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RESUMO

SANTOS, Diércules Rodrigues dos. Fósforo, fungo micorrízico e
Azorhizobium na produção de fitomassa e nutrição de Sesbania virgata
(Cav.) Per. e Sesbania rostrata (Brem. & Oberm.). Lavras: UFLA, 2000.
88p. (Tese - Doutorado em Solos e Nutrição de Plantas)*

A produtividade nos trópicos é limitada principalmente pela baixa
fertilidade dos solos. As leguminosas tornam-se importantes nessas áreas pela
capacidade de suprirem seus requerimentos nutricionais, especialmente
nitrogênio (N) e fósforo (P), através da dupla simbiose radicular rizóbio-fungo
micorrízico arbuscular (FMA). Dentre as leguminosas com potencial para
recuperação e manutenção da produtividade, destacam-se as espécies do gênero
Sesbania. Entretanto, são raros os registros de estudos com as espécies S.
rostrata e S. virgata, ambas noduladas por Azorhizobium, relacionando esses
aspectos no Brasil. No capítulo2, constaum experimento conduzidoem casa de
vegetação, onde se avaliou o efeito de 4 condições de inoculação {Azorhizobium
(Az), Glomus etunicatum (Ge), Az+Ge, um controle sem inoculação) e 5 doses
de P(0, 60, 120, 240 e 600 mg dm"3) no crescimento e nutrição das espécies de
Sesbania. Com exceção da colonização radicular por FMA, verificou-se efeito
positivo de P nas variáveis estudadas. Os maiores valores de altura, diâmetro do
caule e matéria seca da parte aérea das espécies foram obtidos em doses
próximas a 500 mg dm"3 de P, nos tratamentos com Ge em S. virgata e com Az,
Ge e Az+Ge, respectivamente, emS. rostrata. Os melhores efeitos na nodulação
radicular e caulinar foram obtidos em doses próximas a 400 mg dm'3 de P,
principalmente no tratamento Az+Ge. No capítulo 3, constam dois
experimentos conduzidos em casa de vegetação. No experimento I, avaliou-se o
efeito de doses de P (0, 15, 60, 120 e 180 mg dm"3), FMA (G. etunicatum) e
Azorhizobium no crescimentoe nodulação radicular e caulinarde S. rostrata. Os
maiores valores das variáveis relacionadas ao crescimento, nutrição mineral e
nodulação radicular e caulinar foram obtidos entre as doses 120 e 180 mg dm'3
de P, em plantas inoculadas com Azorhizobium e Glomus etunicatum. No
experimento n, avaliou-se o efeito de P (60 e 300 mg dm"3 de P), ausência e
presença de Ge, ausência e presença de 14 mg dm"3 de N, com inoculação de
Azorhizobium em todos os tratamentos. Verificou-se efeito positivo da maior
dose de P na produção de matéria seca da parte aérea e efeito negativo na
porcentagem de colonização radicular das plantas. Plantas inoculadas com

* Comitê Orientador. Fátima Maria de Souza Moreira - UFLA (Orientadora), José
Oswaldo Siqueira - UFLA.



Glomus etunicatum, independentemente da presença de N, apresentaram
maiores valores de produção de nódulos radiculares e caulinares, e maior
acúmulo de P e micronutrientes Fe, Cu e B.
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ABSTRACT

SANTOS, Diércules Rodrigues dos. Phosphorus, Arbuscular mycorrhizal
ftmgus and Azorhizobium on dry matter production and nutrition of
Sesbania virgata (Cav.) Per. and Sesbania rostrata (Brem. & Oberm.).
Lavras: UFLA, 2000. 88p. (Thesis - Doctorate inSoils and Plant Nutrition)*

The productivity in the Tropics is limited mainly by low soil fertihty.
The leguminous plants become important on these áreas for their capacity of
meeting their nutritional requirements, specially nitrogen (N) and phosphorus
(P), by the double root symbiosis rhizobia-arbuscular mycorrhizal fungus
(AMF). Among the leguminous plants with the potential for recuperation and
maintenance of productivity, species of the Sesbania genus stand out. However,
the records of studies onthe species S. rostrata and S. virgata, both nodulated
byAzorhizobium, relating these aspects inBrazil are rare.. In chapter 2, there is
an experiment performed under greenhouse conditions, evaluating the effect of
4 types of moculation (Azorhizobium (Az), Glomus etunicatum (Ge), Az+Ge,
one control without inoculation) and 5 P leveis (0, 60, 120, 240 and 600 mg dm"
) on growth and nutrition of the species of Sesbania. Excepting root

colonization by AMF, a positive effects of P on parameters evaluated was
evaluated. The highest values of height, stem diameter and shoot dry matter of
species were obtained at doses close to 500 mg dm'3 of P inthe treatments with
Ge on S. virgata and with Az, Ge and Az+Ge, respectively on S. rostrata. The
best effects on root and stem nodulation were obtained doses near to 400 mg
dm" of P, mainly in the Az+Ge treatment. In chapter 3,there are 2 experiments
performed under greenhouse conditions. In experiment I, the effect of doses of
P (0,15, 60,120 and 180 mg dm'3), AMF (G. etunicatum) and Azorhizobium on
growth and root and stem nodulation ofS. rostrata was evaluated. The highest
values of parameters related to growth, mineral nutrition and root and stem
nodulation were obtained between 120 and 180 mg dm'3 of P, on Azorhizobium
and Glomus etunicatum inoculated plants. In experiment n, the effect of P (60
and 300 mg dm"3 de P), absence and presence ofGe, absence and presence of14
mg dm" of N, with moculation of Azorhizobium in ali treatments. Positive
effect of the highest dose of P on shoot dry matter production and negative
effect on the percentage of root colonization of plants. Plants inoculated with
Glomus etunicatum, independently ofthe presence of N, presented the highest

"Guidance Committee: Fátima Maria de Souza Moreira -UFLA (Major Professor), José
Oswaldo Siqueira - TJFLA.
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values of root and stem nodule production, and greatest accumulation of P and
micronutrients (Fe, Cu and B)
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CAPITULO 1

1 INTRODUÇÃO GERAL

A necessidade de aumento da produção em regiões tropicais, para

atender à crescente demanda de alimento é afetada negativamente por fatores

socio-econômicos e edafbclimáticos. Uma das principais limitações na maioria

das terras cultivadas dos trópicos é a baixa fertilidade dos solos que, em sua

maioria, são ácidos e apresentam deficiências acentuadas de nitrogênio (N) e
fósforo (P).

Várias pesquisas têm demonstrado que a produtividade dasculturas nos

solos tropicais poderia ser melhorada, principalmente se utilizadas quantidades
relativamente elevadas de fertilizantes fosfatados e mtrogenados. Entretanto, o

uso maciço desses insumos, na maioria dos casos, seria dispendioso para o

produtor, pois o processo de produção do N e do P consome energia proveniente

de combustíveis fósseis, contribuindo para o breve esgotamento das reservas

mundiais, e prejuízos ao meio ambiente. Ha, assim, necessidade do

desenvolvimento de técnicas que permitam manejo dos recursos naturais do

solo e uso de espécies vegetais que possam manter a produtividade e
sustentabilidade de sistemas deprodução emsolos deficientes.

Pesquisas visando obter aftemativas ou redução do uso de fertilizantes

mtrogenados inorgânicos têm ocorrido não somente impulsionado pelo alto

custo da fertilização, mas também com o objetivo de manter a produtividade e
sustentabilidade ecológica dosolo ao longo dotempo.

A integração de leguminosas arbustivas, pioneiras e eficientes na

fixação de nitrogênio em sistemas agroflorestais nos trópicos, pode trazer uma
grande contribuição para a reestruturação e manutenção da fertilidade do solo,



melhorias nas propriedades físicas e químicas, e menor degradação do meio

ambiente.

Destacam-se dentre as leguminosas com potencial para recuperação e

manutenção da produtividade dos solos, as espécies de Sesbania, leguminosas

que apresentam versatilidade para adaptação a diversas condições

edafoclirnáticas, crecimento rápido e podem ser empregadas como adubo verde,

utilização na recuperação de solos marginais e até mesmona suplementação de

alimentação animal. Além disso, algumas espécies como a Sesbania rostrata,

originária do oeste da África, e a Sesbania virgata do Brasil, são capazes de

uma prolífica nodulação radicular, sendo que a S. rostrata também nodula no

caule, ambas com bactérias do gênero Azorhizobium. Isto confere vantagem

adicional ao uso dessa leguminosa em relação a outras leguminosas,

principalmente quando sob condições edáficas adversas (como: salinidade,

inundação e acidez).Entretanto, o sucesso no uso de leguminosas como

biofertilizante depende de sua produção, da fixação do N2, e disponibilidade de

nutrientes no solo, especialmente do P. Sua eficiente absorção depende de

atributos do sistemas radicular, e em muitos casos, esta absorção pode ser

incrementada pela associação com fungos micorrizicos arbusculares (FMAs).

Assim, são destacados os efeitos benéficos que a tríplice simbiose

rizóbio-FMA-leguminosas podem trazer para o crescimento dessas plantas em

solos pobres. Entretanto, são raros os registros de estudos com S. virgata e S.

rostrata, relacionando esses aspectosno Brasil.

O presente estudo teve o objetivo de avaliar o crescimento e nutrição

da S. virgata e da S. rostrata sob a presença de fósforo, fungo micorrízico e

Azohizobium.



2 REFERENCIAL TEÓRICO

2.1 Fósforo, fungos micorrizicos arbusculares e nutrição de plantas

Em contraste com a importância do P como nutriente mineral deplantas,

sua disponibilidade no solo é freqüentemente baixa. Aproximadamente 95-99%

do P total existente no solo encontram-se na forma insolúvel, sendo indisponível

para a absorção vegetal (Hayman, 1983).

O principal mecanismo pelo qual a simbiose micorrízica pode melhorar

a capacidade absortiva do P pelas plantas é resultante de um processo

fisiológico, no qual as hifàs externas do fungo crescem além da zona de

depleção, aumentando a absorção de P e outros nutrientes de baixa solubilidade,

resultando no mais destacado beneficio atribuído aos fungos micorrizicos à

planta hospedeira, que é a sua melhoria nutricional (Cooper, 1984). Quando a

disponibilidade desse nutriente no solo é baixa, a associação micorrízica

melhora suaabsorção e facilita sua translocação parao hospedeiro (Cox et ai.,
1980).

A maioria das plantas forma, emsuas raízes, associações mutualísticas,

com fungos do solo da ordem Glomales (Zigomicetos). Osprincipais benefícios

das micorrizas sobre o crescimento das plantas são devidos ao aumento da

superfície de absorção e maior exploração do volume do solo pelo sistema

radicular das plantas. Isto reflete em maior absorção de nutrientes,

principalmemnte aqueles que semovem nosolo pordifusão, notadamente o P.

Os efeitos dessa associação nos parâmetros cinéticos de absorção em

culturas agrícolas (Kanimaratine, Baker e Barker, 1986; Faquin, Malavofta e

Muraoka, 1990; Silveira, 1990) são relativamente conhecidos. Embora os

resultados sejam ainda discordantes, parece que devido ao aumento da

superfície da absorção, o Vmáx é maior e o Cmin é menor nas plantas



micorrizadas, conferindo às mesmas maior capacidade de absorção à uma

determinada concentração de P na solução.

Contudo, existem grandes diferenças entre as espécies na sua

dependência micorrízica para o seu crescimento e absorção de P. As espécies de

plantas com sistema radicular pivotante e com poucos pêlos absorventes, como

a maioria das arbóreas, são consideradas altamente dependentes do fungo

micorrízico para a absorção de nutrientes do solo, estando sua sobrevivência e

capacidade produtiva condicionadas à micorrização (Siqueira, 1997), essencial

no estabelecimento de comunidades vegetais (Francis e Read, 1994). Assim, a

simbiose com FMAs é altamente desejável para o estabelecimento e

desenvolvimento dessas espécies vegetais em solos pobres, pois permite

redução dos investimentos com fertilizantes (Siqueira, Collozzi Filho e Oliveira,

1989; Siqueira et ai., 1998). Esses benefícios às plantas ocorrem também em

ambientes estressantes, limitantes ao crescimento da hospedeira (Sylvia e

Willians, 1992).

Atualmente são conhecidas apenas cerca de 140 espécies de

FMAs, distribuídas nos gêneros Gigaspora e Scutellospora

(Gigasporaceae), Glomus e Sclerocystis (CHomaceae) e Acaulospora e

Entrophospora (Acaulosporeceae) (Morton e Benny, 1990). As espécies

de FMA diferem em sua capacidade associativa e efetiva nas

hospedeiras, em função da espécie inoculada (Lopes e Siqueira, 1980).

Embora a quantidade de micorrizas seja, a princípio, considerada a

mesma em diferentes zonas geográficas, os máximos resultados

benéficos estão associados a solos áridos (Varma e Schuepp,1995). A

variabilidade dos diferentes fungos de ocorrência natural é alta, tanto na

infectividade, quanto na efetividade simbiótica (Mosse, Warner e Clarke,



1982; Siqueira e Franco, 1988), para diferentes combinações fungo-

planta e condições ambientais (Abbott e Robson, 1985).

A exploração em larga escala desses fungos passa necessariamente pela

seleção de espécies e ou isolados efetivos e compatíveis com a cultura e com

condições edafoclimáticas do ecossistema que se pretende explorar. Como os

FMAs são mais influenciados por variações ambientais do que a planta

hospedeira (Mosse, Powell e Haiman,1975; Siqueira e Collozzi Filho, 1986), a

avaliação simbiótica de fungos nativos isolados no próprio ecossistema em que

se pretende explorar a simbiose é um procedimento que deve ser adotado para

obtenção de fungos ou populações mistas com elevada efetividade (Siqueira e

Franco, 1988).

Assim, MAs têm sido extensivamente estudadas com relação à

aquisição de nutrientes, notadamente em relação àqueles que se movem por

difusão. Vários trabalhos têm demonstrado a sua importância na melhoria

nutricional, especialmente em P, em várias espécies vegetais (Siqueira e Paula,

1986; Paula e Siqueira, 1987; Siqueira e Franco, 1988; Monteiro, 1990;

Siqueira, 1994; Saggm-Júnior, Siqueira e Guimarães, 1994; Saggm-Júnior e
Siqueira, 1996).

2.2 Sinergismo em leguminosas - interação rizóbio-FMA

Atualmente o efeito das micorrizas em leguminosas arbóreas tem

recebido atenção especial em vários estudos. A fixação biológica do N2 (FBN)

por bactérias gram-negativas (Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium,

Mesorhizobium e Azorhizobium), genericamente denominadas rizóbio, em

simbiose com plantas da família das Leguminosae apresentam alto

requerimento de P. Assim, a concentração de P nos nódulos geralmente é três

vezes maior do quenas raízes jovens, e compostos ricos em P fomecem energia

suficiente para o processo de FBN.



Em decorrência da baixa disponibilidade de P no solo, além da

morfologia do sistema radicular das leguminosas, geralmente pouco ramificado,

a FBN é freqüentemente restringida pela carência de P. Entretanto, a

leguminosas podem, simultaneamente, interagir mutualisticamente com rizóbio,

e fixando N2 em nódulos radiculares e fungos micorrizicos arbusculares (família

Endogonaceae), que podem aumenta a absorção de nutrientes de plantas,

principalmente de P (Smith, 1980; Allan e Allen, 1981), apresentando na

maioriadas vezes, alta depedência micorrízica.

Cluett e Boucher (1983) sumarizaram resultados a partir de seu estudo e

de 20 trabalhos subsequentes, em diversas leguminosas de uso agrícola,

pubUcados entre 1977 e 1981. Em dezesseis dos 20 estudos, a inoculação

micorrízica incrementou significativamente a nodulação e FBN. A inoculação

micorrízica diminuiu a nodulação em um estudo, e o beneficio não foi

verificado em três estudos restantes. Os autores concluíram, também, que o

efeito micorrízico na produção de matéria seca foi mediado pela melhoria na

nutriçãoda plantahospedeira.

Nos últimos 30 anos, várias pesquisas relacionadas à dupla inoculação

têm demonstrado benefícios para espécies arbóreas (Daft e El-Giahmi, 1975;

Habte, 1987; Michelsen e Rosendahl, 1990) e arbustivas (Rahmam e Parson,

1997), tanto em relação a aumento do crescimento inicial de mudas, como em

aumentos significativos na nodulação, fixação do N2 e acúmulo de nutrientes,

notadamente N e P.

Em leguminosas, as micorrizas arbusculares estimulam a nodulação por

rizóbio devido a uma maior absorção de fósforo, promovendo maior

crescimentoda plantahospedeira.

Manjunath, Bagyaraj e Golapagowa (1984), avaliando o efeito do P em

solos com baixa disponibilidade desse nutriente em leucena (Leucaena

leucocephala), observaram que a presença de Glomus fasciculatum,



isoladamente, promoveu aumento da nodulação induzida por rizóbio nativo. O

mesmo estimulo também foi observado em presença apenas do rizóbio e na

colonização de raízes por FMAs nativos. Quando a leucena foi duplamente

inoculada, a nodulação, colonização micorrízica, peso de matéria seca e

conteúdo de N e P foram superiores a inoculação de ambos isoladamente.

Resultados positivos da dupla inoculação em relação à inoculação simples,

também foram obtidos para a produção de matéria seca, com aumentos do

conteúdo de N e P na parte aérea da planta, nodulação e colonização micorrízica

em mudas de acácia (Acácia auriculiformis) (Chang, Hu e Cao, 1986); e em

leucena (L leucocephala) (Costa e Paulino, 1990).

Segundo Michelsen e Rosendhal (1990), a nodulação com acácia

(Acácia niloticá) e leucena (L. leucocephala), responde de maneira diversa a

dupla inoculação, com efeito apenas na primeira, e indicando a existência de

sinergísmo e respostas diferenciadas em função dos simbiontes.

Em um experimento de campo em Kamataka, índia, com caupi (Vigna
unguiculata cv. C-152), Rhizobium, Glomus fasciculatum e aplicação de 0, 50

ou 100% do N e P recomendados (25 kg N e 50 kg P ha"1), observou-se que

número e massa de nódulos foi mais altos com a dupla inoculação e 50% de N

e P. O rendimento de grãos mostrou tendência semelhante, enquanto o conteúdo

de N e P foi maior com a dupla inoculação nas doses de N e P recomendadas.

Respostas similares foram observadas porDhingra et ai. (1994), para a lentilha

(Lens esculenta L.), inoculada com R leguminosarum e G. etunicatum e

aplicação de P (60 kg P205 ha*1). Kumutha e Santhanakrishnam (1994)

estudaram o efeito da dupla inoculação Bradyrhizobium japonicum e Glomus

fasciculatum em soja (Glycine max) cv. Co.l, avaliados em vasos, e verificaram

o dobro da fixação do N2 em relação à inoculação isolada do rizóbio.



Faria et ai. (1995) observaram que a nodulação em Albizia lebbeck foi

igualmente aumentada pela aplicação de fósforo e inoculação com FMAs, e que

tanto a inoculação com rizóbio q

uanto com Glomus etunicatum promoveram crescimento e fornecimento

de N e P. A inoculação com rizóbio e FMAs promoveu, em mudas de Acácia

mangium, crescimento satisfatório quando P foi fornecido, no entanto, a

inoculação com rizóbio foi menos eficiente que a adubação nitrogenada em

termos de crescimento e acúmulo de N na parte aérea. Evidenciou-se, portanto,

a necessidade de aplicação de pequenas doses de fertilizantes contendo estes

nutrientes e inoculação com rizóbio eficiente e FMAs para o crescimento inicial

pleno das mudas (Faria et ai., 1996).

Resposta à simples e dupla inoculação com FMAs (G. fasciculatum) e

uma estirpe de Rhizobium tolerante à salinidade foi objeto de estudo em S.

grandiflora cultivada em vaso com solo arenoso, no Oeste de Bengala, índia.

Os resultados, após 120 dias, mostraram que tanto a simples como a dupla

inoculação promoveram aumentos significativos no peso das raízes e produção

de matéria seca da parte aérea em relação às plantas não inoculadas. As

diferenças entre a simples inoculação de Rhizobium ou de FMA não foram

significativas, entretanto, a dupla inoculação apresentou aumento significativo

na produção e nodulação (Sengupta e Chaudhuri, 1995) emrelação à inoculação

simples.

As associações micorrízicas, juntamente com sistema simbióticos

fixadores de nitrogênio, representam importantes mecanismos que habilitam as

leguminosas a mobilizar e reutilizar fontes restritas de fósforo e nitrogênio, em

solos de baixa fertilidade, em ecosistemas degradados (Siqueira, 1997). O

manejo dos fatores que beneficiam a dupla inoculação FMA-rizóbio é de vital

importância quando se pretende obter o estabelecimento de leguminosas e os



benefícios promovidos pelas mesmas, tantodo ponto de vistaeconômico quanto

ambiental, em áreas de solos pobres.

23 Efeito do P no FMA

As micorrizas são influenciadas por fatores inerentes à planta, ao fungo

e ao ambiente. Várias práticas podem afetar o potencial de inóculo no solo tais

como rotação de cultura, erosão, preparo do solo, fogo, uso de pesticidas,

fertilizantes, calagem, monocultura, pastejo intensivo (Johnson e Pfleger, 1992).

Estas atuam sobre os propágulos ou nas diferentes fases da simbiose, exercendo

grande influência sobre a formação, funcionamento e relações ecológicas dessas

associações (Siqueira, 1997).

A micorrização geralmente é inibida em condições de elevada

fertilidade. Dentre os macronutrientes, o N e o P são os que exercem efeitos

depressivos mais acentuados, sendo esses mais documentados no

estabelecimento e funcionamento da simbiose e na distribuição e composição

das espécies fungicas. Esses nutrientes não exercem efeitos fungistáticos sobre

os propágulos do fungo na rizofera, quando em concentrações próximas a ótima

requerida pela planta hospedeira. A capacidade dos FMAs em absorver,

translocar e transferir o fósforo para a planta está relacionada à efetividade das

micorrizas e ao nívelde fósforo no solo(Menge, Johnson e Platt, 1978).

Vários estudos relatam que alta disponibilidade do P no solo, promove

restrição à infecção micorrízica e redução da porcentagem de raízes colonizadas

(TTiompson, Robson e Abbott, 1986; Siqueira, Collozzi Filho e Oliveira, 1989;

Amijee, Stribkey e Tinker, 1990). Esse fato vem sendo atribuído a umapossível

redução de metabólitos fungicos, carboidratos solúveis, compostos não

nitrogenados (Same, Robson e Abbott, 1983), e outros, pela presença de

exudatos radiculares (Thompson, Robson e Abbott, 1986). Segundo Siqueira,

Nair e Hammerrschimidi (1991), os efeitos do P sobre as plantas são indiretos,



de modo que o aumento na disponibilidade do nutriente no solo promove maior

absorção e concentração na parte aérea, onde atua em processos fisiológicos e

ou metabólicos relacionados à fotossíntese (crescimento, partição e distribuição

de fotoassimilados na planta) que atuam no estabelecimento e funcionamento da

associação como um mecanismo auto-regulador. Esse mecanismo difere nos

diferentes tipos demicorrizas, e atédiferentes sistemas fungo-planta.

A dependência micorrízica, que define o grau de micotrofísmo existente

entre planta e fungo, varia de espécie para espécie e geralmente diminui com o

aumento nos níveis de P disponível (Habte e Manjunath, 1991). Espécies

arbóreas tropicais geralmente apresentam elevada dependência micorrízica,

como leucena (L. leucocephala) (Taufiql e Habte, 1985), acácias (A.

auriculiformis) (Aggangan et ai., 1992) e A sp. (Sankaran, 1992), evidenciando

o beneficio da inoculação com FMAs, que propicia aumentos significativos no

crescimento inicial das mudas, biomassa da parteaérea, colonização micorrízica

e conteúdo de Ptotalna planta, quando em solos deficientes nessenutriente.

Amijee, Stribkey e Tinker (1990) mostraram que na concentração de P

do solo em que há a redução nataxa deinfecção micorrízica, a concentração de

carboidratos é elevada. Eles observaram, ainda, um elevado número de pontos

de infecção abortados na raiz e sugeriram que elevadas concentrações de P no

solo reduzem a infecção micorrízica pela mudança na anatomia radicular que se

tornaria mais resistente à penetração dos fungos.

A elevação da disponibilide de P no solo pode promover efeitos

diferenciados entre as espécies de fungos. Se esta for muito reduzida, pode

favorecer o aparecimento de distúrbios nutricionais e/ou doenças do sistema

radicular, aumentando o requerimento de nutrientes pelas culturas, reduzindo

sua tolerância ao estresse hídrico, comprometendo sua sobrevivência e

produtividade (Johnson e Pfleger, 1992).
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A disponibilidade de P pode determinar o custo metabólico da simbiose,

a natureza da relação simbiótica e a magnitude dos benefícios da micorrização

(Bethlenfalvay e Yoder, 1981; Amijee Stribkey e Tinker, 1989; Siqueira e

Saggin Júnior, 1995). As concentrações de fósforo no solo acima do requerido

para o crescimento máximo da planta podem provocar efeitos adversos nos

FMAs, diminuindo a colonização micorrízica e a esporulação (Siqueira,

Hubbell e Valle, 1984; Thonmpson, Robson e Abbott, 1991). Segundo Siqueira

e Colozzi-Filho (1986), teores de P acima de 50 mg dm"3 de P extraível no solo

(Mehlich-1), em café (Coffea arábica L.), sob condições controladas e a campo,

reduzem rapidamente os benefícios da micorrização, indicando a existência de

um nível de P no solo, acima do qual não há mais benefício para a planta. No

entanto, algumas espécies de FMAs podem também se estabelecer de maneira

efetiva em condições de elevada disponibilidade de fósforo, dependendo da

plantahospedeira(Koide, 1991).

A importância das micorrizas para o estabelecimento de espécies

florestais nativas do Brasil tem despertado, recentemente, grande interesse.

Estudos conduzidos por Carneiro et ai. (1996) avaliaram a resposta a P e

inoculação com fungos micorrizicos Glomus etunicatum e Gigaspora margarita

em 31 espécies florestais, sendo 25 nativas e seis exóticas, e verificaram que,

das espécies testadas, cinco (16%) não apresentaram sinais de colonização

micorrízica e apenas três (9,6%) não responderam à adição conjunta de P e

inoculação com FMAs. Os autores verificaram, também, que a nodulação das

leguminosas foi máxima para a interação fósforo-micorriza, e no tratamento

controle as plantas não nodularam. De maneira geral, entre as espécies

avaliadas, a produção de raízes no tratamento controle foi inferior à dos demais.

Estes resultados ilustram a importância das micorrizas e do suprimento

adequado de P para o estabelecimento destas espécies, que teriam seu
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crescimento muito limitado e sua sobrevivência comprometida em solos

desprovidos de endófitos efetivos.

Siqueira et ai. (1998) avaliaram o micotrofismo de 28 espécies arbóreas

pertencentes a diferentes grupos sucessionais, a maioria representante do

Sudeste brasileiro, sendo cinco pioneiras, oito secundárias iniciais, oitotardias e

sete em clímax. Esses autores verificaram que as espécies pioneiras foram mais

responsivas à inoculação com FMAs do que as em clímax na fase de mudas.

Neste experimento, as plantas micorrizadas e adubadas com fósforo

acumularam, em média, 40% maismatéria seca na parte aérea do que as apenas

micorrizadas, sendo estas respostas homólogas entre as espécies do mesmo

grupo sucessionaL, demostrando que apresentam um mesmo padrão de resposta

à adubação com P. Entretanto, quando se compararam plantas micorrizadas e

adubadas com as somente adubadas, foram encontrados valores da ordemde 66,

31 e 11% para espécies pioneiras, secundárias e clímax, respectivamente. Essa

grande diferença entre grupos sucessionais sugere que a micorriza é um

importante fator ecológico para o crescimento inicial e estabelecimento dessas

espécies.

2.4 Fatores que afetama duplainoculação rizóbio-FMA

Vários fatores podem limitar a fixação de N2 nas leguminosas (baixa

luminosidade, temperatura elevada, umidade, elevada acidez, baixo teor de P,de

K, micronutrientes, excessos de N, uso de pesticidas entre outros). As variações

dos fatores ambientais como temperatura e umidade, aeração e pH e dos fatores

biológicos são de grande importância para a sobrevivência e persistência do

rizóbio no solo. Assim, as variações em quaisquer desses fatores podem

interferir direta ou indiretamente sobre o desenvolvimento dos organismos e

afetar a diversidade e atividade dos microrganismos diazotrófícos no solo. A
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deficiência de P é um importante fator limitante para a fixação biológica do N2

(FBN) que tem alto requerimentonesse nutriente.

0 sistema radicular das leguminosas, por sua geometria, é mais restrito

do que o das gramíneas, tornando-as mais dependentes da adubação fosfatada e

dos fungos micorrizicos, que podem aumentar sua capacidade de absorver P do

solo.

Em experimento de campo na estação das chuvas de 1989/90 com

amendoim (Arachis hypogea L.) cv. LG-19 inoculado com FMA (Glomus

fasciculatum) e Rhizobium, comprovou-se que a dupla inoculação aumentou o

conrorimento e peso de raiz, produção de biomassa, nodulação, FBN, acúmulo

de P e rendimento de grãos (Mane, Haud e Kohide, 1993). O aumento na massa

de nódulo devido a inoculação de FMA a 0,4 mg P L"1 sugere que fatores não

relacionados a nutrição da planta em P possam estar envolvidos. Os autores

sugerem que a falta resposta ao FMA emníveis mais altos de P (0,8 mg P L"1),

apesar da colonização com FMA comparável à observada em níveis de P mais

baixos (0,4 mgL'1), ratificam esta hipótese.

Em 1989-91, durante o inverno em Punjab, índia, lentilhas inoculadas

ou não com R. leguminosarum e ou G. fasciculatum cv LL-56 foram semeadas

antes da aphcação de 0-60 kg P2O5 ha"1. Os rendimentos de grãos não diferiram

significativamente entre tratamentos de inoculação ou entre tratamentos de P em

dois anos, mas variaram significativamente quando se empregaram 40 kg P205

apenas no primeiro ano, quando houve uma interação significativa entre

inoculação e P (Dhingra et ai., 1994), indicando redução das respostas à dupla

inoculação em anos sucessivos, provavelmente pelo estabelecimento dos

simbiontes no ambiente.

Resposta de trevo (Trifolium repens) para inoculação com FMA,

Rhizobium (R), FMA+Rhizobium (FMA+R) e o efeito de P(6 a 117 kg ha"1 de

P2O5 para experimento com vaso e 60 kgha"1 de P205 a campo) foram avaliadas
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(Lm et ai., 1993). Infecção micorrízica (48,75% aos 80 dias), número de

nódulos no experimento de campo, peso de folhas e raízes (0,49 e 0,12 g planta"

1a 240dias no experimento de campo), teor de P (aumentos de4,4-4,7 vezes) e

N (aumentos de 10-13 vezes), e a recuperação de P em T. repens foram mais

elevadas em plantas inoculadas com FMA+R, sendo as resposta à inoculação

expressivas com 60kg P205ha*1 na forma de superfosfato.

Em um estudo para se determinar os mecanismos que mediam a

eficiência da dupla inoculação, Olsen e Habte (1995) estudaram a interação de

FMA (Glomus agragatum) em solo fumigado. As concentrações iniciais do P na

solução do solo foram estabelecidas em 0,06; 0,2; 0,4 e 0,8 mg de P L"1. A 0,06

e 0,2 mg de P L"\ a inoculação com FMA aumentou significativamente a

concentração de P na planta, assim como o número e peso de nódulos. A

presença de FMA também aumentou o peso de nódulos e a concentraçãode P a

0,4 mg de P L'1, mas não influenciou significativamente outras variáveis. Os

resultados indicaram que os aumentos na nodulação estão associados com a

inoculação de FMA, emconcentrações de Pabaixo de 0,4mgL"1.

Portanto, para maximizacão dos benefícios das MAs são recomendadas

práticas de manejo do solo como a redução no uso de fertilizantes,

principalmente nitrogenados e fosfatados, além de outros citados por Siqueira

(1997) como fungicidas, manutenção da cobertura vegetal e conservação do

solo, rotação e consorciação com espécies formadoras de micorrizas, melhoria

das condições edáficas através da calagem e adubação orgânica, adoção de

cultivo mínimo e o empregoda inoculaçãoquando requerida.

Os requerimentos nutricionais da planta hospedeira para o seu

crescimento e processo de FBN têm sido relativamentebem estudados.

A influência do P na FBN é citada em um considerável número de

trabalhos, mas os mecanismos envolvidos ainda carecem de mais estudos.

Robson, 0'Hara e Abbott (1981) observaram que o N-combinado aumentou o
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crescimento de trevo (Trifolium subterrâneo L.) devido à presença do P. Os

autores concluíram que o P aumentou a FBN na planta, estimulando a sua taxa

de crescimento pelo efeito específico exercido na sobrevivência e

desenvolvimento do rizóbio ou na formação e funcionalidade dos nódulos.

Estudos comestilosantes (Stilosanthes humilis H.B.K.), soja (Glycine max L.) e

ervilha (Pisum sativum L.) têm sugerido efeito mais especifico do P na

iniciação, crescimento e desenvolvimento e função dos nódulos (Bethlenfalvay

e Yoder, 1981; Cassman,Whitney e Stckger, 1981; Gates e Muller, 1979). Israel

(1987) observou que a presença de P promoveu aumento na taxa de iniciação,

crescimento e funcionalidade dos nódulos com resposta no desenvolvimento da

planta hospedeira.

As conclusões baseadas na maioria das observações relatam que o

aumento no suprimento de P em plantas dependentes da FBN tem origem

apenas no incremento do N fixado, induzido pela maior nodulação (número e

massa de nódulos), maior taxa de crescimento da planta hospedeira e maior

atividade da nitrogenase específica dosnódulos.

2.5 O gênero Sesbania

As leguminosas da família Papilionoideae do gênero Sesbania,

compreendem cerca de 70 espécies, amplamente distribuídas em regiões

tropicais e subtropicais (Allan e Allen, 1981). A maioria das espécies é

anual ou bianual, algumas são arbustos semiperenes de estações curtas, e

poucas espécies são perenes. Todas são potencialmente úteis para

promover melhorias na qualidade do solo. Sua capacidade de fixar N2

permite seu crescimento rápido em solos deficientes de N, favorecendo

sua utilização como adubo verde (Rinaldo, Dreyfus eDommergues,1988),
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cobertura do solo e em sistemas de produção agroflorestais e florestais

(Ndoye, Dreyfus e Becker, 1989).

A Sesbania virgata (Cav.) Per. é uma espécie arbustiva, pioneira, de

crescimento rápido, semiperene, de ocorrência generalizada no Sudeste do

Brasil (Monteiro, 1994), e pode fixar o N2 em nódulos radiculares induzidos por

Azorhizobium johannense (Moreira et ai., 2000). Em estudo do crescimento e

nodulação em treze espécies de leguminosas arbustivas/arbóreas no Brasil,

Veasey et ai. (1997) não observaram nodulação por rizóbio nativos na S.

virgata, indicando especificidade da hospedeira para com o rizóbio. A espécie

apresenta plasticidade morfo-anatomica que permitem sua adaptação a

condiçõesedáficas redutoras (Davanso-Fabro et ai.,1998).

A Sesbania rostrata Brem. & Oberm., leguminosa arbustiva, nativa da

oeste da África, vem sendo bastante estudada como adubo verde em pré-cultivo

de cereais, em vários países da África e da Ásia, por apresentar prolífica

nodulação no caule por Azorhizobium caulinodans, além das raízes (Alazard

and Duhoux, 1987; Rinaudo, Dreyfus e Dommergues,1988; Dreytus,Garcia e

Gillis,.1988), capacidade para fixar grandes quantidades de N2 em apenas 45-56

dias (Becker, Ladha e Ottow, 1990; Pareek, Ladha e Watanabe,1990) e rápido

crescimento.

2.5.1 Produção de biomassa

S. rostrata pode produzir até 8,51 ha'1 de biomassa, acumulando até 252

kg ha"1 de N (Tiwari et ai., 1995). Por isso, ela vemsendo objeto de estudos em

diversas áreas de conhecimento. Vários estudos relacionados ao seu

aproveitamento como adubo relatam, com freqüência, acúmulo de nitrogênio a

níveis que oscilam entre 50-150 kg ha"1 em 45-60 dias, com 80 - 90% deste

nutriente proveniente da fixação do N2 (Ladha, Watanabe e Saono, 1988;

Becker et ai., 1991; Bhuianet ai., 1996; Ndoye, Dreyfus e Becker, 1996).
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A produção de biomassa da S. virgata, avaliada em experimento de

campo, é comparável a Cajanus cajan, Desmanthus sp., Desmodium descoram,

Desmodium distortum, Desmodium leiocarpum, Desmodium sp., Leucaena

diversifolia, Leucaena leucocephala, Sesbania punice, Sesbania sesban var.

bicolor (Veasey et ai., 1995), sendo por isso, potencialmente promissora para

uso nos trópicos.

0 alto desempenho das Sesbanias como melhoradoras das condições

físicas, químicas e biológicas do solo é objeto de vários estudos (Hyas, Muller e

Qureshi, 1993; Alvarez et ai., 1996; Bhattacharya e Mandai, 1996; Alam, Magid

e Islam, 1997). A incorporação de S. rostrata na presença de gesso implica no

efetivo controle da saturação de sódio, sendo que a remoção do mesmo pela sua

incorporação foi similar à adição de 12,5 e 24,01 ha'1 de gesso na ausência do

adubo verde. A imobilização de Ca pela incorporação da S. rostrata foi

equivalente a 12,51 de gesso ha"1 (Hargopal-Singh, Bajva e Sing, 1994).

Como alternativa para fertilizantes nitrogenados inorgânicos,

objetivando aumento da produção de cereais, notadamente do arroz e dotrigo, o

uso de Sesbania tem merecido destaque em vários estudos. Quando

incorporadas, isoladamente ou combinados com uréia em quantidades que

oscilam entre 50-150 kg ha"1, em condições aeróbicas, e 307 kg de N ha*1, em

condições anaeróbicas (Patel, Sidhu e Beri, 1996), promovem aumento de

produção e uma economia de até 60% no uso do N-inorganico (Tiwari et ai.,

1995; Marapatra & Sharma, 1996). Osefeitos residuais de sua incorporação são

citados como promotores de aumentos nas produções da cana-de-açúcar

(Saccarum qffricinarum) (Alam, Magid e Islam, 1997), arroz (Oriza sativa) e

trigo (Triticum aestivum) (Tiwari et ai., 1995; Budhar e Palaniappan, 1996), e

Cucurbita moschata (Garcia et ai., 1996), dentre outras. Segundo Moreno,

Leyva e Domini (1995), o uso da S. rostrata, em latossolo, como adubo verde

contribui com 140,4 kg de N; 15,3 kg de P e 133,3 kg de K porhectare para as
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culturas subsequentes. Uddin, Bokhtiar e Islam (1996) avaliaram, em campo, o

uso de Crotalaria juncea, Sesbania rostrata, S. aculeata e Indigofera tinctória

para cana-de-açúcar e concluíram que C. juncea foi a mais indicada para uso na

cultura devido ao seu rápido crescimento, contribuindo com 52 kgN ha"1 contra

42 kg ha'1 da S. rostrata. De forma geral, o incremento na produção da cana

situou-se entre 7-25% com adubação verde, contra 21-48% da adubação

inorgânica (50-200 kg de N ha"1), e os adubos verdes aumentaram

significativamente o C-orgânico, N-total, P e S disponíveis e K trocável no

solo. Respostas das contribuições, resultantes da incorporação de resíduos de S.

rostrata e Aeschynomene afraspera no aumento das concentrações de P, K, Fee

Mi na solução do solo, também foram citadas porMedhi e Dedatta (1997).

2.5.2 Nodulação caulinar e radicular

A capacidade da S. rostrata nodular no caule pode promover

oportunidade adicional para a fixação do N2 em solos sob condições

estressantes (Ladha, Watanabe e Saono, 1988). Tomekpe,Dreyfus e Holsters,

(1996), estudando a natureza competitiva da nodulação de A.caulinodans nos

sítios de infecção localizados no caule de S. rostrata, avaliaram os

rmcrorganismos Azorhizobium caulinodans (ORS571) e Sinorhizobium teranga

(ORS51 e ORS52), simbiontes da mesma planta hospedeira. O Sinorhizobium,

embora freqüentemente presente emnódulos de raiz, foi também encontrado em

nódulos do caule, porém em menor freqüência. Segundo os mesmos autores, o

fato se deve a abundante presença deAzorhizobium na superfície da folha e no

caule da planta hospedeira. Outros atores plausíveis que determinam o maior

especificidade do Azorhizobium no caule foram estudados. Em condições

experimentais, nas quais raízes não são inoculadas, todas as estirpes nodularam

muito bem. Porém, estirpes de Sinorhizobium ORS51 e de ORS52 são muito
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mais sensíveis que a de Azorhizobium ORS571 à supressão de nodulação do

cauleatravésde inoculação préviada raiz.

Boivin et ai. (1997), avaliando as propriedades simbióticas formadoras

de nódulos caulinares Azorhizobium sp., Azorhizobium caulinodans e as

recentemente descritas Sinorhizobium saheli e Sinorhizobium teranga bv.

sesbaniae, em diferentes espécies deSesbania, mostraram que estirpes S. saheli

e S. teranga bv. sesbaniae nodulam efetivamente o caule de Sesbania rostrata.

Porém, Azorhizobium e Sinorhizobium exibem clara diferença em outros

aspectos simbióticos. Azhorizobium, S. teranga bv.sesbaniae e S. saheli não

induzem nodulação caulinar em plantas inoculadas previamente nas raízes. Para

& rostrata a nodulação radicular por Sinorhizobium aparentemente foi mais

sensível que por Azorhizobium, na presença de N combinado. S. saheli e S.

teranga bv. seabaniae foram efetivos simbiontes em todas espécies de Sesbania

avaliadas, enquanto a estirpe de Azorhizobium apenas fixou N2 em simbiose

com S. rostrata.

Becker e Ladha (1997) avaliaram doze leguminosas tolerantes à

inundação, promissoras para adaptação (acumulação de N e fixação biológica

N2) em solos inundados. leguminosas do gênero Sesbania e Aeschynomene

foram cultivadas em áreas para cultivo de arroz (Entisol arenoso, Inceptisol P-

deficiente, TJrtisol ácido, e Mollisol salino) durante dias curtos (11,7 h) e dias

longos (12,3 h) e obtiveram uma grande variabilidade na acumulação deN entre

espécie de leguminosas e diferentes ambientes, a uma amplitude de <1 a >70

mg N planta"1. Onitrogênio derivado da atmosfera (Ndfa) respondeu, em média,
por 82% de acumulação de N total. A Sesbania virgata foi pouco afetada pelas

condições desfavoráveis, embora o Ndfa, tenha sido o mais baixo entre as

espécies avaliadas (<60%). A origem da formação de nódulo não acarretou

vantagem significativa às leguminosas crescendo sob condições adversas do

solo, porém, em solos inundados, a fixação de N2 em leguminosas que nodulam
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no caule foi menos reduzida do que nas espécies que nodulam somente nas

raízes. Para a maioria das espécies, o acúmulo de N foi drasticamente reduzido

sob condições de dias curtos, sendo queAeschynomene afraspera e S. speciosa

foram menos afetadas pelo fotoperíodo. A considerável variabilidade genética

no germqplasma disponível permite a seleção de leguminosas potencialmente

apropriadas à maioria das condições estudadas, assim como para maior acúmulo

de N dos adubos verdes.

McDonagh et ai. (1995), avaliando o potencial para utilização como

adubo verde da S. rostrata em campo, em plantio simples, observaram que a

aphcação de P e K contribuiu para quehouvesse fixação de 65-85% do seu N,

acumulando de 59-102 kg ha'1 em 90 dias, e a mineralização do N nos resíduos

declinou em 80% apenas nos vinte primeiros dias, enquanto a do C declinou

apenas 40% no mesmo período. Já o caupi (Vigna unguiculata), nas mesmas

condições, apresentou uma redução da mineralização do N e C em 50-65% no

mesmo período, após a incorporação. Resultados similares também foram

obtidos por Tiwari et ai. (1995) e Ventura e Ladha,(1997), demonstrando a

rápida liberação de nutrientes dos resíduos da S. rostrata, favorecendo os

cultivos subsequentes.

Na maioria dos casos, fatores nutricionais são responsáveis pela larga

variação na quantidade de N2 fixado pela estirpe de rizóbio em associação

simbiótica com várias espécies de leguminosas hospedeiras. O desbalanço de

nutrientes, especialmente N, P e K, tem sido considerado um dos principais

fatores limitantes ao pleno crescimento e fixação do N2 desse promissor adubo

verde. È necessária a obtenção de doses equilibradas de fertilizantes que estejam

em consonância com o potencial de benefício máximoda simbiose.

Com relação a plantas hospedeiras, observações das respostas de

espécies florestais pioneiras (Lithraea molleoides, Schinus terebinthifolius,

Piptadenia gonoacantha, Mimosa caesalpiniaefolia, Sesbania virgata) e clímax
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(Hymenaea courbaril, Calophyllum brasiliensis, Tabebuia serratifolia,
Myroxylon peruiferum), ao suprimento de P, mostraram que as pioneiras e,

dentre elas, a S. virgata, foram as mais responsíveis a doses de P fornecidas,

indicando maior necessidade de suprimento do nutriente para o adequado
crescimento dessas espécies (Resende et ai., 1999).

Embora os efeitos do P na simbiose rizóbio-FMA-leguminosa tenham

sido objeto de alguns estudos, mesmo assim, de maneira geral, ainda são poucas

as pesquisas envolvendo a capacidade de nodulação e fixação do nitrogênio, em

plantas micorrizadas, e as implicações nutricionais das plantas hospedeiras,

especialmente com a S. virgata e S. rostrata, consideradas regeneradoras de

solos degradados. Por outro lado, são inexistentes os estudos que quantifiquem
os níveis de P ótimos para o bom desempenho da tripla simbiose o melhor

emendimento das exigências nutricionais, notadamente em N e P, requeridas

pela simbiose tripartite leguminosa-FMA-rizóbio, podem se tomar um

instrumento de importância vital no uso de estratégias que visem a recuperação

e manejo de áreas em que os solos apresentam baixa fertilidade e processo de
degradação.
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CAPITULO 2

FÓSFORO, FUNGO MICORRÍZICO EAzorhizobium NO
CRESCIMENTO E NUTRIÇÃO DE Sesbania virgata (Cav.) Per. E

Sesbaniarostrata(Brem. & Oberm.)

RESUMO

Conduziram-se dois experimentos em casa de vegetação do DCS/UFLA,
Lavras (MG), objetivando avaliar a influência daaphcação de fósforo (P), fungo
micorrízico arbuscular (FMA) e estirpes de Azorhizobium no crescimento,
nodulação e nutrição mineral de Sesbania virgata (Cav.) Per. e S. rostrata
(Bram. & Oberm). Os experimentos foram instalados em delineamento
inteiramente casualizado e esquema fatorial 4x5, sendo os fatores: a) quatro
condições de inoculação (Azorhizobium (Az); Glomus etunicatum (Ge);
(Az+Ge) e um controle (Ni)) e b) cinco doses de P (0, 60, 120, 240 e 960 mg
dm"), com cinco repetições por tratamento. Após 28 dias, avaliaram-se
quinzenalmente altura e diâmetro de caule, e após 70 dias da semeadura,
coletaram-se as plantas e determinou-se matéria seca da parte aérea, nodulação
radicular e caulinar, atividade da nitrogenase, teores de macronutrientes foliares
e percentagem de colonização radicular. Houve efeito positivo das doses de P
em todas as variáveis de crescimento e nutrição das espécies de Sesbania,
excetuando-se a colonização radicular pelo G. etunicatum, que foi drasticamente
inibida em doses superiores a 60 mg dm"3 de P Os maiores valores de altura,
diâmetro de caule e matéria seca da parte aérea foram obtidos na dose estimada
próxima a 500 mg dm"3 de P, para ambas as espécies, nos tratamentos com Ge
em S. virgata e com Az, Ge e Az+Ge, respectivamente, em S. rostrata. Doses
próximas a 400 mg dm"3 de P proporcionaram maiores efeitos na nodulação
radicular e caulinar, principalmente notratamento Az+Ge. As maiores respostas
nos teores foliares dos macronutrientes (exceto N) foram obtidasnas doses entre
60 e 120 mg dm"3 de P, mdependentemente da inoculação, sendo que para P
foliar, o tratamento Az foi o quepromoveu os maiores valores, em doses acima
de660 mg dm"3 para ambas as espécies.



ABSTRACT

PHOSPHORUS, MYCORRHIZAL FUNGUS AND Azorhizobium ON
GROWTH AND NUTRITION OF Sesbania virgata (Cav.) Per. AND

Sesbania rostrata (Brem. & Obem.)

Two experimente were conducted under greenhouse conditions at the
DCS/UFLA, Lavras (MG), Brazil, aiming to evaluate the influence of the
apphcation of phosphorus and arbuscular mycorrhizal fungus and strains of
azorhrizobia on the growth and nutrition of two Sesbania species [Sesbania
virgata (Cav.) Per. and S. rostrata (Brem & Obem.)]. lhe experimente were
installed in a completely randomized design and 4x5 factorial scheme, the
factors being a) 4 typesofmoculation (Azorhizobium (Az); Glomus etunicatum
(Ge); (Az+Ge) and a control (Ni)) andb) 5 doses of P (0,60,120,240 e 960mg
dm"3), with 5 replicates per treatment Afier twenty eight-days , height and stem
diameter were evaluated fortnightly and after 70 days from sowing , the plants
were collected and shoot dry matter , root and stem nodulation, nitrogenase
activity, leaf macronutrient contente and percentage of root colonization were
determined. There was a positive effect of the doses of P in ali parameters of
growth and nutrition of Sesbania species, except root colonization by G.
etunicatum, that was drastically inhibited at doses higher than 60 mg dm'3. The
highest values of height, stem diameter and shoot dry matter were obtained at
doses close to 500 mg dm'3 of P, for both species, inthetreatments with Geon
S. virgata and with Az and Az, Ge and Az+Ge, respectively, on S. rostrata.
Doses around 400 mg dm'3 of P provided higher effects on stem and root
nodulation, mainly in the Az+Ge treatment. lhe best responses in the leaf
macronutrient contente (except N) were obtained at the doses between 60 and
120 mg dm"3 of P, mdependently ofthe inoculation, for leafPt, the Az treatment
was the one which promoted the highest values, atdoses above 660 mg dm"3 for
both species.
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1INTRODUÇÃO

Pelo grande consumo de combustíveis fósseis na produção de

fertilizantes inorgânicos, altos custos da adubação do solo e impactos ambientais

decorrentes da sua aphcação, toma-se umgrande desafio a sua substituição. Esse

fato tem motivado novas pesquisas com leguminosas arbóreas e arbustivas, de

rápido crescimento, com eficiente capacidade para fixação biológica do N2

(FBN) e qualidades para utilização como adubo verde. Várias espécies têm sido

estudadas com esse propósito e, entre elas, destacam-se as do gênero Sesbania,

por apresentarem um rápido crescimento, potencial para fixar grandequantidade

de N2 e tolerância a diversas condições edafbclimáticas, cujas características as

tornam com grande potencial de utilização em regiões tropicais. A Sesbania

virgata (Cav.) Per., espécie arbustiva, pioneira, semi-perene e bastante

disseminada no Sudeste do Brasil, é potencialmente promissora para produção

de fltomassa nos trópicos (Veasey et ai., 1995) e vem sendo utilizada na

recuperação de matas ciliares nessa região, formando simbiose radicular com

Azorhizobium johannense (Moreira, Hukka e Young, 1998; Moreira et ai.,

2000).

A Sesbania rostrata (Brem & Oberm.), espécie arbustiva tropical, nativa

da África, é muito utilizada como biofertilizante em pré-cultivo de cereais

devido a sua excelente qualidade como adubo verde. Forma simbiose específica

com Azorhizobium caulinodans (Dreyfus, Garcia e Gillis, 1988), apresentando

abundante nodulação radicular e caulinar, conferindo uma vantagem adicional

em relação a outras em condições estressantes, pelogrande potencial fixador de

N2 (Dreyfus, Garcia e Gillis 1988; Dreyfus e Dommergues, 1990). Eirtretanto, a

expressão do pleno potencial dessas espécies pode ser limitada pela baixa
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disponibilidade de fósforo (P), condição particularmente encontrada em solos

ácidos, bastante comuns nos trópicos.

Por outro lado, associações com fungos micorrizicos arbusculares

(FMAs) são de ocorrência natural e generalizada na maioria das plantas

vasculares. Além de outros benefícios, os FMAs, através de sua rede micelial,

podem promover melhorias na nutrição dessas plantas por aumento da

capacidade de absorção radicular de nutrientes, especialmente o P, essencial a

maior eficiência da FBN nessas plantas. Também, a capacidade de FMAs

formarem simbiose efetiva depende de certas condições edáficas, como

disponibüidade de P. Assim, em função do teor de P no solo e da planta

envolvida, os benefícios da simbiose pela maior absorçãode P são superiores ao

custo de manutençãodos fungosna raizpelo dreno de fotoassimilados.

A simbiose leguminosa-raiz-FMA é altamente responsiva ao P, com

aumento da nodulação e fixação de N2, melhoria na nutriçãomineral das plantas

envolvidas, e um conseqüente aumento da produção (Barea, Azcon-Aquilar e

Azcon,1987; Gueye, 1992; Faria et ai., 1995; Pereira et ai., 1996; Rahman e

Parsons, 1997). Por outro lado, o excesso dessas doses pode promover uma ação

depressiva. Os estudos relacionados a doses de P requeridas para máximo

desempenho dessa tripla simbiose com a S. virgatae S. rostrata são escassos no

Brasil e no mundo, mas fundamentais ao estabelecimento e crescimento dessas

espécies em solosde baixa fertilidade.

O estudo teve como objetivo avaliar os efeitos de fósforo, e inoculação

com FMA e Azorhizobium no crescimento e nutrição de S. virgata e de S.

rostrata em condições de casa de vegetação.
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2 MATERIAL E MÉTODOS

Foram conduzidos, a partir de setembro de 1997, dois experimentos com

as espécies S. virgata e S. rostrata, em casa de vegetação do Departamento de

Ciência do Solo, da Universidade Federal de Lavras, durante 70 dias, nas

seguintes condições ambientais: temperatura média 30/20 °C (dia/noite),

umidade relativa do ar 68 % e fotoperiodo de 12,5horas. Utilizaram-se vasos de

polietileno contendo 4,0 dm3 de amostras de um Latossolo Vermelho Escuro (0-

20 cm), detextura argilosa e baixa fertilidade, doDistrito deJaguará (MG), com

as seguintes características químicas e físicas: pHmo 4,8; C - 1,8 dagkg"1; Al -

0,3 cmolc dm*3; Ca - 0,7 cmolc dm'3; Mg - 0,2 cmolc dm*3; P - 1,0 mg dm*3; K-
37 mg dm"3; areia - 140 g kg"1; silte - 240 g kg"1 eargila - 620 g kg"1. Osolo foi
previamente seco ao ar, peneirado (2,0 mm) e corrigido com calcário dolomítico

até atingir a saturação por bases de 60%. Em seguida, foi fumigado com

Brometo de metila (98%) na dose de 263 cm3 m'3 e, após arejamento por quatro

dias, foram aplicados os tratamentos. Os experimentos foram instalados em

delineamento inteiramente casualizado e esquema fatorial 4x5, sendo os

fatores: a) quatro tratamentos de inoculação, estirpe de Azorhizobium (Az);

FMA Glomus etunicatum (Ge) e ambos (Az+Ge) e um controle semFMAe sem

Az (Ni); b) cinco doses de P (0, 60, 120, 240 e 960 mg dm*3), definidas pela

capacidade máxima adsorção de P do solo e aplicados na forma de

Ca(H2p04)2.H20 p.a., com cinco repetições por tratamento. No solo corrigido,

duas semanas após a aphcação dos tratamentos fosfatados, obtiveram-se os

seguintes valores de P (Mehlich I): 1, 2, 3, 5 e 42 mg dm*3, respectivamente;

pHmo 6,0; Al - 0,0 cmolc dm"3; Ca - 2,3 cmolc dm*3; Mg - 1,2 cmolc dm*3 e V=
57 %.
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Antes da semeadura de S. rostrata e S. virgata, realizou-se uma

adubação com 14 mg dm"3 de N emtodos os tratamentos, como recomendado

para S. rostrata (Kwon e Beevers, 1993) e ajustou-se o K para 200 mg dm'3
(Becker,Ladha e Ottow, 1990), com K2S04 p.a.. Após trinta dias da semeadura,

foram aplicados 0,5 mL dm"3 de uma solução contendo (g L"1): 1,55- H3BO3;
1,81 - MnCl2; 0,22 - ZnS04; 0,08- CuS04.5H20 e 0,02 - NaMo.2H20, conforme

recomendado por Assis (1992).

As sementes de S. virgata foram obtidas no Departamento de Engenharia

Florestal/UFLA, e as de S. rostrata de plantas cultivadas no Departamento de

Ciência do Solo/UFLA, ambas submetidas à quebra de dorméncia com ácido

sulfurico concentrado por30 minutos e lavadas com água esterilizada, porcinco

vezes consecutivas, antes da semeadura. Para cada espécie, foram semeadas

cinco sementes por vaso, mantendo-se uma planta por vaso após o desbaste aos

sete e quatorze dias.

O inoculante para S. rostrata foi Azhorhizobium ORS 571 e para S.

virgata, Azhorhizobium Br 5401 e Br 5404, fornecidas pela EMBRAPA-

Agrobiologia. Estas foram cultivadas em meio YM (Vincent, 1970),

previamente autoclavado a 121 °C e 1 atm, em erlenmeyers de 125 mL por 20

minutos. Após a repicagem, foram submetidos à agitação constante de 240 rpm

por 96 horas à temperatura de 28-30°C. As sementes de ambas as espécies

vegetais receberam 2,0 mL vaso"1 da cultura (cerca de IO9 células mL'1) dos
respectivos inoculantes, antes da semeadura. A inoculação caulinar da S.

rostrata foi realizada quatro semanas após a semeadura, através de pulverização

do inóculo na parte aérea.

Utilizou-se como inóculo de FMA, 5,0 mL por vaso de uma suspensão

contendo cerca de 250 esporos de Glomus etunicatum, obtidos de amostras de

substratos cultivados com Brachiaria decumbens, no Departamento de Ciência

do Solo/UFLA. O tratamento sem inoculação (Ni) recebeu o mesmo volume do
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extrato filtrado, preparado a partir da suspensão do inóculo em água. A umidade

do solo nas parcelas foi mantida a 60-70 % do volume totalde poros, através da

pesagem constante dos vasos.

As avaliações de altura e diâmetro docaule foram iniciadas 28 dias após

a semeadura (DAS) e se repetiram a cada quatorze dias. Ao final de 70 DAS, as

folhas foram coletadas e secas a 65-70 °C, emestufa decirculação forçada dear.

Nos segmentos de caule e raízes, avaliados separadamente, foi quantificada a

atividade da nitrogenase pela análise da redução de acetileno (ARA) (Dilworth,

1966), em cromatógrafo a gás (Variant Star 3400cx), obtendo-se a ARA total

(ARA planta*1) e específica (ARA g nódulos*1). Em seguida, os nódulos foram

quantificados e pesados após secagem em estufa de circulação forçada de ar(65-

70 °C) por 72 horas. Após a separação e contagem dos nódulos caulinares, o

caule foi seco em estufa (em condições pré-descritas) e o seu peso somado ao da

parte foliar, formando a matéria seca daparte aérea.

A colonização micorrízica foi avaliada empregando-se cerca de 1,0 g de

raízes finas clarificadas com KOH 0,05 M a 90°C em banho-maria por 60

rninutos, enxaguadas emágua e, posteriormente, imersas em HC1 0,05 M por 24

horas. Depois de acidificadas, as raízes foram coradas com solução ácida de

glicerol contendo 0,05% de azul de tripano a 90 °C em banho-maria por 30

minutos (Phillips e Hayman, 1970). A colonização radicular foi avaliada com

auxílio de lupa estereoscópica (40x) e a porcentagem estimada pelo método da

interseção em placa quadriculada (Giovannetti e Mosse, 1980), discriminando-se

as interseções entre linhas horizontais e verticais com raízes micorrizadas e não

micorrizadas.

Os teores de macronutrientes nos tecidos foram determinados em extrato

obtido após digestão nitroperclórica, sendo o N determinado pelo método

Kjeldhal, o P o por colorimetria, K por fotometria de chama, Ca e Mg por
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espectrofotometria de absorção atômica e S por turbidimetria do sulfatode bário,

segundoMalavolta, Vitti e Oliveira (1997).

Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância, utilizando a

significância de 5% para o teste F. Os valores relativos à porcentagem de

colonização radicular e nodulação foram transformados em arcsen (y/100)0,5 e
(n+ 0,5)0,5, onde v é porcentagem de colonização radicular e n número de

nódulos, sendo as comparações das médias por Tukey (5%) e as equações de

regressão obtidas pelo programa estatístico SAEG (Universidade Federal de

Viçosa, [199-]).

3 RESULTADOS £ DISCUSSÃO

3.1 Altura, diâmetro do caule e matéria seca da parte aérea de espécies de

Sesbania

Com exceção das avaliações realizadas aos 28 DAS, houve efeito da

interação P e inoculação nas variáveis altura e diâmetro do caulepara ambas as

espécies estudadas (Tabelas IA e 2A). A comparação das médias dos

tratamentos de inoculação em função das doses de P e DAS, assim como as

respectivas equações de regressão significativas, estão apresentadas nas tabelas 1

e2.

Para a variável altura (Tabela 1), aos 70 DAS, os tratamentos Ge e

Az+Geforam superiores a Ni e Az,na dose 0 de P para as duas espécies. Para a

S. virgata, o mesmo ocorreu na dose 60deP, nãohavendo, de modo geral, efeito

nas demais doses. Em S rostrata, Az+Ge superou os demaistratamentos na dose

60 de P e , de modogeral, não houve resposta a inoculação nas demais doses de

P.
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TABELA 1. Altura de plantas (cm) nos tratamentos de inoculação, em função
das doses de P (mg dm*3) e equações de regressão para os
períodosdiários após a semeadura (DAS).

AlturadspfantíB
DD3BdeP,mg(kri*

DAS foxufos 0 60 120 240 960 EquEçfts R2
SèsbcriavirBcáa

M lQ5b 186a 233a 260a 284a YHQ&t-yQ&qmt Q99*
42 Az 124a 17,6a 222a 25,1a 25£b Y=134H3y067xCyOOOO^ 0,95*

Ge 120ab 18£a 23,7a 24,9a 287a Y=\l,T9nj.9>P-Wlx 098*
AzKJe 12£a 184a 220a 252a 274* Y=12,41+10&®.a019x Q$8*

M 13,4b 462b 62,4a 682á> 690a Y=13,10í5,48>#0419x Q99*
56 Az 170àb 442b 63£a 693a 673a Y=15,774$25>#0415x 0£8*

Ge 213a 61,4a 65,4a 62j6b 720a Y^2OM,44x*-Oj096x Q91*
AzK3e 21j6a 553a 64,4a 640ab 713a Y^^44xí"iO094x Q9S*

Ni 133b 613b 892a 94£db 98,4a Y=13^1-^16x^-0,175x Q98*
70 Az 190b S8j6b 893a 99,4a 1012a Y=1637+73*#0465x 0,97*

Ge 213a 833a 903a 882b 104£a Y=32jS9^6x*-0432x Q92*
AzK3e 280a 81,4a 93jSa 960* 102,4a Y=3O£4+7,10»#O,156x 0,97*

Sesbatiiantítuíi

M 8,7a 33,4b 5Q4a 444ab 504 a Y=9s56+3394x?.Q085x 092*
42 Az 7,4a 342b 543a 484a 44,7ab m

Ge 8óa 400* 479a 39,5b 476a Y=ll#+lG£)#O082x 0,85*
AzKJe 92a 434 a 52,1a 4Q5b 384b Y=1239+446xP5-0409x 032*

Ni 15,4a 102,4b 1303a 1272a 1282a Y=1925+12,4x?-Q294x 056*
56 Az 122a 1052b 129,6a 1252a 122j0a Y=1721+12jS^O300x 095*

Ge 21,4a llljôab 118,4b 119/)* 1250a Y=28jCOHQ6x^0244x 093*
AzK3e 21jSa 1192a 1243* 113,4b 1200a Y=3a71+lQ7^0257x Q86*

Ni 182b 141,4b 191/)a 183£a 1806a Y=2^1827#-Q42&c 095*
70 Az 133b 1484b 187,6a 1843a 184,4a Y=^45+18,71xP5-a435x C£6*

Ge 344a 1532b 1650b 1740a 1820a Y=4l$5H4&>P-Q229x. Q95*
AzKSe 344a 1742a 1830a 1720a 1810a Y=^47+15,7&ffQ374x 039*

Médias seguidas de *e ** indicam significânda a 5% e 1% pdo Teste t Az Azorhizobium; Ge: Glomus
etunicatum e Ni: Não inoculado.

Verificou-se florescimento precoce generalizado aos 40 DAS na S.

rostrata, exceto em plantas não inoculadas e sem P. Esse comportamento está

relacionado ao cultivo sob fotoperiodo inferior a doze horas. Este fenômeno já

tinha sido caracterizado em plantas cultivadas nestas condições, em outros

experimentos (Visperas et ai., 1987; Becker, Ladha e Ottow, 1990; Assis, 1992;
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Rahman e Parsons, 1997), o que não foi a causa do observado neste

experimento, já que o mesmo foi conduzido em condições de maior fotoperiodo

(12,5 h).

Para o diâmetro do caule aos 70 DAS, em SMrgata, Ge e Az+Ge

superaram Ni e Az, nas doses 0 e 60 e nas demais doses, todos os tratamentos

apresentaram valores semelhantes. Na S. rostrata, o diâmetro do caule ao 70

DAS só diferiu na dose 60mg dm*3 de P para os tratamentos de inoculação,

sendo os valores apresentados por plantas inoculadas com Ge e Az +Ge

superiores aos demais tratamentos (Tabela 2).

Neste período (70 DAS), osmaiores valores estimados de altura (111,43

cm) e diâmetro de caule (10,49 mm) foram observados nas doses 518 e 490 mg

dm*3 de P, respectivamente, para os tratamentos com Ge em S. virgata. Para a S.
rostrata, os maiores valores de altura (462,50 cm) e diâmetro de caule (12,23

mm) foram observados nas doses 463 e 489 mg dm*3 de P para os tratamentos

Az e.Ge, respectivamente.

Verificou-se também, efeito da interação entre inoculação e doses de P

na produção de matéria seca da parte aérea (MSPA) de S. virgata e S. rostrata,

avaliada aos 70 DAS (Tabelas 3A e 4A). Os valores da MSPA correlacionaram-

se com os de altura (r=0,95**) e diâmetro (0,96**), em ambas as espécies de

Sesbania. O comportamento desta variável em ambas as espécies de Sesbania

pode ser verificado na Figura 1, com aumentos na produção da MSPA em

função das doses de P, até atingir um ponto de máxima. Praticamente não se

verificou efeito diferenciado da inoculação na produção de MSPA de S. virgata

e de S. rostrata em função das doses de P. No entanto, para S rostrata, o

tratamento Az+Ge proporcionou osmenores valores de MSPA namaior dose de

Paplicada, quando comparada àtestemunha não inoculada (Ni).
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TABELA 2. Diâmetro do caule (mm) das espécies de Sesbania nos tratamentos
de inoculação, em função das doses de P (mg dm'3) e equações de
regressão para períodos diários apósa semeadura (DAS).

DJãmetodocaile
DosesdeP,mgg

DAS foócuks 0 60 120 240 950 Eqra&s ^
Sesbcnavêgpta

Ni 244a 2,70a 255* 30*a 2,98a Y=2>41-K*59aF5-O0Olx 095**
28 Az 2,56a 252a 2,76b 308a 2#)a Y^46íO0D3^OOOOO3x2 087**

Ge 254a 2)S8a 308a 2,75b 292a ds
AzK3e 236a 2,76a 2J84* 2JM* 295a Y=239*O05#-O0Olx 095**

Ni 2j54b 3j88a 500a 5,12áb 5,48a m
41 Az 322a 3,48a 4,78a 5,40a 4J82b Y=3J2K3013xO0OOOlX1 093**

Ge 284* 3,76a 4,88a 506* 454b Y=2,744O22x?5-O0O5x 053**
AzKJe 252* 3j68a 456a 4,78b 546* Y=2jES*<y7^O0O3x 056**

Ni 292a 5,78b 735a 8,70a 8,72a Y=2,76í5,48x?5^011x 059**
55 Az 300a 502c 7j64a 8,40* 8,12* Y=3,424O029x40O(X13x? 092**

Ge 302a 640* 755a 7,88b 798b Y=332H&&0{)V2x 097**
AzK3e 295a 654a 7,72a 788b 792b Y=3084<Êi2x"3.O012x 058**

Ni 2/S8b 6,40b 8j65a 9j65a 9,48a Y=254+OjS9x?>-ü015x 058**
70 Az 342c 552c 8,44a 952a 9;20a Y=3594<^OjCÜ003x? 094**

Ge 3,40* 808a 8j84a 924a 9,44a Y=3jS*hOj62j^014x 097**
AzKie 3^8a 7,74a 842a 902a 9,43a Y=3,4840Í8)P-Q,130x 098**

Ni 130a 220b 254a 254* 302a ib
28 Az 1,47a 2,45* 342a 308a 298a rs

Ge 153a 2jS0a 282a 2j68b 299a Y=l,7HO42>#O0a2x 051**
Az«3e lj55a 252a 308a 2,74b 2,76a Y=l,70*043xP4yOG3x Q87**

Ni 134a 3,70b 520a 4£4* 5j54a Y=ljSOK\353(?s-O0O7x 054**
42 Az 130a 3,74b 534a 534a 5,16* Y=l,47^4bíp-O0O9x 056**

Ge 134a 4j46a 498a 4#c 536a Y=lj"5K)31^O0O-*x 081**
AzK3e 1,70a 430a 532a 4jS8bc 4j52b Y=13*HO36>*-O0O»c Q89**

Ni 135a 700b 8,70a 858a 908a Y=lJ5^78x*^018x 0198**
55 Az 138a 6j55b 846a 8,76a 9,46a Y=l,74iO,73x?J-Q015x 059**

Ge 224a 838a 8,48a 8,72a 9,46a Y=2,724Oj59x?s-O015x 052**
AzK3e 2,32a 806a 852a 858a 8,78a Y=2,7*Oj69*ífy0i6x 092**

Ni 138a 7,78b 1006a 1036a 1092a Y=l,76*C51^Q0*ík 098**
70 Az l£6a 804b 9^4a 1024a 11,16a Y=155»O^O018x 058**

Ge 238a 9,72a 1002a 1046a 1100a Y=255^Oj84)(í,5-O019x Q92**
AzK3e 252a 935a 1000a lOÍlOa 1038a Y=303*Qj83>ffO019x 053**

Médias seguidas de ** Sigaificativo 1%pelo TesteL Ar Azorhizobium; Ge: Glomus etunicatum e Ni: Não
inoculado.
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Repostas similares foram também observadas em outras espécies de

leguminosas arbóreas, inoculadas com Ge emaltas doses de P (Paulae Siqueira,

1987; Habte e Manjunath, 1991; Olsene Habte, 1995;Faria et ai., 1995 e 1996).

Este fato pode ser atribuído ao efeito depressivo da micorriza em doses supra-

ótimas de P, possivelmente relacionado à redução da colonização radicular por

Ge, em resposta à melhor absorção de P pela planta, passando o fungo a

apresentar um comportamento parasítico (Siqueira e Colozâ-FiHio, 1986; Barea,

1991; Siqueira et ai., 1994).

Na maioria das doses de P, a maiorproduçãode MSPA foi obtida para S.

rostrata, em relação à S. virgata, indicando um melhor aproveitamento deste

nutriente pela primeira. Os maiores valores de MSPA para S. virgata foram

obtidos no tratamento Ge (23,81 g) na dose 481 mg dm"3 de P e notratamento

Az (35,96 g) na dose 638 mg dm"3 de P para S. rostrata. Apesar do tratamento

Az proporcionar um ganho aproximado de 34% de MSPA em relação ao

tratamento Ge, verifica-se a necessidade de aumentarem 25% a quantidade de P

aplicada.
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FIGURA 1. Produção de matéria seca parte da aérea (MSPA) em Sesbania
virgata e S. rostrata, emfunção dasdoses de P (** Significativo a
1%).
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3.2 Colonização radicular

Para a variável porcentagem de colonização radicular, verificou-se

efeito da interação entre doses de P e tratamento de inoculação (Tabelas 3A e

4A). Não foi verificada colonização radicular em plantas não inoculadas (Ni) e

inoculadas somente com Azorhizobium (Az), mdicando que o tratamento prévio

do solo com brometo de metila foi eficiente na eliminação de propágulos

fungicos do solo.

Houve baixa colonização nos tratamentos com Ge e Az+Ge (menor que

30%), sendo o comportamento desta variável em função das doses de P

representado na figura 2. Apesar do comportamento, de certa forma

diferenciado, entre as espécies estudadas de Sesbania, paraa dose 60 mg dm'3 de

P na colonização de S. virgata, praticamente não houve comportamento

diferenciado da variável em função das doses de P para os tratamentos Ge e

Az+Ge, mdicando que o Azorhizobium tem pouca ou nenhuma influencia sobre

a colonização pelo FMA estudado.

n—t

0 60120 240

& virgata & rostrata

i- Ge

— Ar«3e

960 0 60120 240

Doses deP, mgdm"* de solo

960

FIGURA 2. Colonização micorrízica das espécies de Sesbania inoculadas com
Azorhizobium (Az) e, ou, Glomus etunicatum (Ge), em função
doses de P.
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Em S. rostrata, independente do tratamento de inoculação, foi evidente

o efeito benéfico da dose inicial de P (60 mg dm'3) no aumento da colonização

micorrízica, reduzida sensivelmente nas doses superiores. Resultado semelhante

de inoculação de Azorhizobium em S. rostrata em doses baixas de P foi

relatadopor Rahman e Pearson (1997).

Já em S. virgata, a resposta foi positiva na dose 60 mg dm*3 de P, mas

com menor intensidade no tratamento com Ge, decrescendo em doses

superiores. Quando esta planta foi inoculada com Az + Ge, a resposta foi

negativa em todas as doses do nutriente, indicando comportamento diferenciado

das espécies estudadas, à inoculação com FMA e Azorhizobium, apesar das

condições serem extremamente favoráveis ao ótimo crescimento das plantas

(Figura 2).

O efeito negativo de doses supra-ótimas de P na colonização radicular

por FMA está de acordo com o observado em várias espécies de plantas

(Siqueira e Colozzi-Filho; 1986; Barea, 1991; Siqueira et ai., 1994; Antunes e

Cardoso, 1991; Peng et ai., 1993; Miranda e Harris, 1994; Gomes, 1997;

Nogueira, 1997), com hipóteses ligadas à diminuição de exsudatos radiculares,

interferindo no processo inicial de desenvolvimento micelial de FMAs (Graham

, Leonard e Menge, 1981; Miranda e Harris, 1994); ao aumento de P foliar com

diminuição da permeabilidade radicular à infecção (Thomson, Robson e

Abbott,1989; Miranda, Harris e Wukdm,1989); à variação do fluxo de

carboidratos da planta ao endófito (Buwalda e Goh, 1982; Siqueira, Hubbel e

Valle, 1984); ao aumento da atividade de endoquitmases e de p-1,3

endoglucanases, restringindo a colonização interna (Lambais e Mehdy, 1995),

entre outras.
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33 Nodulação radicular

Em S. virgata, verificou-se efeito da interação entre P e inoculação

somente para o número de nódulos (Tabela 3A). Para plantas inoculadas comAz

e Az+Ge, o número máximo de nódulos estimado (937 e 691 nódulos) foi obtido

nas doses 580,77 e 388,80 mg dm*3 de P, de acordo com as equações y=-
59,69+3,02x-0,0026x2 R2=0,95** e y=22,18+67,83x°'5-l,72x R2=0,97**,
respectivamente. Não se obtiveram ajustes de equação para plantas não

inoculadas (Ni) e inoculadas com Azorhizobium (Az) ou G. etunicatum (Ge).

As médias das variáveis massa nodular e ARA total, sem efeito das

doses de P, para S. virgata, podem ser vistas na tabela 3. Plantas de S. virgata
inoculadas com Az ou Az+Ge apresentaram os maiores valores dessas variáveis,

em relação a Ni e Ge, isoladamente, evidenciando o efeito positivo do

Azorhizobium. Apesar dos tratamentos de inoculação Ni e Ge isoladamente

promoverem significativa massa de nódulos (presença de rizóbios indígenas nas

amostras de solo desinfestadas com brometo de metila), verificou-se que os

mesmos possuíam baixa atividade da nitrogenase (ARA), quando comparados
aos tratamentos Az e Az+Ge (Tabela 3).

TABELA 3. Massa nodular, radicular e atividade da nitrogenase (ARA) de
nódulos radiculares de S. virgata e de S. rostrata nos diferentes
tratamentosde inoculação. (Médias de 25 repetições).

Inoculação

Massa nodular

(mgplanta'1)
ARA total,
(nmolesC2H4 s"1)

ARA total

(nmolesC2H4 s'1)

Ni

0,82 b

0,49 c

3,12 b

Sesbania virgata
Az Ge

0,97 a 0,87 ab

2,12 a 1,34 b

S. rostrata

14,17 a 4,31b

Az+Ge
0,96 a

2,48 a

16,76 a

Médias seguidas demesma letra naslinhas não diferem entre si (Tukey 5%),
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Para S. rostrata, houve efeito da interação entre doses de P e inoculação

nas variáveis número e massa de nódulos, mas não houve para ARA total de

nódulos radiculares (Tabela 4A). O comportamento do número de nódulos e

massa nodular radicular em função das doses de P pode ser visto na figura 2,

sendo que o tratamento Az + Ge promoveu os maiores valores, principalmente

em doses menores que 120 mg dm'3 de P.

1000
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* «»
J 700

•»•- Ac T*40W4Wt*-Vm-x R^088
•*••- Ge JblSJMftitf^-LMO** RH97
•*— Ax*GeiT'3HX*«)ja*^t-UM9-x &^«90

VS

. 1.2
S
a

&

uOS

I
03-1

M: J^OfilTtüfíOr^-CfiCWx R^0[99
Ai: JWWSJMMnS^J^-OlOOlSVx R^)*S
Ce lt=4K>19HW77~iM.fllOQ21*«* R*<i98

0 «0120 240 MO 0 60120 240 960

Dosesde P, mg dm desolo

FIGURA 2. Número e massa de nódulos radiculares em S. rostrata, nos
diferentestratamentos de inoculação, em função das doses de P.

O tratamento de inoculação que proporcionou os maiores valores de

número de nódulos (665 nódulos) foi Az + Ge, na dose 434,68 mg dm"3 de P,
enquanto para massa nodular radicular (1,07 g) foi Az, na dose 676,00 mgdm'

de P, sendo que em doses superiores, houve efeito negativo significativo das

doses de P aplicadas. Respostas similares foram obtidas por Olsen e Habte

(1995) com Cajanus cajan e Faria et ai., (1996) com Acácia mangjum. Atabela

3 indica as médias gerais de ARA total dos nódulos radiculares dessa espécie e

mostra o efeito positivo do Azorhizobium, isoladamente ou combinado com Ge,

promovendo os maiores valores. Assim como verificado para os tratamentos Ni

e Ge em S. virgata, houve significativa massa de nódulos induzida por rizóbios
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nativos também em S. rostrata que recebeu esses tratamentos, embora a

atividade da nitrogenase tenha sido bem reduzida, em relação aos tratamentos

com Azorhizobium.

Para as médias de ARA total, apenas em S. rostrata verificou-se

comportamento ajustado a equação raiz quadrática, em função das doses de P

aplicadas (Y =0,86+0,3 l**x°'5-0,0076**x; R2=0,83), indicando para a espécie,
ummelhor padrão deresposta ao P, emrelação à S. virgata.

3.4 Nodulação caulinar

Verificou-se efeito da interação entre doses de P e inoculação no número

e massa nodular, ARAtotal e específica emS. rostrata (Tabela 4A). Os nódulos

caulinares foram formados apenas nas plantas inoculadas com Azorhizobium

caulinodans (ORS 571), nos tratamentos (Az e Az+Ge), via parte aérea. O

comportamento do número, massa e ARA total e específica de nódulos

caulinares em função das doses de P pode ser verificado na figura 3, com

aumentos nosvalores até a dose 240mgdm'3 deP.

Enquanto praticamente não houve diferença no comportamento dos

tratamentos Az e Az+Ge ao longo das doses de P para número de nódulos (39 e

36 nódulos planta'1 nas doses 406,48 e 484,61 mg dm"3 de P, respectivamente) e
ARA total (7,60 e 7,15 nmol C2H4 s*1 planta*1 nas doses 400,00 e 423,88 mg dm*

de P, respectivamente), verificou-se umganho de massa nodular no tratamento

Az+Ge, principalmente em doses entre 60 e 120 mg dm"3 de P (Figura 3). Este

resultado pode ter sido decorrente da manutenção de um estado nutricional

ótimo de P para o desempenho da nodulação caulinar, proporcionado pela
presença do fungo micorrízico, como também observado para a nodulação

radicular dessa espécie.
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FIGURA 3. Número de nódulos por planta (a), massa nodular (b), atividade da
nitrogenase (ARA) total (c) e ARA especifica (d) de nódulos
caulinares de Sesbania rostrata, inoculada com Azorhizobium
(Az), isoladamente, ou com Glomus etunicatum (Ge), em função
das doses de P . ** Significativoa 1%.

No entanto, apesar da maior massa de nódulos nestas doses (entre 60 e

120 mg dm"3), verificou-se que a ARA específica foi significativamente inferior

ao tratamento Az, evidenciando nódulos de menor atividade da nitrogenase. Os

maiores valores de massa nodular (164,99 mg planta ~l) foram obtidos na dose

384,69 mg dm"3 de P para otratamento Az+Ge e de ARA específica (80,33 nmol

C2Ht s"1 gnódulos"1) na dose 317,18 mg dm"3 de Ppara otratamento Az.

3.5 Teores de macronutrientes nas espécies de Sesbania

Com exceção do teor de Ca, em S. virgata houve efeito da interação

entre P e inoculação nos teores foliares de todos os macronutrientes avaliados

(Tabelas 5Ae 6A). O conroortamento dessas variáveis emfunção dasdoses deP
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pode ser visto nas figuras 4 e 5, as quais mostram grandes diferenças na

absorção de nutrientesentreas espéciesestudadas.
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FIGURA 4. Teores de N, P e K nas folhas de S. virgata e S. rostrata sob
diferentes tratamentos de inoculação, em função das doses de P.
Az: Azorhizobium; Ge: Glomus etunicatum; Ni: não inoculado. *;
**, ns, significativos a 5 e 1% e não significativo (teste t),
respectivamente.
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FIGURA 5. Teores de Ca, Mg e S nas folhas de S. virgata e S. rostrata sob
diferentes tratamentos de inoculação, em função das doses de P.
Az: Azorhizobium; Ge: Glomus etunicatum; Ni: não moculado. *;
**, ns, significativos a 5 e 1% e não significativo (teste t),
respectivamente.
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O tato da última dose aplicada de P ter sido muito alta em relação às

demais comprometeu o ajuste das equações. No entanto, apesar dessa

dificuldade, é nítido o aumento, principalmente dos teores de P e S em S.

virgata, e de P, K, Ca e Mg para S. rostrata, nas doses entre 60 e 120 mg dm"3

de P, independentemente dos tratamentos de inoculação. Praticamente não

houve efeito das doses de Pnos teores de Ca e Mg para a S. virgata enos teores

de S para & rostrata, independente da inoculação. O tratamento de inoculação

que proporcionou maior teor calculado de P em S. virgata (3,42 g kg"1) e S.

rostrata (7,33 g kg"1) foi o Az, nas doses estimadas 666,67 e acima de 960 mg
dm"3 de P, respectivamente.

Com relação aos teores de N, verificou-se um efeito negativo das doses

de P já na primeira dose, para ambas as espécies, mas com maior intensidade

para a S. virgata (Figura 4), contrariando o comportamento observado na

variável MSPA desta espécie (Figurai).

Praticamente todos os teores dos macronutrientes em plantas inoculadas

com Az, seguidas daquelas não inoculadas (Ni), excetuando-se N, foram

superiores àquelas inoculadas com Geou Az+Ge ao longo das doses de P, e isto

pôde ser refletido na diminuição da MSPA (Figura 1) a partir da dose 240 mg

dm* de P, em plantas de S. rostrata que receberam, principalmente, dupla
inoculação.

4 CONCLUSÕES

Houve efeito positivo das doses de P em todas as variáveis de

crescimento e nutrição mineral das espécies de Sesbania, excetuando-se a

colonização radicular pelo fungo micorrízico arbuscular Glomus etunicatum e os

teores foliares de N.
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Os maiores valores de altura, diâmetro de caule e matéria seca da parte

aérea foram obtidos na dose estimada próxima a 500 mg dm"3 de P, para ambas

as espécies de Sesbania, principalmente nostratamentos com G. etunicatum em

S. virgata e comAzorhizobium (isoladamente oucombinado comG. etunicatum)

em S. rostrata, com esta apresentando os maiores valores. Em doses acima de

240 mg dm'3 de P para a matéria seca daparte aérea deS. rostrata verificou-se

efeito negativo da dupla inoculação.

Para a nodulação, os maiores valores de número, massa e ARAtotal de

nódulos radiculares (S. virgata e S. rostrata) e caulinares (S. rostrata) foram

obtidos em plantas inoculadas com Azorhizobium e G. etunicatum, na dose

estimada próxima a 400 mg dm'3 de P, embora não tenha havido diferença entre

os tratamentos apenas com Azorhizobium nas variáveis massa e ARA total de

nódulos radiculares em ambas as espéciesde Sesbania.

As maiores respostas nos teores foliares dos macronutrientes para ambas

as espécies de Sesbania foram obtidas entre as doses 60 e 120 mg dm' de P,

independente dos tratamentos de inoculação. O maior teor foliar de P em ambas

as espécies foi obtido em plantas inoculadas somente com Azorhizobium, em

doses estimadas acima de 660 mg dm"3 de P paraS. virgata e superiores a 960

mg dm"3 deP paraS. rostrata.
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CAPITULO 3

INTERAÇÃO FÓSFORO, FUNGO MICORRÍZICO EAzorhizobium NO
CRESCIMENTO, NODULAÇÃO RADICULARE CAULINAR DE

Sesbaniarostrata (Brem & Oberm.)

RESUMO

Conduziram-se dois experimentos em casa de vegetação do DCS/UFLA,
Lavras (MG), objetivando avaliar o efeito da interação fósforo (P), fungo
micorrízico arbuscular (FMA) e estirpes de Azorhizobium na nodulação
radicular e caulinar deS. rostrata (Bram. & Oherm).

O experimento I foi instalado em esquema fatorial 4x5, sendo 4
condições de inoculação (Azorhizobium (Az); Glomus etunicatum (Ge);
(Az+Ge) eum controle (Ni)) e5doses de P (0, 15, 60, 120 e 180 mg dm*3. 6
experimento II foi instalado em esquema fatorial 2x2x2, sendo ausência e
presença de Ge, ausência e presença de 14 mg dm"3 de N e 2 doses de P (60 e
300 mg dm" de P), com inoculação de Azorhizobium em todos os tratamentos.
Após a colheita das plantas, avaliaram-se matéria seca da parte aérea, número,
massa e atividade de nódulos radiculares e caulinares, teores de nutrientes
foliares e percentagem de colonização radicular. Para o experimento I, os
maiores valores das variáveis relacionadas ao crescimento, nutrição mineral e
nodulação radicular e caulinar foram obtidos entre as doses 120 e 180 mg dm"3
de P, em plantas inoculadas com Azorhizobium e Glomus etunicatum. Para o
experimento n, plantas inoculadas com Glomus etunicatum, independentemente
da presença de N, apresentaram maiores valores de produção de nódulos
radiculares e caulinares, e maior acúmulo dos nutrientes P, Fe, Cu e B; houve
efeito positivo da maior dose de P na produção de matéria seca da parte aérea e
efeito negativo naporcentagem de colonização radicular das plantas.



EFFECTS OF PHOSPHORUS, MYCORRHIZAL FUNGUS AND

Azorhizobium ON GROWTH, ROOT AND STEM NODULATION OF &

rostrata (Brem. & Oberm.)

ABSTRACT

Two experimente were conducted under greenhouse conditions, at
DCS/UFLA, Lavras (MG), with the aim to evaluate the effects of phosphorus
(P), arbuscular mycorhizal fungus (FMA) and Azorhizobium on stem and root
nodulation of S. rostrata (Bram. & Oberm). The experiment I was installed in
factorial design 4x5: 4 innoculation conditions (Azorhizobium (Az); Glomus
etunicatum (Ge); (Az+Ge) and onecontrol (Ni)) and 5 P leveis (0,15, 60,120 e
180 mg dm'3), with Azorhizobium inoculation in ali treatments. lhe experiment
II was installed in factorial design 2x2x2: absenceor presenceofGe, absenceor
presence of 14 mg dm"3 ofN and 2 P leveis (60 and 300 mg dm"3 of P). Affcer
plantharvesting, the shoot dry matter, number, mass and root and stemnodules,
leaf nutrient contents and root colonization were evaluated. For experiment I, the
highest values of parameters related to growth, mineral nutrition and root and
stem nodulation were between 120 and 180 mg dm'3 of P, in plants inoculated
with Azorhizobium and Glomus etunicatum. For experiment n, plants moculated
with Ge, independentiy of N, presented the highest values of root and stem dry
matter, and leaf P, Fe, Cu and B contents; there was positive effect ofP on shoot
dry matter and negativeone on root colonization.
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1INTRODUÇÃO

Poucas espécies de leguminosas produzem nódulos e fixam N2

diretamente no caule. Dentre essas, destaca-se a Sesbania rostrata, nativa do

oeste da África, onde é muito utilizada como biofertilizante em pré-curtivo de

cereais, que representam 50% da alimentação humana. Vários estudos destacam

a excelente característica dessa espécie como abubo verde. Além disso, esta

forma simbiose altamente específica com Azorhizobium caulinodans, que fixa

N2 através de profusa nodulação do caule, além das raízes (Dreyfus, Garcia e

Gilles, 1988). Este tipo de nodulação tem sido confirmado apenas em algumas

espécies dos gêneros hidrofíticos de Aeschynomene e Sesbania (Dreyfus e

Dommergues, 1980; Alazara e Duhoux, 1987). Essa estratégia evolucionária

pode ajudar seu estabelecimento e desenvolvimento sob condições adversas de

solos em regiões tropicais (Ladha, Pareek e Becker, 1990; Ladha et ai., 1992),

em relação a outras leguminosas.

Vários estudos relatam a influência do nitrogênio (N) e do fósforo (?)no

estabelecimento, desenvolvimento e atividade dos nódulos radiculares em

leguminosas. Assim, níveis ótimos desses nutrientes podem aumentar os

benefícios promovidos por essa simbiose à planta hospedeira. Por outro lado,

fungos micorrizicos arbusculares (FMA) são eficientes em promover a melhoria

nutncional dessas plantas, especialmente em solos com baixa disponibilidade de
P.

A existência de sinergismo, promovido por FMAs à nodulação e fixação

de N2 pornódulos radiculares, é pouco estudada em leguminosas arbóreas, mas

bastante evidente em leguminosas produtoras de grãos (Tbiagarajan e Ahmad,

1993; Ahmad, 1995). Esse fato é atribuído a uma melhoria do estado nutncional

de P da planta hospedeira sob condições sub-ótimas desse nutriente no solo
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(Barea, 1991; Gueye, 1992; Linderman, 1992; Faria et ai., 1995; Rhaman e

Parsons 1997). O efeito de FMAs e determinadas doses de P no

desenvolvimento e atividade de nódulos caulinares pode ser explorado visando o

estabelecimento e nutriçãoda S. rostrata, emsolos onde P é pouco disponível.

Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar a interação entre P e

FMA na nodulação radicular, caulinar e FBN da S. rostrata, sob condições

controladas.

2 MATERIAL E MÉTODOS

2.1 Aspectos gerais

Foram conduzidos nos meses de fevereiro a abril de 1998, dois

experimentos com Sesbania rostrata, em casa de vegetação do Departamento de

Ciência do Solo (DCS), da Universidade Federal de Lavras (UFLA), nas

seguintes condições ambientais: temperatura média 30/20°C (dia/noite), umidade

relativa do ar 68 % e fotoperiodo de 11horas. Utilizaram-se vasos de polietileno

com 4,0 dm3 de amostras de um Latossolo Vermelho Escuro detexturaargilosa,

de baixa fertilidade, coletadona profundidadede 0-20 cm, no Distrito de Jaguara

(MG), comas seguintes características químicas e físicas: pHh204,8; C - 1,8 dag

kg*1 ; Al - 0,3 cmolc dm*3; Ca - 0,7 cmolc dm*3; Mg - 0,2 cmoU dm*3; P - 1,0 mg
dm"3; K- 37 mg dm"3; areia - 140 g kg*1; silte - 240 gkg'1 eargila - 620 g kg"1. O
solo foi previamente seco ao ar, peneirado (2,0 mm) e corrigido pelométodo de

saturação por bases, adrnitindo-se V = 60% como ótimo para a espécie. Após a

calagem, o solo passou a apresentar as seguintes características químicas: pHmo

6,0, CTCefètiva = 3,5 cmolc dm"3; V= 62%, sendo posteriormente fumigado com
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Brometo de metila (98%) na dose 263 cm3 m'3, antes da utilização nos
experimentos.

2.2 Experimento I

Os tratamentos foram distribuídos em esquema fatorial 4x5, com

delineamento inteiramente casualizado (DIC), com cinco repetições por

tratamento, sendo os fatores: quatro condições de inoculação (inoculação com

estirpes de Azorhizobium (Az); inoculação com FMA Glomus etunicatum (Ge);

inoculação com ambos (Az4Ge) e não inoculação (Ni)), por cinco níveis de

fósforo (P) (15, 30, 60, 120 e 180 mg dm'3), aplicados na forma de

Ca(H2P04)2.H20. Após aphcação dos tratamentos com adição de fósforo (P),

obtiveram-se os valores de P-extraível (Mehlich I): 1, 3, 6, 14 e 30 mg dm"3,

respectivamente. Antes da semeadura, realizou-se uma adubação com 200 mg

dm"3 de K, segundo Becker, Ladha e Ottow (1990), usando K2S04. Após trinta
dias da emergência, foi aplicado 0,5 mL dm*3 de uma solução contendo: H3BO3

(l,55g L1); MnCl2 (l,81g L1); ZnS04 (0,22g L*1); CuS04.5H20 (0,88g L1) e
NaMo.2H20 (0,02g L"1), conforme recomendado por Assis (1992).

As sementes de S. rostrata foram obtidas de plantas cultivadas no

DCS/UFLA, submetidas à quebra de dorméncia com ácido sulfurico

concentrado por 30 minutos, antes da lavagem com água estéril. Foram

semeadas cinco sementes por vaso, mantendo-se uma planta por vaso após o
desbaste.

O inoculante foi produzido com a estirpe ORS 571, em meio líquido

YM, previamente autoclavado a 121°C a 1atm, em erlenmeyers de 125 mLpor

20 minutos. Após a repicagem, o meio foi submetido à agitação constante de

240 rpm por 96 horas, à temperatura de 28-30°C. Para a semeadura, aplicaram-

se previamente 2,0 mL vaso*1 da cultura (IO9 células mL*1) do inoculante sobre

as sementes. A inoculação caulinar foi realizada quatro semanas após
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semeadura, através de pincelamento do colmo com o inóculo, no surgimento dos

sítiosdeinfecção, ocorrido após quatro semanas da semeadura.

Utilizou-se como inóculo de FMA, uma suspensão contendo

aproximadamente 250 esporos de G. etunicatum por vaso, obtidos através do

método de peneiramento úmido e centrifugação (Gerdemann e Nicolson, 1963),

extraídos de substrato sob Brachiaria decumbens, proveniente de coleção de

FMA do DCS/UFLA. A umidade do solo nas parcelas foi mantida em 60-70%

dovolumetotalde poros através depesagem dosvasos.

O experimento foi conduzido por 70 dias após a semeadura (DAS).

Após este período, as folhas foram coletadas e secas a 65-70°C em estufa de

circulação forçada de ar. Nos segmentos de caule e raízes, avaliados

separadamente, foi medida a atividade da nitrogenase pelo método da redução

do acetileno (ARA) (Dilworth, 1966), em cromatógrafo à gás (Variant Star

3400cx), obtendo-se aARA total (ARA planta"1) e específica (ARA gnódulos*1).
Em seguida, os nódulos radiculares e caulinares foram quantificados e pesados,

após secagem em estufa de circulação forçada de ar (65-70 °C) por 72 horas.

Posteriormente, o caule foi encaminhado para estufa de secagem, cujo peso foi

somado àquele obtido das folhas secas para compor a matéria seca da parte

aérea.

A colonização radicular por FMA foi avaliada em cerca de 1,0 g de

raízes finas clarificadas em KOH 0,05 M a 90°C, em banho-maria por 60

minutos, enxaguadas em água, e em seguida, imersas em HC1 0,05 M por 24

horas. Depois de acidificadas, as raízes foram coradas em solução ácida de

glicerol, contendo 0,05% de Azul de tripano a 90°C, em banho-maria por 30

minutos (Phillips e Hayman, 1970). A presença de infecção nas raízes foi

registrada com auxílio de uma lupa estereoscópica (40 x) e a percentagem de

infecção estimada pelo método da interseção em placa quadriculada

(Giovarmetti e Mosse, 1980).
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Determinaram-se os teores foliares de N e P após digestão sulfurica e

nitroperclórica, respectivamente, sendo para o N utilizado o método de Kjiedhal

e para o P, o método colorimétrico (Malavolta, Vitti e Oliveira, 1997).

Todos os dados obtidos foram submetidos à análise de variância, testes

de média (Tukey 5%), e equações de regressão, utilizando-se o programa

estatístico SAEG (Umversidade Federal de Viçosa, [199-]). Os dados referentes

a número de nódulos e colonização radicular foram transformados para (y +

0,5)1/2 e are seno (y/100)1/2, respectivamente.

23 Experimento II

Os tratamentos foram distribuídos em esquema fatorial 2x2x2, com

delineamento inteiramente casualizado (DIC), sendo os seguintes fatores:

inoculação ou não com FMA (Glomus etunicatum), presença ou não de N (14

mg dm"3 de solo) e dois níveis de P (60 e 300 mg dm*3), na forma de
CaCEfíPO^JHbO. Antes da semeadura, realizou-se uma adubação com 200 mg

dm' de K. Após trinta dias da emergência, foi aplicado 0,5 mL dm'3 de uma

solução contendo: H3BO3 (l,55g L*1); MnCl2 (l,81g L*1); ZnS04 (0,22g L*1);

CuS04.5H20 (0,88g L*1) e NaMo.2H20 (0,02g L1). Todos ostratamentos foram

inoculados com Azorhizobium.

As sementes de Sesbania foram tratadas, inoculadas (0,4 mL de cultura

com aproximadamente IO9 células mL'1) e semeadas como no experimento
anterior. A inoculação do caule com Azorhizobium, assim como a de Glomus

etunicatum, foram realizadas comono experimento anterior.

Aos 70 DAS, determinaram-se a matéria seca da parte aérea, atividade

da nitrogenase total e específica de caule e raízes, massa de nódulos radiculares,

número e massa de nódulos caulinares por planta, e porcentagem de colonização

micorrízica, seguindo asmetodologias descritas anteriormente (experimento T).
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Os teores foliares de N, P, K, Ca, Mg, S, B, Cu, Fe, Mn e Zn foram

obtidos após digestão sulfurica para N, após digestão rutro-perclórica para P, K,

Ca, Mg, S, Cu, Zn, Fe, e Mn, e após digestão seca para B (Hunter, 1975).

Posteriormente, os teores de N foram determinados pelo método Kjeldahl

modificado; os de P por colorimetria; K por fbtometria de absorção de chama;

Ca, Mg, Cu, Zn, Fe e Mn por espectrofotometna de absorção atômica; B por

colorimetria usando curcumina (Sarruge e Haag, 1974) e S por turbidimena de

sulfato de bário, segundo Malavofta et ai, (1997).

Todos os dados obtidos foram submetidos à análise de variância e testes

de média (Tukey 5%), utilizando o programa estatístico SAEG (Universidade

Federal de Viçosa, s.d.). Os dados referentes a número de nódulos e colonização

micorrízica foram transformados para (y + 0,5)1/2 e arco seno (y /100)1/2,

respectivamente.

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1 Experimento I

3.1.1 Matéria seca da parte aérea e acúmulo de N e P foliares

Não houve efeito da interação entre tratamentos de inoculação e doses

de P para matéria seca da parte aérea (MSPA), teores e acúmulo de N e P

foliares (Tabela 7A).

As médias dos tratamentos de inoculação, independentemente das doses

de P, podem ser observadas na tabela 1, assim como as equações

correspondentes ao efeito de P na MSPA e acúmulos de N e P.

As doses de P para obtenção dos maiores valores dessas variáveis,

independentemente dos tratamentos de inoculação, foram 156,25 mg dm'3 para
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MSPA (11,43 g), 154,36 mg dm*3 para N acumulado (368,50 mg planta*1) e
muito superior a 180 mg dm"3 (superior a 1200) para P acumulado (914,51 mg
planta*1).

TABELA 1. Conteúdo de nitrogênio e fósforo na parte aérea da & rostrata nos
diferentes tratamentosde inoculação.

Inóculo MSPA N
g planta'1

5.71b

mg planta''
Ni 166,29 b 4,18 b
Az 6.12 b 143,95 b 4,92 b
Ge 8.93 a 248,35 a 7,23 a
Az+Ge 8.11a 263,85 a 6,96 a

Y=l,66+0,12Sx-0,0004x" Y=^2,75+4,81jc-0,01558x2 Y=7,10+l,40x-0,00054x"
(R"=0,96**) 0^=0,93**) (R*»0,86**)

Médias seguidas de mesma letra na coluna não diferem enlre si (Tukey 5%). Azorhizobium (Az); Glomus
etunicatum (Ge).

Plantas que receberam os tratamentos Ge e Az + Ge não diferiram entre

si e apresentaram valores de MSPA e conteúdos de N e P foliares superiores

estatisticamente àquelas não inoculadas (Ni), indicando a importância do FMA

no crescimento e nutrição da Sesbania rostrata.

3.1.2 Nodulação radicular e atividade da nitrogenase

Houve efeito da interação tratamentos de inoculação e doses de P para

as variáveis número e massa de nódulos radiculares (Tabela 8A). No entanto,

para a ARA total, foram verificados efeitos dos tratamentos de inoculação e

doses de P. A figura 1 mostra o comportamento dasvariáveis número e massa de

nódulos radiculares em função das doses de P, as quais exerceram efeito

positivo, independentemente dos tratamentos Az ou Az4Ge. Os maiores valores

calculados dessas variáveis foram obtidos na dose 180 mg dm"3 para o número

de nódulos (aproximadamente 21 nódulos planta*1) e na dose 170 mg dm*3 para

massa de nódulos (8,0 mg planta'1), em plantas inoculadas com os tratamentos
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BIBLIOTECA CENTRAL - UFLA

Az+Ge. O melhor desempenho da nodulação na presença de Ge evidencia um

efeito sinergístico entre Az e Ge. Este efeito sinérgico na nodulação entre

rizóbio (Br827) e fungos micorrizicos arbusculares (Glomus etunicatum e

Gigaspora margarita) foi também obtido por Moreira e Siqueira (1995),

estudando Sesbania virgata, com reflexo direto no aumento da matéria seca da

parte dessa espécie.
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FIGURA 1. Número e massa de nódulos radiculares (Y=(y+0,5)1/2) na S.
rostrata inoculada com Azhorizobium, Az ( ) ou Azorhizobium
e Glomus etunicatum, Az+Ge ( ), em função das doses de P
(x=mg dm3).;** Significativo a 1%(teste t).

Independente das doses de P, verificou-se que não houve diferença

estatística entre ARA total de plantas inoculadas com Az (1,57 nmol

C2H4/h/planta) daquelas inoculadas com Az +Ge (1,70 nmol C2H4/h/planta),

mostrando que o efeito do FMA não foi evidente para esta variável,

contrariamente ao observado anteriormentepara número e massa de nódulos.

3.13 Nodulação caulinar e atividade da nitrogenase

Verificou-se nodulação caulinar apenas em plantas inoculadas com

Azorhizobium caulinodans (Az e Az+Ge), denotando ausência de contaminação
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portransporte aéreo da bactéria para plantas não inoculadas. Respostas similares

também foram obtidas por Adebayo, Watanabe e Ladha,. (1989) e Boivin et ai.

0997).

Houve efeito da interação entre tratamentos de inoculação e doses de P

na nodulação caulinar (número e massa nodular) e ARA total e específica em S.

rostrata (Tabela 9A). Observou-se efeito positivo das doses de P para as

variáveis número e massa de nódulos para os tratamentos Az +Ge e Az, sendo

muito mais pronunciado para o último tratamento de inoculação (equação de

regressão tipo linear). Para o tratamento Az +Ge, os maiores valores de número

(13,49 nódulos) e massa (5,73 mg) de nódulos foram obtidos nas doses 157,00 e

128,75 mg dm" de P, respectivamente, enquanto a última dose estudada (180

mg dm') proporcionou os maiores valores em plantas inoculadas

exclusivamente com Az (Figura 2).

Com relação à atividade de nódulos (ARA), os maiores valores de ARA

total (1,32 nmol C2H4 s'1 planta'1) e específica (4,43 nmol C2H4 s"1 g"1 nódulos)

foram obtidos em plantas inoculadas com Az+Ge, nas doses estimadas 121,43 e

82,50 mg dm' de P, respectivamente, comparadas àquelas inoculadas somente
com Az.

Altas doses de P deprimiram a atividade da nitrogenase em plantas

inoculadas com Az+Ge, indicando a necessidade de manutenção de um nível

ótimo de P para a expressão do potencial dessa variável nos nódulos caulinares,

sendo que a presença de Ge pode ter influenciado essa manutenção. Resultados

similares foram relatados para nodulação radicular em 5". rostrata por Rahman e

Pearson (1997) e outras leguminosas como: Acácia (Jasper, Abbott e Robson,

1989; Faria et al.1996), Albizia lebbeck (Faria et ai., 1995), soja (Paula e

Siqueira 1987) e Cajanus cajam (Olsen e Habte, 1995).
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FIGURA 2. Número (a), massa nodular (b) e atividade da nitrogenase (ARA)
total (c) e específica (d) caulinar em S. rostrata inoculada com
Azorhizobium e Glomus etunicatum, (Y=(y+0,5)1/2),em função das
doses de P (x=mg dm*3). *; ** Significativo a 5 e 1% (teste t),
respectivamente.

De maneira geral, a presença de Az+Ge induziu efeito positivo na

nodulação e atividade dos nódulos caulinares. Entretanto, os mecanismos

envolvidos não puderam ser esclarecidos com base nestes resultados,

necessitando de mais investigações.

3.2 Experimento II

Aanálisede variância resumida para as variáveis estudadas, excetuando

os teores foliares de macro e micronutrientes, pode ser vista na tabela 10A.
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Verificou-se efeito isolado de P para a variável MSPA e ARA total radicular;

efeito de Ge para as variáveis MS de nódulos caulinares e ARA total radicular;

interação GexP para MSdenódulos radiculares e número denódulos caulinares,

e porcentagem de colonização radicular; interação GexN para ARA caulinar

total e especifica; interação PxN para as variáveis MS de nódulos caulmares e

ARA caulinar total.

O maior valor de MSPA foi observado na dose 300 mg dm*3 de P

(23,54g contra 19,24g na dose 60 mg dm*3 de P), mdependentemente do N

adicionado e da inoculação com Ge. Para MS de nódulos radiculares e

caulinares, os maiores valores foram observados emplantas inoculadas com Ge

(0,3 lg contra 0,16g paranódulos radiculares) e (0,36g contra 0,30g paranódulos

caulinares), mdependentemente das doses de P e N.

As variáveis queapresentaram efeito da interação Gex P estãona tabela

2. A maior produção deMS denódulos radiculares foi obtida na presença deGe,

na dose 60 mg dm" de P, enquanto o maior número de nódulos caulinares

ocorreu na ausência de Ge e 300 mg dm"3 de P. Este resultado evidencia a

grande influencia do P no estabelecimento dos nódulos caulinares.

TABELA 2. Massa de nódulos radiculares, número de nódulos caulinares e
colonização micorrízica da Sesbania rostrata com e sem Glomus
etunicatum (Ge), em função das doses de P.

Massa denódulo Número nódulos Colonização
radiculares canlin^Tes radicular

Inoculação g planta*1 ~ planta*1 %
~~_____~__ P,mg dm* de solo

60 300 60 300 60 300

Sem Ge 0,14bA 0,18 bA 89,8 aB 162 aA 3,2bA 2,42 bA
ComGe 0,35 aA 0,26aB 99,8aB 119bA 26,laA 14,9aB
Médias seguidas demesma letra não diferem entre si(Tukey 5%). Comparam-se letras mfmi-srttlfts nacoluna e
maiúsculas na linha entre as doses de P.
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Verificou-se efeito negativo dessa dose de P para a percentagem de colonização

radicular, com o maior valor na presença de Ge e dose 60 mg dm de P. Não

houve efeito de N nesta variável, concordando com Faria et ai., (1995) com

Albizia lebbeck e Rahman e Parsons (1997) com Sesbania rostrata.

As variáveis queapresentaram efeito da interação GexN estão natabela

3. Para ARA total, o maior valor foi obtido em plantas inoculadas com Ge na

presença de N, enquanto para ARA específica, ocorreu na ausência de N com

Ge. Este resultado evidencia o efeito positivo da inoculação com Ge na atividade

de nódulos caulinares, mdependentemente dapresença deN.

TABELA 3. Atividade da nitrogenase (ARA) total e específica de nódulos
caulinares na Sesbania rostrata inoculada e não inoculada com
Glomusetunicatum (Ge), com e sem Nitrogênio(N).

ARA de nódulos caulinares

Inoculação Total Especifica
nmol C2H4 s*1 planta*1 " nmol C2H4 s*1 g-1 nódulos

N, mgdm^de solo
0 14 0 14

Sem Ge 17,50aA 13,24bB 42,37bA 41,40aA
Com Ge 13,38 aB 18,24 aA 66,44aA 44,60aB

MiMfcs sfpiTÍ«fa« deprema tora ngo diferem entre si(Tukey 5%). Comparam-se minúsculasnascolunas e
letras maiúsculas nas linhas entre doses de N.

As variáveis queapresentaram efeito da interação PxN estão natabela 4.

Os maiores valores de MS e ARA total de nódulos caulmares foram verificados

na presença de N, na dose 60 mg dm'3 de P, embora não tenha havido diferença
significativa para a última variável, com a ausência de N. Estes resultados

mostram a necessidade da manutenção de níveis ótimos de P e N para o

desenvolvimento e atividade dos nódulos caulmares.
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TABELA 4. Massa total e atividade da nitrogenase (ARA) de nódulos
caulinares de Sesbania rostrata, com e sem Nitrogênio (N) nas
doses de alto fósforo (P).

N

mgdm'3
MS de nódulos

caulinares
ARA total de nódulos

caulinares

(g planta*1) (nmol C2H4 s"1 planta'1)
P, mg dm"*

60 300 60 300
0

14

0,25bB 0,35 aA
0,39aA 0,32 aA

13,84 aA 17,04 aA
19,72 aA ll,57aB

Médias seguidas de mesma letra não diferem estatisticamente entre si pelo Tukey 5%. Comparam-se letras
minúsculas nas colunas e letrasm»trtcm|»s nac linhasentre doses de P.

Quanto à absorção de nutrientes, verificou-se que não houve efeito de

inoculação com Ge, P e N para os teores de N, K e Zn (Tabelas 11 A, 5 e 6).

Glomus etunicatum exerceu efeito na absorção de P, Ca, Mg, Fe, Cu e B,

enquanto as doses de P influenciaram a absorção de P, S, Fe, Cu, B e Mn. Não

houveefeito da interação entre fatores para nenhum nutriente avaliado e nem da

adição de N.

Pela análise das tabelas 5 e 6, verificou-se que o fungo Ge promoveu

maior absorção dos nutrientes P, B, Cu e Fe, possivelmente pelo aumento da

superfície de absorção dasraízes pelo micélio extrarradicular.

TABELA 5. Teores foliares de macronutrientes da Sesbania rostrata com e sem
Glomusetunicatum (Ge)e nas dosesde P.

Macronutrientes
Tratamentos N P K Ca Mg S

Sem Ge 38,82 a 1,70 b 57,83 a 26,18 a 5,06 a 6,36 a
Com Ge 36,61 a 1,94 a

P,
57,75 a 25,38 b

mgdm'3
4,62 b 6,42 a

60mgdm*3deP 36,96 a 1,62 b 57,29 a 25,53 a 4,87 a 6,14 b
300 mgdm"3de P 38,46 a 2,02 a 58,29 a 26,03 a 4,80 a 6,64 a

Médias seguidas de mesma letra na mesma coluna não diferem estatisticamente entie sipelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.
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TABELA 6. Teores foliares de micronutrientes da Sesbania rostrata com e sem
Glomus etunicatum(Ge) e nas doses de P.

Micronutrienteí

Tratamentos B Cu Fe Zn Mn

leP

deP

mg kg"1
Sem Ge

Com Ge

60 mg dm'3 c
300mgdm"3

69,95 b
71,46 a

69,92 b
71,48 a

10,29 b
12,89 a

P, mgdm"3
12,71 a
10,47 b

147,1 b
156,6 a

156.8 a
146.9 b

17,57 a
19,05 a

19,12 a
17,15 a

167,4 a
156,6 a

186,8 a
137,2 b

Médiasseguidas de mesmaletra namesmacoluna nãodiferem estatisticamente entresi peloteste
de Tukey a 5% de probabilidade.

Efeito negativo da presença do fungo foi observado para os nutrientes

Ca e Mg, enquanto a absorção de praticamente todos os nutrientes ocorreu com

maior intensidade (exceto Cu, Fe e Mn) quando as plantas foram submetidas a

300 mg dm'3 de P. Nesta dose de P, a maior absorção de nutrientes esteve

relacionada com o maior valor de matéria seca da parte aérea e massa nodular

caulinar, não mostrandoefeito mibitórionessas variáveis.

4GONCL0SOES

Para o experimento I, os maiores valores das variáveis relacionadas ao

crescimento, nutrição mineral e nodulação radicular e caulinar foram obtidos

entre as doses 120 e 180 mg dm'3 de P, em plantas inoculadas com

Azorhizobium e Glomus etunicatum. A inoculação de Ge com Az exerceu efeito

positivona nodulaçãoradiculare caulinar.
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Para o experimento EI, plantas inoculadas com Azhorhizobium e Glomus

etunicatum, mdependentemente da presença de N, apresentaram maiores valores

de produção de nódulos radiculares e caulinares, e maior acúmulo dos nutrientes

P, Fe, Cu e B; houve efeito positivo da maiordosede P na produção de matéria

seca da parte aérea e efeito negativo na porcentagem de colonização radicular

das plantas.
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TABELAIA.ResumodeanálisedavariânciadaSesbaniavirgataparaalturaediâmetroemintervalosdequatorzedias.

FV

Diasapósasemeadura(DAS)

INOC

P

INOCxP

CV(%)

28425670

Altura

NS3,02**6,48**11,78**

30,91**528,82**426,31**546,51**

NS2,75*4,35**5,40**

7,655,688,438,08

*;*significativosa1%e5%,respectivamente;ns:nãosignificativo.

28425670

Diâmetro

NSNSNS6,57**

25,09**152,74**378,02**482,69**

2,37**2,33**3,48**5,55**

6,508,197,797,17
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TABELA 2A. Resumo de análise da variância da Sesbania rostrata para altura e diâmetro em intervalos de quatorze
dias.

FV

INOC

P

INOCxP

CV (%)

Dias após a semeadura (DAS)

28 42 56 70 28 42 56 70

Altura Diâmetro

F

NS

42,75**

NS

17,66

NS NS

215,42** 789,95**

3,45** 3,52**

13,74 7,38

NS NS

869,94** 146,78**

5,24** 2,30**

7,10 8,11

NS 4,76** 4,07**

288,67** 612,50** 574,01**

4,71** 3,57** 2,94**

9,61 7,54 8.08

*;* significativos a 1% e 5 %,respectivamente; ns: não significativo.
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TABELA 3A. Resumo de análise da variância da Sesbania virgata para matéria seca da parte aérea (MSPA), número de
nódulos radicular, massa nodular; atividade da nitrogenase total e específica (Nase); colonização
micorrízica (COL)

FV MSPA Nodulação radicular ARA COL

Número Massa Total Específica

F

INOC

P

INOCxP

10,9**

330,1**

7,2**

23,4**

16,7**

4,3**

3,8*

11,5**

ns

3,65*

6,73**

ns

3,92*

6,2**

Ns

49,2**

9,3**

3,7**

CV(%) 14,3 17,4 18,9 43,2 35,4 36,4

significativos a 1% e 5 %, respectivamente; ns:nãosignificativo,
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TABELA 4A. Resumo de análise da variância da Sesbania rostrata para matéria seca da parte aérea (MSPA); número
de nódulos, massa nodular, atividade da nitrogenase total e específica (Nase) de nódulos radiculares e
caulinares; colonização micorrízica (COL).

FV Nodulação radicular Nodulação caulinar

MSPA Número Massa ARA total Número Massa ARA COL

INÓC NS 6,0** 2,91*

P 507,0** 41,1** 42,9**

INOCxP 5,8** 2,1* 3,0**

CV(%) 11,6 38,0 11,2

NS

16,5**

NS

26,5

**; * significativos a 1% e 5 %, respectivamente; ns: nãosignificativo.

Total Específica

498,0** 303,0** 114,0** 251,0** 38,5**

100,0** 67,8** 25,5** 48,9** 8,8**

34,1** 24,9** 8,4** 17,6** 2,4*

18,7 28,1 26,5 29,0 35,4
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TABELA6A.ResumodaanálisedavariânciaparateoresdemacronutrientesnasfolhasdeSesbaniarostrata

FVMacronutrientes

NPKSCaMg

F

INOC16,99**4,28**1,92NS5,17**2,92**16,04**

P14,92**152,99**74,47**20,80**106,91**66,47**

INOCxP2,01*3,90**3,89**8,59**6,26**3,84**

CV(%)18,3217,3914,5619,4817,5412,49

**;*significativosa1%e5%,respectivamente;ns:nãosignificativo.
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TABELA 8A. Resumo da análise da variância para o número, massa e atividade da nitrogenase (ARA) de nódulos
radiculares em S. rostrata.

FV Nódulos Massa nodular ARA Total

INOC 9,94** 62,2** 6,21**

P ,.,... 6>96** 12>5** 26>4**
INOCxP ,3,35** 6,5** Ns

CV% ',.. 37,2 27,3 11,2
*,**, ns.Significativo^ 5,l%enao significativo, respectivamente

. •. • • a.

o\ TABELA 9A. Resumo da analise da variância para o número, massa e atividade da nitrogenase (ARA) de nódulos
caulinares S. rostrata. '

FV Número de nódulos Massanodular ARA ARA'

total Específica

INOC 174** 72,9** 29,6** 80,7**

p iV&2** 31,5** 32,4** 89,0**
INOCxP 20,7** 11,6** 22,6** 42,9**

CV% 31,3 41,3 11,2 28,9

** Significativoa 1%.
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TABELA 10A. Análise da variância para matéria seca da parte aérea (MSPA), número (No.), massa (MS) e atividadeda
nitrogenase (ARA), total e especifica de nódulos caulinares e massa de nódulos radiculares e atividade
total e colonização micorrízica (COL) na S. rostrata.

;:'(»{

V '.,V •
Nódulos ARA

Radiculares Caulinares Radicular Caulinar COL

MSPA- US No. MS Total Total Especif %

F -

Ge Ns 30,1** 13,9** 5,4* 11,5** Ns Ns 77,3**

P 93,7** Ns ' ' 40,8** ' Ns 7,8** Ná Ns ;!^4,7* - ..
N •-fcl'">»" ;"v Ns'1 ' Ns Ns Ns Ns Ns Ns

GexP ^s'-1 5,7* 5>* Ns Ns Ns Ns - 6,Í5*!n :í,,,r
GexN Ns Ns Ns Ns Ns 4,15* 4,85* Ns

PxN ;:-*: ,,-Ns ; •. . ,.Ns„ ... Ns 9,1** Ns 6,70** Ns Ns

GexPxN, Ns Ns Ns Ns Ns Ns Ns Ns

CV%... . 5,30 28,48 14,80 21,60 24,00 34,80 30,82 19,90

Ge: Glomus etunicatum; e ns significativoa 5%, 1% e não significativo, respectivamente (Tukey).
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