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RESUMO

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) formam associa¢des com mais de 80 %
das espécies de plantas terrestres, com registros do estabelecimento ha mais de 450 milhdes de
anos. Os FMA colonizam as raizes langando suas hifas no solo, formando uma rede de micélio
que atua como uma extensdo do sistema radicular. Entre os beneficios da associagdo estdo a
maior absor¢do de nutrientes e dgua, resisténcia a estresses e estimulo da atividade do solo.
Inoculantes buscam unir isolados de FMA que entreguem aos produtores os beneficios da
associacdo em formulagdes que viabilizem a pratica de inoculacdo a campo. Conhecer o
potencial infectivo, a velocidade do estabelecimento da colonizagdo micorrizica arbuscular, o
efeito do seu crescimento na produtividade e o efeito da associagdo nos atributos quimicos e
bioldgicos do solo destes inoculantes ¢ importante para definir estratégias de manejo que
promovam a colonizacdo e estimulem os beneficios da associagdao. Para isso, dois estudos
divididos em capitulos foram realizados, onde o primeiro avaliou o percentual e a velocidade
do estabelecimento da colonizagdo micorrizica de um inoculante comercial a base de
Rhizophagus intraradices nos estagios iniciais de crescimento do milho (6, 9, 13, 18, 23 e 26
dias apds a emergéncia — DAE). O segundo capitulo avaliou os efeitos da aplicacdo do
inoculante a campo combinado com fontes de P de diferentes solubilidades (superfosfato
simples, superfosfato triplo, fosfato natural, e um tratamento sem adubacdo fosfatada) na
produtividade de milho e na absor¢ao e disponibilizacdo de P, no efeito residual de P e atributos
quimicos e bioldgicos do solo. No experimento a campo foram realizados dois ciclos de cultivo
nas mesmas parcelas, porém no segundo ano nao foram realizadas novas adubagdes fosfatadas.
No primeiro experimento constatou-se que a colonizacao se inicia entre 9 ¢ 13 DAE e aos 26
DAE a colonizagdo média foi de 16,3 %. Nao foram observados efeitos da inocula¢do nas
varidveis biomassa, glomalina total e facilmente extraivel no periodo e condig¢des avaliadas. No
experimento a campo (segundo capitulo), os teores de P no solo variaram em fun¢do da
inoculagdo e dos tratamentos de P no inicio do primeiro ciclo e ao final do segundo. A atividade
da p-glucosidase variou em funcao da inoculacao e do efeito residual dos adubos fosfatados ao
final do segundo ciclo. Conclui-se que o inoculante a base de R. intraradices apresenta
potencial para rapida colonizagdo e que a produtividade das plantas respondeu positivamente a
inoculagdo no primeiro ciclo de cultivo, independente da adubagao fosfatada. No segundo ciclo,
as plantas inoculadas responderam de maneira diferente ao efeito residual dos adubos

fosfatados.

Palavras-chave: eficiéncia de fertilizantes; micorrizas arbusculares; fosfato natural; Rootella
BR.



ABSTRACT

Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) form associations with more than 80% of
terrestrial plant species, with records dating back more than 450 million years. AMF colonize
roots by releasing their hyphae into the soil, forming a mycelium network that acts as an
extension of the root system. Among the benefits of the association are greater absorption of
nutrients and water, stress resistance and soil activity stimulation. Inoculants aim to group AMF
isolates that deliver the benefits of association to producers in easy-to-use formulations.
Knowing the infective potential, the rate of establishment of arbuscular mycorrhizal
colonization, the effect of their growth on productivity and the effect of the association on the
chemical and biological soil attributes of these inoculants is important to define management
strategies that promote colonization and stimulate its benefits. For this, two studies divided into
chapters were carried out, the first evaluated the percentage and rate of establishment of
mycorrhizal colonization of a commercial inoculant based on Rhizophagus intraradices in the
initial stages of corn growth (6, 9, 13, 18, 23 and 26 days after emergence - DAE). The second
chapter evaluated the effects of field application of the inoculant combined with P sources of
different solubilities (simple superphosphate, triple superphosphate, natural phosphate, and a
treatment without phosphate fertilization) on corn yield and on the uptake and availability of P,
in the residual effect of P and chemical and biological attributes of the soil. In the field
experiment, two cultivation cycles were carried out in the same plots, but in the second year no
new phosphorus fertilization was carried out. In the first experiment, it was found that
colonization starts between 9 and 13 DAE and at 26 DAE the average colonization was 16.3%.
No inoculation effects were observed on the variables biomass, total and easily extractable
glomalin in the period and conditions evaluated. In the field experiment (second chapter), P
levels in the soil varied as a function of inoculation and P treatments at the beginning of the
first cycle and at the end of the second. B-glucosidase activity varied as a function of inoculation
and the residual effect of phosphate fertilizers at the end of the second cycle. It is concluded
that the inoculant based on R. intraradices has the potential for rapid colonization and that the
corn yield responded positively to the inoculation in the first cycle of cultivation, regardless of
the phosphate fertilization. In the second cycle, the inoculated plants responded differently to
the residual effect of phosphate fertilizers.

Keywords: fertilizer efficiency; arbuscular mycorrhizae; natural phosphate; Rootella BR.
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1. APRESENTACAO

Os projetos de pesquisa do Laboratorio de Microbiologia e Processos
Biotecnologicos (LAMPB) do Centro de Ciéncias Bioldgicas (CCB) da Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC) iniciaram em 2010 com o objetivo de construir uma
colecao de microrganismos, como os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) e bactérias
promotoras do crescimento de plantas (BPCP) isolados de areas degradadas e agricolas
que pudessem ser utilizados em projetos de revegetacdo. Em uma primeira triagem, o
grupo de pesquisa do LAMPB avaliou a ocorréncia de FMA em areas degradadas pela
mineracao de carvao no Sul de Santa Catarina no ano 2010 e seis isolados de FMA foram
adicionados a cole¢do do laboratorio (dados ndo publicados). Destes isolados, alguns
foram testados em mudas de leguminosas arboreas no trabalho de Stoffel et al. (2016)
onde a inocula¢do promoveu acréscimos na produc¢ao de biomassa e na absor¢ao de
fosforo. Outro estudo com estes isolados foi conduzido por Meyer ef al. (2016), onde a
inoculagdo de alguns destes isolados de FMA em vetiver (Chrysopogon zizanioides)

também aumentou a producdo de biomassa e a absor¢do de P das plantas associadas.

No mesmo periodo foram isolados rizobios com potencial efeito promotor de
crescimento de plantas (Moura ef al., 2016) e foram obtidos 19 isolados a partir do solo
proximo do sistema radicular de leguminosas arboreas. Os isolados foram testados quanto
a sua capacidade nodulifera e as caracteristicas de crescimento em meio de cultura. Trés
grupos provavelmente pertencendo ao género Rhizobium (frequentemente encontrados
em solos 4cidos e com capacidade produzir grande quantidade de exopolissacarideos)
foram identificados (Ferreira et al., 2012). Dezesseis isolados de rizobios destas areas
foram testados por Hernandez et al. (2017), avaliando o crescimento de leguminosas
associadas a estes isolados. Em outro estudo com 30 isolados de bactérias noduliferas das
mesmas areas, Hernandez et al. (2019) identificaram cinco que apresentaram
caracteristicas de microrganismos promotores de crescimento de plantas, como produgao

de 4cido indol-3-acético, solubilizagdo de fosfato e formagao de biofilme.

Areas de restinga também foram objeto de estudos do grupo de pesquisa, pois se
caracterizam por possuirem solos arenosos, susceptiveis a déficit hidrico, normalmente
com baixos teores de matéria organica e disponibilidade de nutrientes e elevada salinidade
e AI**. No trabalho de Canei (2014) foram obtidos mais de 100 isolados de rizobios

oriundos de duas areas de restinga arbérea em estagio avangado de regeneracao do Parque



Estadual do Rio Vermelho (Florianopolis-SC/BR). No trabalho de Meyer et al. (2015)
avaliaram a eficiéncia simbidtica de 11 isolados em Phaseolus vulgaris obtidos do
trabalho de Canei (2014) e compararam a uma estirpe recomendada para a cultura. No
trabalho de Nascimento et al. (2014), foram avaliadas a filogenia, evolug¢ao e importancia
ecologica da enzima 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) desaminase (importante
mecanismo de promog¢ao vegetal) em microrganismos isolados de diferentes materiais e
condi¢des ambientais. Enquanto no trabalho de Pinto (2018) o efeito de plantas de
cobertura e de biocarvao foi avaliado na estrutura de comunidades microbianas do solo

em areas de mineracao de carvao em recuperagao.

Estes trabalhos mostram o potencial de aplicagcdo de microrganismos isolados de
areas degradadas ou naturalmente adversas para o crescimento vegetal tanto na
otimizagdo da agricultura, quanto para a recuperacao de areas degradadas. Porém, no ano
de 2016, o grupo de pesquisa iniciou um estudo a campo com um produto comercial a
base de FMA para as culturas de soja e milho, que foram publicados alguns anos depois
(Stoffel et al., 2020a,b). Estes trabalhos despertaram o interesse do grupo em avaliar a
formulagcdo comercial em diferentes condi¢des e para diferentes objetivos. Entre os
objetivos dos estudos realizados com a formulagdo comercial estdo a redug¢do de adubacao
fosfatada (Stoffel, 2019), a revegetacdo de areas degradadas (Bernardes, 2018; Canei,
2021; Scarsanella, 2022; Meyer, 2022) e a compatibilidade de moléculas fungicidas no

tratamento de sementes (Vieira, 2022).

Estes estudos e o desejo do grupo de pesquisa em seguir entendendo o
comportamento de formulacdes comerciais de produtos a base de FMA resultaram na
estruturacdo do projeto apesentado neste documento. Este estudo foi planejado,
implementado e avaliado pelo grupo de pesquisa do LAMPB com o objetivo de desvendar
o comportamento de um inoculante comercial a base de fungos micorrizicos arbusculares
(FMA) a campo, aumentando a escala de estudos laboratoriais para estudos em lavouras

comerciais.

2. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O Brasil ¢ um grande produtor mundial de grdos, na safra 2022 produziu
aproximadamente 263,2 milhdes de toneladas de cereais, leguminosas e oleaginosas, €

estima-se que na safra de 2023 chegue a 302,1 milhdes de toneladas (IBGE, 2023). A



produtividade média do milho no Brasil ¢ de 4,55 t ha'!, mas em algumas regides como
em Santa Catarina, pode ultrapassar 8,7 t ha! (IBGE, 2022). Muitos fatores alteram a
produtividade do milho, como a escolha da cultivar, a disponibilidade de 4gua e nutrientes
(principalmente em periodos criticos como germinagao, florescimento e enchimento de
graos), o ataque de pragas e doencas e os cuidados durante etapas como o plantio e

colheita, visando reduzir a0 méximo as perdas (Cruz et al., 2008).

O sistema agricola produtivo adotado no Brasil exige um grande aporte de
insumos, como os fertilizantes fosfatados, que sao requeridos para os cultivos agricolas
uma vez que os solos naturalmente acidos reduzem a disponibilidade de fosforo para as
plantas (Pavinato et al., 2020). Em fun¢do da importancia econdomica que esta atividade
representa para o pais, toda pratica que vise economizar e melhor aproveitar os insumos
agricolas, gera economia e reduz os riscos de poluir o meio ambiente com a aplicagdo
excessiva de fertilizantes. Entre os nutrientes que sdo requeridos em grande quantidade
pelas plantas estd o fosforo (P), e para ndo se tornar um elemento limitante na
produtividade, aplicacdes frequentes de fertilizantes a base deste nutriente sdo necessarias

(Novais & Smyth, 1999).

As plantas absorvem P da solu¢do do solo, € nos sistemas agricolas este nutriente
¢ fornecido principalmente pela aplicagdo de adubos fosfatados que apresentam
diferentes velocidades de solubilizagdo (Raghothama & Karthikeyan, 2005). A
recomendacdo da aplicacdo de adubos fosfatados de alta ou baixa solubilidade (como o
superfosfato triplo e os fosfatos naturais, respectivamente), pode variar dependendo da
fertilidade natural de cada solo e da necessidade de aplicagdo para a rapida
disponibilidade ou para reposi¢ao do P extraido pelos cultivos. Em solos que possuem
uma demanda imediata de reposicdo de P deve-se priorizar a utilizagdo de fertilizantes
com maior solubilidade, enquanto os fosfatos naturais podem ser utilizados em locais
com P disponivel adequado em que a solubiliza¢ao de P podera ocorrer de forma mais

lenta no decorrer dos ciclos das culturas.

Na natureza existem microrganismos capazes de solubilizar e captar nutrientes
do solo as plantas. Muitos desses sdao mutualistas, como os fungos micorrizicos
arbusculares (FMA) (Smith & Read, 1997), os quais participam de uma simbiose
denominada micorriza. A associagao das plantas com os FMA promove diversos

beneficios as plantas, ao fungo e ao solo. O micélio dos FMA atua como uma extensao



das raizes e, dessa forma, absorve agua e nutrientes (notadamente P) de um volume maior
de solo quando comparado ao sistema radicular das plantas que, em contrapartida,

fornecem carboidratos da fotossintese para os FMA (Varma, 2008).

Outros mecanismos podem indiretamente favorecer a nutricdo e a saude das
plantas associadas aos FMA e, consequentemente, aumentar o potencial produtivo. Os
FMA interagem com a comunidade de microrganismos aumentando a atividade bioldgica
do solo e com macro organismos colaborando com a reestruturagdo do sole e estabilidade
dos agregados (Rillig & Mummey, 2006). Também participam da producao de enzimas
como as fosfatases, que atuam no processo de mineralizagdo do P orgénico do solo
(Conte; Anghinoni; Rheinheimer, 2003; Gatiboni et al., 2008; Sato et al., 2015),
aumentando a disponibilidade de P para as plantas e microrganismos. No contexto das
adubagdes fosfatadas de origem mineral, ¢ importante pontuar que a rdpida liberagdo de
P dos adubos nas proximidades das raizes pode reduzir a colonizagdo micorrizica e,
consequentemente, os beneficios da associagdo com os FMA. Porém, o crescimento do
micélio extra radicular (MER) altera a dindmica de nutrientes em toda sua superficie
(micorrizosfera), podendo acidificar essa regido proxima do micélio (Moreira & Siqueira,
2006; Ferrol; Azcon-Aguilar; Pérez-Tienda, 2018), aumentando a solubilidade de
fosfatos inorganicos de menor solubilidade, bem como estimular a atividade de outros
microrganismos solubilizadores de fosfato da micorrizosfera (Giri et al., 2005;

Priyadharsini ef al., 2017; Kothe & Turnau, 2018).

Virias espécies de FMA tém sido indicadas para a inoculagdo em plantas de
interesse agricola. Dentre as espécies de FMA, uma das mais encontradas no mercado €
Rhizophagus intraradices (Glomus intraradices (N.C. Schenck & G.S. Sm.) C. Walker
& A. Schiiiler), comercializado tanto como organismo Uinico quanto misturado a outros
géneros de FMA em formulagdes comerciais (Control Bio, 2018). Trabalhos com a
inoculagdo de R. intraradices mostram o efeito da inoculagdo dessa espécie no
crescimento de plantas como soja, trigo e tabaco em diferentes condigdes (Meghvansi &
Mahna, 2009; Ardakani et al., 2011; Bidondo et al., 2011; Sena et al., 2014; Spagnoletti
& Lavado, 2015), o que no geral favorece a nutricdo mineral e o crescimento das plantas
(Stoffel et al., 2020a,b). O FMA R. intraradices ¢ uma espécie generalista de crescimento
rapido, que produz grande quantidade de esporos (INVAM, 2021), portanto, 6étimo

candidato para a formulacao de produtos comerciais.



Os FMA tém um potencial tecnoldgico para aplica¢do na agricultura, porém sua
natureza biotrofica obrigatoria (Varma, 2008) torna o processo de produgdo de um
produto comercial lento e custoso. Apesar das dificuldades no processo, inoculantes a
base de FMA s3o encontrados no mercado com indicagdes para muitas culturas de
importancia agricola como soja, feijao, lentilhas, batatas, tomate, entre outros. Mesmo
considerando esses cenarios, até o ano de 2018 nenhum produto com essa caracteristica

havia sido registrado para comercializagdo no Brasil.

A partir de estudos realizados pelo Laboratério de Microbiologia e Processos
Biotecnologicos (LAMPB) no Departamento de Microbiologia, Imunologia e
Parasitologia da Universidade Federal de Santa Catarina (MIP/CCB-UFSC), foi realizada
a validacdo agrondmica para a obtencdo do primeiro registro de um inoculante
micorrizico arbuscular a base de Rhizophagus intraradices no Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) com nome comercial de Rootella BR (registro n® SC
001620-9.000001), autorizando a comercializagdo e recomendacao do produto para soja,

milho, trigo, arroz, feijdo, aveia e cevada (Stoffel ez al., 2020a,b).

A aplicacdo de inoculantes a base de FMA apresenta um enorme potencial para
aplicacdo na agricultura, pois essa associagdo pode aumentar a produtividade por
promover o aporte de dgua e nutrientes € amenizar estresses bidticos e abiodticos por
beneficios diretos e indiretos (Smith & Read, 2008; Tang et al., 2009; Thirkell et al.,
2017). Existem muitas varidveis que ainda podem ser exploradas pela comunidade
cientifica, como a interacao dos FMA e fertilizantes minerais com diferentes velocidades
de solubilizagdo ou até mesmo a necessidade de recomendagdo de adubos fosfatados
conjuntamente a inoculagdo com FMA. Dessa forma, estudos para avaliar a eficiéncia de
inoculantes previamente formulados e registrados contribuem para elucidar os
mecanismos de acdo e efeitos desses microrganismos sobre a nutri¢ao e produtividade de
plantas de importancia agricola, facilitando a recomendagdo correta e a aplicagdo

eficiente destes produtos.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. DiniAmica de P no solo

O fosforo ¢ absorvido pelas raizes das plantas da solugdo do solo na forma

inorganica (Pi) (H2PO4 e HPO4%). Isso implica que todas as fragdes de P precisam passar



por diferentes processos de transformacgdo (absorc¢ao, imobilizagdao, decomposicao,
mineralizacdo, adsor¢do, dessorcdo, solubilizagdo) para que o elemento possa ser
absorvido quando solubilizado. Entretanto, esta ¢ normalmente a menor fracdo de P nos
solos, pois esta molécula, em condi¢des acidas (pH < 7,0) facilmente se liga aos grupos
funcionais de superficie de particulas reativas, especialmente, as inorganicas (Fink ez al.,
2016). A este processo se da o nome de adsor¢do. A adubacdo fosfatada na presenca de
dgua e cargas positivas gera a liberacio de P solavel [Ca3(PO4),+4H >3Ca>*+2H,P047]
(Novais; Smyth; Nunes, 2007). Existem diversas superficies com o potencial de adsorver
ou dessorver (“liberar”) ions fosfato, como os oxidroxidos de Fe, Al e Mn,

aluminossilicatos e a matéria organica do solo (MOS) (Novais; Smyth; Nunes, 2007).

Nos oxidroxidos de Fe, Al, e aluminossilicatos o processo de adsor¢do ¢ muito
similar, ocorrendo uma troca de ligantes em condi¢des de pH mais acido (os grupamentos
OH e OH;" podem ser trocados por fosfato) (Novais; Smyth; Nunes, 2007). O H2PO4
liga-se as cargas positivas da superficie dos oxidroxidos (Figura 1 e 2) fazendo com que
a elevagdo do pH do solo torne a superficie das particulas cada vez com maior
concentracdo de cargas negativas e, consequentemente, com menor capacidade de
adsorver o HoPO4 da solucdo. Realizar a corregdo do pH propicia beneficios ao
crescimento vegetal por neutralizar a acidez do solo, a toxicidade de AI’*" e aumentar a
disponibilidade de Ca** e Mg?" (Neme & Lovadini, 1967; Ernani et al., 2000). Dessa
forma, em virtude da neutralizacdo dos 6xidos de Fe e Al na fra¢do argilosa, o processo

de adsorg¢do do P ¢ reduzido (Resende et al. 2006; Santos, Gatiboni; Kaminski, 2008).
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Figura 1. Adsor¢ao do ion HoPO4 na superficie de oxidroxido de Fe, com cargas liquidas zero. Fonte:
Novais; Smyth; Nunes (2007).
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Figura 2. Desenvolvimento de carga elétrica em aluminossilicatos. Fonte: Novais; Smyth; Nunes (2007).

Dois fatores que alteram a proporcdo entre as fracdes de P no solo sdo os
diferentes teores de argila (Machado & Souza, 2012) e a MOS (Beck & Sanches, 1994;
Rheinheimer, 1999). Solos mais argilosos ou que possuam maior teor de MOS possuem
maior area superficial e mais sitios de ligagdo dos grupos funcionais de superficie dos
minerais, como 6xidos de Fe e Al. J4 na MOS incrementam-se os grupos funcionais
carbolixilico, hidroxilico e carbonila, entre outros (Rheinheimer, 1999). A existéncia
destes grupos funcionais faz com que uma quantidade maior de P; 1abil (Pi.rTa) seja fonte
de P para tamponar as fragdes menos labeis, quantificadas por extratores como o NaHCO3
(organico - Po-gic € inorganico - Pigic) e a fracdo inorganica moderadamente l1abil extraida
por HCI (Puci) (Hedley; Stewart; Chauhan, 1982; Gatiboni ef al., 2007). Quando ha uma
exportacdo de Pirra pelas plantas, o caminho contrario também ¢ observado. Nesses
casos, as fragdes menos labeis sdo a fonte de P para tamponar o Pi.rta (Gatiboni ef al.,

2007; Tiecher et al., 2018).

O P absorvido pelas raizes das plantas (4cido fosforico ou ortofosforico) que
pode se ligar as cargas do solo, como os 6xidos de Fe, Al e Mn da superficie dos coloides
(Dalal, 1977; Parfitt, 1978; Fink et al., 2016) forma ligagdes consideradas fortes, ou seja,
mantém o elemento fortemente adsorvido nas cargas de superficie no solo, € demandam
muita energia ou elevada concentragdo para serem disponibilizadas na solugdo do solo
para as plantas (Dalal, 1977; Santos; Gatiboni; Kaminski, 2008). Algumas metodologias
de extracao de Pi do solo sdo utilizadas para avaliar a quantidade de Pi disponivel no solo
para as plantas, entre eles 0 método de extragdo com resina trocadora de anions (Pi-rta)
do fracionamento quimico sequencial proposto por Hedley; Stewart; Chauhan (1982).
Com essa informacao ¢ possivel definir as doses adequadas de fertilizante fosfatado para

a manutencao das culturas agricolas.

O Pi-resina (Pi.rta) € apenas uma das fracdes de P que existem no solo que ¢

resultado da interacdo e equilibrio entre as fragcdes de Pi e P orgénico (P,) no solo (Hedley;



Stewart; Chauhan, 1982; Gatiboni ef al., 2007; Santos; Gatiboni; Kaminski, 2008). As
diferentes formas de P, distribuidas entre orgénicas e inorganicas, ¢ de baixa a alta
labilidade, podem também ser quantificadas pelo método quimico sequencial (Hedley;
Stewart; Chauhan, 1982; Gatiboni ef al., 2007; Santos; Gatiboni; Kaminski, 2008). O P,
esta ligado a compostos organicos, e sua labilidade ¢ relacionada ao quanto este composto
estd suscetivel a decomposi¢do (mineralizagdo do P,) (Hedley; Stewart; Chauhan, 1982;
Gatiboni et al., 2007; Santos; Gatiboni; Kaminski, 2008). As formas de P sdo extraidas
sequencialmente das de menor energia de ligacdo (labeis) para as de maior energia de
ligagdo (pouco lébeis ou de dificil dessorcdo), e assim ¢é possivel estudar as

transformagoes, caminhos e a dindmica deste elemento no solo.

Embora se conheca o carater anidnico da superficie da MOS, o que em teoria
promoveria um aumento da concentracdo de P na solucdo do solo, alguns mecanismos,
como pontes de cations na MOS (superficies de carga negativa ligadas por cations
polivalentes) fazem com que o P da solucdo possa se ligar indiretamente a MOS
(Villapando & Graez, 2001). Entretanto, a adicdo de compostos organicos ao solo ¢
relatada aumentando os teores de P disponiveis em solucdo (Azevedo et al., 2004).
Alguns compostos da matéria organica do solo (MOS), como os &acidos organicos,
apresentam grande potencial de competicdo com os sitios de adsor¢ao de anions do solo,
e o potencial de competicao depende do tamanho (nimero de grupos funcionais) e das
cargas destes compostos (Andrade et al., 2003). Quanto maiores forem estas duas

variaveis, mais competitivo serd o composto pelo sitio de ligagdo da MOS.

O P ainda pode ser precipitado quando ligado ao Al e Fe em condigdes acidas, ou
ao Ca’" em condi¢des basicas (Khasawneh & Doll, 1978), formando compostos pouco
soluveis, que necessitam da agdo de outros agentes para solubilizé-los. Esse mecanismo
torna-se muito relevante nas camadas superficiais de solos agricolas pela intensidade do
processo durante a dissolucao de granulos de fertilizantes fosfatados. Vale destacar que
apesar da condi¢do acida promover a adsor¢ao do P no solo, fosfatos de Fe e Al sdo mais
soliveis em meio acido, enquanto fosfatos de Ca tem solubilidade aumentada em
condi¢cdes neutras a basicas (Khasawneh & Doll, 1978). Sendo assim, corrigir o pH dos
solos € um requisito basico para a manutencao da produtividade, pois neutraliza as cargas
do AI** reduzindo o efeito toxico as raizes, os sitios de liga¢io da superficie dos coloides
que poderiam adsorver ions fosfato, bem como reduz o potencial de precipitagdo do P

(Novais; Smyth; Nunes, 2007).



Mesmo apos a correcao do pH do solo, favorecendo a disponibilidade de P; em
solugdo, formam-se ligagdes nessa fase inicial de solubilizacdo e adsor¢do, que sdo
seguidas de um longo processo de ligagdo quase irreversivel do P (P-ndo 14bil), definido
pela ligacao dupla de um fosfato a superficie, por exemplo, dos oxidroxidos (Figura 3)

(Novais; Smyth; Nunes, 2007).
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Figura 3. Esquema da adsor¢do do P por meio de ligagdes mono seguida de binucleadas. Fonte:
Novais et al. (2007).

A propor¢do das fragdes areia, silte e argila do solo, ¢ o fator que apresenta a
maior influéncia na definicio da area superficial especifica (ASE) do solo e,
consequentemente, na quantidade de potenciais sitios de ligagdo do solo (Machado &
Souza, 2012). Solos mais argilosos apresentam ASE superior a solos mais arenosos, €
demandam doses de corretivos e fertilizantes maiores para a manutencdo da
disponibilidade de P para as plantas (Novais; Smyth; Nunes, 2007), assim como
apresentam correlagdes positivas com a concentragdo de MOS (Villapando & Graetz,

2001).

O P; absorvido ¢ exportado pelas culturas e precisa ser reposto para manter a
produtividade dos ciclos de cultivo subsequentes. Para manter o equilibrio entre as
fragdes, o solo possui mecanismos que transformam as fragdes de P, ou P; menos labeis
para formas de maior labilidade (Cross & Schlesinger, 1995; Gatiboni et al., 2007;
Tiecher et al., 2018). Porém, as fracdes mais representativas para essa reposi¢cao podem
variar em fun¢do no manejo e caracteristicas fisicas e quimicas de cada solo (Beck &

Sanches, 1994; Tiecher et al., 2018).

Sabe-se que em solos com maior movimentagdo, como no sistema de plantio

convencional (SPC), as fragdes organicas de P do solo podem ter maior importancia na
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reposicao do Pirta por ser este um ambiente mais oxidativo. A movimentagdo causada
por esse sistema de plantio expde os residuos organicos do solo promovendo a
mineralizacdo do P, pela a¢do dos microrganismos que decompdem a matéria organica
do solo (MOS) (Fink et al., 2016), além de também expor os sitios de ligagdo como os
oxido de Fe e Al que aumentam ainda mais o potencial de adsor¢ao do P; disponivel,

transformando-o em fragdes de P menos labeis (Fink ef al., 2016).

Em solos mais conservados, como nos manejados no sistema de plantio direto
(SPD), fragdes inorganicas do P de alta e moderada labilidade tém mais relevancia nas
transformagdes e reposi¢do do Pirta do que ¢ observado no SPC (Fink et al., 2016).
Apesar de haver mecanismos de equilibrio de P entre as fragdes, os teores de Pi
disponiveis no SPD sdo, em média, superiores a média observada no manejo de SPC
(Tiecher et al., 2018). Apesar disso, a fracdo P, em SPD ¢ superior ao SPC, pois o
crescimento da biomassa microbiana ¢ estimulado pelo acimulo de material organico na
superficie do solo e, consequentemente, ocorre aumento da fragdo P, no solo (Conte;

Anghinoni; Rheinheimer, 2002; Conte; Anghinoni; Rheinheimer, 2003).
3.2. Fertilizacao fosfatada

O fosforo (P) € um elemento essencial para o crescimento das plantas (Novais
& Smyth, 1999), estando presente nas membranas celulares como elemento estrutural,
nos 4cidos nucleicos das fitas de DNA (4cido desoxirribonucleico), além de ser
indispensavel no processo fotossintético compondo as particulas de ATP (Adenosina
Trifosfato). Quando disponivel em baixas concentracdes no solo, as plantas podem ter
seu crescimento drasticamente limitado, o que na agricultura pode resultar na reducdo da
produtividade das culturas (Barreto & Fernandes, 2002; Coelho, 2006). Para que se
consiga atingir o rendimento esperado dos cultivos, sdo aplicadas anualmente grandes
quantidades de fertilizantes fosfatados nas propriedades rurais € o volume de produtos
aplicados varia em funcdo da eficiéncia, da absorcao pelas plantas, das caracteristicas de
cada produto, do sistema de plantio, do manejo das dreas e das espécies vegetais

cultivadas (Chien & Menon, 1995).

Os fertilizantes fosfatados sdo obtidos por meio do processamento de rochas
fosfaticas extraidas de diferentes origens (Brasil, 2016). Os principais paises extratores
de rochas fosfaticas sdo a China, os Estados Unidos e o Marrocos, que juntos sdo

responsaveis por aproximadamente 73 % da extracdo mundial, sendo o Brasil responsavel
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por apenas 3 % desse total (Brasil, 2016). Apesar de possuir locais ricos em rochas
fosfaticas, o Brasil nao ¢ autossuficiente na producdo de adubos fosfatados e importa mais
de 55 % da sua demanda interna desse material (Brasil, 2016). Entre os produtos
importados estdo o concentrado de rocha fosfatica, o acido fosforico e produtos
intermediarios ja processados (Brasil, 2016). As reservas mundiais de rochas fosfaticas
sdo um recurso finito, e estima-se que nas proximas décadas a capacidade de exploracao
dessas reservas seja extrapolada (Cordell; Drangert; White, 2009). Entretanto, uma
revisdo recente sobre reservas mundiais de rochas fosfaticas, diverge dessa informacao,
estimando que em um cenario de demanda intermediaria as reservas durem cerca de 350
anos (Argus Media Group, 2023). Independente das previsdes mais ou menos otimistas,
toda e qualquer a atividade que promova o uso racional desse recurso deve ser

incentivada.

A reposicao de nutrientes via fertilizacdo ainda ¢é essencial para a manutencao
da produtividade agricola, pois apenas uma pequena parcela do P armazenado no solo
fica disponivel para as plantas, e grande parte do P absorvido é exportado pela retirada
dos graos do sistema agricola. O P dos fertilizantes fosfatados adicionados ao solo se
acumula principalmente em formas inorganicas (Rheinheimer & Anghinoni, 2001) e ¢
inicialmente adsorvido pelos sitios de maior energia de ligagdo (menos labeis).
Posteriormente, com a neutralizagcdo dessas cargas, o P ¢ distribuido sequencialmente nas
fragdes de média e alta labilidade (Rheinheimer & Anghinoni, 2001; Santos; Gatiboni;
Kaminski, 2008), para entdo se encontrar na fracdo e concentragdo disponivel para as

plantas.

Apesar da importancia da adubacdo fosfatada, a aplicacdo em excesso pode
causar prejuizos ambientais (Zafar et al., 2016). Por ter uma alta afinidade com os sitios
de adsorcao do solo, o P apresenta uma baixa mobilidade, fazendo com que a aplicagao
de fertilizantes fosfatados em excesso eleve as concentracdes de P na camada superficial
do solo (Daroub; Pierce; Ellis, 2000; Klein & Agne, 2012). Dessa forma, a erosao
superficial das lavouras mal manejadas pode aumentar a concentragdo de P nos corpos

hidricos, provocando a eutrofizacdo desses ambientes.

O cendrio de dependéncia da aplicacdo de adubos fosfatados deve ser
solucionado com alternativas para manter a produtividade das culturas agricolas a longo

prazo e evitar que as praticas de manejo atuais continuem degradando os solos agricolas.
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Compreender a dindmica do P nos diferentes tipos de solos auxilia na defini¢ao de
praticas de manejo que podem reduzir a necessidade de fontes externas de P, melhorar as
caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas do solo e garantir a maxima eficiéncia dos

fertilizantes.

A aplicagdo de adubos fosfatados em suas mais diversas formulagdes,
modificam a dindmica de nutrientes do solo, bem como podem alterar caracteristicas
quimicas como o pH, atividade enzimatica, capacidade de troca de cations (CTC) e o
crescimento de microrganismos (Novais; Smyth; Nunes, 2007; Anghinoni, 2004). As
fontes de P podem ser separadas em pelo menos dois grupos: com alta e baixa
solubilidade. Entre as fontes de P com alta solubilidade estdo o fosfato monoamoénico
(MAP) (10 % de N e 46 a 50 % de P2Os com solubilidade proxima de 100 %), o fosfato
diamonico (DAP) (16 % de N e 38 a 40 % de P>Os com solubilidade préxima de 100 %),
o superfosfato simples (aproximadamente 18 % de P20s, 20 % de Ca e 12 % S com
solubilidade proxima de 85 %) e o superfosfato triplo (41 % de P2Ose 12 % de Ca com
solubilidade proxima de 87 %) (Alcarde, 2007). Dentre as fontes com baixa solubilidade
em agua podem ser citados os fosfatos naturais (16 % de P»>Os), os nitrofosfatos e os

termofosfatos (18 % de P20s, 7 % de Mg, de 16 a 20 % de Ca e 25 % de SiOs).

Os fosfatos naturais de alta reatividade (FNR) sdo fonte de P as plantas, mesmo
com baixa solubilidade em 4gua e com média solubilidade em &cido citrico (Santos &
Kliemann, 2005). Em solos com alta disponibilidade natural de P, ou mais comumente,
na adubacdo de manutengdo, os FNR podem ser uma alternativa viavel, pois a
solubilizacdo lenta do P promove uma agado prolongada desse elemento no meio (Santos

& Kliemann, 2005).

Alguns adubos fosfatados possuem em sua formulag@o contetidos significativos
de outros nutrientes. Um bom exemplo € o superfosfato simples, que contém em torno de
12 % de enxofre (S) em sua formulacao (SBCS, 2016). O S € um importante constituinte
de processos metabolicos, como sintese de aminoacidos e vitaminas, ativagao de enzimas,
formag¢do de lipideos, entre outros (Marschner, 1995). Fatores como custo,
disponibilidade, concentra¢do de nutrientes nos adubos e no solo devem ser levados em
considera¢ao no momento de recomendar um ou outro adubo fosfatado. O investimento

em fosfatos naturais deve ser inferior para que haja viabilidade em relagao aos fosfatos
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soluveis em agua. Todos esses produtos podem ser utilizados isoladamente, na forma de

fertilizantes simples, ou em formulagdes com outros elementos com nitrogénio e potassio.

3.3. Magnitude do efeito residual de fertilizantes

Considerando todas as varidveis discutidas em relagdo a disponibilidade de P
frente as caracteristicas quimicas e fisicas do solo, ¢ essencial que sejam realizados testes
e estudos para determinar a melhor escolha de fertilizantes, corre¢cao do pH do solo e as
quantidades adequadas para cada propriedade, principalmente quando tratamos de solos
com tanta diversidade de condi¢des quimicas e fisicas como os Cambissolos (Santana &

Azarias, 2021).

A interacao de fertilizantes fosfatados com o solo ¢é diferente entre fertilizantes
com solubilidades diferentes. Os fertilizantes fosfatados de alta solubilidade como o
MAP, DAP, superfosfato simples (SS) e superfosfato triplo (ST) (Alcarde, 2007) sdo
comumente utilizados, mas os fosfatos naturais (FN) sdo uma alternativa para o cenario
atual de custos elevados na agricultura por apresentarem custos mais acessiveis.
Entretanto, os FN devem ser utilizados com técnica e estratégia, e ndo em qualquer
situagdo. A menor solubilidade dos FN quando comparados aos fertilizantes de elevada
solubilidade (MAP, DAP, SS, ST), precisam de condi¢des favoraveis para ser

solubilizados para as plantas.

A acidez ¢ uma condi¢do interessante para a solubilizagcdo dos FN (Khasawneh &
Doll, 1978), sendo assim podem ser direcionados para areas com pH mais acidos, em
cultivos de plantas mais tolerantes a acidez, plantas com maior capacidade de acidificar
a rizosfera (efeito acidificante da rizosfera), fazendo uso de microrganismos
solubilizadores de fosfatos ou ainda a combinagdo destas estratégias (Kothe &Turnau,
2018). Por outro lado, solos como maior acidez, como descrito anteriormente, tendem a
reduzir a disponibilidade de P pela rapida adsor¢do, e por isso, os FN sdo mais
interessantes em solos com teores mais elevados de P, fazendo com que a adubacao de P
via FN tenha como principal objetivo repor o P no decorrer dos ciclos. Nessas condigdes,
o P ¢ solubilizado lentamente, € o tempo de contato entre o P e os sitios de ligagdo ¢

menor, evitando a formagao de ligagdes binucleadas.

Nao existem protocolos pré-definidos de como, quando e quanto de cada adubo

fosfatado deve ser utilizado em cada condicdo ambiental, mas analisar o solo, tragar
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estratégias de manejos com espécies e cultivares de plantas mais adaptadas, correcao do
pH do solo, fazer rotagdo de culturas e uso de microrganismos solubilizadores de fosfatos
fardo com que o(a) produtor(a) obtenha sucesso produtivo e financeiro em sua

propriedade.

3.4. Milho (Zea mays L.) e praticas de cultivo

O milho (Zea mays L.) pertence a familia Poaceae, sendo uma planta
monocotiledénea de ciclo anual, com um metabolismo fotossintético C4, de sistema
radicular fasciculado, cultivado em regides cuja precipitagdao varia de 300 a 5.000 mm
anuais, absorvendo em média 600 mm de 4gua durante seu ciclo (Coelho et al., 2008). O
cultivo do milho é em sua maioria destinado a producdo de grios e silagem para a
alimentagdo animal, por esse motivo uma quantia significativa dos nutrientes ¢ exportada
da lavoura com a retirada da biomassa (Coelho et al., 2008). Para uma produtividade de
8 tha'!, por exemplo, sio necessarios aproximadamente 33 kg de P ha™! (75,6 kg de P>0s),

sendo que cerca de 80 % da quantidade absorvida ¢ translocada para os graos, ou seja, ¢

retirada do sistema com a colheita (Coelho et al., 2008).

A absor¢do e evapotranspiracdo sdo os processos que regulam o fluxo de dgua
do solo para a planta, pois apenas 1 % do volume de dgua absorvido € retido em sua
biomassa (Magalhaes et al., 2002), consequentemente, estes processos regulam o fluxo
de varios nutrientes da solu¢ao do solo para o interior das células radiculares (transporte
por fluxo de massa) (Magalhaes ef al., 2002). Dessa forma, periodos de déficit hidrico
podem limitar a nutricdo, o metabolismo e o crescimento das plantas, culminando na
redu¢do do potencial produtivo. Estima-se que estresses hidricos em periodos como
florescimento e enchimento de graos possam reduzir até¢ 50 % o potencial produtivo das
plantas (Magalhaes et al., 2002), pois na auséncia de 4gua o P ndo ¢ solubilizado e

consequentemente ndo ¢ absorvido pela planta (Novais; Smyth; Nunes, 2007).

Para amenizar os estresses bioticos e abidticos que podem atingir a lavoura
durante o ciclo da cultura do milho, o melhoramento genético seleciona genotipos que
possuam, por exemplo, sistema radicular mais extenso, cuticula foliar mais espessa,
comportamento especificos de abertura e fechamento de estdomatos, entre outras
caracteristicas. Porém, existem outros mecanismos que podem proteger ou auxiliar na
resisténcia a estresses, como o manejo em sistema de plantio direto, € a associagdo com

microrganismos simbiontes, a exemplo dos FMA.
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O sistema de plantio direto (SPD) consiste em uma maneira conservacionista de
manejar o solo e o cultivo de plantas agricolas anuais. Neste sistema a movimentagao do
solo ¢ minima, ¢ a superficie sempre estd coberta com biomassa vegetal residual dos
cultivos anteriores (Cruz et al., 2008). A semeadura ¢ feita com maquinas que realizam
abertura no solo apenas para a deposi¢ao das sementes, sem grande movimentagdo no
solo (Cruz et al., 2008). A cobertura residual tem como finalidade proteger o solo do
impacto das chuvas, bem como reduzir a erosao superficial do solo (Cruz et al., 2008).
Além disso, a biomassa superficial protege o solo da radiagdo solar, e consequentemente
retém a umidade do solo, favorecendo o crescimento e estabelecimento de comunidades

de microrganismos essenciais para a manutencao da ciclagem de nutrientes no solo.

Esta mesma comunidade de microrganismos € responsavel pela decomposi¢ado e
mineralizacdo da matéria organica do solo (Alvarenga; Cruz; Viana, 2008), que tem
grande parte da sua origem a biomassa vegetal depositada na superficie do solo no sistema
de plantio direto. Com o propdsito de manter o solo protegido, e produzir mais biomassa
entre os ciclos produtivos, no SPD sdo realizadas semeaduras com plantas de cobertura,
como aveia, trigo, azevém, braquidria, entre outros (Alvarenga; Cruz; Viana, 2008).
Algumas observagdes devem ser feitas para escolher adequadamente as espécies vegetais
para as plantas de cobertura, que vao definir a quantidade e a qualidade da palha sobre a

superficie do solo.

Uma alternativa é promover a associacao das plantas com FMA, cujas respostas
a associagdo variam, respondendo diretamente com acréscimos de produtividade ou,
indiretamente com beneficios relacionados a resisténcia a estresses hidricos, producao de
hormonios e metabolitos secundarios (Cavalcante; Goto; Maia, 2009). O milho ¢
classificado como uma planta ndo dependente, mas de alta responsividade, pois cresce,
produz e completa seu ciclo reprodutivo sem a associagdo com FMA. No entanto,
melhores resultados sdo obtidos quando a espécie ¢ associada a FMA (Cavalcante; Goto;
Maia, 2009). Estes beneficios tornam-se mais atrativos quando abordamos a producao de
graos em regides tropicais, tradicionalmente de solos com baixos teores de fosforo (P),
onde os gastos com insumos, tais como fertilizantes minerais e pesticidas, sdo elevados

(Sieverding, 1991).
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3.5. Microrganismos e atividade enzimatica do solo

Os microrganismos tém papel fundamental para a manutencdo da vida,
produzindo enzimas que participam da ciclagem de macro e micronutrientes, decompdem
residuos organicos, participam da formagdo de agregados das particulas do solo,
produzem exsudatos que estimulam ou inibem o crescimento de macro € microrganismos,

alteram o pH, entre outras muitas fun¢des (Moreira & Siqueira, 2006).

A atividade dos microrganismos do solo hd muito vem sendo discutida na
literatura. Nessas discussoes, algumas varidveis frequentemente sao apresentadas como
bioindicadores de qualidade do solo, como a respiracao basal do solo, o carbono e o
nitrogénio da biomassa microbiana (CBN e NBM), a atividade das enzimas S-glicosidase,
fosfatase acida e arilsulfatase (Aratjo & Monteiro, 2007) que podem ser relacionadas a

sanidade e produtividade das plantas.

No ciclo do P os trés principais processos mediados pela a¢do de plantas e
microrganismos sdo a mineralizacdo por fosfatases (P, = PO4?), a imobilizacdo na
biomassa vegetal e microbiana (PO4> = P,) e a solubiliza¢do pela acidificacio da
rizosfera e producdo de 4cidos organicos (P insolivel = PO4?) (Moreira & Siqueira,
2006). Quando os processos bidticos e abidticos de transformagdo de P no solo estdo em

equilibrio, o fluxo de energia entre estes processos promove a sustentabilidade do sistema.

As fosfatases produzidas por plantas € microrganismos sao liberadas ao solo e
catalisam a hidrolise de ésteres e anidridos do acido fosforico. Essa atividade aumenta a
mineralizagdo do P, para fosfatos soliveis no solo, e estudos mostram a forte relagao
entre a demanda de P e a atividade enzimatica das fosfatases (Adetunji ez al., 2017). Dessa
forma, analisando cada situacdo, € possivel utilizar a atividade das fosfatases do solo

como um indicador da disponibilizacdo de P para plantas e microrganismos.

O conceito de componente biologico ¢ extensamente discutido por diversos
grupos de pesquisa, entretanto a Embrapa Cerrados planejou e desenvolveu uma maneira
de complementar os conceitos de componentes quimicos e fisicos do solo (Mendes ef al.,
2009; Mendes; Sousa; Reis-Junior, 2015; Mendes et al., 2018), até entdo muito bem
estabelecidos na literatura. Nesses trabalhos sugere-se a inclusdo de andlises de
bioindicadores de qualidade de solo, porém estes parametros historicamente tém

esbarrado na dificuldade de interpretagcdo dos resultados (Mendes et al., 2009).
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Apos o desenvolvimento de tabelas de interpretacdo que relacionam a atividade
das enzimas f-glicosidase e arilsulfatase ao rendimento de culturas agricolas no decorrer
de varios ciclos, os autores delimitaram faixas adequadas de valores da atividade de
algumas enzimas para este fim (Mendes ef al., 2018). Acompanhando os resultados no
decorrer dos ciclos, os autores identificaram um comportamento destes bioindicadores
similar ao da MOS, claramente respondendo ao manejo e estado de degradacao dos solos
(Mendes et al., 2018). Por fim, foi possivel desenvolver e recomendar um método que
utiliza a atividade dessas enzimas para interpretar esses resultados e auxiliar na
recomendacao de manejo de areas afetadas (Mendes ef al., 2018). A enzima fS-glucosidase
atua na etapa final de decomposicdo da celulose (Adetunji et al., 2017), enquanto a

enzima arilsulfatase esta relacionada ao ciclo do enxofre (Moreira & Siqueira, 2006).

A atividade da f-glucosidase catalisa a hidrolise da celulose, tendo como produto
final a glicose, fonte de energia para o crescimento de microrganismos do solo (Adetunji
etal.,2017). A arilsulfatase participa do ciclo do S, hidrolisando ésteres de aril sulfato de
compostos organicos, o que libera ions sulfato na solucao do solo (Balota ez al., 2013). O
S ¢ um elemento muito importante para a manuten¢do do metabolismo e crescimento de
plantas e bactérias do solo, e solos que apresentem deficiéncia deste nutriente podem
provocar reducao da produtividade das culturas agricolas (Moreira & Siqueira, 2006).
Dessa maneira, a atividade da f-glucosidase e da arilsulfatase se tornaram bons

bioindicadores de qualidade do solo, pois aceleram a ciclagem de nutrientes no solo.

Com essas avaliagdes seria possivel prever a degradacdo do solo e, assim,
quando necessario propor praticas de manejo conservacionistas antes que o produtor
perca a qualidade bioldgica do solo (Mendes et al., 2018). Nos trabalhos também sao
fornecidas orientacdes de padronizacdo de periodos e formas de coleta, além de como as

amostras devem ser armazenadas até o envio ao laboratorio (Mendes et al., 2018).

3.6. Fungos micorrizicos arbusculares

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) sd3o um grupo de microrganismos
pertencentes ao filo Glomeromycota e que estdo intimamente inseridos no ciclo de P no
solo (Smith & Read, 2008). Os FMA estdo presentes em quase todos os continentes, € a
diversidade de espécies de cada regido ¢ influenciada por fatores como pH, estrutura do
solo, temperatura, umidade e a estrutura da comunidade de plantas (Hart ef al., 2017). A

associacao entre plantas ¢ FMA se iniciou no periodo Devoniano, cerca de 475 milhdes
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de anos atras (Bonfante & Genre, 2008; Brundrett ez al., 2018). Desde entdo o percentual
de plantas associativas tem aumentado, atingindo mais de 80 % das espécies de plantas

terrestres (Smith & Read, 2008).

Os esporos dos FMA presentes no solo germinam formando hifas germinativas
que colonizam o cortex radicular que, em seguida, expandem seu crescimento para o solo,
sendo capazes de absorver agua e nutrientes como o P, o nitrogénio (N), o cobre e o zinco
as plantas (Marschner 1995; Smith & Read, 2008). Dentro das células vegetais os FMA
formam os arbusculos, que sdo estruturas super-ramificadas das hifas onde ocorrem as
trocas de nutrientes em uma interface das membranas celulares do FMA e da planta
(Bonfante & Genre, 2010). As plantas em troca do fornecimento de agua e nutrientes
disponibilizam agtcares para os FMA, sendo esta a tinica fonte de carbono deles. Por essa
razao, os FMA sdo classificados como microrganismos simbiontes obrigatorios (Smith &

Read 2008).

Apesar de necessitarem da associagdo com as plantas para crescer e completar
seu ciclo de vida, os FMA produzem estruturas de resisténcia (esporos), a grande maioria
nas extremidades das hifas extrarradiculares, capazes de permanecer no solo por longos
periodos (Smith & Read, 2008). Excepcionalmente, a espécie R. intraradices ¢ uma
espécie que produz esporos dentro das raizes (INVAM, 2021). Estes esporos permanecem
inertes até que recebam algum estimulo quimico ou hormonal, como os flavonoides e
estrigolactonas, para germinar e colonizar novas raizes (Smith & Read, 2008). Estes
estimulos desencadeiam uma série de mudancas metabolicas que culminam na quebra do
glicogénio interno para gerar energia necessaria para a formacgdo da hifa germinativa
(Bago; Pfeffer; Shachar-Hill, 2000). No periodo de permanéncia no solo, os esporos estao
suscetiveis as variagdes das condi¢des ambientais que podem reduzir a sobrevivéncia dos

propagulos.

A rede de hifas formada no solo pelo micélio dos FMA proporciona uma série
de modificagdes quimicas, fisicas e bioldgicas que podem beneficiar o crescimento das
plantas associadas (Smith & Read, 2008). Beneficios das micorrizas foram observados
em condicdes de estresses ambientais (Munier-Lamy et al., 2007; Tang et al., 2009;
Begun et al., 2019), baixa disponibilidade de nutrientes (Marschner & Dell 1994), déficit

hidrico (Ruiz Lozano, 2003), salinidade, acidez (Ruiz-Lozano, 2003; Folli-Pereira et al.,
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2012) e sequestro de metais (Gonzalez-Chavez et al., 2004; Cornejo et al. 2008; Vodnik
et al. 2008).

Os FMA também propiciam as plantas acesso ao P, por meio da liberagdo de
fosfatases acidas no solo que mineralizam o P, (Sato et al., 2015). As enzimas produzidas
pelos FMA também participam dos ciclos dos nutrientes, como por exemplo a fosfatase
acida, que aumenta a disponibilidade de P para as raizes (Marschner & Dell, 1994). A
atividade de fosfatases 4cidas ¢ sensivel ao decréscimo da disponibilidade de P do solo,
que causa diminui¢ao do P microbiano e aumento da atividade dessas enzimas (Gatiboni
et al., 2007). A producdo de fosfatases pelos FMA auxilia na disponibilidade de P as
plantas. As plantas também sdo capazes de produzir fosfatases como resultado da
expressdo génica, desencadeada pela diminuicdo da disponibilidade de P do solo
(Raghothama & Karthikeyan, 2005), mas a associacdo com FMA potencializa essa

capacidade de absorg¢ao de P.

Além da atuagao dos FMA nas modificacdes no ciclo dos nutrientes, estes
fungos promovem a estabilidade dos agregados do solo por efeitos fisicos do micélio
envolvendo as particulas de solo, bem como biologicamente pela deposi¢do de glomalina
(Yang et al., 2017; Bahadur et al., 2019). Este efeito pode promover modificacdes a longo
prazo no solo, uma vez que a algumas fragdes de glomalinas podem permanecer estaveis
por décadas (Rillig, 2004; Matos et al., 2021). A estabilidade dos agregados garante
melhor infiltragdo de agua, reduz o escoamento superficial e erosdo do solo, reduzem as
perdas de nutrientes e matéria organica € aumentam as trocas gasosas (Demenois et al.,
2018; Parihar et al., 2020; Fall et al., 2022). Existem ainda trabalhos mostrando o
potencial do crescimento dos FMA no controle biologico de patdogenos radiculares por
modificarem o ambiente fisico-quimico da rizosfera pela producdo de exsudatos e
controlar interagdes microbianas do solo (Larimer et al., 2014; Baltrus, 2017; Jacott et
al.,2017; Begum et al., 2019; Alimi; Adaleke; Moteetee, 2021) e até mesmo resisténcia
ao ataque de insetos herbivoros pela producdo de terpenoides (Sharma; Anand; Kapoor,

2017).

No trabalho de Engelmoer; Behm; Toby-Kiers (2014) constatou-se competi¢ao
intraradicular entre espécies de FMA associadas a raiz. Em uma ampla revisado, Jacott et
al. (2017) mostram como as plantas associadas a FMA resistem ao ataque de doencas

através de mecanismos como producdo de acido jasmonico, acido salicilico, fendis, y-
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1,3-glucanase e enzimas quitinoliticas estimulados pela associacdo. No mesmo sentido,
muitos trabalhos mostram como a associagdo com FMA pode promover a resisténcia a
estresse hidricos por mecanismos morfologicos (maior biomassa e area foliar),
fisiologicos (concentragdo de o6leos essenciais, resisténcia e densidade estomatica,
potencial hidrico foliar e eficiéncia do uso da dgua) e bioquimicos (modificacdes na
contragdes de prolina, nas relagdes C:P e N:P, produ¢do de hormdnios como acido
absisico e indol acético, concentracdo de agucares nos tecidos), entre outros (Bahadur et

al.,2019; Begum et al., 2019; Santana et al., 2023).

Os beneficios proporcionados pela interacdo entre plantas e FMA geram um
crescente interesse da comunidade cientifica, com o objetivo de reduzir a necessidade de
aplicacdo de fertilizantes, além de promover maior resisténcia de plantas por melhorar o
estado nutricional das culturas sem comprometer a produtividade (Berruti ef al., 2016).
Algumas estratégias promovem e protegem o crescimento das hifas dos FMA, como a

adogao do SPD que ndo expde e rompe as estruturas e a consorciagdo de espécies.

Além das culturas de graos, sdo descritos beneficios dos FMA no crescimento
de Alliaceae, Fabaceae e Solanaceae (Nogueira & Cardoso, 2007; Elbon & Whalen,
2015). Outros fatores devem ainda ser mais bem esclarecidos para entender o efeito da
morfologia e fisiologia das raizes na interacdo com os FMA. Esses topicos deveriam ser
incorporados em programas de melhoramento de culturas para descrever o quanto essas
caracteristicas podem influenciar no efeito positivo da inoculagdo com FMA (Thirkell et
al., 2017), ja que a eficiéncia de absorcao de fosforo e producao de biomassa das plantas

inoculadas com FMA podem diferir entre gendtipos de plantas (Reis et al., 2008)

Além da producdo de enzimas, os FMA liberam no solo uma glicoproteina
hidrofébica chamada glomalina, que estd positivamente correlacionada com a
estabilidade dos agregados do solo (Rillig, 2004; Rillig & Mummey, 2006; Wright;
Green; Cavigelli, 2007), reduzindo os riscos de erosdao de grande parte dos tipos de solos
mal estruturados (Wright & Upadhyaya, 1996; Wright; Starr; Paltineanu, 1999; Wright;
Green; Cavigelli, 2007). Algumas metodologias de quantificacdo avaliam, além da
glomalina, outras proteinas do solo relacionadas a glomalina (PSRG), sendo que o
aumento da concentracdo das PSRG ocasiona uma série de modificagdes estruturais e
bioquimicas no solo onde os resultados podem ser o estimulo das trocas gasosas, a

facilitagdo a infiltragdo de agua e o crescimento de raizes.

21



As PSRG sao depositadas no solo pela degradagdo de hifas, ja que estudos
indicam que estdo presentes principalmente nas hifas e esporos dos FMA e podem
persistir por mais de 40 anos nos solos, apresentando efeitos duradouros (Rillig, 2004).
As PSRG produzidas e liberadas no solo pelo micélio extrarradicular apresentam
limitagdes metodologicas de estudo, mas existem métodos capazes de quantificar
variaveis como a abundancia de micélio extrarradicular, arquitetura, persisténcia,
sazonalidade, produ¢do de compostos bioquimicos, e as interagdes na cadeia alimentar
do solo (Rillig, 2004). As PSRG podem reter metais pesados ligando-se a esses
elementos, permanecendo no solo por anos, protegendo as plantas e microrganismos de
possiveis efeitos toxicos quando estes elementos estdo em elevadas concentragdes no solo

(Gonzélez-Chavéz et al., 2004; Vodnik et al., 2008; Sousa et al., 2012).

Existem mais de 350 espécies de FMA identificadas até¢ o momento, dentre elas
Rhizophagus intraradices (N.C. Schenck & G.S. Sm.) C. Walker & A. Schiiller, uma
espécie amplamente testada em culturas de importancia agricola como soja, milho entre
outras. A inoculacdo com R. intraradices em soja aumentou a tolerancia das plantas
simbiontes a estresses abidticos como a presenga de arsénio (As) (Spagnoletti & Lavado,
2015). No trabalho de Meghvansi e Mahna (2009), a dupla inoculagdo de FMA e bactérias
(R. intraradices e Bradyrhizobium japonicum) gerou melhorias nos indices de rendimento
da soja. Ja Bidondo ef al. (2011) observaram resultados semelhantes com a inoculagdo
mista de Paenibacillus e FMA. Por isso, deve-se avaliar de forma ampla cada situagdo de
plantio, pois a resposta das plantas a presenca dos FMA pode variar de mutualista a
parasitaria em funcao dos fatores que compdem a estrutura ambiental (Kiers & Van Der

Heijden, 2006).

A industria de bioinoculantes estd muito bem estabelecida no mundo e apesar de
ndo termos inimeros exemplos de inoculantes comerciais a base de FMA, algumas
formulacdes contendo propagulos de FMA estdao entre os produtos comercializados no
mundo (Hart et al., 2017). No Brasil, o primeiro inoculante a base de FMA com registro
junto ao MAPA ¢ comercializado em larga escala de forma legal sob o nome comercial
de Rootella BR (registrado sob n° 22902 10000-0). Este inoculante tem como base
propagulos da espécie do FMA R. intraradices. Os testes a campo para comprovar a
eficiéncia agrondmica do produto para as culturas de milho e soja foram realizados na

safra 2016-17 em seis estados do Brasil, em uma parceria entre a empresa NovaTero de
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Joinville-SC e o Laboratério de Microbiologia e Processos Biotecnologicos da UFSC

Floriandpolis-SC, seguindo as instru¢des normativas definidas pelo MAPA.

Outros dois produtos foram lancados em 2022, o EndoMaxx® SC (22.500
propagulos g™!) e o EndoFuse (22.500 propagulos mL ") da Sumitomo (Sumitomo, 2023),
ambos contendo em suas formulagdes os FMA Glomus mosseae, G. aggregatum, G.
intraradices ¢ G. etunicatum, ¢ ha previsao de langamento de um outro inoculante a base
de FMA ainda em 2023 da Lallemand Plant Care (Noticias Agricolas, 2023), o Lalrise
Max, contendo 2.000 propagulos g™ de Rhizophagus irregularis (Lallemand Plant Care,
2023).

As recomendagdes destes e demais produtos bioldgicos em culturas agricolas
sdo embasadas em estudos cientificos que comprovem seus beneficios, como os estudos
de eficiéncia agrondomica dos inoculantes. Alternativas que proporcionem outros
beneficios para a comunidade microbiana, estrutura do solo e sanidade das plantas sempre
sdo bem-vindas, mas existem muitas perguntas que ainda ndo foram esclarecidas a
respeito da interagdo FMA-plantas em sistemas agricolas. Dessa forma, estudos para
avaliar os modos de acdo e a interagdo desses inoculantes combinados com adubos
fosfatados de diferentes solubilidades em plantas agricolas tornam-se muito importantes

para que se compreenda o real potencial e a abrangéncia dessa interacdo.

3.7. Efeito da espécie Rhizophagus intraradices no desenvolvimento do milho

A alta resposta do milho a associagdo com FMA (Cavalcante; Goto; Maia, 2009)
e a importancia econdmica desta cultura na economia mundial, geram interesse da
comunidade cientifica em avaliar os efeitos da associagdo com FMA na nutricao,
fisiologia, crescimento, produtividade de milho, bem como nas modificagdes quimicas,
fisicas e bioldgicas do solo. Rhizophagus intraradices € uma espécie considerada modelo
pela extensa lista de trabalhos avaliando genoma (Fontaine et al., 2001; Fontaine;
Grandmougin; Sancholle, 2001; Porcel et al., 2006; Croll et al., 2009; Estrada et al., 2013;
Walker et al., 2021), efeitos no crescimento das plantas (Li et al., 2013), germinagao
(Logi; Sbrana; Giovannetti, 1998; Juge et al., 2002; Trépanier et al., 2005; Crosino e
Genre, 2022; Liang; Zheng; Wu, 2022), metabolismo em diferentes condi¢des (Gachomo
et al., 2009) e in vitro (Fontaine et al., 2001; Fontaine; Grandmougin; Sancholle, 2001;

Porcel et al., 2006). Em milho ndo ¢ diferente, a inoculagcdo de R. intraradices pode
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interferir em diversos aspectos ambientais, desde a atividade enzimatica e ciclagem de

nutrientes no solo, até a produc¢do de biomassa aérea da planta (Li et al., 2013).

Adriano-Anaya et al. (2006), em milho coinoculado com Gluconacetobacter
diazotrophicus e R. intraradices, observaram maior atividade de enzimas
(endoglucanase, endopolimetilgalacturonase e endoxiloglucanase) o que pode auxiliar na
penetracdo das hifas na raiz. No trabalho de Li ef al. (2013) a inoculagdo de FMA ¢ a
presenca de minhocas aumentou a biomassa da parte aérea e da raiz, a absor¢do de N e P,
o rendimento do milho, bem como as atividades de fosfomonoesterase alcalina, carbono
da biomassa microbiana do solo e nitrogénio. Além disso, a inoculagdo em campo com
in6culos isolados ndo nativos de R. intraradices estimulou a colonizagdo radicular ¢ a
produgdo de milho (Li ef al., 2013). O interessante do trabalho de Li ef al. (2013) foi
identificar que a adi¢do de minhocas pode influenciar na comunidade nativa de FMA e
gerar efeito benéfico para o crescimento do milho. Guo et al. (2013) mostraram que a
colonizagdo micorrizica promoveu o crescimento, absor¢ao de N, P e K e reduziu o efeito
toxico de metais pesados de residuos de minas de carvdo. O aumento da producdo de
acido indol-3-butirico (AIB) durante os estdgios iniciais da infeccdo de R. intraradices
em milho foi observada por Miiller ef al. (1997) e indicios de acréscimo da concentracao

de TAA nos esporos.

Estes sdo estudos que abordam os diversos aspectos da associagdo micorrizica
arbuscular em cultivos agricolas, especialmente no milho, e como o manejo e aplicagao
de fertilizantes fosfatados podem influenciar nos atributos de qualidade fisica, quimica e
biologica. Expdem a importidncia de uma interpretacdo ampla do que ¢ um sistema
agricola, e como as escolhas de insumos quimicos e bioldgicos podem influenciar na

produtividade e sustentabilidade agricola brasileira.
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4. HIPOTESES

O inoculante a base do FMA Rhizophagus intraradices coloniza e forma

arbusculos no milho em poucos dias de contato dos propagulos com as raizes;

A inoculacdo de milho com o FMA R. intraradices aumenta a produtividade pelo
aumento da disponibilidade do P de fertilizantes fosfatados de diferentes
solubilidades, bem como os teores de glomalina e a atividade das enzimas

arilsulfatase e f-glucosidase;

A produtividade do milho no segundo ano de cultivo, sob efeito residual da

adubacao de P, aumenta com a inoculagdo do FMA R. intraradices.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo geral

Avaliar o estabelecimento da colonizagdo micorrizica da espécie Rhizophagus
intraradices, presente no inoculante a base do fungo micorrizico arbuscular (FMA)
Rootella BR, e seus efeitos na absor¢ao e disponibilizagdo de P, no efeito residual de
adubos fosfatados com diferentes solubilidades, nos atributos bioldgicos do solo e na

produtividade do cultivo do milho.

5.2. Objetivos especificos

e Avaliar o percentual e velocidade do estabelecimento da colonizagao

micorrizica nos estagios iniciais de desenvolvimento do milho;

e Auvaliar o efeito da inoculagdo com FMA R. intraradices e de diferentes fontes
de P sobre a produtividade de milho e os teores de glomalina, disponibilidade

de P no solo ¢ a atividade das enzimas arilsulfatase e f-glucosidase no solo;

e Avaliar o efeito residual a campo da adubagdo com diferentes fontes de fosforo
sobre a produtividade do milho inoculado com o inoculante micorrizico a base

de R. intraradices.
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6. CAPITULO 1. Estabelecimento da colonizacio micorrizica de Rhizophagus
intraradices em milho

6.1. Resumo

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) formam associagdes com mais de
80 % das espécies de plantas terrestres, chamada de micorriza arbuscular, com registros
do estabelecimento ha mais de 450 milhdes de anos. Entres os beneficios estdo a maior
absor¢ao de nutrientes e agua, resisténcia a estresses ambientais e estimulo da atividade
microbiologica do solo, decorrente do crescimento do micélio que de expande da raiz ao
solo, atuando como uma extensdo do sistema radicular. Inoculantes a base de FMA
buscam unir em uma formulagdo isolados de FMA que entreguem aos produtores os
beneficios da associacao em formulacdes que viabilizam a pratica de inoculagao a campo.
Conhecer o potencial infectivo e a velocidade do estabelecimento da colonizacdo
micorrizica destes inoculantes s3o informacgdes importantes para definir estratégias de
manejo que promovam a colonizagdo, e estimulem os beneficios nos primeiros estagios
de crescimento das plantas. O objetivo do estudo foi avaliar o percentual e a velocidade
do estabelecimento da coloniza¢do micorrizica nos estagios iniciais de desenvolvimento
do milho. O delineamento experimental contou com dois fatores: a inoculagao ou nao das
sementes de milho (inoculante micorrizico arbuscular a base de Rhizophagus
intraradices) e o fator tempo de crescimento (6, 9, 13, 18, 23 e 26 dias apos a emergéncia
— DAE). As sementes de milho foram semeadas e inoculadas em placas contendo solo
estéril com baixo teor de P. Foram avaliadas a colonizagdo micorrizica radicular, a
matéria seca da parte aérea (MSPA), e a producao de proteinas relacionadas a glomalina
total (GT) e facilmente extraivel (GFE). Constatou-se que a colonizacdo micorrizica
inicia entre 9 e 13 DAE, periodo em que foram observadas estruturas como hifopodios e
hifas intraradiculares iniciando a colonizacao. Aos 26 DAE a coloniza¢ao média foi de
16,3 %. Nao foram observados efeitos da inoculagao nas variaveis MSPA, GT e GFE no
periodo e condigdes avaliadas. O inoculante a base de R. intraradices apresenta potencial
para rapido estabelecimento da coloniza¢do micorrizica, sendo as primeiras estruturas

intraradiculares observadas aos 9 DAE.
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6.2. Introducao

Os fungos micorrizcos arbusculares (FMA) sdo microrganismos simbiontes
obrigatorios por depender da associa¢do para completar seu ciclo de vida (Smith & Read,
2008). Ha registros de que a parceria entre FMA e plantas data de mais de 450 milhdes
de anos, no periodo Devoniano (Bonfante & Genre, 2008; Maia; Silva; Goto, 2010;
Brundrett et al., 2018). Neste periodo, as plantas estavam iniciando a transicdo do
ambiente aquatico para o terrestre, ainda com um sistema radicular muito rudimentar,
prioritariamente preparado para a sustentagao (Bonfante & Genre, 2008). A associagao
com FMA proporcionou e propicia as plantas uma vantagem, onde os FMA atuam como
uma extensao do sistema radicular, aumentando a absor¢ao de nutrientes e agua ¢ a planta
em troca fornece fotoassimilados ao FMA, sua unica fonte de carbono (Marschner, 1995;

Smith & Read, 2008).

Essa associacdo se inicia com a identificagao de plantas por parte dos propagulos
dos FMA (hifas, esporos e fragmentos de raizes colonizadas) que comec¢am a formacao
de uma hifa pré-simbiotica (Giovannetti; Avio; Sbrana, 2010). Esta hifa forma-se a partir
de um tubo germinativo com origens distintas entre as espécies de FMA, como da hifa de
sustentagdo, septo basal da hifa de sustentacdo ou ainda através da parede do esporo
(Maia; Silva; Goto, 2010). A germinacao e crescimento dos FMA sdo influenciados por
condi¢des ambientais como umidade, pH, temperatura, concentragdo de CO., nutrientes
de fonte mineral e organica, presenga e interagdo com outros microrganismos (Hart ez al.,
2017) e de moléculas sinalizadoras liberadas pelas plantas, como exsudatos radiculares,
flavonoides, estrigolactonas, entre outros (Smith & Read 2008; Giovannetti; Avio;

Sbrana, 2010; Lambais; Ramos, 2010; Crosino & Genre, 2022).

No trabalho de Juge et al. (2002), o armazenamento de esporos de R.
intraradices a frio a 4 °C por mais de 14 dias aumentou a germinagdo dos esporos e
reduziu a mortalidade, aumentando a formagao de hifas longas. Este crescimento viabiliza
o encontro das raizes com os propagulos de FMA e a colonizagdo do sistema radicular
pode ocorrer em poucos dias apds a germinacdo e formacdo das raizes. Louis & Lim
(1988) constataram que as hifas de G. clarum estenderam-se 8 mm ap6s 10 dias de
incubagdo, mas trabalhos mostram que determinadas condigdes ambientais estimulam o
alongamento e ramificacao destas hifas. Logi et al. (1998) constataram um crescimento

médio de 30 a 50 mm do micélio de G. caledonium nos primeiros 10 a 15 dias apos a
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germinagdo, € que pode ser maior quando os esporos entram em contato com extratos

celulares de Daucus carota L.

ApoOs a germinagao, os propagulos do FMA iniciam seu crescimento em diregao
as raizes, € ao entrar em contato com a superficie da raiz, a hifa expande formando uma
estrutura chamada hifopodio (Bonfante & Genre, 2010; Giovannetti; Avio; Sbrana,
2010). Nesta estrutura sdo produzidas enzimas, como celulases, que hidrolisarao a parede
celular das células epidérmicas, facilitando a penetragdo da hifa no cortex radicular
(Bonfante & Genre, 2010). Apds iniciar o crescimento intercelular, as hifas crescem e se
ramificam no espago entre a parede € a membrana celular, formando os arbusculos, a
principal estrutura de troca entre planta e FMA (Genre & Bonfante, 2010). A membrana
celular sofre algumas modificagdes, como por exemplo, um maior nimero de
transportadores de P e se expande para envolver os arbusculos, aumentando assim a
superficie de contato entre eles, recebendo o nome de membrana periarbuscular (Corradi

& Sanders, 2006).

O processo metabdlico dos esporos durante a germinagdo e o efeito da presenga
de extratos celulares vegetais ainda precisam ser melhor esclarecidos, entretanto trabalhos
apresentam cada vez mais informagdes sobre as etapas metabdlicas deste processo. Os
lipidios sdo a principal forma de armazenamento de carbono em esporos de FMA, e
exsudatos radiculares tém um efeito na atividade da membrana dos esporos que podem
promover o crescimento pré simbidtico, acelerando a germinacdo dos esporos,
ramificagdo do tubo germinativo, estimulo da absor¢do e modificam o metabolismo
(Biicking et al., 2008). Se sabe que R. intraradices e G. mosseae sintetizam aminoacidos
de reservas endogenas nessa etapa (Breuninger et al., 2004; Gachomo et al., 2009;
Giovannetti; Avio; Sbrana, 2010) e que o acido vanilico pode estimular o crescimento
das hifas e a ramificagdo de Gigaspora gigantea e G. margarita, aumentando a
probabilidade de contato entre o fungo e a raiz do hospedeiro (Douds; Nagahashi; Abney,
1996). No trabalho de Liang; Zheng; Wu (2022), pequenas quantidades de compostos
como policatidnicos e alifaticos, poliaminas (PAs) (putrescina e espermidina) das plantas
relacionados também a respostas ao estresse em esporos foram consideradas importantes
para a colonizacdo micorrizica, formagdo de apressorios (hifopodios), germinagdo de

esporos e crescimento micelial.
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Das mais de 80 % das espécies de plantas que formam associagdo com FMA
(Smith & Read, 2008), economicamente o milho (Zea mays) é umas das mais importantes
no mundo. Estima-se uma produgdo de 312,2 milhdes de toneladas no Brasil no ano de
2023 (Conab, 2023). Estudos mostram que o milho ¢ uma planta que responde a
associa¢ao micorrizica arbuscular, sendo observados os mais diversos efeitos, como
maiores teores de nutrientes (N, P, K e micronutrientes), producdo de biomassa e
principalmente produtividade. Entre as espécies candidatas a serem utilizadas em
produtos comerciais estd o R. intraradices, um FMA de rapido crescimento (INVAM,
2021), generalista e que se mostra eficiente em diversas culturas de importincia agricola
como citrus (Liu et al., 2022) tomate (Fracasso et al., 2020), milho (Stoffel et al., 2020a)
e soja (Stoffel et al., 2020D).

Bressan & Vasconcellos (2002) mostraram que o aumento do teor de P no solo
diminui o percentual de colonizagao ¢ efeitos da associacdo. Em milho nao ¢ diferente, a
inoculagdo de R. intraradices pode interferir em diversos aspectos ambientais, desde a
atividade enzimatica e ciclagem de nutrientes no solo, até a producao de biomassa aérea
do milho (Li et al., 2013). Aguegue et al. (2017) identificaram maior crescimento e
produtividade em plantas tratadas com R. intraradices (colonizagdo de 32 %) e metade
da adubacao recomendada. Zhao et al. (2015) observaram que a inoculagdo colaborou
com a resisténcia a estresse hidrico, e que apos a seca, a reidratagdo ¢ mais rapida no
milho inoculado com R. intraradices.

Adriano-Anaya et al. (2006), em milho coinoculado com Gluconacetobacter
diazotrophicus e R. intraradices, observaram maior atividade de enzimas
(endoglucanase, endopolimetilgalacturonase e endoxiloglucanase) o que pode auxiliar na
penetracao na raiz. No trabalho de Li et al. (2013), a inoculagdo de FMA e a presenca de
minhocas aumentou a biomassa da parte aérea e da raiz, bem como a absor¢ao de N e P,
o rendimento do milho, ¢ as atividades de fosfomonoesterase alcalina, carbono da
biomassa microbiana do solo e nitrogénio. Além disso, a inoculagdo em campo com
in6culos de isolados ndo nativos de R. intraradices parece ter estimulado a colonizagao
radicular e a produ¢do de milho (Li ef al., 2013). Guo et al. (2014) mostraram que a
colonizag¢do micorrizica promoveu o crescimento, absor¢ao de N, P e K, e reduziu o efeito

toxicos de metais pesados de residuos de minas de carvao.

Os FMA ocorrem naturalmente em quase todos solos e condigdes do mundo, e

se adaptam a estas diferentes condi¢cdes ambientais. Essa adapta¢do ocorre mesmo entre
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isolados da mesma espécie obtidos de diferentes condigdes. A capacidade de dois isolados
(um de solo salino e outro de uma colecdo) de R. intraradices em germinar e colonizar,
tanto in vitro quanto na inocula¢do in vivo em milho foram testadas por Estrada et al.
(2013). No trabalho, os autores mostraram que o isolado de solo salino se desenvolveu
melhor in vitro e promoveu o crescimento de milho sob condi¢des de maior salinidade do
que o outro isolado. O mesmo pode ocorrer com isolados de R. intraradices obtidos de
ambientes com elevadas concentragdes de Pb, que crescem e se adaptam melhor as
elevadas concentragdes de Pb, indicando tolerancia dos isolados de FMA que foram

submetidos a estas condi¢gdes anteriormente (Malcova et al., 2003).

Inoculantes comerciais unem as vantagens promovidas por FMA e a praticidade
de aplicagdo em produtos que prometem auxiliar as plantas na absor¢do de nutrientes e
resisténcia 4 estresses (Hart; Vosatka; Gryndler, 2017). Entender as etapas de germinagao
até o inicio da colonizagao ¢ essencial para compreender o potencial do estabelecimento
da associagdo de isolados nativos ou comerciais. Quanto mais rapida for a colonizagio
inicial dos inoculantes, antes eles podem colaborar com o crescimento das plantas
associadas. Dessa forma, compreender os fatores que influenciam na velocidade de
colonizacdo das plantas inoculadas ¢ importante para poder adaptar o manejo a fim de
garantir um rapido estabelecimento da associacdo e garantir vantagens da associacao
neste periodo inicial onde as plantulas estdo em rapido crescimento e sensiveis a estresses
ambientais. Sendo assim, o objetivo foi identificar quando a colonizagdo de um isolado
da espécie R. intraradices, de um inoculante comercial, inicia e em que velocidade ela se

estabelece em milho em ambiente controlado.

6.3. Material e Métodos

O experimento foi realizado no periodo de 21/10/2022 a 22/11/2022, contando
com o preparo das sementes, pré-germinagao, plantio e coletas. O delineamento foi com
dois fatores: a inoculagdao ou nao do inoculante comercial a base de R. intraradices
Rootella BR (registrado sob n° 22902 10000-0) e seis datas de coleta distribuidas nos
primeiros 26 dias apods a emergéncia (DAE) das sementes de milho, com oito repetigdes.
As sementes de milho da cultivar SHS SUPERR da marca Santa Helena (de ciclo precoce)
foram pré-germinadas sob papel filtro umedecido com agua destilada em placas de Petri

no dia 21 de outubro de 2021, semeadas no dia 25, e a emergéncia das plantulas ocorreu
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no dia 27 de outubro. As datas de coleta iniciaram aos 6 DAE, e continuaram aos 9, 13,

18,23 e 26 DAE.

As sementes de milho foram pré-selecionadas padronizando o tamanho e
formato, com o objetivo de fornecer as plantulas a mesma quantidade de reserva. As
sementes padronizadas (Figura 1a) foram lavadas em dgua corrente para a retirada do
excesso dos produtos quimicos do tratamento de sementes (ingredientes ativos:
clorantraniliprole e clotianidina) para evitar qualquer incompatibilidade entre estes
fungicidas e 0 FMA R. intraradices. Na sequéncia, as sementes foram higienizadas com
alcool 70 ° GL durante 5 minutos, e por ltimo lavadas trés vezes em agua destilada para
a retirada do alcool. Apds a higienizagdo as sementes foram dispostas em placas de Petri
com papel filtro esterilizado umedecido em agua destilada (Figura 1b) para a pré-
germinacdo. Quatro dias depois, 100 sementes no mesmo estdgio de germina¢do foram
igualmente distribuidas entre os tratamentos (NI e FMA) e datas de coleta, a fim de
garantir que todas as plantas de uma mesma coleta estivessem no mesmo estagio de
desenvolvimento inicial (Figura 1c). Em testes preliminares, a sele¢cao de sementes em
um mesmo estagio de germinagdo mostrou-se essencial para a padronizagdo das
plantulas, pois como apresentado na Figura le-g, um dia resultou em grandes diferengas
de crescimento neste periodo. Todas as sementes foram inoculadas com o inoculante,
entretanto, as sementes do tratamento ndo inoculado receberam o inoculo autoclavado

(Figura 1d).

TSH

Figura 1. Sementes antes da higienizagdo e limpeza do tratamento de sementes (a), sementes em placa de
Petri com papel filtro umedecido com agua destilada para germinagao (b), inoculagdo com
produto comercial a base de R. intraradices (c) com detalhe da inoculago (d) e sementes aos 1,
2,3,4,5 e 6 dias apos a germinacao (e-j).
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Placas de Petri plasticas estéreis foram preenchidas com solo peneirado em
trama de 2 mm e autoclavado duas vezes durante 1h a 121 °C. As caracteristicas do solo
eram: 270 mg dm? de argila; pH 4,9; 4,9 mg dm? de P; 34 mg dm?® de MO (Tabela 1).
Aberturas de aproximadamente 3 cm de largura foram realizados na lateral de cada placa
(Figura 2a) e seladas com pléstico filme para evitar a perda de solo, dgua e saida de raizes.
Todas as placas foram individualmente envolvidas com papel aluminio para evitar que a
luz entrasse em contato com o sistema radicular (Figura 2b). Em seguida, as sementes
foram semeadas a 2,0 cm de profundidade da abertura da placa de Petri (Figura 2c¢), todas
organizadas na mesma posi¢do, direcionadas igualmente para as laterais da placa. As
plantas foram cultivadas sob condi¢des de luz natural sem iluminagdo suplementar e
irrigadas em fung¢do da necessidade, variando de 1 a 3 vezes ao dia com 5 mL por placa

a cada vez.

Tabela 1. Analise do solo utilizado para a execug@o do experimento.

Argila% pH indice P K MO AL Ca Mg
H:0 SMP mg dm—3 % cmol. dm—3
27 4.9 4,6 4,9 174,0 3,4 2,6 2,8 1,9
H+Al CTC  Saturaciao CTC Soma de bases Relacdes
cmolc dm3 Al Vv S Ca/Mg Ca/K  Mg/K
22,5 27,6 33,8 18,6 5,15 1,5 6,3 4,23
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2. Preparo das placas de Petri e semeadura do milho. Placas de Petri contendo solo autoclavado (a),
envolvidas por papel aluminio (b) e semeadas com milho a dois centimetros de profundidade (c).

L B
Figura

A biomassa aérea das plantas foi avaliada ap6s a coleta e armazenagem em sacos
de papal para secagem em estufa de circulacdo de ar a 60 °C até peso constante. Toda a
biomassa das raizes foi coletada e armazenada em solucdo de formalina (50 mL), acido
acético glacial (50 mL) e alcool etilico 50 % (FAA) (Figura 3a) até o procedimento de
coloracdo. As raizes passaram pelos processos de descoloragdo e coloragdo em banho
maria a 90 °C com KOH 10 % (Figura 3b) e corante azul de tripan 0,5 %, seguindo a
metodologia descrita por Koske e Gemma (1989). Apds a coloracdo, as raizes foram
dispostas em laminas para microscopia (Figura 3c) e observadas em aumento de 200 x

para identificagdo das estruturas dos fungos micorrizicos arbusculares (hifas, arbasculos,

esporos e vesiculas), seguindo a metodologia descrita por McGonigle et al. (1990).
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Figura 3. Etapas de coleta ¢ armazenamento (a), processo de coloragdo (b) para observar as estruturas do
R. intraradices nas raizes de milho em laminas para microscopia (c).

Os teores de glomalina do solo facilmente extraivel e de glomalina total foram
determinados de acordo com Wright & Upadhyaya (1996) com extracdo em citrato de

sodio em autoclave e determinados pelo método de Bradford (1976).

Os dados foram submetidos a andlise de homogeneidade e varidncia, e
submetidos ao teste de comparagao de médias pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade

utilizando o software R Core Team (2021).

6.4. Resultados

A aplicacdo do inoculante comercial a base de R. intraradices foi capaz de
colonizar as plantas, nas quais foram identificadas estruturas de FMA como hifas e
arbusculos em algumas repetigdes a partir do 9 DAE (Figura 4a). Entretanto o
estabelecimento da coloniza¢do micorrizica em todas as plantas s6 foi observado aos 13
DAE (Figura 4a). O percentual de colonizagdo micorrizica das plantas inoculadas aos 9
DAE néo ultrapassou 1 %, sendo em média 0,36 % chegando a 16,3 % ao final do
experimento na coleta de 26 DAE (Figura 4b), onde todas as repeticoes de plantas
inoculadas possuiam estruturas como hifas e arblisculos nas raizes. Nenhuma das plantas

ndo inoculadas apresentou estruturas de FMA durante todo o experimento.
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Figura 4. Percentual de colonizagdo micorrizica de plantulas de milho inoculadas com R. intraradices e
suas estruturas observadas aos 26 DAE. ¢ - ndo inoculado; A - inoculado com R. intraradices.

A média de MSPA das plantas aos 6 DAE foi de 25 mg e aos 26 DAE foi de 118
mg, no entanto ndo houve efeito da inoculagdo sobre o crescimento no periodo avaliado
neste experimento (Figura 5a). Apesar do percentual de coloniza¢do micorrizica crescente
observado nas raizes, a produ¢o de proteinas do solo relacionadas a glomalina da fracao
facilmente extraivel (GFE) nao diferiu entre plantas inoculadas e ndo inoculadas (Figura
5b). A GFE média aos 6 DAE foi de 1,34 mg g'! solo e aos 26 DAE foi de 1,70 mg g™! de
solo. Os teores de proteina do solo total relacionadas a glomalina (GT) ndo diferiram entre

coletas e plantas inoculadas ou ndo com R. intraradices, sendo o teor médio de 4,51 mg

g de solo.
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Figura 5. Producfo de matéria seca da parte aérea (MSPA) (a) e glomalina facilmente extraivel (GFE) (b)
de plantulas de milho inoculadas e ndo inoculadas com inoculante a base de R. intraradices. * -
ndo inoculado; A - inoculado com R. intraradices.

6.5. Discussao

O periodo entre a semeadura e a emergéncia das plantas € marcado pela grande

dependéncia das plantulas a reserva energética das sementes, da disponibilidade de 4gua
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no solo, bem como temperatura e a profundidade da semeadura (Magalhaes & Duraes,
2002). Apds a emergéncia, no estagio V2 (em média 7 DAE, quando as plantas estdo com
duas folhas expandidas completamente formadas), as plantulas deixam de ser
heterotroficas e passam a ter seu metabolismo exclusivamente autotréfico, dependendo
da captagao de luz e absorcao de dgua e nutrientes para realizar a fotossintese (Sangoi &
Silva, 2016). A partir deste momento, a associacdo com FMA pode auxiliar com a maior
exploragdo do solo, uma vez que o sistema radicular adventicio ainda esta em formagao
e comegca a substituir as raizes seminais (Sangoi & Silva, 2016) (Figura 6a-¢). Para isso,
¢ importante que os inoculantes comerciais consigam estabelecer a associa¢do antes ou

durante este periodo.

Neste trabalho, a inoculagdo foi realizada em contato direto com a radicula
(Figura 1c-d), simulando a melhor localizagdo que um propagulo de FMA poderia se
posicionar apOs o tratamento de sementes. Nestas condigdes, as primeiras estruturas
intraradiculares de FMA foram observadas aos 9 DAE (Figura 4a), coincidindo com o
periodo de inicio do metabolismo autotréfico (Sangoi & Silva, 2016). Neste periodo
foram observadas estruturas chamas de hifopodios, ponto de entrada dos FMA no sistema
radicular. Aos 13 DAE todas as plantas ja possuiam pontos de colonizagdo micorrizica
(Figura 7), validando que apesar do baixo percentual de colonizacao (2,9 %), todas teriam
entrado em contato com os propagulos (Figura 4a) e em condigdes ambientais adequadas
o estabelecimento da colonizagdo micorrizica do restante do sistema radicular seria

possivel.

49



®
*
»
T
@
L]
__I_i
| n-

Figura 6. Crescimento das plantas (a-e) e evolucdo da formacdo de raizes até os 23 dias apds a emergéncia
(DAE) (f-j) das sementes de milho semeadas em placas de Petri e em solo esterilizado.
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Figura 7. Detalhes de estruturas de FMA. Hifopddio (seta preta), hifas intraradiculares (setas brancas) e
arbusculos (setas vermelhas) aos 26 DAE do FMA R. intraradices em raiz de milho.
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Em estudo com milho e mesmo isolado de FMA, Stoffel (2019) observou um
percentual médio de coloniza¢do micorrizica aos 30 dias de crescimento superior a 25%
em solo ndo esterilizado. Aguegue et al. (2017) e Guo et al. (2014) observaram
percentuais de colonizacdo com outros isolados de R. intraradices de 20 a 35 % e
superiores a 70 %, respectivamente, em 60 dias de crescimento. Nos trabalhos de
Aguegue et al. (2017) e Guo et al. (2014) as plantas foram cultivadas a campo ou em
vasos contendo um volume de solo muito maior a ser explorado. Este fator pode tanto
inibir o crescimento das raizes, quando a coloniza¢do pelos FMA, sendo assim, o
percentual de coloniza¢do observado neste trabalho, se enquadra com os valores e

condig¢des descritos na literatura.

As mesmas condicdes ambientais que interferem no crescimento das plantulas
também podem interferir na germinacao e inicio da colonizagcdo micorrizica, como por
exemplo a disponibilidade de dgua, teores de nutrientes, pH e temperatura do solo (Clark,
1997). Nemec (1987) identificou que temperaturas acima de 60 °C inviabilizaram os
esporos de R. intraradices, enquanto Gavito et al. (2005) avaliando o crescimento de R.
intraradices em temperaturas entre 6 ¢ 30 °C observaram que entre 6 ¢ 18 °C o

crescimento do FMA ¢ reduzido, e que o0 movimento de C da planta para o fungo esta
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envolvido nesta resposta. Em outro trabalho, um isolado de R. intraradices mostrou
tolerancia a 45 °C por até 24 h (Bendavid-Val et al., 1997). Estes trabalhos mostram a
capacidade dos propagulos de R. intraradices de germinarem e crescerem em uma ampla

faixa de temperatura.

Outro fator ¢ a disponibilidade de nutrientes no solo, principalmente de P. Com
o intuito de ndo inibir a associagdo, o solo selecionado possuia um teor de P classificado
como muito baixo (SBCS, 2016), uma vez que o aumento dos teores de P geram efeitos
diretos na germinagdo de esporos e¢ no crescimento de hifas do FMA, diminuindo a
germinagdo dos esporos e o crescimento das hifas (Miranda & Harris, 1994). Bem como
o teor de P, o pH do solo pode influenciar na germinagdo e crescimento inicial dos FMA
(Giovannetti, Avio; Sbrana, 2010). Algumas espécies de FMA sdo mais tolerantes a
acidez do solo, como espécies do género Acaulospora, Gigaspora e até mesmo algumas
do género Glomus como G. manihotis (Clark, 1997). Neste experimento, as plantas foram
submetidas a um pH baixo (SBCS, 2016), indicando que o isolado de FMA R.
intraradices do inoculante comercial é capaz de germinar e estabelecer uma associacao

com milho em pH de 4,9.

A auséncia de efeito da inoculagdo na biomassa das plantas ndo surpreende
nestas condigdes, mesmo havendo colonizagao micorrizica radicular significativa ao final
do experimento. A inoculagdo pode modificar e aumentar o sistema radicular desde o
comeco da associacdo, aumentando o peso seco e nimero de raizes laterais primdrias e
secundarias (Bressan & Vasconcellos, 2002). O trabalho de Ludwig-Muller et al. (1997)
mostra que a inoculacdo com R. intraradices aumentou o acido indolbutirico (AIB) nos
estadios iniciais do milho, uma auxina, que entre outras funcdes, estimula a formacao de
raizes adventicias pela acdo sobre a divisdo e alongamento celular (Fagan et al., 2015), e
o aumento de sua concentracdo estimulada pela colonizagdo de FMA eleva o potencial

de absor¢do de dgua e nutrientes das plantas ainda jovens.

O periodo de avaliagao curto, bem como o espago limitado para o crescimento
das raizes dentro das placas de Petri podem ter interferido no crescimento das plantas.
Neste estudo, os primeiros pontos de colonizagdo micorrizica radicular foram observados
apenas aos 9 DAE, e aos 13 DAE o percentual ainda era muito baixo (Figura 4), ndo
havendo tempo para que os efeitos da simbiose interferissem no crescimento vegetal do

hospedeiro dentro dos 26 DAE, tanto de biomassa aérea (Figura 5a), quanto de raizes.
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Entretanto a avaliacdo de biomassa radicular ndo foi realizada porque todo o sistema

radicular foi utilizado para avaliar os percentuais de colonizagao micorrizica.

Apesar disso, o crescimento de hifas e a formacdo de novos esporos
extrarradiculares foram observados nas raizes de milho inoculadas até os 26 DAE (Figura
8a-d). A producao de hifas extrarradiculares estimulam a deposi¢ao de glomalina no solo,
tanto pela exsudagdo quando pela degradagdo das hifas que promovem a resisténcia fisica
e quimica dos agregados do solo e estimulam a acdo de outros microrganismos

rizosféricos (Rillig & Mummey, 2006).

A inocula¢do em sementes tratadas também pode interferir na viabilidade e
germinagdo dos propagulos, por isso as sementes foram lavadas para a retirada de todo o
residuo dos produtos do tratamento de sementes (TS) (Figura 1b). O TS viabiliza a
inoculagdo em propriedades menos tecnificadas, entretanto € importante monitorar quais
sao os demais produtos aplicados na semente e a compatibilidade entre estes ¢ 0 FMA
utilizado. A aplica¢do via sulco de plantio ¢ uma pratica comum para inoculantes
bacterianos, nutrientes em produtos liquidos e outras substancias, pois muitos produtores
ndo realizam nenhum tratamento de sementes na propriedade. Para ambas as formas de
aplicagdo cuidados devem ser tomados, pois algumas moléculas fungicidas no TS
reduzem a viabilidade de propagulos (Carrenho; Bononi; Graciolli, 2000; Campos ef al.,
2015; Channabasaval; Lakshman; Jorquera, 2015; Cordeiro et al., 2015; Cameron et al.,
2017) e a inoculagdo em tanque para sulco de plantio com coinoculagdo com outros
microrganismos pode interferir no crescimento e produ¢do de novos esporos de FMA

(Calvet; Barea; Pera, 1992).
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Figura 8. Raizes de milho inoculadas com produto comercial a base do FMA R. intraradices (a), detalhes
do crescimento inicial de hifas em meio aos pelos radiculares e esporos em formagéao (b-d) aos
26 DAE. Setas indicam hifas extrarradiculares (vermelha), esporos (azul), raiz secundaria (preta)
e pelos radiculares (branca).
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Neste trabalho as concentragdes de proteinas do solo relacionas a glomalina de
facil extragdo (GFE) aumentaram com o decorrer do tempo, mas nao com a inoculagio
(Figura 5b). Isso pode ter ocorrido pela escolha do método utilizado de extracdo com
citrato de sodio, onde sdo determinadas ndo s6 a glomalina depositada, mas todas as
proteinas do solo de facil extracdo (Sousa et al., 2012), incluindo a biomassa de outros
microrganismos do solo. A rizosfera ¢ uma zona do solo em contato com a superficie das
raizes onde a atividade e crescimento de microrganismos ¢ estimulada pela deposi¢do de
substancias pela raiz (York et al., 2016). Apesar da esterilizagao do solo e do inoculante
(nos tratamentos ndo inoculados) e da higienizagdo das sementes, as plantas possuem
microrganismos endofiticos que iniciam o processo de colonizagdo da rizosfera (Szilagyi-
Zecchin et al., 2014; Pal et al., 2021). Estes microrganismos cooperam entre eles e
favorecem o crescimento das plantas, principalmente quando as plantas estao submetidas
a situacdes de estresse nutricional (Wu et al., 2005). O crescimento destes
microrganismos, promovidos pela deposi¢cdo de agucares e demais exsudatos radiculares
na rizosfera, gera uma concentracdo maior de proteinas que podem ter colaborado com o
aumento linear da GFE (Figura 5b). Quanto aos teores de GT que ndo se alteraram com
a inoculagdo nem no decorrer das coletas, provavelmente nao houve tempo habil para
aumentar a concentragdo de proteinas mais estdveis no solo pelo curto periodo de

crescimento das plantas.

6.6. Conclusoes

O inoculante a base de R. intraradices apresenta potencial para rapida
colonizacdo micorrizica, sendo as primeiras estruturas intraradiculares observadas aos 9

DAE e o estabelecimento em todas as plantas aos 26 DAE.
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7. CAPITULO 2. Efeitos da aplicacio do inoculante micorrizico a base de
Rhizophagus intraradices e adubos fosfatados sobre a produtividade do milho e
atributos biologicos do solo

Resumo

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) colonizam as raizes langando suas
hifas no solo, formando uma rede de micélio que atua como uma extensdo do sistema
radicular, absorvendo agua e nutrientes para as plantas (notadamente P), modificando
caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas do solo, em troca de carboidratos da
fotossintese. O objetivo do estudo foi avaliar os efeitos da aplicacdo de um inoculante
comercial a base de Rhizophagus intraradices combinado com fontes de P de diferentes
solubilidades, na produtividade de milho e seus efeitos na absor¢ao e disponibilizacao de
P, no efeito residual de P e atributos quimicos e biologicos do solo. Os tratamentos de
adubagao testados foram: superfosfato simples (SS), superfosfato triplo (ST), fosfato
natural (FN), e um tratamento sem adubacao fosfatada (-P). Foram realizados dois ciclos
de cultivo (19/20 e 20/21), nos quais o milho foi semeado em parcelas com sementes
inoculadas (FMA) e nao inoculadas (NI), e nas subparcelas foram aplicadas as diferentes
fontes de P. No segundo ano, o milho foi semeado sobre as mesmas parcelas, nao sendo
realizadas novas adubagdes fosfatadas. O solo permaneceu em pousio entre os dois ciclos.
As avaliacdes realizadas foram: rendimento de grdos, teor de P e N foliar e de graos, teor
de glomalina total e facilmente extraivel, atividade das enzimas f-glucosidase e
arilsulfatase, disponibilidade de P, pH do solo, carbono organico total, e parametro de
fotossintese. Os teores de P no solo variaram em fun¢ao da inoculagdo e dos tratamentos
de P no inicio do primeiro ciclo e ao final do segundo. A atividade da f-glucosidase variou
em fun¢do da inoculagdo e do efeito residual dos adubos fosfatados ao final segundo ciclo.
Nao foram observados efeitos na atividade da enzima arilsulfatase no periodo e
tratamentos avaliados. A produtividade das plantas apresentou acréscimo de 19 % quando
inoculadas no primeiro ciclo de cultivo, independente da adubagado fosfatada realizada.
No segundo ciclo, as plantas inoculadas responderam em produtividade de maneira
diferente ao efeito residual dos adubos fosfatados, com uma redugdo média de 35 % no

FN e SS e aumento de 44 % no ST.
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7.1. Introducao

O cultivo do milho (Zea mays L.) ¢ destinado principalmente a producao de
grios e silagem e demanda em média 33 kg de P ha™! (75,6 kg de P>Os), sendo que em
torno de 80 % do P ¢ transcolado para os graos e retirado do sistema com a colheita
(Coelho et al., 2008). O fosforo (P) ¢ um elemento essencial para o crescimento das
plantas (Novais & Smyth, 1999) e quando disponivel em baixas concentragdes no solo,
podem ter seu crescimento limitado, o que gera perdas na agricultura (Barreto &
Fernandes, 2002; Coelho, 2006). Por esse motivo, o sistema agricola produtivo adotado
no Brasil exige um grande aporte de fertilizantes fosfatados (Chien & Menon, 1995),
recurso esse que além de ser finito (Cordell; Drangert; Whaite, 2009) o Brasil ndo ¢
autossuficiente na producdo (Brasil, 2016), ocupando uma parcela significativa dos
custos da lavoura. Para manter a disponibilidade de P nos solos agricolas, sdo utilizadas
fontes de com alta solubilidade (fosfato monoamonico - MAP, fosfato diamonico - DAP,
superfosfato simples - SS e superfosfato triplo - ST) (Alcarde, 2007) e com baixa
solubilidade em agua (fosfatos naturais, nitrofosfatos e termofosfatos) (Khasawneh &
Doll, 1978). Cada um promove modificagdes diferentes no solo de acordo com suas

caracteristicas e condi¢cOes ambientais.

O P ¢ absorvido pelas raizes das plantas na forma inorganica (P;) H2PO4™ (acido
fosforico ou ortofosforico) que costuma ser a menor fragao de P nos solos (Fink ef al.,
2016). E uma molécula que pode facilmente se ligar as cargas do solo, como os 6xidos
de Fe, Al e Mn da superficie dos coloides (Dalal, 1977; Fink ef al., 2016), bem como
aluminossilicatos, e na matéria organica do solo (MOS) (Novais; Smyth; Nunes, 2007).
Existem metodologias que estimam as diferentes fracdes de P no solo. O Pi-resina
trocadora de anions (Pi-rta) ¢ apenas uma das fragdes de P, e € o resultado da interacdo e
equilibrio entre as fragdes de P; e P organico (P,) na solugdo do solo (Hedley; Stewart;

Chauhan, 1982; Gatiboni; Kaminski; Santos, 2007; Santos; Gatiboni; Kaminski, 2008).

Para aumentar a eficiéncia do P no solo € possivel fazer uso de microrganismos
capazes de solubilizar, mineralizar e captar nutrientes do solo para as plantas como os
fungos micorrizicos arbusculares (FMA) (Smith & Read, 1997). Os FMA sdo um grupo
de microrganismos pertencentes ao filo Glomeromycota e que estdo intimamente
inseridos no ciclo de P no solo (Smith & Read, 2008). Nessa associacao, os esporos dos

FMA germinam e as hifas colonizam o cortex radicular, em seguida o micélio
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extrarradicular (MER) cresce atuando como uma extensao das raizes, absorvendo agua e
nutrientes (notadamente P) para a planta (Marschner, 1995; Smith & Read, 2008). Em
troca as plantas fornecem carboidratos da fotossintese para os FMA pelos arbusculos
(Varma, 2008; Bonfante & Genre, 2010), a inica fonte de carbono do FMA para sustentar

seu crescimento.

O MER explora um volume maior de solo do que o potencial de exploragdao do
sistema radicular, aumentando a eficiéncia dos nutrientes do solo (Smith & Smith, 2011).
A degradacao de suas hifas deposita no solo uma glicoproteina hidrofobica chamada
glomalina, que esta positivamente correlacionada com a estabilidade dos agregados do
solo (Rillig, 2004; Rillig & Mummey, 2006; Wright; Green; Cavigelli, 2007), reduzindo
os riscos de erosdo de grande parte dos solos mal estruturados (Wright & Upadhyaya,
1996; Wright; Starr; Paltineanu, 1999; Wright; Green; Cavigelli, 2007). Esta estabilidade
dos agregados facilita as trocas gasosas, a infiltracdo de 4gua e o crescimento de raizes.
Além disso, o MER altera a dinamica de nutrientes em toda sua superficie
(micorrizosfera), podendo acidificar essa regido proxima do micélio, aumentando a
solubilidade de fosfatos inorganicos (Moreira & Siqueira, 2006; Ferrol; Azcon-Aguilar;

Pérez-Tienda, 2018).

A acdo dos FMA pode estimular a atividade de outros microrganismos
solubilizadores de fosfato da micorrizosfera (Giri et al., 2005; Smith & Read, 2008; Tang
et al., 2009; Priyadharsini et al., 2017; Thirkell ef al., 2017; Kothe & Turnau, 2018), bem
como a associa¢do com FMA pode potencializar a capacidade de absor¢ao de P por meio
da liberacdo de fosfatases acidas no solo que mineralizam o P, (Marschner & Dell, 1994;
Conte; Anghinoni; Rheinheimer, 2003; Sato et al., 2015; Adetunji et al., 2017). A
atividade de fosfatases 4cidas ¢ sensivel ao decréscimo da disponibilidade de P do solo,
que causa diminui¢do do P microbiano e aumento da atividade dessas enzimas (Gatiboni;
Kaminski; Santos, 2007). Estes efeitos podem ser mais significativos quando as plantas
estdo submetidas a alguma condicao estressante, como déficit hidrico e baixa fertilidade
do solo (Ruiz Lozano, 2003; Nogueira & Cardoso, 2007), baixa disponibilidade de
nutrientes (Marschner & Dell, 1994), salinidade, acidez (Ruiz-Lozano, 2003; Folli-
Pereira et al., 2012) e toxidez por metais (Gonzalez-Chavez et al., 2004; Cornejo et al.;

2008; Vodnik et al., 2008).
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Uma espécie de FMA frequentemente encontrada no mercado nacional e
internacional € a Rhizophagus intraradices (Glomus intraradices (N.C. Schenck & G.S.
Sm.) C. Walker & A. Schiiller), comercializada tanto como organismo Unico em
formulagdes comerciais quanto misturado a outros géneros de FMA (Control Bio, 2018,
NovaTero, 2022; Lallemmand, 2023; Sumitomo, 2023). O FMA R. intraradices ¢ uma
espécie generalista de crescimento rapido, que produz grande quantidade de esporos
(INVAM, 2021), portanto, 6timo candidato para a formulagdo de produtos comerciais. E
uma espécie considerada modelo pela extensa lista de trabalhos avaliando genoma
(Fontaine, et al., 2021; Fontaine; Grandmougin; Sancholle, 2001; Porcel et al., 2006;
Croll et al., 2009; Estrada et al., 2013; Walker et al., 2021), efeitos no crescimento das
plantas (Li et al., 2013), germinagao (Logi; Sbrana; Giovannetti, 1998; Juge et al., 2002;
Trépanier ef al., 2005; Crosino & Genre, 2022; Liang; Zheng; Wu, 2022), em diferentes
condi¢des ambientais (Gachomo et al., 2009) e in vitro (Fontaine, et al., 2021; Fontaine;
Grandmougin; Sancholle, 2001; Porcel ef al., 2006). Trabalhos com a inoculagdo de R.
intraradices mostram o efeito da inoculagdo dessa espécie no crescimento de plantas
como soja, trigo e tabaco em diferentes condi¢des (Ardakani et al., 2011; Bidondo et al.,
2011; Meghvansi & Mahna, 2009; Sena et al., 2014; Spagnoletti & Lavado, 2015; Stoftel
et al., 2020a,b). Trabalhos mostram o efeito de R. intraradices no aumento da tolerancia
a estresses abioticos como a presenca de arsénio (As) (Spagnoletti & Lavado, 2015),
maior rendimento da soja coinoculada com R. intraradices e Bradyrhizobium japonicum
(Meghvansi & Mahna, 2009) ou Paenibacillus (Bidondo et al., 2011), estimulo da

colonizagdo micorrizica radicular e da produ¢do de milho (Guo et al., 2014).

Bioindicadores de qualidade do solo, como a respirag¢do basal do solo, o carbono
e o nitrogénio da biomassa microbiana (CBM e NBM), a atividade das enzimas /-
glicosidase, fosfatase acida e arilsulfatase (Aratjo & Monteiro, 2007) podem ser
relacionadas a sanidade e produtividade das plantas. A f-glucosidase catalisa a celulose,
tendo como produto a glicose, fonte de energia para o crescimento de microrganismos do
solo (Adetunji et al., 2017). A arilsulfatase participa do ciclo do S, hidrolisando ésteres
de aril sulfato de compostos organicos, o que libera ions sulfato na solu¢do do solo (Balota
et al., 2013). Sendo assim, bioindicadores como a atividade da p-glucosidase e da
arilsulfatase sdo 6timos para estimar a qualidade biolégica do solo (Mendes et al., 2009;

Mendes et al., 2018) e entender como a inoculacdo de FMA interage com as variaveis
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quimicas, fisicas e biologicas do solo quando expostas a adubos fosfatados mais ou menos

soluveis.

Espera-se que os diferentes tratamentos de adubos apresentem teores de P no
solo diferentes no decorrer dos ciclos em funcao da dinamica de solubilizagao e do efeito
residual de cada um. O estudo objetivou investigar a capacidade da associa¢dao de milho
com um FMA oriundo de um inoculante comercial em alterar a absorcdo ¢
disponibilizagdo de P sob efeito da adubacao de fertilizantes com diferentes solubilidades,
bem como avaliar a melhoria das caracteristicas quimicas e biologicas do solo e o efeito

residual dos adubos no decorrer de dois ciclos.

7.2. Material e Métodos

7.2.1. Area experimental

O experimento foi realizado em uma propriedade agricola na comunidade Felipe
Schimidt, no municipio de Canoinhas (SC) (26°11°32.7”S 50°37°22.1”W) (Figura 1). A
area experimental possuia aproximadamente 2 mil m?, entretanto, alguns espacos laterais
proximos a vegetagao nao foram utilizados em funcdo de intenso sombreamento durante
diferentes periodos do dia. Na classificacdo climatica de Koppen-Geiger, a area
experimental foi definida como Cfa (clima subtropical timido com precipitacdo

abundante e bem distribuida ao longo de todo o ano).

26°11'32.7"S50°37'22.1"W
Canoinhas - Santa Catarina, BR, 89460-000

Perimetro @

17835m ~

Area

2.032,58 m?

0

Figura 1. Localizagdo da propriedade utilizada para a area experimental na comunidade Felipe Schimidt
no municipio de Canoinhas (SC). https://goo.gl/maps/UbAsbBN1fImFqNpN7

A darea experimental estava localizada em uma regido coberta por Mata

Atlantica, com superficie plana e com histdrico de pelo menos trés anos de cultivo de soja
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e milho em plantio convencional. Caracteristicas fisico-quimicas antes do primeiro
cultivo: 43 % de argila; pH = 6,06; MOS = 38,0 mg dm?; P = 12,5 mg dm? (Tabela 1).
Temperatura média do primeiro e segundo ciclo foi de 19,8 e 20,64 °C, e a precipitacao

total foi de 297 e 725 mm, no primeiro e segundo ciclo, respectivamente (Figura 2).

Tabela 1. Analise de solo inicial da area experimental na comunidade Felipe Schimidt no municipio de

Canoinhas (SC)
Argila% pH indice P K MO AL Ca Mg
H0  SMP mg dm %o cmolc dm™
42 6,06 6,33 12,5 1,21 3,9 0,58 10,5 5,18
H+Al CTC  Saturacio CTC Soma de bases Relac¢oes
cmolc dm3 Al Vv S Ca/Mg Ca/K Mg/K
4,26 21,5 6,12 75,7 16,86 2,03 8,68 4,28

Temperatura média, °C
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Figura 2. Temperatura média e precipitacdo durante os dois ciclos de cultivo de milho na regido da area
experimental na comunidade Felipe Schimidt no municipio de Canoinhas (SC). Fonte: Epagri
(2021).

7.2.2. Delineamento experimental

O trabalho foi realizado em dois ciclos de cultivo, o primeiro no verdo de
2019/2020 e o segundo no verdao de 2020/2021. O experimento foi delineado em um
esquema fatorial 4x2 com 4 repeti¢des. Cada bloco continha duas parcelas (3,25 m x 30
m): uma inoculada e outra ndo inoculada com FMA. Cada parcela foi subdividida em
quatro subparcelas, onde foram distribuidos aleatoriamente cada um dos quatro
tratamentos de adubagdo: fosfato natural (FN), superfosfato simples (SS), superfosfato
triplo (ST) e um controle negativo sem P (-P). Cada subparcela continha 10,7 m? de area

util (1,95 m x 5,5 m) (Figura 3).
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Figura 3. Desenho esquematico dos experimentos montados a campo com milho em parcelas subdivididas.
Sem adubagio fosfatada (-P); fosfato natural (FN); superfosfato simples (SS); superfosfato triplo
(ST). Fator inoculagdo no milho: solo inoculado (FMA); solo ndo inoculado (NI).

No primeiro ano foi avaliada a interacdo da inoculagao e as diferentes fontes de
fosforo ao longo do ciclo do milho. No segundo ciclo as sementes de milho foram
semeadas sobre as mesmas parcelas refazendo o procedimento de inoculagido nas parcelas
inoculadas e sem repetir a adubagao fosfatada, para avaliar a interagdo do FMA e do efeito

residual dos diferentes adubos fosfatados.

7.2.3. Insumos

As quantidades dos diferentes adubos equivalentes ao hectare aplicados a lango
nas subparcelas foram: FN = 362 kg ha''; SS = 656 kg ha!'; ST = 243 kg ha!. O FN
utilizado foi o fosfato natural reativo Bayovar (Peri) da Heringer. As doses foram
definidas de acordo com os teores totais de P2Os em cada um dos produtos (FN = 30 %;
SS =16 %; ST = 46 %) (Tabela 1), equivalendo a um total de 105 kg P,Os ha™! aplicados
em cada um dos tratamentos seguindo as recomenda¢des do Manual de Adubacgdo e
Calagem para os Estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina (SBCS, 2016). Além da
adubacdo fosfatada, todos os tratamentos, tanto no primeiro, quanto no segundo ciclo,
receberam um adubo misto de ureia e cloreto de potassio (18-00-18) na semeadura no
peso equivalente a 170 kg ha™!, e o equivalente a 205 kg ha™! de ureia em superficie 30

dias ap6s a semeadura.
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Tabela 2. Teores de P,Os com diferentes extratores e demais nutrientes dos adubos fosfatados. FN = fosfato
natural; SS = superfosfato simples; ST = superfosfato triplo; - = dados ndo informados; CNA =
citrato neutro de amonio.

Fertilizantes Total CNA+H20  Ac. Citrico H:0 Ca S
P20s5 (%)
FN 30,0 - 10,0 - 33,0 -
SS - 19,0 - 15,0 20,0 9,0
ST - 46,0 - 36,0 16,0 -

As sementes utilizadas para o primeiro cultivo foram da cultivar STATUS TG
da Syngenta (de ciclo precoce), com altura média das plantas de 240 cm, insercdo da
espiga em 120 cm. No segundo cultivo a semente utilizada foi da cultivar SHS SUPERR
da Santa Helena (de ciclo precoce), com altura média de 240 cm e inser¢ao da espiga em

155 cm.

A inoculagdo do FMA foi realizada no tratamento de sementes utilizando o
“método do saco” seguindo a recomendagdo de 120 g do produto em pd no volume de
sementes recomendada para um hectare. No método do saco, as sementes dentro de um
saco recebem a quantidade recomendada do inoculante e em seguida todo o material foi
agitado repetidamente dentro do saco até que o produto fique aderido as sementes de
forma homogénea (Figura 4). O inoculante a base do fungo micorrizico arbuscular
Rhizophagus intraradices, de nome comercial Rootella BR (registrado sob n°® 22902
10000-0), continha mais de 20.800 propagulos por grama de produto, em uma mistura de
vermiculita, argila e particulas ndo identificadas (respectivamente 82, 6 e 12 %). As
informacdes dos inoculantes utilizados sdo: primeiro cultivo - Lote de fabrica¢do (LTF)
61497; data de fabricagdo 10/10/18 e validade até 11/10/20, e no segundo cultivo: LTF
62186; data de fabricacao 20/05/19; e validade até 21/05/21.
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Figura 4. Sementes de milho recebendo o inoculante micorrizico a base de Rhizophagus intraradices (a);
Imagem do perfil do solo anexo a area experimental (b); area experimental no dia da semeadura
do primeiro cultivo (c).

7.2.4.Avaliagoes

Foram realizadas coletas de folhas, raizes, graos e solo durante os dois cultivos
em diferentes estagios de crescimento do milho (Tabela 2) para avaliar e estado
nutricional das plantas, a produtividade, além de identificar alteragdes quimicas e
microbioldgicas no solo. Os estagios de crescimento avaliados foram no dia do plantio
(VO0), estagio vegetativo com cinco folhas expandidas completamente formadas (V5)
(apresentando colar, ligula e auricula visiveis), reprodutivo com graos em forma de bolha
(R2) e no estagio reprodutivo da maturacao fisioldgica dos graos com seu maximo peso
seco (R6) (Sangoi & Silva, 2016). A semeadura do primeiro ciclo foi realizada dia
19/12/19, e a colheita 21/05/20. J4 a do segundo ciclo foi feita no dia 20/09/20 e a colheita
em 20/02/21.

Tabela 3. Cronograma das amostragens e coletas realizadas durante os dois cultivos de milho.

1° cultivo 2° cultivo
Amostra
V5 R2 R6 VO R2 R6
21/01/20 07/03/20 21/05/20 20/09/20 02/01/21 20/02/21

Solo X X X X
Folhas X X X

Raiz

Griaos X

Uma amostra de solo composta de quatro pontos nas linhas de plantio dentro de

cada subparcela foi realizada na camada de 0 a 10 cm do solo. Durante o 1° cultivo foram
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realizadas trés coletas de solo (V0, R2 e R6), e mais duas no 2° cultivo (VO e R6). Das
amostras de solo foram realizadas avaliagdes quimicas como o pH do solo em agua, teor
de P no solo pelos métodos de resina trocadora de cations e anions, Mehlich 1, Mehlich
3, e fosforo remanescente (Tedesco; Gianello; Bissani, 1995), além da matéria organica

do solo pelo método de determinagao do carbono organico total multiplicado pelo fator

1,724 (Mendong¢a & Matos, 2017).

Outra parte das amostras foi destinada para as avaliagdes relacionadas a
atividade biologica do solo. A avaliacao do teor de glomalina total e facilmente extraivel
do solo foi feita por meio da extragdo pelo método de Wright e Upadhyaya (1996) e
determinagdo pelo método de Bradford (1976). A atividade das enzimas f-glucosidase e

arilsulfatase seguiram a metodologia proposta por Tabatabai (1994).

Cada amostra foi composta por quatro plantas dentro da area 1util das
subparcelas. As folhas selecionadas variaram de acordo com o estagio de crescimento das
plantas, sendo que no estagio V5, a folha selecionada foi a terceira completamente aberta,
enquanto no estagio R2, a folha coletada foi sempre a posicionada logo abaixo da espiga.
Amostras de tecido vegetal foram destinadas para a determinacdo dos teores de pigmentos
seguindo a metodologia de Wellburn (1994), utilizando o composto dimetilsulfoxido
(DMSO) por 24h com posterior leituras em espectrofotometro nos comprimentos de onda
de 480, 649 e 665 nm. Estas avaliacdes tém por intuito determinar os teores de
carotenoides, clorofila a e b, expressos em mg cm2. Juntamente, foram realizadas leituras
com SPAD (Soil Plant Analysis Development) para determinar o indice SPAD nestes

mesmos estagios.

Amostras de folhas (junto a determinacdo de clorofila) foram coletadas e secas
em estufa com circulacdo forcada de ar a 60 °C. Na sequéncia, 0,2 g de biomassa seca
(BS) foram submetidos a digestdo sulfurica para determinacdo dos teores de P e N por

espectrofotometria (Tedesco; Gianello; Bissani, 1995), expressos em g de P kg BS™!.

Amostras de raizes de aproximadamente 2,0 g foram coletadas das plantas
espontaneas (majoritariamente centeio) que emergiram apos o primeiro ciclo de cultivo,
e no estagio R6 do milho no segundo ciclo. As raizes foram submetidas a clarificagdo e
coloracdo com azul de tripan (Koske & Gemma, 1989) para avaliagdo da colonizacio

micorrizica seguindo o método de McGonigle ef al. (1990). Esta determinagao foi
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realizada pela visualizagdo de hifas, arbusculos e vesiculas em microscopio optico em

aumento de 200x.

7.2.5. Tratamento estatistico e analise dos resultados

Os dados foram submetidos a andlise de homogeneidade e variancia, e
submetidos ao teste de comparacao de médias pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade

utilizando o software R Core Team (2021).

7.3. Resultados

O teor médio de P no solo das quatro coletas extraido pelo método de resina
trocadora de anions foi de 7,40 mg P dm™, variando de 3,09 a 13,65 mg P dm™. Houve
efeito da interagdo dos fatores na primeira e ultima coleta, onde vale destacar os elevados
teores de P com a adubacio com SS (13,65 mg P dm™) e ST (9,58 mg P dm™) na coleta
R2 do primeiro cultivo quando nao inoculado, e no tratamento inoculado e ndo adubado
na coleta R6 do segundo cultivo (11,48 mg P dm™), onde a inoculagdo promoveu

acréscimo de 80 % no P disponivel (Figura 5).
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Figura 5. Teores de fosforo resina nos diferentes estagios de crescimento do 1° e 2° cultivo de milho. Ns =
ndo significativo; -P = sem adubo fosfatado; FN = fosfato natural; SS = superfosfato simples; ST
= superfosfato triplo; * efeito significativo da inoculagdo dentro do mesmo fator “adubacéo”;
letras minusculas diferentes indicam efeito significativo do fator “adubag@o” dentro do mesmo
fator “inoculagdo”.
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A colonizacdo micorrizica total média das plantas espontaneas que germinaram
apods o 1° cultivo do milho foi 37,7 % menor nas parcelas inoculadas (Figura 6a). No
milho do segundo cultivo, a colonizacdo das plantas inoculadas foi 301 % maior no

tratamento que nado recebeu adubo fosfatado (Figura 6b).
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Figura 6. Colonizag@o micorrizica das plantas espontaneas entre os dois ciclos de cultivo (a), colonizagdo
total(b), por hifas (c), arbtsculos (d) e vesiculas(e) do milho diferentes estagios de crescimento
do 1°e 2° cultivo de milho. ns =nao significativo; -P = sem adubo fosfatado; FN = fosfato natural;
SS = superfosfato simples; ST = superfosfato triplo; * efeito significativo da inoculacio dentro
do mesmo fator “adubacdo”; letras minusculas diferentes indicam efeito significativo do fator
“adubacdo” dentro do mesmo fator “inoculagdo”.

A média da matéria organica do solo (MOS) calculada sobre a determinacao do
carbono organico total (COT) foi de 4,13 % (23,94 mg g! de COT) nos dois cultivos,
variando de 3,7 a 4,9 %. Apesar da MOS ter se apresentado menor nos tratamentos
inoculados (R6 do primeiro cultivo: NI =4,22 %; FMA =4,05 % e R6 do segundo cultivo:
NI =4,29 %; FMA = 4,07 %), houve pouco efeito dos tratamentos sobre a concentracao
de MOS, permanecendo dentro da faixa de teor de MOS classificada como médio (2,6-
5,0 %) (SBCS, 2016). Quanto as concentragdes de proteinas do solo relacionas a
glomalina, ndo houve efeito dos tratamentos, tanto na facilmente extraivel (GFE), quanto
na total (GT). As médias das quatro coletas de GFE e GT foram de 0,73 ¢ 1,77 mg g

solo’!, respectivamente.

O efeito dos tratamentos sobre a atividade enzimética do solo foi observado na
resposta da atividade da f-glucosidase ao final do segundo cultivo (R6) (Figura 7a). Em
média, a atividade da S-glucosidase foi 53,14 e 58,24 pg de p-nitrofenol kg™! solo h! ao
final do primeiro e segundo ciclo, respectivamente. Ao final do segundo ciclo, a
inoculacdo com FMA reduziu 15 % a atividade da fS-glucosidase, enquanto a adubacao
com ST promoveu acréscimo médio de 25 % sobre os tratamentos -P e SS (Figura 7a). A
média da atividade enzimética da arilsulfatase em ambos os cultivos foi de 290,84 pg de

p-nitrofenol kg'! solo h! (Figura 7b).
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do 1° e 2° cultivo de milho. ns = ndo significativo; -P = sem adubo fosfatado; FN = fosfato
natural, SS = superfosfato simples; ST = superfosfato triplo; * efeito significativo da
inoculagdo dentro do mesmo fator “adubag@o”; letras minusculas diferentes indicam efeito
significativo do fator “adubac@o” dentro do mesmo fator “inoculag@o”.

A produtividade respondeu aos tratamentos nos dois cultivos, sendo que no

primeiro ano de cultivo a inoculacdo promoveu 19 % de acréscimo sobre as plantas ndo

inoculadas, independente do adubo fosfatado utilizado (Figura 8). No segundo cultivo

houve interacdo entre os fatores adubagdo fosfatada e¢ inoculagdo com FMA. Entre as

plantas inoculadas no segundo cultivo, a maior produtividade média foi obtida no

tratamento que recebeu adubacdo com ST (64 % superior aos demais tratamentos

inoculados). Entretanto, as plantas nao inoculadas nao apresentaram diferenca entre si

(Figura 8). A inoculagdo com FMA promoveu acréscimo de 44 % no tratamento adubado

com ST, e reduziu a produtividade em 39 e 38 % nos tratamentos adubados com FN e SS,

respectivamente.

73



4. 1°Cultivo-R6 2° Cultivo - R6
T C_INI

12 - T 12 4 T FMA
Ny T * a
S 104 [[ 10 .
E a a
g 8- 8 } .
@ b *
2 t
= 61 6 b b iI:
= an
£ 44 4 - . *

2 2

0 . : 0

NI FMA -P FN SS ST

Figura 8. Produtividade no 1° e 2° cultivo de milho. ns = ndo significativo; -P = sem adubo fosfatado; FN
= fosfato natural; SS = superfosfato simples; ST = superfosfato triplo; * efeito significativo da
inoculacdo dentro do mesmo fator “adubagdo”; letras minusculas diferentes indicam efeito
significativo do fator “adubac@o” dentro do mesmo fator “inoculagdo”.

A Anadlise de Componentes Principais (PCA - Principal Component Analysis)
(Figura 9) identificou uma relagao da resposta de produtividade com fatores relacionados
a disponibilidade de P no solo, como pH e P remanescente, bem como a atividade da
enzima arilsulfatase ao final do segundo ciclo de cultivo (Figura 10b). Ela também mostra
uma relacao entre o aumento da atividade da enzima B-glucosidase e os teores de P nos

graos em ambos os cultivos (Figura 9).
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Figura 9. Analise de Componentes Principais do 1° (a) e 2° (b) cultivo de milho relacionando as principais
variaveis do experimento. -P = sem adubo fosfatado; FN = fosfato natural; SS = superfosfato
simples; ST = superfosfato triplo. COT = Carbono organico total; Beta = B-glucosidase; Aril =
arilsulfatase; Prod. = produtividade; PHu.0 = pH avaliado em H,O; P res = P disponivel extraido
em resina trocadora de anions.
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7.4. Discussao

A reposi¢do de P com adubos minerais nos solos ¢ uma pratica que pode ser
considerada essencial para a manuten¢do da produtividade das propriedades agricolas no
Brasil, uma vez que em sua grande maioria os solos brasileiros sao caracterizados como
solos acidos e consequentemente com potencial de adsorver o P e reduzir sua
disponibilidade natural (Pavinato et al., 2020). No entanto, as recomendagodes de doses,
quais e quando os adubos fosfatados devem ser aplicados sdo muito individuais, pois
dependem de fatores como qual cultura foi e serd implementada, das caracteristicas
fisicas, quimicas e bioldgicas do solo (como os teores de P, de argila, o pH e atividade
enzimatica do solo), o custo do adubo que sera utilizado e a previsao de retorno financeiro

ao final do cultivo.

Os FMA sdo capazes de colaborar com a nutri¢do das plantas e os tratamentos
de inoculagdo combinados com as fontes de P aplicadas neste experimento promoveram
modificacdes nas avaliagdes em todas as coletas, ndo havendo um padrdo tanto em estagio
de crescimento, quanto das variaveis que responderam aos tratamentos (Figura 10).
Rhizophagus intraradices ¢ uma espécie de FMA que apresenta rapido estabelecimento
da colonizag¢@o micorrizica (capitulo 1) e rapida multiplicagdo de propagulos (INVAM,
2021). A aplicagdo de inoculante comercial com elevada concentracdo de propagulos e
potencial infectivo (ver capitulo 1), aumentou a competitividade com os FMA nativos,
em milho, e os efeitos observados no capitulo 2 (Figura 10) se mostram ser em virtude da
associacdo do milho com R. intraradices do inoculante comercial. Entretanto, a
associacdo apresentou interacdo com os adubos fosfatados com diferentes solubilidades,

e esta interacdo deve ser considerada na interpretacao dos resultados.
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Figura 10. Compilado das avalia¢des nos diferentes estagios de crescimento do 1° e 2° cultivo e efeitos
significativos ou ndo de cada fator (FMA e adubos). ns = ndo significativo; P = efeito
significativo do fator “adubacdo”; FMA = efeito significativo do fator “inoculagdo”; FMA*P
= interacdo significativa dos fatores “inoculagido” e “adubacdo”.

Houve efeito na interagdo da colonizagdo com os adubos fosfatados no segundo
ciclo (Figura 6), apesar disso, a coloniza¢do das plantas espontdneas no primeiro ciclo
nao respondeu, expondo um possivel efeito inibitdrio por parte das plantas espontaneas
frente ao inoculante comercial. Diversos fatores podem interferir na dinamica de
populagdes de FMA associados as plantas, como condigdes ambientais de disponibilidade
de nutrientes (Pearson; Abbott; Jasper, 1994; Van Diepen et al., 2011), niveis de CO>
(Carney et al., 2007) e manejo e estratégias de crescimento indicando uma seletividade

por parte das plantas (Bever et al., 2009; Verbruggen et al., 2012).

A seletividade dos simbiontes por parte das plantas tem sido investigada, e ainda
nao ha um consenso sobre o assunto. No trabalho de Morales-Londofio (2016) ndao houve
diferenga na composicao da comunidade de FMA entre os gendtipos de milho testados.
Entretanto, no trabalho de Reis et al. (2008) a micorrizagao alterou a classificacao dos
gendtipos quanto a producdo de matéria seca de parte aérea sob baixo P e a resposta ao
aumento do suprimento de P. Nos trabalhos de Aquino et al. (2015) e Oliveira et al.
(2008) diferentes gendtipos de milho expostos a mesma comunidade de FMA
apresentaram percentuais de coloniza¢do radicular diferentes, correlacionados com a
eficiéncia de conversao de nutrientes resultando em maior crescimento, o que sugere que

as plantas podem selecionar seus simbiontes micorrizicos.
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Considerando todas as variaveis, compreender os fatores ambientais exige que
sejam utilizadas metodologias adequadas para cada objetivo de avaliagdo e interpretacao
dos teores de P no solo. Sendo assim, diferentes extratores podem ser utilizados para
avaliar a dinamica de P originada da aplicagdo de cada um dos adubos fosfatados. O
extrator Mehlich 3 extrai com maior eficiéncia o P ligado aos 6xidos de Fe e Al, enquanto
o extrator Mehlich 1 apresenta também potencial para extrair o P ligado ao Ca (P-Ca)
(Goedert, Rein; Souza, 1990; Novais; Smyth; Nunes, 2007). O P-Ca ¢ uma fracdo
importante de P dos fosfatos naturais, mas que demandam a acidificacdo para serem
solubilizados no decorrer do tempo. Além disso, esse processo ocorre lentamente,
promovendo um efeito residual da aplicagdo de FN (Novais; Smyth; Nunes, 2007),
diferente dos adubos SS e ST de maior solubilidade, que tem efeito mais imediato na

disponibilidade de P para plantas e microrganismos (Novais; Smyth; Nunes, 2007).

Essa diferenga de solubilidade dos adubos fosfatados (Raghothama &
Karthikeyan, 2005) ficou clara observando os teores de P utilizando o extrator Mehlich 3
ao final do primeiro ciclo (R6) (Figura S1b), onde os teores de P extraidos por Mehlich 3
foram diferentes entre a média de onde havia menor (-P ¢ FN) e maior concentragao de P
soltvel nos adubos (SS e ST). Utilizando o extrator Mehlich 1, foi possivel observar
maior média do teor de P extraido no tratamento FN ao final do segundo cultivo (R6)
(Figura Sla), mostrando um possivel efeito residual ao utilizar FN como fonte de P no

sistema.

A presenca e a disponibilidade de 4gua sdo fatores determinantes no processo de
disponibilizacdo do P de adubos fosfatados, pois € na presenca de adgua e de cargas
positivas que sdo solubilizados liberando o P soluvel (Novais; Smyth; Nunes, 2007).
Entre os dois ciclos de cultivo a disponibilidade 4gua variou consideravelmente, sendo
registrados 297 e 725 mm, no primeiro e segundo ciclo, respectivamente (Epagri, 2021).
As diferencas entre os tratamentos com menor solubilidade (-P e FN) e maior solubilidade
(SS e ST) nos valores de P extraidos por Mehlich 3 no primeiro ciclo (Figura S1b) podem
estar relacionadas ao fator disponibilidade de 4gua, uma vez que os maiores teores foram
observados nos tratamentos com maior solubilidade no primeiro ciclo, enquanto no
segundo ciclo, com registro de 725 mm, houve grande variagdo nos valores de P
independente do tratamento de adubagdo fosfatada (Figuras S1). Em relagdo ao P resina

(Figura 5) o efeito da disponibilidade de 4gua pode ser observado na menor média de P
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disponivel entre o primeiro e segundo ciclo, mesmo sabendo que no segundo ano o P

disponivel no solo era de efeito residual das aplicagdes do ano anterior.

O método de determinagao de P com resina trocadora de anions (Pi-rta) extrai o
P em solugdo, apresentando o status momentaneo de P disponivel na solu¢ao do solo
(Novais; Smyth; Nunes, 2007). Entretanto, ndo necessariamente corresponde ao P-labil,
pois a acdo de plantas e microrganismos pode tanto solubilizar P; quanto mineralizar o P,
da biomassa vegetal e microbiana de fragdes de P que no momento da avaliacdo ndo
estavam em formas soluveis (Tabatabai, 1994; Souchie et al., 2006; Balota et al., 2013;
Zhang; Feng; Declerck, 2018). A dindmica das transformagdes de P entre fragdes
organicas e inorganicas promovidas por caracteristicas quimicas e fisicas do solo, bem
como pela atividade biologica, explica o porqué dos teores de Pi-rta nos tratamentos nao
inoculados com P mais soltuvel (SS e ST) terem apresentado médias superiores do que os

demais tratamentos ndo inoculados no estagio R2 do primeiro cultivo (Figura 5).

A adubagdo com fertilizantes de maior solubilidade tende a aumentar os teores
de Pi-rTa, entretanto a inoculagdo com FMA quando bem estabelecida, promove o
aumento da eficiéncia de absor¢do do P que passa a ser imobilizado como P, na biomassa
dos FMA e das plantas inoculadas, reduzindo os teores de Pi-rta nos tratamentos
inoculados, uma vez que atuam como uma extensao do sistema radicular (Xu et al., 2007).
Sendo assim, um dos mecanismos diretos mais relevantes na promogao de crescimento e
produtividade de plantas (Thirkel ef al., 2017) é aumentar a eficiéncia e o aproveitamento
da absorcdo de P soluvel, mas que por limitacdes fisicas ou de crescimento radicular
(como a diferenga expressiva de area superficial de raizes e micélio dos FMA) as plantas

ndo absorvem.

Como os FMA apresentam mecanismos de absor¢do de P muito similares aos do
sistema radicular, porém em propor¢des muito maiores, também sofrem influéncia direta
de todas as alteracdes apresentadas. Em condigdes de pH acido, além da maior

concentracdo de Al*"

que pode reduzir o crescimento radicular, portanto também o
volume de raizes que podem sem colonizadas, algumas espécies de FMA sdo mais

sensiveis a diferencas de pH do solo, podendo também reduzir o seu crescimento.

O pH do solo ¢ um fator que interfere diretamente na solubiliza¢do dos fosfatos,

pois essa solubilizagdo dos fosfatos inorganicos ¢ realizada pela acidificagdo do meio
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(Santos; Gatiboni; Kaminski, 2008; Zoz et al., 2009). Porém, o pH também influencia na
dindmica de adsor¢ao do P, pois em solos &cidos a adsor¢do do P aos 6xidos de Fe e Al é
acelerada (Pavinato et al., 2020). O pH da area experimental se manteve proximo de 6,0
durante os dois ciclos de cultivo, o que pode ter tornado mais lento o processo de
solubilizacao do P do FN, mas proporcionou um ambiente favoravel para a manutengao
do P soluvel em fragdes labeis, evitando acelerar o processo de adsor¢ao do P no solo. O
pH do solo, como discutido anteriormente, ¢ um fator essencial para a manutenc¢do do P
em fracdes labeis, e consequentemente aumentar a absor¢do pelas plantas. Como
evidenciado na PCA, esse comportamento se repetiu, mostrando uma correlag@o positiva

entre pH, disponibilidade de P e produtividade (Figura 9).

O crescimento dos FMA estimula a atividade enzimatica de fosfatases (Gatiboni;
Kaminski, J.; Santos, 2007; Ferrol; Azcoén-Aguilar; Pérez-Tienda, 2018; Zhang; Feng;
Declerck, 2018), a deposicao de acidos organicos e a liberagdo de protons no solo por
plantas e microrganismos, o que pode ter colaborado para esse acréscimo dos teores de
Pi-rTa no tratamento inoculado, mesmo sem a adicdo de adubos fosfatados ao final do
segundo ciclo (R6) (Figura 5). O teor de Pi-rta variou entre os tratamentos na primeira e
ultima coleta, com destaque a permanéncia reduzida dos teores de P no tratamento NI - P
durante os dois ciclos, e a maior disponibilidade de P no tratamento FMA -P ao final do
2° ciclo (Figura 5), evidenciando o potencial da acdo de microrganismos no aumento da

disponibilidade de P no solo via solubilizagdo de P; (Figura 11 - solubilizacao de P;).
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Figura 11. Diagrama representando os mecanismos de transformacdo e absor¢do de fosforo através do
crescimento e associagdo das plantas com fungos micorrizicos arbusculares.

A associagdo do milho com FMA e o crescimento do micélio extrarradicular
(MER) podem interferir na dindmica do P de maneira direta e indireta. O MER colabora
ativamente na absorcao do P disponivel da solu¢ao do solo para as plantas, além de atingir
regides do solo e espacos entre agregados que as raizes ndo conseguiriam atingir na
mesma propor¢ao (Figura 11 — exploracdo do solo) (Sieverding, 1991). O maior
comprimento de micélio e menor didmetro resultam em maior area superficial nesta
associacdo. Deve-se destacar o processo de imobilizagdo do P na biomassa de plantas e
microrganismos (P,), que ocorre de maneira simultdnea as demais transformacdes
(mineralizagdo, solubilizagcdo, adsor¢do e dessor¢do). Os FMA apds a absorcdo,
transformas o P em polifosfatos que sdo armazenados e transportados pela rede de hifas
(Figura 11 — Imobilizagdo do P) (Tiecher et al., 2018), e que esse P, ndo ¢ determinado

na maioria das extra¢cdes comuns de P do solo.

Outro aspecto importante € o fato que o MER, além de liberar enzimas e acidos
organicos que irdo disponibilizar P de diferentes fragdes, libera também substancias que

podem estimular a atividade da microbiota do solo, promovendo o crescimento de grupos
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de microrganismos como bactérias solubilizadoras de fosfato, entre outros (Figura 11 -
solubilizagdo de P;) (Fink et al., 2016; Balota, 2018). A produgdo e exsudac¢do de acidos
organicos (como por exemplo o malato e citrato), no solo mobilizam os fosfatos por meio
troca anionica dos sitios de ligagao e quelando ions metalicos que mobilizam P no solo
(Sas; Rengel; Tang, 2001). Entretanto, avaliar a capacidade de producdo de acidos
organicos pelos FMA ¢é um processo complexo por questdes metodologicas de

comprovagdo da origem dos 4cidos organicos produzidos.

Em trabalho recente, Andrino et al. (2021) buscaram comprovar a liberacao de
acidos organicos de baixo peso molecular pelo FMA Rhizophagus irregularis. Em sua
metodologia, avaliaram a concentragdo de diversos 4cidos organicos em um
compartimento lateral as raizes separado por uma malha de abertura suficiente apenas
para a passagem e crescimento do micélio. Outros trabalhos apresentaram dificuldade em
determinar se a maior concentragdo de acidos organicos nos tratamentos inoculados com
FMA em decorréncia da possibilidade de exsudacdo pelo micélio micorrizico ou de
bactérias solubilizadoras de fosfatos associadas aos FMA e colonizadoras da
micorrizosfera (Tawaraya; Naito; Wagatsuma, 2006; Toljander et al., 2007; Bharadwayj;
Alstrom; Lundquist, 2012; Batini et al., 2016). Indiretamente, a formag¢ao do micélio
extrarradicular dos FMA pode estimular o crescimento e a diversidade de outros
microrganismos micorrizosfeéricos (Figura 11 — Solubilizagdo de Pi) que sdo beneficiados
por compostos depositados no solo por plantas e FMA (Zhang et al., 2014; Manchanda
et al., 2017). Sendo assim, plantas associadas a FMA possuem um arsenal de
microrganismos com grande capacidade de producdo e imobilizacio de P em sua
biomassa, producdo de fosfatases e consequentemente a mineralizacao do P,, bem como

de solubiliza¢do de P;pela produgdo de acidos organicos (Figura 11).

Apesar dos teores de P no solo determinados por diferentes extratores nao serem
iguais, variando de classificagdes de baixo a alto (Mehlich 1: 6,0 a 15,9 mg dm™ para a
classe textural 2) (SBCS, 2016), pouco efeito foi observado nos teores de P nas folhas e
graos, e de N foliar (Figura S2abc). Sabe-se que quando hé disponibilidade de nutrientes,
ndo necessariamente os teores nutricionais na biomassa serdo mais elevados, sendo o
efeito dos tratamentos muitas vezes observado na maior producdo de biomassa,
produtividade, concentragdao de pigmentos fotossintéticos, entre outros (Lichtenthaler,
1987; Wolff et al., 2013). Neste experimento, foi possivel observar as diferengas dos

tratamentos de adubagao e inoculacdo nos teores de pigmentos foliares (Figura S3). Pouco
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efeito dos tratamentos foi observado no estagio V5 do primeiro cultivo, mas a inoculagao
favoreceu a produgao dos pigmentos no estagio R2 do primeiro cultivo, enquanto que no
segundo ciclo, a resposta a inoculacdo foi de reducdo dos teores de clorofila e

carotenoides (Figura S3ab).

A disponibilidade de nutrientes interfere diretamente na capacidade
fotossintética das plantas (Bang et al., 2021). Sendo assim, a contribuicdo tanto na
absorcao de nutrientes, quanto de dgua, pode ter favorecido a formagao destes pigmentos
no primeiro cultivo (Figura S3), promovendo folhas com maior potencial fotossintético
que as do tratamento nao inoculados. Plantas com maior potencial fotossintético
convertem mais energia ¢ nutrientes em fotossintatos, que sao distribuidos por todo o
sistema (na biomassa aérea, na biomassa radicular, para os microrganismos endofiticos,
além da deposicao na rizosfera) (Varma, 2008; Piischel ef al., 2017), resultando muitas

vezes em maior atividade bioldgica do solo e produtividade.

Os residuos animais e vegetais, a biomassa microbiana ¢ humus (compostos
organicos em estagio avancado de decomposi¢do), bem como todos os compostos
depositados pelos microrganismos, compdem a matéria organica do solo (MOS) e podem
ser fonte de nutrientes armazenados para suprir a demanda do metabolismo do solo
(Bayer & Mielnickuk, 2008). A redugao da MOS em ambos os cultivos pode indicar o
processo de estimulo da mineralizacdo da MOS quando na presenga e crescimento dos
FMA (Fink et al., 2016) (Figura 11). Por um lado, este potencial ¢ interessante para a
manuten¢do da produtividade em situagdes em que ha reducdo do P em solugdo.
Entretanto, ¢ importante que o manejo estimule a reposicao da MOS via reposi¢do de
nutrientes no sistema, para a manuten¢cdo da produgdo de biomassa uma vez que a
producdo de graos exporta nutrientes em grande quantidade, evitando prejudicar os

cultivos subsequentes (Coelho, 2006; Coelho et al., 2008).

A glicoproteina produzida pelos FMA denominada glomalina pode representar
uma importante fragdo da MOS, pois colabora com o estimulo da atividade biologica e
com a resisténcia fisica e quimica dos agregados do solo (Rillig & Mummey, 2006).
Entretanto, ha dificuldade metodoldgica no processo de determinagdo dessa fracao pelo
método de extracdo com citrato de sodio determinado pelo método de Bradford, pois
quantifica ndo apenas a glomalina, mas sim uma ampla gama de proteinas do solo (Wright

& Upadhyaya, 1996; Sousa et al., 2012). Sendo assim, apesar do crescimento e efeito da
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inoculagdo com FMA ser observado em algumas varidveis, os teores de glomalina
determinados neste experimento podem ndo ter variado significativamente ou apenas
terem sido mascarados pela fragdo proteica da biomassa microbiana ¢ MOS da area

experimental, que se manteve proxima dos 4,0 % durante os dois ciclos.

A atividade das enzimas f-glucosidase e arilsufatase podem variar muito em
decorréncia de condi¢des ambientais como a cobertura do solo, temperatura,
disponibilidade de 4gua, teores de MOS entre outros fatores, como a diversidade de
microrganismos ¢ a espécie de planta cultivada (Tabatabai, 1994; Mendes et al., 2009;
Balota, 2013; Mendes et al., 2018). O tempo de resposta da atividade enzimatica as
modifica¢des no manejo pode ser prolongado, e levar mais de um ciclo para promover
mudangas detectaveis, podendo ser esta a explicacdo do porqué nao foram observados
efeitos na atividade da f-glucosidase no primeiro ciclo e da arilsufatase nos dois ciclos
(Figura 7ab). Por este motivo, a recomendacdo da Embrapa ¢ realizar a coleta do solo
para bioanalise (BioAs) apenas dos 10 primeiros centimetros do solo e anualmente, junto
com a amostragem para a analise quimica do solo, logo apds a colheita (Mendes et al.,

2018).

Antes do desenvolvimento da BioAs pela Embrapa, a atividade enzimatica do
solo normalmente era comparada a tratamentos ou dreas controle em cada situagdo.
Porém, a tecnologia da BioAs permite que os valores sejam comparados as tabelas de
referéncia que estdo sendo calibradas para diferentes biomas do Brasil (Mendes et al.,
2018). Dessa forma, a auséncia de efeito na atividade enzimatica no primeiro cultivo ndo
determina que os tratamentos ndo tenham modificado de alguma maneira a dindmica da
atividade enzimatica do solo, tanto que a atividade da f-glucosidase ao final do segundo
cultivo respondeu a inoculacdo com FMA e as diferentes fontes de P via adubacio

fosfatada (Figura 7a).

O processo de mineralizacao da MOS pode em alguns casos ser observado com
a maior atividade enzimatica da enzima f-glucosidase. Entretanto, a reducao dos teores
de MOS nao se correlacionaram com o aumento da atividade de S-glucosidase no segundo
ciclo (Figura 7a). A mineralizagdo ¢ o processo de transformag¢do de nutrientes da fracao
orgédnica para a fracdo inorganica, que podem ser absorvidos e imobilizados novamente
por plantas e microrganismos (Figura 11 — mineraliza¢do do P,) (Alvarenga, Cruz; Viana,

2008). Como a adubacao fosfatada nao foi realizada no segundo ano de cultivo ¢ aceitavel
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considerar que tenha ocorrido uma extragao de nutrientes no primeiro ciclo reduzindo o
potencial da atividade enzimatica do solo, tanto que no tratamento com a adubagdo com
ST a atividade enzimatica do solo ao final do segundo ciclo foi maior do que o controle

nao adubado (-P) (Figura 7).

Considerando as tabelas da atividade enzimatica do solo calibradas para a regido
do cerrado desenvolvidas pela Embrapa, os valores foram consideravelmente baixos
durante o experimento (Mendes et al., 2018), o que pode ter dificultado a sensibilidade
da resposta aos tratamentos. Entretanto, a atividade enzimatica esta relacionada a uma
infinidade de fatores, tanto que o calculo do Indice de Qualidade do Solo (IQS) considera
muitas outras variaveis em sua formula. Sendo assim, as faixas ideais de atividade
enzimdtica da regido avaliada provavelmente sdo muito diferentes do padriao ideal
estabelecido até o momento para a regido do cerrado. Trabalhos futuros correlacionando
atividade bioldgica do solo, 1QS e produtividade devem ser desenvolvidos para formular

tabelas de facil interpretacao.

A produtividade ¢ ainda a variavel que mais influencia na tomada de decisdao dos
produtores agricolas na hora de determinar quais produtos e praticas de manejo serdo
implementadas em sua propriedade. Por isso € tdo importante relaciona-la com as demais
avaliagdes buscando definir o melhor caminho para a manuten¢ao da produtividade e da
sustentabilidade do sistema. No primeiro ano de cultivo, onde o teor de P no solo foi
classificado como alto, a produtividade respondeu positivamente a inoculagdo (Figura 8).
Dessa forma e nestas condigdes ambientais foi possivel aumentar a produtividade mesmo
nao realizando adubacdo fosfatada nesta propriedade. Entretanto, a exportagdo de
nutrientes pela produgdo de graos do primeiro ciclo, a ndo realizacdo da adubacgdo de
reposi¢do e a dindmica de solubilizacdo dos diferentes adubos, proporcionou condigdes
diferentes no segundo ciclo, fazendo com que houvesse uma interacdo entre os fatores

adubacdo e inoculacao sobre a produtividade (Figura 8).

As condic¢des hidricas contrastantes entre os dois ciclos de cultivo também
podem ter contribuido para a auséncia de efeito do fator adubacdo na produtividade das
plantas no primeiro ano cultivo devido ao déficit hidrico apresentado neste periodo
(Figura 8), sendo a inoculacdo a tnica a promover aumento da produtividade. Segundo
Coelho et al. (2008) em média o milho absorve 600 mm de agua durante seu ciclo, sendo

que no primeiro ciclo de cultivo o total de 4gua acumulada foi de 297 mm. Dessa forma,
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no primeiro ano, o crescimento do micélio externo do FMA promoveu maior acesso das
plantas a um volume do solo e consequentemente a mais agua, proporcionando melhores
condi¢des de crescimento em um cultivo com disponibilidade hidrica menor do que a

considerada ideal (Coelho et al., 2008).

Em média, a produtividade no segundo ciclo foi menor se comparado ao
primeiro, evidenciando a importincia da adubagdo de reposicdo considerando os
nutrientes que foram exportados pela colheita de graos e as analises de solo interpretadas
com base nos manuais de cada regidao (Figura 8) (Coelho, 2006; Resende et al., 2006).
Entretanto, deve-se considerar as variagoes de cultivares e climaticas de cada um dos anos
de cultivo. O efeito dos tratamentos fica ainda mais claro quando a produtividade de
plantas inoculadas sem adubagdo e sob efeito residual da adubagdo de FN e SS foram
menores do que as plantas inoculadas e adubadas com ST (Figura 8). Vale destacar que
o tratamento ST inoculado no segundo cultivo (o de maior produtividade) (Figura 8) foi
também o tratamento que apresentou maior atividade da enzima p-glucosidase no
segundo ciclo (Figura 7a), resultado compativel com as descobertas e correlagdes

utilizadas para avaliar o IQS na BioAs da Embrapa (Mendes ef al., 2018).

Os resultados evidenciam que os FMA sdo capazes de alterar a dindmica de
absor¢do de nutrientes quando expostos a diferentes fontes de P com concentragdes e
caracteristicas quimicas de solubilidade distintas. Entretanto, compreender a dinamica
das transformagdes do fosforo entre fragcdes organicas e inorganicas, mais € menos labeis,
¢ essencial para definir estratégias de manejo, uma vez que nao ¢ de facil elucidagdo em
decorréncias das transformacdes simultaneas que ocorrem no sistema. Fatores como a
exportagdo e reposicao de nutrientes, bem como o efeito residual de cada fertilizante e a
inoculagdo com FMA, alteram a atividade biologica do solo e interferem na
sustentabilidade do sistema. Estas outras varidveis devem receber atengdo igual ou

superior ao da resposta em produtividade.

7.5. Conclusoes

A inoculagdo aumentou a produtividade das plantas no primeiro ano de cultivo,

independente da adubacao fosfatada utilizada.

No segundo ciclo a produtividade variou em fun¢do da inoculagdo e do efeito

residual dos diferentes adubos utilizados no primeiro ciclo, verificando-se reducao com
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o fosfato natural e super-simples e aumento com o superfosfato triplo. Entretanto ndo
houve relacdo da produtividade do milho com a disponibilidade de P no solo nos dois

ciclos.

A inoculagdo ndo alterou a atividade da enzima p-glucosidase ao final do
primeiro ciclo. Entretanto, a resposta variou em fungao da inoculagdo e do efeito residual
dos adubos fosfatados ao final segundo ciclo. Nao foram observados efeitos na atividade

da enzima arilsulfatase no periodo e tratamentos avaliados.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados deste trabalho evidenciam o potencial infectivo e a capacidade de
um inoculante comercial a base de fungo micorrizica arbuscular de alterar a dindmica de
nutrientes no solo quando expostos a fertilizantes fosfatados com caracteristicas quimicas
de solubilidade diferentes. Entretanto, sugere-se que para compreender a dindmica das
transformagoes do fosforo entre fragdes organicas e inorganicas, mais € menos labeis,
seria interessante realizar avaliagdes do fracionamento de P. Estas informagdes adicionais
auxiliariam na interpretacdo dos resultados obtidos neste estudo, uma vez que as
transformagdes do P no solo ndo sdao de facil elucidagdo em decorréncia das
transformagdes simultdneas que ocorrem no sistema. Fatores como a exportagdo e
reposi¢do de nutrientes, bem como o efeito residual de cada fertilizante, ¢ como a
inoculacdo com FMA podem alterar a atividade bioldgica do solo merecem atencdo dos

grupos de pesquisa.

9. PERSPECTIVAS DE TRABALHOS FUTUROS

O uso de inoculantes micorrizicos arbusculares tem conquistado espago no
mercado agricola brasileiro de insumos bioldgicos em virtude dos conhecidos e muito
bem descritos beneficios da associagdo. A principal barreira enfrentada até o momento
sempre foi a producdo de um inoculante que ao mesmo tempo fosse eficiente,
apresentasse facilidade pratica na inoculagdo a campo e com um custo viavel ao produtor.
Muitos trabalhos comprovam a viabilidade de reducao da adubagao fosfatada em cultivos
associados a inoculantes micorrizicos arbusculares eficientes. Entretanto a combinagao
da inoculacdo com o uso de adubos fosfatados que produzem efeitos residuais diferentes
no decorrer dos ciclos ainda € um assunto a ser explorado para determinar opg¢des de

manejo de fertilizantes mais eficientes.

Sugere-se ainda que trabalhos de longa duragdo sejam realizados explorando a
disponibilidade de P, a interacdo a longo prazo com diferentes fontes de P e FMA, e o
efeito sobre os indicadores biologicos do solo, como estoques de carbono, atividade
enzimatica e respiracdo. Para esclarecer melhor a interag@o dos fertilizantes e o efeito nos
atributos do solo, pode-se realizar estudos de fracionamento de P que poderdo indicar
quais transformagdes sdo mais significativas quando a associagdo com FMA ¢

estimulada.
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Técnicas moleculares para avaliagao de colonizagdo micorrizica a campo podem
ser utilizadas para determinar a comunidade de microrganismos associados as plantas,
tanto de forma endofitica quanto na rizosfera. Estes estudos podem esclarecer a dindmica
da comunidade de microrganismos sob efeito da inoculagao com produtos comerciais a
base de FMA. Fatores como diferentes solos, teores de argila, interagdes com outros
produtos bioldgicos e outros fertilizantes podem e devem ser considerados na

estruturacao de novos projetos.

10. MATERIAL SUPLEMENTAR
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Figura S1. Teores de fosforo Mehlich 1 e 3 nos diferentes estagios de crescimento do 1° e 2° cultivo de
milho. ns = ndo significativo; -P = sem adubo fosfatado; FN = fosfato natural; SS = superfosfato
simples; ST = superfosfato triplo; * efeito significativo da inocula¢do dentro do mesmo fator
“adubagdo”; letras minusculas diferentes indicam efeito significativo do fator “adubagdo” dentro
do mesmo fator “inoculagdo”.
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Figura S2. Teores de P (a) e N (b) na matéria seca da parte aérea (MSPA) e graos (c) nos diferentes estagios
de crescimento do 1° e 2° cultivo de milho. ns = ndo significativo; -P = sem adubo fosfatado; FN
= fosfato natural; SS = superfosfato simples; ST = superfosfato triplo; * efeito significativo da
inoculacdo dentro do mesmo fator “adubacdo”; letras mintsculas diferentes indicam efeito
significativo do fator “aduba¢@o” dentro do mesmo fator “inoculacdo”.
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Clorofila Total
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Figura S3. Teores de clorofila total e carotenoides nos diferentes estagios de crescimento do 1° e 2° cultivo
de milho. ns = ndo significativo; -P = sem adubo fosfatado; FN = fosfato natural; SS =
superfosfato simples; ST = superfosfato triplo; * efeito significativo da inoculagdo dentro do
mesmo fator “adubacdo”; letras mintsculas diferentes indicam efeito significativo do fator

“adubacdo” dentro do mesmo fator “inoculagdo”.

98



		2023-08-22T11:50:52-0300


		2023-08-22T13:20:10-0300




