e
apresentava as seguintes caracteristicas: 21 mg/dm? de P; 4,4; 1,7; 0,1; 0,0 cmol,/dm? de
Ca, Mg, Na e Al, respectivamente, ¢ pH 6,7. Apos a coleta, o solo foi destorroado,
peneirado, uniformizado e distribuido em sacos plasticos pretos com capacidade para 2

Kg.

3.2.2 Inoculante bacteriano: Os inoculantes bacterianos (Bradyrhizobium BR 3267 e
BR 3296) foram fornecidos pela Embrapa Agrobiologia, em veiculo turfoso com
concentracio de 109 células g'. A inoculacdo, nas sementes de feijio-caupi (BRS
Pujante) consistiu de 10 g de inoculante bacteriano para cada 1 kg de sementes

umedecidas.

3.2.3 Delineamento experimental: O delineamento experimental foi inteiramente

casualizado com 17 tratamentos em cinco repeti¢des (Tabela 1).
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Tabela 1. Tratamentos de inoculacdo e de fertilizagao.

T1.  Inoculacdo com A. longula

T2.  Inoculacao com C. etunicatum

T3.  Inoculagdo com G. albida

T4. Mix FMA (4. longula + C. etunicatum + G. albida)

T5.  Inoculacdo com BR 3267

T6.  Inoculagdo com BR 3296

T7. Mix de BFN (BR 3267+3296)

T8.  A. longula + BR3267

T9.  A. longula + BR3296

T10. C. etunicatum + BR3267

T11. C. etunicatum + BR3296

T12. G. albida + BR3267

T13. G. albida + BR3296

T14. Fertilizagdo com 50% da quantidade recomendada de P (superfosfato simples)
T15. Fertilizagdo com 100% da quantidade recomendada de N (uréia)
T16. Sem inoculagdo e sem fertilizagdo

T17. Fertilizagdo com 100% da quantidade recomendada de P

3.2.4 Analises complementares de crescimento vegetal: Aos 45 dias da semeadura
(fase de floragdo), foram determinados a altura e o diametro do caule, com o auxilio de
uma fita métrica e um paquimetro, respectivamente; e os teores de clorofila “a”, “b”, e
“total” (determinados “in vivo” em medidor eletronico “ClorofiLOG”). S6 entdo, os
vasos foram desmontados e as plantas colhidas, separando-se a parte radicular e a parte
aérea, nessa foi avaliada a area foliar (as folhas foram fotografadas e analisadas no

programa Quant 2002-2).

3.2.5 Contagem dos nodulos bacterianos: Os nddulos bacterianos, coletados aos 45

dias, foram quantificados manualmente por planta.

3.2.6 Indices ecologicos: Para analisar a estrutura da comunidade de FMA foram
estimados os seguintes indices ecoldgicos: diversidade de Shannon (H’), equitabilidade
de Pielou (J*), e a dominancia (L) por amostra. O indice de diversidade de Shannon (H’)
foi calculado de acordo com a equagdo: - Y, (Pi In [Pi]); onde Pi = ni/N, ni = nimero de
individuos da espécie i, ¢ N = numero total de individuos de todas as espécies

(SHANNON & WEAVER, 1949); o indice de equitabilidade de Pielou (J°) foi obtido
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pela equacdo J° = H’/Log n (S) em que H’ € o valor obtido pelo indice de Shannon e S ¢
o numero total de espécies (PIELOU, 1975). O indice de dominadncia de Simpson (C)
foi calculado pela equagdo C =X (ni (ni - 1)/ N(N - 1).

3.2.7 Andlise dos Dados: Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de
Shapiro-Wilk, e quando nao atendiam a distribuicdo normal foram transformados antes
da realizacdo da analise de variancia. Os dados foram submetidos a analise de variancia
e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knot (p<0,05). As andlises foram realizadas
com auxilio do programa Assistat versdao 7.7 beta (SILVA & AZEVEDO, 2016). Os
indices ecoldgicos foram calculados com auxilio do programa Primer 6.0 (CLARKE E
GORLEY, 2006). Os dados de abundancia da comunidade foram relativizados, e as
mudangas na comunidade foram analisadas por escalonamento multidimensional

(MDS), utilizando a distancia de Sorensen, com auxilio do programa Primer 6.0.

3.3 ARTIGO 2 - PERFORMANCE DE Vigna unguiculata [L] Walp EM RESPOSTA A
INOCULACAO COM FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES ALOCTONES
EM CICLOS CONSECUTIVOS

3.3.1 Condicdes experimentais: O experimento foi realizado em casa de vegetacao em
condi¢des naturais de temperatura (23,5 - 32,6 °C) e umidade relativa do ar (80%) no
Departamento de Micologia da Universidade Federal de Pernambuco - Nordeste do
Brasil. O solo utilizado, nao esterilizado, foi coletado em area experimental de cultivo
de feijdo-caupi, localizada na estacdo experimental de Itapirema (Goiana-PE) do
Instituto Agrondmico de Pernambuco-IPA. O solo ¢ do tipo Argilosso Vermelho
Amarelo distréfico (EMBRAPA, 2006) e apresentava as seguintes caracteristicas: P (1
mg/dm?), pH 6,0 e 1,0; 0,75; 0,08 ¢ 0,0 cmolc/dm? de Ca, Mg, K e Al, respectivamente.
Apbs a coleta, o solo foi destorroado, peneirado e colocado em vasos com capacidade
para 3 kg. Foi utilizada a cultivar Miranda [PA-207, como planta hospedeira. Nenhum
trabalho referente a associacdo micorrizagdo dessa cultivar havia sido registrado. O
experimento foi composto por dois ciclos com duragdo de 70 dias, cada. Ao final de
cada ciclo, os vasos foram desmontados e as plantas colhidas, separando-se a parte
radicular e a parte aérea. Considerando que o segundo ciclo da cultura poderia ser
comprometido em virtude do teor quase nulo de P no solo, ao término da colheita do

primeiro ciclo foi aplicado por vaso, apenas 1/3 da dosagem de P,0Os (60 kg/ha)
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recomendada pelo IPA, visto que a alta disponibilidade de P no solo pode influenciar a

dindmica dos FMA (CRUZ et al., 2017).

3.3.2 Delineamento experimental

No primeiro ciclo, o delineamento experimental foi inteiramente casualizado
com quatro tratamentos: (a) plantas controle (ndo inoculadas), (b) inoculagdo com A.
longula, (c) inoculacdo com C. etunicatum e (d) inoculagdo com G. albida, em 10
repetigdes, com excecdo do tratamento controle, que consistiu de cinco repetigoes.

No segundo ciclo, o delineamento foi fatorial duplo (tipos de inocula¢do x
isolados de FMA) + 1 tratamento adicional (controle nao inoculado). Metade dos
tratamentos que foram inoculados no primeiro ciclo foi reinoculada com o respectivo
FMA (inoculacdo consecutiva) e a outra metade ndo foi inoculada (sem inoculagdo
consecutiva). Desta forma, os seguintes tratamentos foram testados (Tabela 2), em cinco

repeticdes.

Tabela 2. Tratamentos de inoculagdo testados no segundo ciclo de crescimento da cultura

T1. Controle (ndo inoculado)

T2. reinoculado com A. longula T2’.  ndo-reinoculado com 4. longula
T3. reinoculado com C. efunicatum T3’. nao-reinoculado com A. longula
T4. reinoculado com G. albida T4’. nao-reinoculado com A. longula

O solo utilizado no experimento ndo foi esterilizado; portanto, todos os
tratamentos continham FMA nativos. Foi mantida apenas uma planta por vaso durante o

experimento.

3.3.3 Analises complementares da planta: aos 45 (no primeiro e no segundo ciclo) e
aos 52 dias (apenas no segundo ciclo) foi registrado o numero de plantas na fase de
floragdo., enquanto que a contagem do numero de folhas foi realizada no final do

experimento (70 dias).

3.3.4 Analise dos dados: Os dados foram avaliados quanto a normalidade pelo teste de
Shapiro-Wilk e quanto a homogeneidade de variancias pelo teste de Bartlett. Os dados
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. As andlises foram realizadas utilizando as func¢des

marginal e cld do pacote emmeans (LENTH, 2018) e as funcdes stats do R shapiro.test,
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bartlett.test e anova; os dados do segundo ciclo foram analisados como fatorial duplo
(com e sem inoculagdo consecutiva x isolados de FMA) com um tratamento adicional
(controle/testemunha) utilizando a fun¢do fat2.ad.dic do pacote Expdes.pt (FERREIRA
et al., 2018). Todas as andlises foram realizadas com auxilio do programa R (R
CoreTeam, 2018) e os resultados dos dois ciclos foram analisados de forma

independente.

3.4 ARTIGO 3 - POTENCIAL IMPACTO DA INOCULACAO COM GIGASPORA
NA ATIVIDADE BIOLOGICA DO SOLO, DIVERSIDADE E PROPAGULOS
INFECTIVOS DE FUNGOS MICORRIZICOS EM CICLOS CONSECUTIVOS DE
FEIJAO-CAUPI EM CONDICOES DE MICROCOSMOS

3.4.1 Condicoes experimentais: o experimento foi realizado em casa de vegetacao em
condi¢des naturais de temperatura (23,5 - 32,6 °C) e umidade relativa do ar (80%) no
Departamento de Micologia da Universidade Federal de Pernambuco - Nordeste do
Brasil. O solo utilizado, ndo esterilizado, foi 0 mesmo do Artigo 2.

O experimento foi composto por trés ciclos com duracdo de 70 dias, cada. No
final do primeiro e segundo ciclo foi aplicado, por vaso, 1/3 da dosagem de P>Os (60 kg
ha!) recomendada pelo IPA (considerando o baixo teor de P no solo e a quantidade de
ciclos requeridos para o estabelecimento da cultura: trés). Ao final de cada um dos
ciclos, os vasos foram desmontados e 200 g de solo foram retirados para avaliacdo da
atividade bioldgica do solo e diversidade de FMA. Visando restabelecer os 3 Kg de solo
experimental, 200 g de solo-esterilizado eram depositados no vaso apos a retirada da

amostra.

3.4.2 Delineamento experimental: o delineamento experimental foi inteiramente
casualizado em arranjo fatorial 4 x 3, com cinco repeti¢des, sendo quatro tratamentos de
inoculagdo: (I) controle- ndo inoculado, (II) inoculagdo com G. albida apenas no
primeiro ciclo-GAP, (III) inoculagao com G. albida em ciclos alternados, ou seja, no
primeiro e terceiro ciclo-GAL e (IV) inoculacdo com G. albida em todos os ciclos-GAT
versus trés tratamentos tempo: (I) primeiro ciclo, (II) segundo ciclo e (III) terceiro ciclo.
O solo utilizado no experimento também nado foi esterilizado e portanto, continham

FMA nativos. Foi mantida apenas uma planta por vaso durante o experimento.
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3.4.3 Analises microbiologicas:

3.4.3.1 Numero de propagulos infectivos de FMA: ao fim do terceiro ciclo, preparou-se
uma amostra composta de solo para cada tratamento, sendo realizadas diluigdes
sucessivas do “solo amostra” em areia autoclavada, nas propor¢des 0, 1:10, 1:100,
1:1000 (solo in6culo - areia autoclavada) com cinco repeticdes (FELDMANN;
IDZACK,1994). Os potes foram mantidos em casa-de-vegetacdo, tendo como
hospedeiro o milho (Zea mays L.). Apos 30 dias, raizes finas foram extraidas das
amostras de solo, diafanizadas com KOH (10%) e coradas com azul de tripano (0,05%)

(PHILLIPS; HAYMAN, 1970).

3.4.3.2 Carbono da biomassa microbiana (C-BM): o carbono da biomassa microbiana
foi estimado ao final de cada ciclo da cultura pela fumigagcdo com cloroformio livre de
etanol em 10 g solo, seguido da extra¢do do carbono com 25 mL de sulfato de potéssio
(0,5 M) e oxidag@o com 1 mL de dicromato de potassio (0,66 mM) em meio com 5 mL
de acido sulfirico concentrado e¢ 0,5 mL de acido fosforico concentrado. A
quantificagdo do carbono foi realizada pela titulagdo com sulfato ferroso amoniacal
(0,033 N), usando difenilamina 1 % como indicador. Os valores foram calculados a
partir das amostras de solo fumigadas e ndo fumigadas, empregando o fator de correcao

KC= 0,33 ¢ os valores expressos em g C g™! solo seco (DE-POLLI; GUERRA, 1997).

3.4.3.3 Respiragdo edafica basal (C-COy): para estimar a respiracdo edafica ao final de
cada ciclo da cultura, aliquotas de 100 g de solo foram incubadas em frasco rosquedvel
com 10 mL de KOH (0,5 N) por sete dias. O CO» foi quantificado por titulagdo com
HCI 0,1 N, utilizando fenolftaleina (0,1 % em etanol) e alaranjado de metila (1 %) como
indicadores de pH. O CO: emitido pela respiragdo dos micro-organismos foi expresso

em pug C- COy/ g de solo seco (GRISI, 1978).

3.4.3.4 Coeficiente metabolico: o coeficiente metabolico foi obtido pela razdo entre a

emissdo de C-CO; por C-BM.

3.4.3.5 Atividade da fosfatase acida: a atividade da fosfatase acida foi determinada ao
final de cada ciclo da cultura em amostras de 0,5 g de solo, que foram incubadas por 1 h

a 37 °C com 0,1 mL de tolueno, 2 mL tampao MUB (pH 6,5) e 0,5 mL de solugdo de p-
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NPP (p-Nitrofenilfosfato) (0,115 M). Apos esta reagdo foram adicionados 0,5 mL de
CaClz (0,5 M) ¢ 2 mL de NaOH (0,5 M). As amostras foram filtradas ¢ as leituras
realizadas em espectrofotometro (400 nm). Para a curva padrao foram utilizadas

concentragdes crescentes de p-nitrofenol e a atividade enzimdtica expressa em mg p-

NPP g'! solo seco h'! (TABATABAI; BREMMER, 1969).

3.4.3.6 Atividade da B—glicosidase: na avalia¢do da atividade da B-glicosidase, amostras
de 0,5 g de solo foram incubadas por 1 h a 37°C com 0,1 mL de tolueno, 2 mL tampao
MUB (pH 6,5) e 0,5 mL de solucao de (p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo) (25 mM).
Apbs esta reacdo foram adicionados 0,5 mL de CaCl, (0,5 M) e 2 mL de tampao Tris
(pH 12). As amostras foram filtradas e as leituras realizadas em espectrofotometro (400
nm). Para a curva padrao foram utilizadas concentragdes crescentes de p-nitrofenol e a
atividade enzimatica expressa em mg p-NPP g! solo seco h™! (EIVAZI; TABATABAI,
1988).

3.4.3.7 Anélise dos dados: Os dados foram analisados em arranjo fatorial duplo 4x3:
sendo quatro tratamentos de inoculacdo vs. trés ciclos de cultivo. Os dados foram
submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de

Tukey a 5% de probabilidade.
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4 RESULTADOS

4.1 ARTIGO 1 - ESTRUTURA DE ASSEMBLEIAS MICORRIZICAS DE FUNGOS
ARBUSCULARES NA RIZOSFERA DE FEIJAO-CAUPI E CRESCIMENTO DESTA
LEGUMINOSA APOS INOCULACAO MICROBIANA E APLICACAO DE
FERTILIZANTES NO SOLO

O uso de inoculantes promoveu efeito significativo no crescimento foliar, nos
teores de P e N das plantas, na coloniza¢do micorrizica, no numero de glomerosporos do
solo e na estrutura da comunidade nativa de FMA (p<0,05). As plantas inoculadas
apenas com FMA e as adubadas com ureia e superfosfato simples apresentaram area
foliar maior que as plantas controle (Tabela 3), indicando que a inoculagdo micorrizica
promoveu aumento nesse parametro de forma similar ao obtido com a aplicacao de
fertilizantes. Os isolados bacterianos diferiram quanto aos efeitos no feijado-caupi (BRS
Pujante), sendo mais pronunciados na presenca de inoculantes com FMA. A inoculagdo
com o rizébio BR3296, em combinag¢dao com os isolados de FMA, nao resultou em
aumento na area foliar, ao contrario da associacao dos isolados de FMA com o rizobio
BR3267 que, de modo geral, promoveu aumento nesta variavel em relagdo as plantas
controle (Tabela 3).

O diametro do caule (4,14 cm), a altura (37,5 cm), a biomassa seca da parte
aérea (3,16 g), os teores de clorofila a (37,1 ICF), b (17,8 ICF) e totais (59,9 ICF) e a
quantidade de nddulos nas raizes (75,4 nddulos planta-1) das plantas inoculadas ndo
diferiram estatisticamente das plantas ndo inoculadas (p > 0,05). As inoculacdes e as
fertilizagdes ndo promoveram aumento nos teores de P e de N das plantas, exceto o
tratamento com maior quantidade de P (Tabela 3), que aumentou a concentragdo desse
elemento na biomassa. Por outro lado, contribuiram para maiores taxas de colonizacdo

micorrizica (Figura 5).
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Tabela 3. Area foliar, teores de P e de N da parte aérea de plantas de feijio-caupi (BRS Pujante)
inoculadas ou ndo com fungos micorrizicos arbusculares (FMA) e/ou bactérias fixadoras de nitrogénio
(BFN), ap6s 45 dias da semeadura em casa de vegetacao.

Tratamentos de inoculacio Area foliar (cm?) P(gk} Nk

A. longula (AL) 81463 a 1.73 ¢ 41.24b
C. etunicatum (CE) 79465 a 197 b 45.76a
G. albida (GA) 771,29 a 170 ¢ 47.24a
Mix FMA (AL+CE+GA) 763,39 a 157 ¢ 41 80b
BR324a7 83407 a 190 b 43 64a
BR3296 731,016 1,79 ¢ 41.50b
Mix BFN (BR3267 + BR3296) 80598 a 1.76 c 41, 78b
AL +BR3267 707.09 b 172 ¢ 39.84b
AL +BR3296 66874 b 202 b 43 20a
CE + BR3267 786,12 a 202 b 41.42b
CE + BR3296 72106 b 193 b 44 08a
GA +BR5287 776,77 a 194 b 43.78a
GA + BR3296 743,66 b 1.34 ¢ 43 48a
p* 701,07 b 192 b 41.42b
N (ureia) 78840 a 196 b 41.84b
Controle (NI) 68485b 203 b 44 54a
p *= 86832 a 242 a 44 10a
CV{%) 11,29 10,81 6,77

NI: Nao inoculado; Fonte de P*: 50% da dosagem; Fonte de P**100% da dosagem recomendada para o
feijao-caupi; CV: coeficiente de variagcdo; Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem pelo
teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

As maiores taxas de colonizagdo foram observadas nas plantas inoculadas com
FMA, e nas duplamente inoculadas com C. etunicatum + BR3267 e com G. albida +
BR3267 (Figura 5). Embora as taxas de coloniza¢do micorrizica tenham sido menores
(em geral) nas plantas co-inoculadas e nas tratadas apenas com rizobios, elas foram
significativamente maiores que as das plantas controle (ndo inoculadas). O nimero de
glomerosporos no solo foi significativamente reduzido apds a introdug¢do dos rizobios
(Figura 6) em comparagdo ao tratamento controle (sem inoculacdo), no entanto, esse
resultado nao foi observado quando houve a inoculagdo com rizobios e FMA.

Entre as correlagdes observadas (Tabela 4), destacam-se: 1) a correlagdo
negativa entre a colonizagdo micorrizica € o teor de P do solo, demonstrando que na
medida em que a disponibilidade desse nutriente aumenta no solo a colonizagdo
micorrizica fica comprometida; 2) a correlagdo positiva entre a colonizagdo micorrizica
e a relacdo da BSA/BSR, refletindo que as maiores taxas de colonizacao resultaram em
maior beneficio no crescimento das plantas; 3) a correlagdo positiva entre os teores de P
e de N, indicando que o aumento do teor de P na planta também favorece o aumento do

teor de N.
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Figura 5: Percentual da colonizagdo micorrizica em plantas de feijdo-caupi (BRS Pujante) inoculadas ou
ndo com fungos micorrizicos arbusculares (AL: 4. longula; CE: C. etunicatum; GA: G. albida) e/ou
bactérias fixadoras de nitrogénio (BR3267 e BR3296), apds 45 dias da semeadura em casa de vegetacao;
Fonte de P*: 0,0825g; NI: Nao inoculado; Fonte de P**: 0,165g; Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
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Figura 6: Numero de glomerosporos em solo com plantas de feijao-caupi (BRS Pujante) inoculadas ou
ndo com fungos micorrizicos arbusculares (AL: 4. longula; CE: C. etunicatum; GA: G. albida) e/ou
bactérias fixadoras de nitrogénio (BR3267 ¢ BR3296), apds 45 dias da semeadura em casa de vegetacao;
Fonte de P*: 0,0825g; NI: Néo inoculado; Fonte de P**: 0,165g; Médias seguidas pelas mesma letra ndo
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
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No final do experimento foram identificados 29 tdxons de FMA pertencentes a
11 géneros (Tabela 5). Acaulospora foi o género mais representativo com 13 espécies;
Gigaspora, Glomus e Ambispora foram representados por quatro, trés e duas espécies,
respectivamente.  Cetraspora, Claroideoglomus, Corymbiglomus, Dentiscutata,
Entrophospora, Racocetra e Septoglomus foram representados por uma espécie cada
(Tabela 5). A maior riqueza de tdxons de FMA (14 taxons distribuidos em sete géneros)
foi registrada no solo inoculado com o mix de FMA. Por outro lado, a menor riqueza (6
taxons distribuidos em cinco géneros) foi observada no solo co-inoculado com
GA+BR3296 (Tabela 5).

Considerando as co-inoculagdes, observou-se que a riqueza de FMA foi maior
apos a inoculacdo com os isolados de FMA + BR3267 do que com os isolados de FMA
+ BR3296. Vale ressaltar que a menor riqueza de FMA, menores teores de P,
colonizagdo micorrizica e crescimento foliar foram registrados nos tratamentos
inoculados com BR 3296, sugerindo um potencial efeito negativo do rizobio BR3296
sobre esses parametros. Foi constatado também que com a aplicagdo da menor dose de
P a riqueza de FMA foi favorecida (13 espécies distribuidas em 8 géneros), ao contrario
do observado para a dosagem maior de P em que foi observado baixo valor para a
riqueza (8) (Tabela 5).

Acaulospora longula foi a espécie mais abundante entre as registradas e foi
responsavel pela producdo de mais da metade dos glomerosporos extraidos,
confirmando assim seu estabelecimento bem sucedido na presenga dos FMA nativos
(Tabela 5). Foi observada diferenca na estrutura da comunidade de FMA entre os
tratamentos inoculados com G. albidatBR 3267 e A. longula (p<0,05). Maior
diversidade de Shannon e equitabilidade de Pielou foram observados no tratamento
inoculado com G. albida+ BR 3267, enquanto que maior dominancia foi encontrada no
tratamento inoculado s6 com A. longula (Tabela 6).

A andlise de escalonamento multidimensional mostrou que os tratamentos
inoculados com 4. longula apresentaram maior similaridade entre si e separaram dos

demais tratamentos (Figura 7).
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Tabela 6. Indice de diversidade de Shannon, dominincia e equitabilidade de Pielou referentes a
comunidade de FMA do solo em pousio ¢ do solo inoculado com FMA e/ou bactérias fixadoras de
nitrogénio, apds 45 dias da semeadura em casa de vegetagdo.

Tratamentos de inocula¢ao Shannon Dominancia Pielou
A. longula (AL) 0,50b 0,76 a 0,37b
C. etunicatum (CE) 0,97 ab 0,43 ab 0,72ab
G. Albida (GA) 0,86 ab 0,47 ab 0,82 ab
Mix FMA (AL+CE+GA) 1,14 ab 0,37 ab 0,78 ab
BR3267 1,03 ab 0,35 ab 0,81 ab
BR3296 0,61 ab 0,63 ab 0,78 ab
Mix BFN (BR3267 + BR3296) 0,95 ab 0,48 ab 0,63 ab
AL + BR3267 1,02 ab 0,44 ab 0,66 ab
AL + BR3296 0,81 ab 0,56 ab 0,59 ab
CE + BR3267 1,09 ab 0,39 ab 0,76 ab
CE + BR3296 1,15 ab 0,36 ab 0,76 ab
GA + BR3267 1,36 a 0,26 b 0,84 a
GA + BR3296 1,07 ab 0,36 ab 0,82 ab
P* 1,21 ab 0,30 b 0,81 ab
N (ureia) 0,96 ab 0,43 ab 0,78 ab
Controle (NI) 1,10 ab 0,39 ab 0,74 ab
P ** 0,86 ab 0,45 ab 0,75 ab
NT 0,81 ab 0,50 ab 0,70 ab

Fonte de P*: 50% da dosagem; NI: Nao inoculado e ndo fertilizado; Fonte de P**:100% da dosagem
recomendada para a cultura.
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Figura 7. Analise de escalonamento multidimensional (MDS) baseado na comunidade de fungos
micorrizicos arbusculares (FMA) na rizosfera de feijao-caupi provenientes de solo inoculado com FMA
e/ou bactérias fixadoras de nitrogénio apds 45 dias da semeadura em casa de vegetacdo. T1:4. longula
(AL); T2:C. etunicatum (CE); T3:G. Albida (GA); T4:Mix FMA (AL+CE+GA); T5:rizobio BR3267; T6:
riz6bioBR3296; T7:Mix rizébio (BR3267 + BR3296); T8:AL + BR3267; T9:AL + BR3296; T10: CE +
BR3267; T11:CE + BR3296; T12:GA + BR3267; T13:GA + BR3296; T14:0,0825g de P; T15:N (ureia);

T16:Controle (ndo inoculado); T17: 0,165g de P; NT: solo nativo em pousio.
Standardise Samples by Total
Resemblance: S17 Bray Curtis similarity
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4.2 ARTIGO 2 - PERFORMANCE DE VIGNA UNGUICULATA [L] WALP EM
RESPOSTA A INOCULACAO COM FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES
ALOCTONES EM CICLOS CONSECUTIVOS.

No primeiro ciclo ndo houve diferenga entre o tratamento controle e os
tratamentos de inoculagdo para altura, didmetro do caule e nimero de folhas (p>0,05)
(Tabela 7). A biomassa seca da parte aérea foi maior no tratamento controle e no
tratamento com A. longula quando comparada a registrada no tratamento com G. albida
(p<0,05) (Tabela 7). Diferencas nos teores de N e K foram observadas apenas entre as
plantas inoculadas com FMA, sendo os maiores valores observados nas plantas
inoculadas com 4. longula e com C. etunicatum em relagdo as inoculadas com G. albida
(Tabela 7). O teor de P diferiu apenas entre as plantas inoculadas com C. etunicatum e
com G. albida, com maiores valores observados no primeiro tratamento (Tabela 7).

No segundo ciclo foi observada interagao significativa para o nimero de folhas

entre os fatores (tipos de inoculacdo x isolados de FMA) (p<0,05) (Tabela 8). As
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plantas que foram reinoculadas com C. etunicatum desenvolveram mais folhas do que
as plantas ndo-reinoculadas com o mesmo isolado (Tabela 8). Todas as plantas
inoculadas (fatorial), independente do fungo e da inoculagdo, apresentaram mais folhas
do que as plantas controle (adicional).

A plantas reinoculadas apresentaram maior biomassa vegetal em relagdo as
plantas nao-reinoculadas, independente do fungo aplicado (p<0,05) (Tabela 8).
Observou-se também que a biomassa foi maior nas plantas inoculadas com A. longula
em relacao as inoculadas com C. etunicatum. A altura e o didmetro do caule das plantas
também foram maiores nas plantas inoculadas com A. longula em relagdo as inoculadas
com C. etunicatum (Tabela 8). Nao houve diferenca nos teores de NPK entre as plantas
inoculadas (fatorial) e as controle (adicional), nem efeito dos fatores (tipos de

inoculagdo x isolados de FMA) (Tabela 9).



‘opepIyiqeqoid ap 9,6 © Aoyn], 9p 9159} O[od 9JUIWEBIIISIILISI WAISJIP OBU BUN[OD BU BIJO] BUISOW BP SEPINSIS SEIPIN

q00¥L Q€0 q0°0 qS¥0 ®(OC€E BILE ®(00°ST qeTl vpqv °H
90€°89 e 150 €800 eHL0 ©00°€¢ ©96°C ©9T'ST qe Gp'[ umona 7
qQOLSL © G50 qe 90°0 B IL0 © (8¢ Oy ®T9°LT B QLT v|n3uo] '
© 0TS qe €4°0 qe L00 qe 19°0 e OvE B 70V ®00°9C eIL] d[onuo)
(%) (%) (%) (%) (3) vaage
BIIZLLI0JTW orssejod 0.10JS0J oruyso.nIu (wrur) (ud) BIIS
ogdeziuo[o) ap 109, Ip 109, Ip 109, Sey[oJ 3P N oJqjpweI(q eIy BSSBIAI sojuduwejeA],

“eIN)[Nod ep o[o10 oxrowlid o sode ‘OpezI[LI9)se OgU O[OS

W ‘SaU0JI0[k SAIB[NOSNGIER SOOIZILIOOW SOSUNy Wwod oede[noour e eysodser we rdneos-oelio] op BOIZIIIOON OBILZIUO[0D d SOJUALIINU P SOQILIIUAOUO0D “OJUSUWIIOSAI)) */, B[oqR ]

€9



64

Tabela 8. Crescimento do feijao-caupi em resposta a inoculagdo com fungos micorrizicos arbusculares
aloctones, em solo nao esterilizado, ap6s o segundo ciclo da cultura

Biomassa seca (g)

Tratamentos A. longula  C. etunicatum G. albida Média
CIC 2,30 1,76 2,07 2,04 A
SIC 2,09 1,23 1,39 1,61 B

Média 2,19a 1,55 b 1,73 ab
Fatorial vs Adicional
Adicional 2,24
Fatorial 1.82
Altura (cm)

Tratamentos A. longula  C. etunicatum G. albida Média
CIC 26,20 21,00 22,80 23,33 B
SIC 27,10 23,50 25,00 25,31 A

Média 26,65 a 22,41 b 23,90 b
Fatorial vs Adicional
Adicional 24,60
Fatorial 24,32
Diametro do caule (mm)

Tratamentos A. longula  C. etunicatum G. albida Média
CIC 4,68 3,90 4,33 4,31
SIC 4,34 4,12 4,30 4,25

Média 4,51 a 4,04 b 4,30 ab
Fatorial vs Adicional
Adicional 4,30
Fatorial 4,28
Numero de folhas
Tratamentos A. longula  C. etunicatum G. albida Média
CIC 4,60 Aa 4,40 Aa 2,40 Ab 3,80
SIC 4,20 Aa 2,42 Ba 3,80 Aa 3,42
Média 4,4 2,22 3,10
Fatorial vs Adicional

Adicional 2,00 B

Fatorial 3,64 A

CIC= com inoculagdo consecutiva, SIC= sem inoculagdo consecutiva. Médias seguidas da mesma letra,

mintscula na linha e maitsculas na coluna, ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Meédias sem letras ndo diferem estatisticamente.
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Tabela 9. Porcentagens de nutrientes da biomassa seca aérea e taxas de colonizagdo micorrizica de plantas
de feijao-caupi em resposta a inoculagdo com fungos micorrizicos arbusculares aloctones, em solo ndo
esterilizado, ap6s o segundo ciclo da cultura.

Teor de Nitrogénio (%)

Tratamentos A. longula C. etunicatum G. albida Média
cIc 2,92 2.43 2,13 2,49
SIC 3.00 3.36 221 2,86

Média 2,96 2,89 2,17
Fatorial vs Adicional
Adicional 3,08
Fatorial 2,67
Teor de Fosforo (%)

Tratamentos . longula C. etunicatum G. albida Média
c1c 023 0,16 0,16 0.12
SIC 0.19 0.24 0.13 0,12

Média 0,13 0,13 0,10
Fatorial vs Adicional
Adicional 0,12
Fatorial 0,12
Teor de Potassio (%)

Tratamentos A. longula C. etunicatum G. albida Média
c1c 0.30 0.47 0,19 0,32
SIC 0.32 0.48 033 0,38

Média 0,31 ab 0,47 a 0,26 b
Fatorial vs Adicional
Adicional 0,28
Fatorial 0,35
Colonizaciio micorrizica (%)

Tratamentos A. longula C. etunicatum G. albida Média
CIC 72,20 73,80 66,20 70,70 A
SIC 70,60 59,20 59,20 63,00 B

Média 71,4 a 66,5 ab 62,7b
Fatorial vs Adicional
Adicional 55,20B
Fatorial 66,87 A

CIC= com inoculag@o consecutiva, SIC= sem inoculag¢@o consecutiva. Médias seguidas da mesma letra
mintscula na linha e maitsculas na coluna ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Meédias sem letras ndo diferem estatisticamente.
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No primeiro ciclo, 60% das plantas ndo-inoculadas (controle) apresentavam
inflorescéncia aos 45 dias, diferentemente das inoculadas, que ndo apresentavam
floracao (com excecao de 10% das plantas inoculadas com G. albida).

No segundo ciclo, 26,6% de todas as plantas com inoculacdo consecutiva,
apresentavam-se na fase de floracdo aos 45 dias, enquanto as plantas dos demais
tratamentos (ndo-reinoculadas e controle) ndo apresentaram inflorescéncia, no mesmo
periodo. Uma semana depois (52 dias), 86,6% das plantas com inoculacdo consecutiva
estavam em floracdo enquanto 60 e 80% das plantas ndo-reinoculadas e controle,
respectivamente, apresentavam inflorescéncia.

No primeiro ciclo, a colonizagdo micorrizica diferiu significativamente entre os
tratamentos, sendo as maiores taxas registradas nas plantas controle em relagdo as
inoculadas (Tabela 2) (p<0,05).

No segundo ciclo, foi observada interagdo significativa para a taxa de
coloniza¢do entre os fatores (tipos de inoculagdo x isolados de FMA) (Tabela 9)
(p<0,05). As maiores taxas de colonizac¢do radicular foram registradas nas plantas do
solo com inoculagdo consecutiva em relagao as plantas nao-reinoculadas (Tabela 9).
Maiores porcentagens de colonizacdo foram observadas nas plantas do solo inoculado
com A. longula em relagcdo as plantas do solo inoculado com G. albida (Tabela 9).
Maior colonizagdo radicular foi observada nas plantas inoculadas (fatorial) em

comparacao as plantas com FMA nativos (adicional) (Tabela 9).

4.3 ARTIGO 3 - POTENCIAL IMPACTO DA INOCULACAO COM GIGASPORA
NA ATIVIDADE BIOLOGICA DO SOLO, DIVERSIDADE E PROPAGULOS
INFECTIVOS DE FUNGOS MICORRIZICOS EM CICLOS CONSECUTIVOS DE
FEIJAO-CAUPI EM CONDICOES DE MICROCOSMOS

Quarenta e seis taxons de FMA, pertencentes a quinze géneros, foram
identificados durante todo o experimento. Acaulospora foi o gé€nero mais
representativo, com doze espécies, seguido de Glomus, que apresentou sete (Tabela 10).
Racocetra e Gigaspora foram representados por cinco e quatro espécies,
respectivamente, enquanto que Cetraspora e Dentiscutata tiveram 3 espécies, cada.
Fuscutata, Rhizoglomus e Scutellospora apresentaram duas espécies ao contrario de
Ambispora, Claroideoglomus, Funneliformis, Kuklospora, Orbispora,

Paradentiscutata, que apresentaram uma espécie, cada (Tabela 10).
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Nenhuma espécie de G. albida foi registrada no tratamento controle nos dois
primeiros ciclos do experimento, ao contrario dos solos inoculados, que apresentaram o
registro da espécie desde o primeiro ciclo (Tabela 10). Em comparagdo ao controle, o
solo inoculado consecutivamente apresentou maior abundancia de G. albida e riqueza
de FMA, sendo a diferenca observada a partir do 2° ciclo do experimento (Tabela 11).

Analisando a diversidade (em que se considera a riqueza e sua eqiiitabilidade) da
comunidade de FMA, observou-se que houve efeito da inoculagdo com G. albida nesse
parametro apenas no primeiro ciclo, onde ela foi maior em todas as parcelas inoculadas
em relagdo ao solo controle (Tabela 12).

Analisando a dindmica da populagdo mais abundante no solo, que foi a de G.
macrocarpum (Tabela 11), observou-se que a aplicagdio do inoculante a impactou
negativamente, sendo menor em todos os solos inoculados em comparagdao ao solo
controle. No entanto, ao final do terceiro ciclo, ndo foi observada diferenca significativa
na abundancia do G. macrocarpum entre o solo controle e os solos inoculados (GAP,
GAL e GAT).

Ao fim do terceiro ciclo, nao houve diferenca no nimero de glomerosporos entre
o solo controle e os solos inoculados. Analisando o primeiro ciclo, notou-se também
que em dois dos trés tratamentos de inoculacdo, houve uma reducdo no niimero de
glomerosporos do solo apds a inoculacdo com G. albida (Tabela 12). Maior numero de
propagulos infectivos de FMA foi registrado no solo GAT, seguido pelo GAL (Tabela
13).
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Tabela 13. Numero mais provavel de propagulos infectivos de FMA no final do terceiro ciclo, em solo
controle e em solo inoculado com G. albida uma vez (GAP), duas vezes (GAL) e trés vezes (GAT) em
rizosfera de feijdo-caupi.

NMP de propagulos g™ de solo
Tratamentos Controle GAP GAL GAT
2,8 2,8 5,4 9,2

Houve efeito positivo da inoculagdo com FMA nos teores de carbono
microbiano (C-BM) do solo ao fim do terceiro ciclo (p<0,05) (Tabela 14). Maiores
teores de C-BM foram registrados nos solos sob inoculagao alternada (GAL) e continua
(GAT) em comparagdo aos tratamentos controle e inoculagao tinica (GAP).

Nao houve diferenca na respiracdo basal do solo e no coeficiente metabolico
(gCO2) entre os tratamentos ao final do terceiro ciclo (p>0,05) (Tabela 14)

Ao fim do terceiro ciclo, observou-se que nao houve diferenga (p>0,05) na
atividade das enzimas (fosfatase acida e B-glucosidase) entre o solo controle e os solos
inoculados (GAP, GAL e GAT) com exce¢do da atividade da B-glucosidase, que foi

maior em no solo GAP em comparagdo ao controle (Tabela 15).
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Tabela 15. Atividade da Fosfatase acida e da B-glucosidase em solo controle (sem inoculagéo) e em solos

inoculados com G. albida, no primeiro ciclo (GAP), no primeiro e terceiro ciclo (GAL) e em todos os
ciclos (GAT) do feijao-caupi.

Fosfatase B-glucosidase
(mg p-NPP g-! solo seco h™") (mg p-NPP g solo seco h'")
1° Ciclo 2° Ciclo 3¢ Ciclo 1° Ciclo 2¢ Ciclo 3¢ Ciclo
Controle 247,8 aA 240,1 aA 72,8 bA 28,9 aA 2,28 bB 4,5 bB
GAP 237,8 aA 129,5 bC 53,1 cA 13,4 aB 8,2 bA 16,4 aA
GAL 226,6 aA 187,3 bB 37,8 cA 11,6 aB 1,4 bB 2,9 bB
GAT 226,6 aA 170,5 bB 53,6 cA 9,5 aB 3,1 bB 6,2 abB

Meédias seguidas pela mesma letra (mintiscula na linha e maiuscula na coluna) ndo diferem pelo teste de
Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
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5 DISCUSSAO

5.1 ARTIGO 1 - ESTRUTURA DE ASSEMBLEIAS MICORRIZICAS DE FUNGOS
MICORRIZICOS ARBUSCULARES NA RIZOSFERA DE FEIJAO-CAUPI E
CRESCIMENTO DESTA LEGUMINOSA APOS INOCULACAO MICROBIANA E
APLICACAO DE FERTILIZANTES NO SOLO

Os beneficios no crescimento vegetal resultante da aplicagdo de FMA
observados nesse ¢ em outros estudos (CRUZ et al., 2017; HARO et al., 2016)
contribuem para estimular o uso racional de inoculantes micorrizicos em culturas
importantes. O uso de FMA na cultura do feijdo-caupi também tem sido realizada em
outros estudos: Siqueira et al. (2003), por exemplo, constataram que a inoculagdo com
Claroideoglomus  etunicatum (=Glomus etunicatum) proporcionou aumento
significativo na area foliar e na biomassa seca da parte aérea de plantas de feijao-caupi,
enquanto que, Silva et al. (2009) verificaram aumento de 33 a 148% no crescimento
vegetal, em comparagdo com as plantas ndo inoculadas, testando 51 isolados de FMA.
Esses autores constataram também que 95% dos fungos testados favoreceram a
absorcdo de P e que os tratamentos com maxima eficiéncia continham espécies de
Acaulospora e Glomus.

Dentre os inoculantes testados, os de FMA com o rizobio BR3267 propiciaram
incremento no crescimento foliar de feijdo-caupi, indicando potencial para serem
aplicados em campo. Os efeitos menos evidentes da inoculagdo com o rizobio BR3296
aplicado isoladamente ou em conjunto com os FMA no feijdo-caupi demonstram a
importancia de se conhecer combinagdes eficientes para as plantas de interesse, uma vez
que combinagdes inadequadas podem nao promover os efeitos esperados.

No presente estudo ndo foram observados beneficios diferenciados em fun¢do da
espécie e/ou isolado de FMA no crescimento das plantas; no entanto, Andrade et al.
(2009) verificaram maior incremento na biomassa seca ac¢rea do feijao-caupi (cultivar
IPA 206) em fungdo da associagdo com C. etunicatum do que com Gigaspora albida,
em condic¢oes nao esterilizadas.

Em geral, a inoculagdo com FMA contribui para taxas mais altas de colonizagdo
micorrizica (COZZOLINO et al., 2013; PELEGRINO et al., 2012). As taxas mais
baixas de colonizacdo micorrizica registradas na maioria das plantas co-inoculadas em

comparac¢do com plantas inoculadas com AMF indicam que o estabelecimento de uma
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simbiose afeta o resultado da outra (CATFORD et al., 2003; OMIROU et al., 2016). A
redu¢do na colonizagdo micorrizica de plantas de feijao (Phaseolus) também foi
observada por Ballesteros-Almanza et al. (2010) apos co-inoculacdo com rhizobia e
Glomus intraradices. Ordonez et al. (2016) também alertaram sobre a influéncia de
bactérias (Pseudomonas) na colonizacao intra e extra-radicular por FMA, demonstrando
que a ocorréncia de simbiose micorrizica pode ser diretamente impactada pelas
bactérias adicionadas. A colonizag¢do radicular ¢ um dos primeiros beneficios que a
planta recebe quando associada aos simbiontes, pois a disponibilidade para sitios de
infeccdo por patdgenos diminui significativamente; no entanto, esse beneficio primario
tem sido negligenciado (DENISON & KIERS, 2011).

Verificou-se que plantas inoculadas com rizobios apresentaram percentuais de
colonizagdo micorrizica maiores que as plantas controle, nesse caso, entende-se que
uma perturbacao na comunidade nativa de FMA pode ter sido gerada apds a introdugao
dos organismos exoéticos, estimulando os simbiontes micorrizicos nativos a colonizarem
as raizes, justificando assim, o aumento da colonizagdo micorrizica nas plantas desses
tratamentos. A reducdo na quantidade de glomerosporos autoctones no solo apds a
introducao isolada dos rizobios pode apoiar essa observacao, evidenciando que os FMA
passaram da condi¢do assimbiotica para condigdo simbidtica.

Pouco se sabe sobre os fatores que moldam as interagdes entre esses dois
importantes grupos de micro-organismos ¢ como eles influenciam o crescimento € o
estabelecimento uns dos outros (CATFORD et al., 2003; YASMEEN et al., 2012;
OMIROU et al., 2016). Em geral, essas interagcdes sao menos estudadas em comparagao
com o crescimento e a produtividade das plantas (COZZOLINO et al., 2013; HARO et
al., 2018). No entanto, sabe-se que a comunidade de FMA ¢ influenciada por diferentes
fatores do ambiente abidtico e bidtico, os quais, por sua vez, interferem na
sobrevivéncia e germinacdo de propagulos infecciosos, alterando o processo de
colonizacdo fliingica e seus efeitos no sistema radicular de plantas (MOHAMMAD et
al., 2003; CARRENHO et al., 2010; RODRIGUEZ & SANDERS, 2015; ORDONEZ et
al.,2016; XU et al., 2017).

A maior riqueza de FMA registrada em fungdo da aplicagdo do Mix de FMA
evidencia a importancia da inoculagdo com a mistura de espécies para ampliar a
comunidade de FMA em solo agricola. As espécies de FMA sdao ecologicamente
distintas, o que contribui para a manutencdo da diversidade de FMA, com potencial de

proporcionar maior resiliéncia a planta associada (BEVER et al., 2001). Além disto, o
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aumento da riqueza de espécies ¢ importante porque tem efeito na estrutura da
comunidade vegetal, modificando seu desempenho (VAN DER HEIJDEN et al., 1998;
BEVER et al., 2001; SILVA et al., 2012b).

Diferencas na estrutura das comunidades de FMA entre os tratamentos
(inoculagdo com G. albida + BR 3267) e (4. longula) podem estar relacionadas a
estratégia de vida adotada pelas espécies flngicas aplicadas. Espécies de Gigasporales
sdao consideradas estrategistas-K, ou seja, produzem um pequeno numero de esporos
grandes (> 200 mm) e sdo adaptados para viver em ambientes estdveis e previsiveis.
Tais estrategistas K geralmente investem na formagdo de biomassa fingica (micélio)
fora do sistema radicular (DENISON E KIERS, 2011; MAHERALI & KLIRONOMOS,
2007). Considerando que G. albida produz poucos esporos € que ndo houve aumento na
abundancia do isolado inoculado e / ou da comunidade nativa, isso pode ter contribuido
para a maior diversidade no tratamento inoculado com G. albida + BR 3267 quando
comparado ao tratamento inoculado com A. longula. Por outro lado, a dominancia de 4.
longula pode estar relacionada a uma caracteristica intrinseca do grupo, que ¢ a
producao de grandes quantidades de pequenos esporos (BALOTA & LOPES, 1996;
DENISON & KIERS, 2011). Esse comportamento dos estrategistas-R, em que o ciclo
de vida ¢ curto e resulta na formagdo de muitos esporos, aumenta as chances de que os
glomerosporos sejam extraidos do solo e, consequentemente, identificados, explicando
a razao para o maior numero de espécies pertencentes ao género Acaulospora.

A predominancia de esporos do tipo glomoéide nos solos sem a introducao do A.
longula e a predominancia de esporos do tipo acaulosporoide apds a introdugdo desse
isolado confirmam a dominancia de A. longula na comunidade nativa. Esse resultado
serve de alerta para a realizagao de estudos de longo prazo com o intuito de verificar se
o estabelecimento bem sucedido dessa espécie entre os membros nativos persiste ao
longo do tempo e se seu comportamento dominante ndo ¢ deletério para as espécies
nativas.

Ao contrario da estrutura da comunidade de FMA, a qual foi modificada apos a
introducao de indculos de A. longula, a composi¢ao das assembleias micorrizicas ndo
mudou estatisticamente. No entanto, a auséncia de impactos na composicdo da
comunidade micorrizica nativa relacionados a introdugdo de isolados exoticos deve ser
interpretada com cautela, pois ha um tempo a ser considerado para a ocorréncia do

possivel dano (SAKALI et al., 2001; ANTUNES et al., 2009) e especialmente, quando
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uma espécie que ndo ocorre na comunidade nativa ¢ introduzida, como foi o caso de G.

albida.

5.2 ARTIGO 2 - PERFORMANCE DE Vigna unguiculata [L] Walp EM RESPOSTA
A INOCULACAO COM FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES
ALOCTONES EM CICLOS CONSECUTIVOS

Diversas cultivares de feijado-caupi t€ém apresentado aumento na producdo de
biomassa e/ou nos teores nutricionais (ANDRADE et al., 2009; SILVA et al., 2009;
HARO et al., 2016; CRUZ et al., 2017) em resposta a inoculagdo micorrizica, ao
contrario do observado no presente trabalho. Tal fato refuta nossa hipotese de que FMA
aloctones poderiam trazer mais beneficios no crescimento em solo ndo desinfestado.
Provavelmente, fatores como: a fraca capacidade dos isolados exoticos em competir
com os FMA indigenas do solo, o tipo e a dosagem de propagulos introduzidos, a
fertilidade edafica, entre outros fatores devem ser considerados (JANOUSKOVA et al.,
2013; REGO et al., 2015; BERRUTI et al., 2017). Embora a microbiota nativa possa
afetar o desenvolvimento da planta, poucos estudos abordam mudangas na microbiota
do solo que resultam em alteragdes no desempenho vegetal (PELLEGRINO et al.,
2012; JANOUSKOVA et al., 2013) e nem sempre ha clareza se a resposta da planta é
resultado de um efeito direto do FMA aplicado ou de um efeito indireto, por meio da
mudanca na comunidade nativa (RODRIGUES & SANDERS, 2015; BERRUTI et al.,
2017).

Por outro lado, observa-se que todas as plantas podem sofrer alteragdes
positivas, negativas ou nulas no crescimento em resposta a inoculagdo micorrizica
(PELLEGRINO et al., 2012; REGO et al., 2015; BERRUTI et al., 20 17). Pesquisa
recente demonstra que os servigos ecossistémicos prestados pelos FMA dependem tanto
dos fatores abidticos quanto da microbiota nativa do solo, a qual pode inibir o
crescimento e a acdo dos FMA exoticos (SVENNINGSEN et al., 2018), justificando
assim diferentes respostas das plantas a inoculagdo micorrizica.

Diferencas observadas no estdgio de desenvolvimento do feijdo-caupi no
primeiro ciclo indicam que a introduc¢do dos isolados aloctones pode ter causado uma
perturbagdo no solo, explicando assim o atraso no desenvolvimento das plantas
inoculadas com FMA (pois apenas 10% das plantas inoculadas com G. albida e

nenhuma das inoculadas com os outros dois isolados apresentaram inflorescéncia em
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comparagdo as plantas controle). Além disso, a colonizagdo micorrizica diminuiu
significativamente com a introducao dos isolados exdticos, assim como o crescimento
do feijao-caupi, que foi menor no tratamento inoculado com G. albida. A adi¢do de
propagulos micorrizicos promove mudancas no equilibrio e na abundancia dos FMA no
solo, reduzindo assim a abundancia dos fungos nas raizes e, em alguns casos,
reprimindo o crescimento das plantas (JANOUSKOVA et al. 2013).

No segundo ciclo, a maior produgdo de biomassa em plantas do solo reinoculado
(em comparagao a de solos nao-reinoculados) indica que as adi¢des de inoculos podem
beneficiar o desenvolvimento das plantas apds um periodo de adaptagao dos isolados no
solo. Possivelmente, alguns isolados exoticos precisem de um periodo de tempo para se
estabelecer no ambiente e comecar a expressar todo o seu potencial, visto serem
organismos vivos que influenciam e s3o influenciados pela microbiota nativa
(JANOUSKOVA et al. 2013; SVENNINGSEN et al., 2018). De modo geral, esse
importante aspecto ecoldgico tem sido negligenciado, tornando comum a ndo indicagao
de inoculantes micorrizicos quando ndo se observam os efeitos desejados na planta apos
a primeira aplicacao.

Apoiando essas observagdes, verifica-se que no segundo ciclo, todas as plantas
inoculadas (fatorial) apresentaram maior quantidade de folhas e maiores taxas de
coloniza¢do em relagdo as plantas controle (adicional). Além disso, aos 45 dias do
segundo ciclo, 26,6% das plantas do solo reinoculado estavam na fase de floracao, ao
contrario das plantas controle e das plantas do solo ndo-reinoculado, que nao estavam.
Esse resultado indica que a inoculagdo repetitiva pode ter contribuido no
desenvolvimento do feijao-caupi.

Corroborando essa observacao, verificou-se que o nimero de plantas em fase de
floragao no solo reinoculado (aos 52 dias) era maior que o de plantas ndo-reinoculadas e
do tratamento controle, sendo indicativo de que a perturbagdo no solo pode ter sido
atenuada com o tempo. Nenhuma informagao sobre os efeitos da inoculagdo com FMA
na floragdo de plantas de feijao-caupi foi encontrada na literatura. Nossos resultados
mostram que o periodo de floragdo desse vegetal pode ser modificado em resposta a
inoculagdo micorrizica, a qual pode contribuir para o estabelecimento do feijao-caupi
em solo com baixo teor de P (CRUZ et al., 2017).

As maiores taxas de colonizagdo micorrizica em plantas reinoculadas
demonstram que as taxas tendem a ser maiores apos as inoculagdes com FMA

constituindo um dos primeiros beneficios promovidos pela introdug¢ao dos fungos, pois
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colonizagdo micorrizica reduz os locais potenciais para infeccdo por patdgenos
(VIERHEILIG et al., 2008; ODEYEMI et al., 2010; DENILSON & KIERS 2011).

O isolado de G. albida foi o que menos contribui para o crescimento € nutricao
da cultivar em comparagdo ao 4. longula e C. etunicatum, ao menos, inicialmente.
Demonstrando a importancia de se conhecer os efeitos dos isolados na planta antes da
aplicacdo em campo. A hipétese de que a reinoculagio com FMA favorece o
crescimento de feijao-caupi foi confirmada, sugerindo que os beneficios advindos da
micorrizagao sao evidenciados apds o segundo ciclo de cultivo.

As diferentes respostas das plantas nos dois ciclos podem estar relacionadas as
interagdes complexas que envolvem as caracteristicas do isolado fungico e da cultivar.
Por isso, ¢ pertinente estudar previamente a performance das plantas em resposta a

inoculagdo micorrizica, a fim de projetar manejos eficientes para os sistemas agricolas.

5.3 ARTIGO 3 - POTENCIAL IMPACTO DA INOCULACAO COM GIGASPORA
NA ATIVIDADE BIOLOGICA DO SOLO, DIVERSIDADE E PROPAGULOS
INFECTIVOS DE FUNGOS MICORRIZICOS EM CICLOS CONSECUTIVOS DE
FEIJAO-CAUPI EM CONDICOES DE MICROCOSMOS

A forte contribui¢do de areas agricolas para o registro de ocorréncia de novas
espécies tem sido discutida recentemente (PONTES et al., 2017, OEHL et al., 2017),
evidenciando a importancia de estudos de diversidade de FMA nesses locais. A riqueza
de espécies de FMA (46 taxons pertencentes a 15 géneros) encontrada no presente
estudo foi claramente maior que a encontrada em outras pesquisas usando solos com
feijao-caupi. Sousa et al. (2012), por exemplo, registraram a ocorréncia de 15 taxons
pertencentes a 3 géneros (Acaulospora, Glomus e Kuklospora) em condigdes de campo
do nordeste brasileiro, enquanto que Haro et al. (2018) registraram taxons pertencentes
a apenas quatro géneros: Scutellospora, Gigaspora, Glomus e Entrophospora (isolando
FMA de seis areas de cultivo de feijdo-caupi em Burkina Faso). A maior riqueza
registrada no presente estudo pode estar relacionado as condigdes experimentais
adotadas, tais como: maior duragdo do experimento (pois foram considerados trés ciclos
de crescimento da planta, contribuindo para a recuperagdo de espécies de esporulagdo
tardia) e estabelecimento de vasos em casa de vegetacdo (local de pouca variacdo
ambiental). Apoiando essas observagdes, verifica-se que Pontes et al. (2017),

investigando a resposta da comunidade de FMA a diferentes doses e tipos de
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fertilizantes usados na cultura do feijao-caupi, recuperaram 30 espécies de FMA (por
meio de cultura armadilha) em casa de vegetagdo, onde quatro (Fuscutata heterogama,
Glomus ambisporum, Fuscutata geosporus e Sclerocystis rubiformis) apenas foram
recuperadas nessas condigdes.

A predominancia de Acaulospora e Glomus observada no presente estudo
também foi verificada por Sousa et al. (2012) e Pontes et al. (2017) em cultivos de
feijjdo-caupi. Os autores atribuiram a melhor adaptacdo desses grupos, quando
comparados a outros géneros, ao pH do solo (média de 6,0) e as condigdes estressantes
presentes nos sistemas agricolas. Nao descartando que a maior ocorréncia de espécies
de Acaulospora e Glomus pode estar relacionada a técnica aplicada para obtencao de
dados de riqueza, visto que as andlises morfologicas dependem exclusivamente das
espécies esporuladas. Nesse caso, as espécies que investem mais na producao de
esporos sao mais facilmente extraidas e identificadas, comportamento caracteristico de
Acaulospora e Glomus (BALOTA & LOPES, 1996; DENISON & KIERS, 2011),
permitindo sua identificag@o no solo.

Espécies de Gigaspora t€m sido encontradas em solos sob cultivos de feijao-
caupi, mas sua representatividade (em termos de numero de espécies) tem sido baixa em
relacdo a Acaulospora e Glomus (SOUSA et al., 2012; PONTES et al., 2017),
possivelmente por apresentar espécies mais sensiveis as praticas agricolas (PICONE,
2000). A inoculacdo consecutiva com G. albida, no presente trabalho, mostrou-se
eficiente em aumentar a abundancia da espécie (G. albida) e a riqueza de FMA no solo
em comparagdo a outras formas de inoculacdo (GAP e GAL), revelando que para
aumentos significativos na riqueza de FMA no solo, a introdug¢do do isolado deve ser
realizada de forma continua.

O aumento da riqueza de FMA nos solos inoculados consecutivamente em
relacdo ao solo controle pode estar relacionada ndo s6 a introdugdo direta e repetitiva da
espécie no sistema como a diminuicdo significativa da populacdo mais abundante do
solo (G. macrocarpum), observada no primeiro ciclo de crescimento da cultura. Ainda
nesse ciclo, notou-se que em dois (GAL e GAT) dos trés solos inoculados inicialmente,
houve uma reducao no nimero de glomerosporos em comparacao ao solo nao inoculado
(controle), indicando uma possivel relagio com a diminuicdo da abundancia de G.
macrocarpum. A diminuicdo da abundancia de G. macrocarpum também parece ter

influenciado a diversidade da comunidade de FMA (possivelmente devido a
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eqiiitabilidade das espécies), avaliada pelo indice de Shannon, que foi maior em todos
os solos inoculados, em comparacdo ao controle.

Por outro lado, as espécies (G. macrocarpum) apresentaram padroes
pronunciados de esporulacdo nos ciclos subsequentes que resultaram em valores de
abundancia similares, estatisticamente, entre o solo controle ¢ os inoculados (GAP,
GAL e GAT) ao final do terceiro ciclo. Com a recuperagdo do G. macrocarpum, o
indice de diversidade ndo mais diferiu entre os quatro tratamentos assim como, o
numero de glomerosporos que foi estatisticamente igual entre o solo controle e
inoculados (GAP, GAL e GAT), apoiando a observacdo de que essa populacdo tem
expressiva participacdo na diversidade da comunidade esporulante € que mudangas na
sua dinamica influenciam diretamente a estrutura e diversidade de FMA no solo.

A recuperacao da populagao de G. macrocarpum pode estar ligada ao fato de
essa espécie pertencer a um grupo filogeneticamente (Glomeraceae) diferente do
isolado aplicado (Gigasporaceae), pois essa condi¢do permite uma complementariedade
das acdes executadas pelos FMA no sistema (solo-planta) de forma a propiciar a
coexisténcia de grupos que ocupam nichos espaciais diferentes, visto que a maior parte
de biomassa fungica de representantes de Gigasporaceae € encontrada nas hifas
localizadas fora da raiz enquanto que a maior parte de biomassa flingica de
representantes da Glomeraceae ¢ encontrada dentro da raiz (MAHERALI &
KLIRONOMOS, 2007; 2012.

Embora nao tenha sido observada diferenga no nimero de glomerosporos entre
os solos inoculados (GAP, GAL ¢ GAT) em relagdao ao controle ao final do terceiro
ciclo, verificou-se que o niamero de propagulos infectivos de FMA foi maior no solo sob
inoculagdo continua, seguido pelo solo com inoculagdo alternada, do que nos demais
solos, 0 que demonstra a eficiéncia da inoculagdo na manuten¢do e no aumento da
capacidade infectiva do solo.

A maior quantidade de propagulos infectivos de FMA observada em GAL e
GAT, possivelmente, contribuiu para o aumento da biomassa microbiana do solo,
justificando assim os maiores teores de carbono microbiano (C-BM) observados nesses
tratamentos. Manejos que condicionam melhorias nos atributos bioldgicos associados a
biomassa microbiana propiciam aumento na ciclagem de nutrientes e fluxo de energia
no solo (CUNHA et al., 2011), uma vez que a biomassa microbiana participa
diretamente desses processos. Aumento na biomassa microbiana do solo em fung¢ao da

inoculagdo micorrizica, como observada no presente trabalho, também foi relatado por
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Almethyeb et al. (2013) em cultura de feijao-fava (Vicia faba L.), sendo que os autores
observaram aumento desde a primeira aplicagdo do inoculante micorrizico (ciclo de 51
dias), ao contrario do presente estudo, em que incrementos s6 foram detectados a partir
do terceiro ciclo de crescimento da cultura. E possivel que essas diferencas estejam
relacionadas as plantas usadas, solos, condigdes experimentais entre outros fatores.

Resultados similares de respiracdo basal (C-CO2) no solo de todos os
tratamentos ao fim do terceiro ciclo representam um saldo positivo de C para os solos
de GAL e GAT visto que a perda de C, via respiracdo basal, ndo acompanhou o
aumentou de biomassa registrada nesses tratamentos, sugerindo assim imobilizagdo do
C a biomassa microbiana. Apoiando essas observagdes, verifica-se que o coeficiente
metabdlico também nao diferiu entre os tratamentos ao fim do terceiro ciclo, quando era
esperado que ele aumentasse nos solos GAL e GAT em virtude do aumento da
biomassa. De acordo com Cunha et al. (2011) a medida que a microbiota se torna mais
eficiente no uso de recursos do ecossistema, a perda de CO2 pela respiracao ¢ menor, o
que proporciona maior incorporacao de C ao tecido microbiano.

Contrariando estudo em que as atividades de B-glucosidase e fosfatase acida
foram sensiveis em identificar alteracdes no solo (MATSUOKA, MENDES &
LOUREIRO, 2003), as atividades enzimaticas (com exce¢cdo da atividade da f-
glucosidase no solo GAP) ndo foram os indicadores bioldgicos mais eficientes em

mostrar as mudancas no solo ocasionadas pela inoculagdo com G. albida.
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6 CONCLUSOES

6.1 ARTIGO 1 - ESTRUTURA DE ASSEMBLEIAS MICORRIZICAS DE FUNGOS
MICORRIZICOS ARBUSCULARES NA RIZOSFERA DE FEIJAO-CAUPI E
CRESCIMENTO DESTA LEGUMINOSA APOS INOCULACAO MICROBIANA E
APLICACAO DE FERTILIZANTES NO SOLO.

Confirma-se que os isolados microbianos diferem em seus efeitos no
crescimento foliar e na micorrizagdo do feijao-caupi, os quais foram mais expressivos
positivamente apoés inoculagio micorrizica isolada ou combinada com BR 3267. E
possivel observar diferengas na estrutura da comunidade esporulante de FMA mesmo
em um curto periodo de tempo. No entanto, estudos a longo prazo sdo necessarios para
verificar se o estabelecimento bem sucedido de A. longula entre as espécies nativas
persiste com o tempo e se esse comportamento dominante ndo ¢ deletério para as
espécies nativas. Conclui-se também que a introducdo de um isolado exotico no
ambiente deve ser avaliada com cautela especialmente quando uma espécie introduzida

(como foi o caso de G. albida) ndo ocorre na comunidade local, justificando a

importancia de estudos conduzidos em casa de vegetacao.

6.2 ARTIGO 2 - PERFORMANCE DE Vigna unguiculata [L] Walp EM RESPOSTA A
INOCULACAO COM FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES ALOCTONES
EM CICLOS CONSECUTIVOS

O feijao-caupi apresenta respostas diferentes de crescimento e desenvolvimento
a inoculacdo com isolados de FMA aloctones, sendo o de G. albida, inicialmente, o
menos efetivo para a cultivar Miranda IPA 207. O desenvolvimento das plantas de
feijao-caupi ¢ maior em solos submetidos a inoculagdes consecutivas do que em solos
sem reinoculagdo. Nossos resultados também mostram que a inoculagdo com FMA
pode influenciar o periodo de floracdo do feijdo-caupi e que estudos de inoculagdo
micorrizica, realizada em ciclos consecutivos, ajudam a entender os efeitos dos FMA no

desempenho do feijao-caupi.
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6.3 ARTIGO 3 - POTENCIAL IMPACTO DA INOCULACAO COM GIGASPORA
NA ATIVIDADE BIOLOGICA DO SOLO, DIVERSIDADE E PROPAGULOS
INFECTIVOS DE FUNGOS MICORRIZICOS EM CICLOS CONSECUTIVOS DE
FEIJAO-CAUPI EM CONDICOES DE MICROCOSMOS

A inoculagdo com G. albida ¢ eficiente em aumentar a abundancia da espécie no
solo, a riqueza ¢ o numero de propagulos infectivos de FMA, quando realizada em
ciclos consecutivos de feijao-caupi, sendo indicada para testes em campo.

A introdu¢do do G. albida promove mudancas indireta e diretamente na
comunidade de FMA, as quais podem ser observadas ao longo do ciclo reprodutivo. A
curto prazo: promove alteragdes na populacdo abundante (G. macrocarcum), a qual,
possivelmente, tem expressiva participagdo na comunidade micorrizica sendo, portanto
um efeito indireto da inoculagao. A médio prazo: aumenta a abundancia da espécie no
solo e o numero de propagulos infectivos de FMA, resultados pelo efeito direto da
inoculacdo. Conclui-se também que os aspectos ecoldgicos de FMA sdo sensiveis a
mudancgas no solo causados pela introducao do FMA, sendo sugeridos indicadores de

qualidade do solo.
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CONSIDERACOES FINAIS

O sucesso da aplicagdo de fungos micorrizicos arbusculares (FMA) em aumentar
o crescimento da biomassa vegetal do feijao-caupi ¢ bem documentado na literatura,
principalmente em solo esterilizado, diferindo da condi¢do adotada na presente Tese,
possibilitando avancar no entendimento sobre potenciais beneficios as plantas e
modificagdes na atividade microbiana e comunidade nativa de FMA.

Ao final da Tese, conclui-se que o feijado-caupi apresenta respostas diferentes a
inoculagdo com isolados de FMA aloctones (combinados ou nao com BFN) sendo sua
expansdo foliar e coloniza¢do micorrizica facilmente favorecidas pela inoculagdo com
FMA. As assembleias micorrizicas sdo influenciadas direta e indiretamente pela
introducao de bioinsumos (BFN e FMA), modificando a estrutura e composi¢dao da
comunidade nativa, com estabelecimento significativo dos isolados de FMA
introduzidos, especialmente A. longula e G. albida. Este estabelecimento na
comunidade nativa, observado com a inoculacio com G. albida apo6s ciclos
consecutivos, pode contribuir com o aumento da riqueza de espécies de FMA e aporte
de carbono da biomassa microbiana.

A realiza¢do da segunda etapa da pesquisa permitiu a obten¢do de dados que

servirdo para compor os seguintes trabalhos:

a) Potencial impacto da inocula¢do com Claroideoglomus etunicatum e Acaulospora
longula no carbono da biomassa microbiana e na atividade biologica do solo em ciclos

consecutivos de feijao-caupi em microcosmos.

b) Riqueza e diversidade da comunidade autdctone de fungos micorrizicos arbusculares
apos a introdugdo de isolados exoticos de Claroideoglomus etunicatum e Acaulospora

longula em rizosfera de feijao-caupi

Com relacao as hipoteses testadas, nota-se que:

ARTIGO 1
Hi1) A introducao de isolados exdticos de FMA, combinados ou ndo com rizobios, afeta

a estrutura e a composi¢ao das assembleias da comunidade nativa de FMA.
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Foi aceita parcialmente. Embora a estrutura da comunidade de FMA tenha sido
modificada em func¢do da introducdo do isolado de A. longula, observou-se que a

composi¢ao das assembleias ficou inalterada.

H2>) Os isolados microbianos diferem quanto aos efeitos no crescimento do feijdo-caupi
(cultivar BRS Pujante), os quais sdo maximizados quando a inoculagdo ¢ com ambos 0s
inoculantes (FMA e rizobio).

Foi aceita parcialmente. Os isolados diferem quanto aos efeitos no crescimento do
feijdo-caupi, porém, apenas o crescimento foliar e colonizagdo micorrizica sdo
maximizados quando a inoculacdo com FMA ¢ isolada ou combinada com o BFN

(BR3267).

ARTIGO 2
Hi) A aplicagdo de in6culos de FMA aldctones € eficiente em promover o crescimento
de feijdo-caupi em solo ndo desinfestado.

Foi rejeitada

H2>) A reinoculagdo com FMA favorece o crescimento de feijao-caupi.

Foi aceita

ARTIGO 3
H1) Estudos de inoculagdo micorrizica realizados por mais de um ciclo em feijao-caupi
(Miranda IPA 207) ajudam a esclarecer os potencias efeitos da inocula¢do no solo.

Foi aceita.

H2) A inoculacdo micorrizica favorece os atributos bioldgicos e bioquimicos do solo
com o tempo.

Foi aceita.

H3) Aplicagdes repetitivas de inoculante promovem mudancas mais significativas na
estrutura das assembleias de FMA do que aplicagdes alternadas ou realizadas apenas
uma vez.

Foi aceita
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A presente tese contou com a participagdo de profissionais das seguintes areas:
fisiologia vegetal, taxonomia morfolégica de glomerosporos, ecologia microbiana,
estatistica e microbiologia ambiental (énfase em rizobios e simbioses micorrizicas), 0s
quais permitiram a elaboracao de todos os dados apresentados.

Acgdes agricolas que incrementem a produtividade vegetal sdo importantes,
principalmente quando a populagdo mundial cresce em ritmo acelerado juntamente com
o consumo alimentar. No entanto, os impactos que essas agdes promovem no
funcionamento do solo nao devem ser negligenciados e sua avaliagdo, em conjunto com
a resposta da planta, ¢ importante para a indicagdo de manejos que promovam a
sustentabilidade dos solos agricolas.

Por fim, a riqueza e a diversidade da comunidade de FMA s3o importantes
recursos bioldgicos que devem ser mantidos ou otimizados em programas de inoculagao
microbiana apresentando potencial para incrementar a produtividade vegetal por meio
de melhorias nos atributos bioldgicos do solo. Estudos sobre FMA em sistemas
agricolas devem ser desenvolvidos usando outras cultivares, tipos de solos, isolados,
condi¢des ambientais, etc., buscando o conhecimento mais amplo sobre sua diversidade,
efeitos, causas e funcionalidade nessas areas, uma vez que o nosso conhecimento ainda

¢, reconhecidamente, limitado sobre esses aspectos.
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