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RESUMO

SANTOS, Diércules Rodrigues dos. Fésforo, fungo micorrizico e
Azorhizobium na produgdo de fitomassa e nutricio de Sesbania virgata
(Cav.) Per. e Sesbania rostrata (Brem. & Oberm.). Lavras: UFLA, 2000.
88p. (Tese — Doutorado em Solos e Nutrigdo de Plantas)”

A produtividade nos trépicos é limitada principalmente pela baixa
fertilidade dos solos. As leguminosas tomam-se importantes nessas areas pela
capacidade de suprirem seus requerimentos nutricionais, especialmente
nitrogénio (N) e fosforo (P), através da dupla simbiose radicular rizébio-fimgo
micorrizico arbuscular (FMA). Dentre as leguminosas com potencial para
recuperagido e manutengio da produtividade, destacam-se as espécies do género
Sesbania. Entretanto, sio raros os registros de estudos com as espécies S.
rostrata e S. virgata, ambas noduladas por Azorhizobium, relacionando esses
aspectos no Brasil. No capitulo 2, consta um experimento conduzido em casa de
vegetacdo, onde se avaliou o efeito de 4 condigdes de inoculagdo (Azorhizobium
(Az), Glomus etunicatum (Ge), Az+Ge, um controle sem inoculagio) e 5 doses
de P (0, 60, 120, 240 e 600 mg dm™) no crescimento e nutrigio das espécies de
Sesbania. Com excegdo da colonizagdio radicular por FMA, verificou-se efeito
positivo de P nas variaveis estudadas. Os maiores valores de altura, didmetro do
caule e matéria seca da parte aérea das espécies foram obtidos em doses
proximas a 500 mg dm™ de P, nos tratamentos com Ge em S. virgata e com Az,
Ge e Az+Ge, respectivamente, em S. rostrata. Os melbores efeitos na nodulagio
radicular e caulinar foram obtidos em doses proximas a 400 mg dm® de P,
principalmente no tratamento Az+Ge. No capitulo 3, constam dois
experimentos conduzidos em casa de vegetagdo. No experimento L, avaliou-se o
efeito de doses de P (0, 15, 60, 120 e 180 mg dm®), FMA (G. efunicatum) e
Azorhizobium no crescimento e nodulagio radicular e caulinar de S. rostrata. Os
maiores valores das variaveis relacionadas ao crescimento, nutrigio mineral e
nodulagdo radicular e caulinar foram obtidos entre as doses 120 e 180 mg dm™
de P, em plantas inoculadas com Azorhizobium e Glomus etunicatum. No
experimento II, avaliou-se o efeito de P (60 e 300 mg dm™ de P), auséncia e
presenca de Ge, auséncia e presenga de 14 mg dm™® de N, com inoculagio de
Azorhizobium em todos os tratamentos. Verificou-se efeito positivo da maior
dose de P na produgdo de matéria seca da parte aérea e efeito negativo na
porcentagem de colonizagfio radicular das plantas. Plantas inoculadas com

" Comité Orientador: Fétima Maria de Souza Moreira - UFLA (Orientadora), José
Oswaldo Siqueira - UFLA.



Glomus etunicatum, independentemente da presenca de N, apresentaram
maiores valores de produgio de nédulos radiculares e caulinares, e maior
acumulo de P e micronutrientes Fe, Cu e B.



ABSTRACT

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

. The productivity in the Tropics is limited mainly by low soil fertility.

The leguminous plants become important on these areas 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 on the species S. rostrata and S. virgata, both nodulated
by Azorhizobium, relating these aspects in Brazil are rare.. In chapter 2, there is
an experiment performed under greenhouse conditions, evaluating the effect of
4 types of inoculation (Azorhizobium (Az), Glomus etunicatum (Ge), Az+Ge,
one control without inoculation) and 5 P levels (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™ of P in the 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™), AMF (G. etunicatum) and Azorhizobium on
growth and root and stem nodulation of S. 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™ of P, on Azorhizobium
and Glomus etunicatum inoculated plants. In experiment II, the effect of P 60
and 300 mg dm™ de P), absence and presence of Ge, absence and presence of 14
mg dm® of N, with inoculation of Azorhizobium in all treatments. Positive
eﬁ’ectofthehigh%tdoseofPonshootdrymatterproductionandnegative
effect on the percentage of root colonization of plants. Plants inoculated with
Glomus etunicatum, independently of the presence of N, presented the highest

" Guidance Committee: F4tima Maria de Souza Moreira - UFLA (Major Professor), José
Oswaldo Siqueira ~ UFLA.
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values of root and stem nodule production, and greatest accumulation of P and
micronutrients (Fe, Cu and B)



CAPITULO 1

1 INTRODUCAO GERAL

A necessidade de aumento da produgdo em regides tropicais, para
atender a crescente demanda de alimento ¢ afetada negativamente por fatores
socio-econdmicos e edafoclimaticos. Uma das principais limitagdes na maioria
das terras cultivadas dos trépicos é a baixa fertilidade dos solos que, em sua
maioria, sfo acidos e apresentam deficiéncias acentuadas de nitrogénio (N) e
fosforo (P).

Vérias pesquisas tém demonstrado que a produtividade das culturas nos
solos tropicais poderia ser melhorada, principalmente se utilizadas quantidades
relativamente elevadas de fertilizantes fosfatados e nitrogenados. Entretanto, o
uso macigo desses insumos, na maioria dos casos, seria dispendioso para o
produtor, pois o processo de produgdo do N e do P consome energia proveniente
de combustiveis fosseis, contribuindo para o breve esgotamento das reservas
mundiais, e prejuizos ao . meio ambiente. Ha, assim, necessidade do
desenvolvimento de técmicas que permitam manejo dos recursos naturais do
solo e uso de espécies vegetais que possam manter a produtividade e
sustentabilidade de sistemas de produgdo em solos deficientes.

Pesquisas visando obter alternativas ou redugio do uso de fertilizantes
nitrogenados inorganicos tém ocorrido nio somente impulsionado pelo alto
custo da fertilizagdo, mas também com o objetivo de manter a produtividade e
sustentabilidade ecologica do solo ao longo do tempo.

A integracdo de leguminosas arbustivas, pioneiras e eficientes na
fixacdo de nitrogénio em sistemas agroflorestais nos tropicos, pode trazer uma
grande contribuigdo para a reestruturagio e manutengdo da fertilidade do solo,



melhorias nas propriedades fisicas e quimicas, e menor degradagdo do meio
ambiente.

Destacam-se dentre as leguminosas com potencial para recuperagdo e
manuten¢io da produtividade dos solos, as espécies de Sesbanmia, leguminosas
que apresentam versatilidade para adaptagdo a diversas condig3es
edafoclimaticas, crecimento rapido e podem ser empregadas como adubo verde,
utilizagdo na recuperagdio de solos marginais e até mesmo na suplementagio de
alimentagdo animal. Além disso, algumas espécies como a Sesbania rostrata,
originaria do oeste da Africa, e a Seshania virgata do Brasil, sdo capazes de
uma prolifica nodulagio radicular, sendo que a S. rostrata também nodula no
caule, ambas com bactérias do género Azorhizobium. Isto confere vantagem
adicional ao uso dessa leguminosa em relagio a outras leguminosas,
principalmente quando sob condicdes edificas adversas (como: salinidade,
inundagio e acidez).Entretanto, o sucesso mo uso de leguminosas como
biofertilizante depende de sua produgdo, da fixagdo do N, e disponibilidade de
nutrientes no solo, especialmente do P. Sua eficiente absor¢do depende de
atributos do sistemas radicular, e em muitos casos, esta absorgdo pode ser
incrementada pela associagdo com fungos micorrizicos arbusculares (FMAs).

Assim, sdo destacados os efeitos benéficos que a triplice simbiose
rizébio-FMA-leguminosas podem trazer para o crescimento dessas plantas em
solos pobres. Entretanto, sdo raros os registros de estudos com S. virgata e S.
rostrata, relacionando esses aspectos no Brasil.

O presente estudo teve o objetivo de avaliar o crescimento e nutrigdo
da S. virgata e da S. rostrata sob a presenga de fosforo, fungo micorrizico e
Azohizobium.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Fésforo, fungos micorrizicos arbusculares e nutrigiio de plantas

Em contraste com a importincia do P como nutriente mineral de plantas,
sua disponibilidade no solo é freqiientemente baixa. Aproximadamente 95-99%
do P total existente no solo encontram-se na forma insolivel, sendo indisponivel
para a absorgdo vegetal (Hayman, 1983).

O principal mecanismo pelo qual a simbiose micorrizica pode melhorar
a capacidade absortiva do P pelas plantas é resultante de um processo
fisiologico, no qual as hifas extemas do fungo crescem além da zona de
deplego, aumentando a absorgio de P e outros nutrientes de baixa solubilidade,
resultando no mais destacado beneficio atribuido aos fungos micorrizicos a
planta hospedeira, que é a sua melhoria nutricional (Cooper, 1984). Quando a
disponibilidade desse nutriente no solo é baixa, a associagio micorrizica
melhora sua absorgdo e facilita sua translocagio para o hospedeiro (Cox et al.,
1980).

A maioria das plantas forma, em suas raizes, associagdes mutualisticas,
com fungos do solo da ordem Glomales (Zigomicetos). Os principais beneficios
das micorrizas sobre o crescimento das plantas sio devidos ao aumento da
superficie de absorgdo e maior exploragio do volume do solo pelo sistema
radicular das plantas. Isto reflete em maior absor¢dio de nutrientes,
principalmemnte aqueles que se movem no solo por difuso, notadamente o P.

Os efeitos dessa associagdo nos pardmetros cinéticos de absor¢io em
culturas agricolas (Karumaratine, Baker ¢ Barker, 1986; Faquin, Malavolta e
Muraoka, 1990; Silveira, 1990) sio relativamente conhecidos. Embora os
resultados sejam ainda discordantes, parece que devido ao aumento da

superficie da absorcdo, 0 Vmax ¢ maior e 0 Cmin é menor nas plantas



micorrizadas, conferindo is mesmas maior capacidade de absorgdo a uma
determinada concentrago de P na solugdo.

Contudo, existem grandes diferencas entre as espécies na sua
dependéncia micorrizica para o seu crescimento e absor¢do de P. As espécies de
plantas com sistema radicular pivotante e com poucos pélos absorventes, como
a maioria das arbdreas, sdo consideradas altamente dependentes do fungo
micorrizico para a absorgdo de nutrientes do solo, estando sua sobrevivéncia e
capacidade produtiva condicionadas & micorrizagdo (Siqueira, 1997), essencial
no estabelecimento de comunidades vegetais (Francis e Read, 1994). Assim, a
simbiose com FMAs é altamente desejavel para o estabelecimento e
desenvolvimento dessas espécies vegetais em solos pobres, pois permite
redugio dos investimentos com fertilizantes (Siqueira, Collozzi Filho e Oliveira,
1989; Siqueira et al., 1998). Esses beneficios as plantas ocorrem também em
ambientes estressantes, limitantes ao crescimento da hospedeira (Sylvia e
Willians, 1992).

Atualmente sdo conhecidas apenas cerca de 140 espécies de
FMAs, distribuidas nos géneros Gigaspora e Scutellospora
(Gigasporaceae), Glomus e Sclerocystis (Glomaceae) e Acaulospora e
Entrophospora (Acaulosporeceae) (Morton e Benny, 1990). As espécies
de FMA diferem em sua capacidade associativa e efetiva nas
hospedeiras, em fingdo da espécie inoculada (Lopes e Siqueira, 1980).
Embora a quantidade de micorrizas seja, a principio, considerada a
mesma em diferentes zonas geograficas, os méaximos resultados
_benéficos estdo associados a solos aridos (Varma e Schuepp,1995). A
variabilidade dos diferentes fungos de ocorréncia natural € alta, tanto na
infectividade, quanto na efetividade simbiotica (Mosse, Warner e Clarke,



1982; Siqueira e Franco, 1988), para diferentes combina¢des fungo-
planta e condigdes ambientais (Abbott e Robson, 1985).

A exploragdo em larga escala desses fungos passa necessariamente pela
selegdo de espécies e ou isolados efetivos e compativeis com a cultura e com
condigdes edafoclimaticas do ecossistema que se pretende explorar. Como os
FMAs sfo mais influenciados por variagdes ambientais do que a planta
hospedeira (Mosse, Powell e Haiman,1975; Siqueira e Collozzi Filho, 1986), a
avaliagdo simbiética de fungos nativos isolados no préprio ecossistema em que
se pretende explorar a simbiose é um procedimento que deve ser adotado para
obtencdo de fungos ou populagdes mistas com elevada efetividade (Siqueira e
Franco, 1988).

Assim, MAs tém sido extensivamente estudadas com relagio a
aquisicio de nutrientes, notadamente em relagdo aqueles que se movem por
difusd3o. Virios trabalhos tém demonstrado a sua importincia na melhoria
nutricional, especialmente em P, em vérias espécies vegetais (Siqueira e Paula,
1986, Paula e Siqueira, 1987, Siqueira e Franco, 1988; Monteiro, 1990;
Siqueira, 1994; Saggin-Jinior, Siqueira e Guimardes, 1994; Saggin-Junior e
Siqueira, 1996) .

2.2 Sinergismo em leguminosas - interago rizébio-FMA

Amalmente o efeito das micorrizas em leguminosas arbdreas tem
recebido atengdo especial em varios estudos. A fixagio biolégica do N2 (FBN)
por bactérias gram-negativas (Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium,
Mesorhizobium e Azorhizobium), genericamente denominadas rizébio, em
simbiose com plantas da familia das Leguminosae apresentam alto
requerimento de P. Assim, a concentracio de P nos nédulos geralmente ¢ trés
vezes maior do que nas raizes jovens, e compostos ricos em P fornecem energia
suficiente para o processo de FBN.



Em decorréncia da baixa disponibilidade de P no solo, além da
morfologia do sistema radicular das leguminosas, geralmente pouco ramificado,
a FBN ¢é frequentemente restringida pela caréncia de P. Entretanto, a
leguminosas podem, simultaneamente, interagir mutualisticamente com rizébio,
e fixando N, em nédulos radiculares e fungos micorrizicos arbusculares (familia
Endogonaceae), que podem aumenta a absorcio de nutrientes de plantas,
principalmente de P (Smith, 1980; Allan e Allen, 1981), apresentando na
maioria das vezes, alta depedéncia micorrizica.

Cluett e Boucher (1983) sumarizaram resultados a partir de seu estudo e
de 20 trabalhos subsequentes, em diversas leguminosas de uso agricola,
publicados entre 1977 e 1981. Em dezesseis dos 20 estudos, a inoculagdo
micorrizica incrementou significativamente a nodulagdo e FBN. A inoculagio
micorrizica diminuiu a nodulagio em um estudo, e o beneficio ndo foi
verificado em trés estudos restantes. Os autores concluiram, também, que o
efeito micorrizico na produgio de matéria seca foi mediado pela melhoria na
nutrigio da planta hospedeira.

Nos tltimos 30 anos, varias pesquisas relacionadas a dupla inoculagdo
tém demonstrado beneficios para espécies arbéreas (Daft e El-Giahmi, 1975;
Habte, 1987; Michelsen e Rosendahl, 1990) e arbustivas (Rahmam e Parson,
1997), tanto em relagio a aumento do crescimento inicial de mudas, como em
aumentos significativos na nodula¢do, fixagdo do N; e acimulo de nutrientes,
notadamente NeP.

Em leguminosas, as micorrizas arbusculares estimulam a nodulagio por
rizébio devido a uma maior absorgio de fosforo, promovendo maior
crescimento da planta hospedeira.

Manjunath, Bagyaraj e Golapagowa (1984), avaliando o efeito do P em
solos com baixa disponibilidade desse nutriente em leucena (Leucaena
leucocephala), observaram que a presenga de Glomus fasciculatum,



isoladamente, promoveu aumento da nodula¢io induzida por rizébio nativo. O
mesmo estimulo também foi observado em presenca apenas do rizébio e na
colonizagdo de raizes por FMAs nativos. Quando a leucena foi duplamente
moculada, a nodula¢dio, colonizagdo micorrizica, peso de matéria seca e
conteido de N e P foram superiores a inoculagio de ambos isoladamente.
Resultados positivos da dupla inoculagiio em relagdo a inoculagdo simples,
também foram obtidos para a produgio de matéria seca, com aumentos do
conteiado de N e P na parte aérea da planta, nodulagiio e colonizagio micorrizica
em mudas de acacia (dcacia auriculiformis) (Chang, Hu e Cao, 1986); e em
leucena (L. leucocephala) (Costa e Paulino, 1990).

Segundo Michelsen e Rosendhal (1990), a nodulagio com acacia
(Acacia nilotica) e leucena (L. leucocephala), responde de maneira diversa a
dupla inoculagdo, com efeito apenas na primeira, e indicando a existéncia de
sinergismo e respostas diferenciadas em fun¢do dos simbiontes.

Em um experimento de campo em Kamataka, india, com caupi (Vigna
unguiculata cv. C-152), Rhizobium, Glomus fasciculatum e aplicagdo de 0, 50
ou 100% do N e P recomendados (25 kg N e 50 kg P ha™), observou-se que
nimero e massa de nédulos foi mais altos com a dupla inoculaggo e 50% de N
e P. O rendimento de griaos mostrou tendéncia semelhante, enquanto o conteiido
de N e P foi maior com a dupla inoculagio nas doses de N e P recomendadas.
Respostas similares foram observadas por Dhingra et al. (1994), para a lentilha
(Lens esculenta L.), inoculada com R leguminosarum e G. etunicatum e
aplicagio de P (60 kg P,Os ha'). Kumutha e Santhanakrishnam (1994)
estudaram o efeito da dupla inoculagio Bradyrhizobium japonicum e Glomus
Jasciculatum em soja (Glycine max) cv. Co.1, avaliados em vasos, e verificaram
o dobro da fixagdo do N em relagdo a inoculagio isolada do rizébio.



Faria et al. (1995) observaram que a nodulagiio em Albizia lebbeck foi
igualmente aumentada pela aplicagdo de fosforo e inoculagdo com FMAs, e que
tanto a inoculagdo com rizobio q ‘

uanto com Glomus etunicatum promoveram crescimento e fomecimento
de N e P. A inoculagio com rizobio e FMAs promoveu, em mudas de Acacia
mangium, crescimento satisfatorio quando P foi fomecido, no entanto, a
inoculagio com rizébio foi menos eficiente que a adubagdo nitrogenada em
termos de crescimento e acimulo de N na parte aérea. Evidenciou-se, portanto,
a necessidade de aplicagiio de pequenas doses de fertilizantes contendo estes
nutrientes e inoculagio com rizébio eficiente e FMAs para o crescimento inicial
pleno das mudas (Faria et al., 1996).

Resposta a simples e dupla inoculagdo com FMAs (G. fasciculatum) e
uma estirpe de Rhizobium tolerante a salinidade foi objeto de estudo em S.
grandiflora cultivada em vaso com solo arenoso, no Oeste de Bengala, india.
Os resultados, apés 120 dias, mostraram que tanto a simples como a dupla
inoculagdo promoveram aumentos significativos no peso das raizes e producdo
de matéria seca da parte aérea em relagio as plantas ndo inoculadas. As
diferencas entre a simples inoculagio de Rhizobium ou de FMA nio foram
significativas, entretanto, a dupla inoculagio apresentou aumento significativo
na producio e nodulagdio (Sengupta e Chaudhuri, 1995) em relagdo a inoculagio
simples.

As associagdes micorrizicas, juntamente com sistema simbidticos
fixadores de nitrogénio, representam importantes mecanismos que habilitam as
leguminosas a mobilizar e reutilizar fontes restritas de fésforo e nitrogénio, em
solos de baixa fertilidade, em ecosistemas degradados (Siqueira, 1997). O
manejo dos fatores que beneficiam a dupla inoculagdo FMA-rizdbio é de vital
importincia quando se pretende obter o estabelecimento de leguminosas e os



beneficios promovidos pelas mesmas, tanto do ponto de vista econémico quanto

ambiental, em areas de solos pobres.

2.3 Efeito do P no FMA

As micorrizas sdo influenciadas por fatores inerentes & planta, ao fungo
e ao ambiente. Varias praticas podem afetar o potencial de indculo no solo tais
como rotagdo de cultura, erosdo, preparo do solo, fogo, uso de pesticidas,
fertilizantes, calagem, monocultura, pastejo intensivo (Johnson e Pfleger, 1992).
Estas atuam sobre os propagulos ou nas diferentes fases da simbiose, exercendo
grande influéncia sobre a formagdo, funcionamento e relagdes ecolégicas dessas
associagdes (Siqueira, 1997).

A micorrizagdo geralmente € inibida em condicdes de elevada
fertilidade. Dentre os macronutrientes, o N e o P sdo os que exercem efeitos
depressivos mais acentuados, sendo esses mais documentados no
estabelecimento e funcionamento da simbiose e na distribuicdo e composigdo
das espécies fingicas. Esses nutrientes ndo exercem efeitos fungistaticos sobre
os propagulos do fungo na rizofera, quando em concentragdes proximas a étima
requerida pela planta hospedeira. A capacidade dos FMAs em absorver,
translocar e transferir o fosforo para a planta esta relacionada a efetividade das
micorrizas e ao nivel de fosforo no solo (Menge, Johnson e Platt, 1978).

Virios estudos relatam que alta disponibilidade do P no solo, promove
restri¢do a infeccdo micorrizica e redugdo da porcentagem de raizes colonizadas
(Thompson, Robson e Abbott, 1986; Siqueira, Collozzi Filho e Oliveira, 1989,
Amijee, Stribkey e Tinker, 1990). Esse fato vem sendo atribuido a uma possivel
reducio de metabolitos fiingicos, carboidratos soliveis, compostos nio
nitrogenados (Same, Robson e Abbott, 1983), e outros, pela presenca de
exudatos radiculares (Thompson, Robson e Abbott, 1986). Segundo Siqueira,
Nair e Hammerrschimidi (1991), os efeitos do P sobre as plantas so indiretos,



de modo que o aumento na disponibilidade do nutriente no solo promove maior
absorgdo e concentragdo na parte aérea, onde atua em processos fisiologicos e
ou metabdlicos relacionados a fotossintese (crescimento, partigdo e distribuicio
de fotoassimilados na planta) que atuam no estabelecimento e fumcionamento da
associagio como um mecanismo auto-regulador. Esse mecanismo difere nos
diferentes tipos de micorrizas, e até diferentes sistemas fungo-planta.

A dependéncia micorrizica, que define o grau de micotrofismo existente
entre planta e fungo, varia de espécie para espécie e geralmente diminui com o
aumento nos niveis de P disponivel (Habte e Manjunath, 1991). Espécies
arboreas tropicais geralmente apresentam elevada dependéncia micorrizica,
como leucena (L. leucocephala) (Taufigl e Habte, 1985), acacias (4.
auriculiformis) (Aggangan et al., 1992) e 4. sp. (Sankaran, 1992), evidenciando
o beneficio da inoculagio com FMAs, que propicia aumentos significativos no
crescimento inicial das mudas, biomassa da parte aérea, colonizagdo micorrizica
e contetido de P total na planta, quando em solos deficientes nesse nutriente.

Amijee, Stribkey e Tinker (1990) mostraram que na concentragio de P
do solo em que ha a redugio na taxa de infecgio micorrizica, a concentragio de
carboidratos é elevada. Eles observaram, ainda, um elevado numero de pontos
de infecgdo abortados na raiz e sugeriram que elevadas concentragoes de P no
solo reduzem a infecgdo micorrizica pela mudanga na anatomia radicular que se
tornaria mais resistente a penetragdo dos fungos.

A elevagio 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 distirbios nutricionais e/ou doengas do sistema
radicular, aumentando o requerimento de nutrientes pelas culturas, reduzindo
sua tolerincia ao estresse hidrico, comprometendo sua sobrevivéncia e
produtividade (Johnson e Pfleger, 1992).
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A disponibilidade de P pode determinar o custo metabdlico da simbiose,
a natureza da relacdo simbidtica e a magnitude dos beneficios da micorrizagdo
(Bethlenfalvay e Yoder, 1981; Amijee Stribkey e Tinker, 1989; Siqueira e
Saggin Jinior, 1995). As concentragdes de fosforo no solo acima do requerido
para o crescimento maximo da planta podem provocar efeitos adversos nos
FMAs, diminuindo a colonizagdo micorrizica e a esporulagdo (Siqueira,
Hubbell e Valle, 1984; Thonmpson, Robson e Abbott, 1991). Segundo Siqueira
e Colozzi-Filho (1986), teores de P acima de 50 mg dm™ de P extraivel no solo
(Mehlich-1), em café (Coffea arabica L.), sob condigdes controladas e a campo,
reduzem rapidamente os beneficios da micorrizagdo, indicando a existéncia de
um nivel de P no solo, acima do qual nio ha mais beneficio para a planta. No
entanto, algumas espécies de FMAs podem também se estabelecer de maneira
efetiva em condigdes de elevada disponibilidade de fosforo, dependendo da
planta hospedeira (Koide, 1991).

A importincia das micorrizas para o estabelecimento de espécies
florestais nativas do Brasil tem despertado, recentemente, grande interesse.
Estudos conduzidos por Cameiro et al. (1996) avaliaram a resposta a P e
inoculagdo com fungos micorrizicos Glomus etunicatum e Gigaspora margarita
31 espécies florestais, sendo 25 nativas e seis exdticas, e verificaram que,
das espécies testadas, cinco (16%) nfio apresentaram sinais de colonizagdo
micorrizica e apenas trés (9,6%) ndo responderam a adigdo conjunta de P e
inoculagio com FMAs. Os autores verificaram, também, que a nodulagio das
leguminosas foi maxima para a interagiio fosforo-micorriza, e no tratamento
controle as plantas nio nodularam. De maneira geral, entre as espécies
avaliadas, a producdo de raizes no tratamento controle foi inferior & dos demais.
Estes resultados ilustram a importincia 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 sobrevivéncia comprometida em solos
desprovidos de endofitos efetivos.

Siqueira et al. (1998) avaliaram o micotrofismo de 28 espécies arboreas
pertencentes a diferentes grupos sucessionais, a maioria representante do
Sudeste brasileiro, sendo cinco pioneiras, oito secundarias iniciais, oito tardias e
sete em climax. Esses autores verificaram que as espécies pioneiras foram mais
responsivas a inoculagio com FMAs do que as em climax na fase de mudas.
Neste experimento, as plantas micorrizadas e adubadas com fosforo
acumularam, em média, 40% mais matéria seca na parte aérea do que as apenas
micorrizadas, sendo estas respostas homologas entre as espécies do mesmo
grupo sucessional, demostrando que apresentam um mesmo padrdo de resposta
4 adubagiio com P. Entretanto, quando se compararam plantas micorrizadas e
adubadas com as somente adubadas, foram encontrados valores da ordem de 66,
31 e 11% para espécies pioneiras, secundirias e climax, respectivamente. Essa
grande diferenca entre grupos sucessionais sugere que a micorriza ¢ um
importante fator ecolégico para o crescimento inicial e estabelecimento dessas

espécies.

2.4 Fatores que afetam a dupla inoculagiio rizébio-FMA

Varios fatores podem limitar a fixagio de N, 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 variagSes
dos fatores ambientais como temperatura e umidade, aeragdo e pH e dos fatores
biolégicos sio de grande importincia para a sobrevivéncia e persisténcia do
rizobio no solo. Assim, as variagdes em quaisquer desses fatores podem
interferir direta ou indiretamente sobre o desenvolvimento dos organismos e
afetar a diversidade e atividade dos microrganismos diazotréficos no solo. A
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deficiéncia de P é um importante fator limitante para a fixagdo biolégica do N,
(FBN) que tem alto requerimento nesse nutriente.

O sistema radicular das leguminosas, por sua geometria, é mais restrito
do que o das gramineas, tomando-as mais dependentes da adubagdo fosfatada e
dos fungos micorrizicos, que podem aumentar sua capacidade de absorver P do
solo.

Em experimento de campo na estagdo das chuvas de 1989/90 com
amendoim (Arachis hypogea L.) cv. LG-19 inoculado com FMA (Glomus
Jasciculatum) e Rhizobium, comprovou-se que a dupla inoculagio aumentou o
comprimento e peso de raiz, produgiio de biomassa, nodulagdo, FBN aciimulo
de P e rendimento de grios (Mane, Haud e Kohide, 1993). O aumento na massa
de nodulo devido a inoculagdo de FMA a 0,4 mg P L™ sugere que fatores nio
relacionados a nutrigdo da planta em P possam estar envolvidos. Os autores
sugerem que a falta resposta a0 FMA em niveis mais altos de P (0,8 mg P L),
apesar da colonizagdo com FMA comparavel 3 observada em niveis de P mais
baixos (0,4 mg L), ratificam esta hipétese.

Em 1989-91, durante o inverno em Punjab, india, lentilhas inoculadas
ou ndo com R leguminosarum e ou G. fasciculatum cv LL-56 foram semeadas
antes da aplicagio de 0-60 kg P,0s ha™. Os rendimentos de griios nio diferiram
significativamente entre tratamentos de inoculagio ou entre tratamentos de P em
dois anos, mas variaram significativamente quando se empregaram 40 kg P,0s
apenas no primeiro ano, quando houve uma interagio significativa entre
inoculagdo e P (Dhingra et al., 1994), indicando redugdo das respostas a dupla
moculagdo em anos sucessivos, provavelmente pelo estabelecimento dos
simbiontes no ambiente.

Resposta de trevo (Trifolium repens) para inoculagio com FMA,
Rhizobium (R), FMA + Rhizobium (FMA+R) e o efeito de P (6 a 117 kg ha™ de
P,0;s para experimento com vaso e 60 kg ha™ de P,Os a campo) foram avaliadas
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(Lin et al., 1993). Infeccdo micorrizica (48,75% aos 80 dias), nimero de
nodulos no experimento de campo, peso de folhas e raizes (0,49 e 0,12 g planta
! a 240 dias no experimento de campo), teor de P (aumentos de 4,4-4,7 vezes) e
N (aumentos de 10-13 vezes), e a recuperagdo de P em T repens foram mais
elevadas em plantas inoculadas com FMA+R, sendo as resposta @ moculagio
expressivas com 60 kg P,Osha™ na forma de superfosfato.

Em um estudo para se determinar os mecanismos que mediam a
eficiéncia da dupla inoculagdo, Olsen e Habte (1995) estudaram a interagdo de
FMA (Glomus agragatum) em solo fumigado. As concentragdes iniciais do P na
solugio do solo foram estabelecidas em 0,06; 0,2; 0,4 ¢ 0,8 mg de P L. A 0,06
e 0,2 mg de P L, a inoculagio com FMA aumentou significativamente a
concentracio de P na planta, assim como o numero e peso de nodulos. A
presenca de FMA também aumentou o peso de nédulos e a concentragio de P a
0,4 mg de P L, mas nio influenciou significativamente outras variaveis. Os
resultados indicaram que os aumentos na nodulagdo estdo associados com a
inoculagdio de FMA, em concentragdes de P abaixo de 0,4 mgL™.

Portanto, para maximizacdo dos beneficios das MAs s3o recomendadas
praticas de manejo do solo. como a redugdo no uso de fertilizantes,
principalmente nitrogenados e fosfatados, além de outros citados por Siqueira
(1997) como fungicidas, manutencdo da cobertura vegetal e conservagio do
solo, rotagdo e consorciagdo com espécies formadoras de micorrizas, melhoria
das condigdes edaficas através da calagem e adubagdo orgamica, adogdo de
cultivo minimo e o emprego da inoculagdo quando requerida.

Os requerimentos nutricionais da planta hospedeira para o seu
crescimento e processo de FBN tém sido relativamente bem estudados.

A influéncia do P na FBN é citada em um consideravel mimero de
trabalhos, mas os mecanismos envolvidos ainda carecem de mais estudos.
Robson, O’Hara e Abbott (1981) observaram que o N-combinado aumentou o
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crescimento de trevo (Trifolium subterraneo L.) devido a presenga do P. Os
autores concluiram que o P aumentou a FBN na planta, estimulando a sua taxa
de crescimento pelo efeito especifico exercido .na sobrevivéncia e
desenvolvimento do rizébio ou na formagdo e funcionalidade dos nédulos.
Estudos com estilosantes (Stilosanthes humilis HB.K.), soja (Glycine max L.) e
ervilha (Pisum sativum L)) tém sugerido efeito mais especifico do P na
iniciagdo, crescimento e desenvolvimento e fungdo dos nédulos (Bethlenfalvay
e Yoder, 1981; Cassman,Whitney e Stckger, 1981; Gates e Muller, 1979). Israel
(1987) observou que a presenga de P promoveu aumento na taxa de iniciago,
crescimento e funcionalidade dos nddulos com resposta no desenvolvimento da
planta hospedeira.

As conclusdes baseadas na maioria das observagdes relatam que o
aumento no suprimento de P em plantas dependentes da FBN tem origem
apenas no incremento do N fixado, induzido pela maior nodulagio (niimero e
massa de nédulos), maior taxa de crescimento da planta hospedeira e maior
atividade da nitrogenase especifica dos nédulos.

2.5 O género Sesbania

As leguminosas da familia Papilionoideae do género Sesbania,
compreendem cerca de 70 espécies, amplamente distribuidas em regies
tropicais e subtropicais (Allan e Allen, 1981). A maioria das espécies é
anual ou bianual, algumas sio arbustos semiperenes de estagSes curtas, e
poucas espécies sdo perenes. Todas sdo potencialmente uteis para
promover melhorias na qualidade do solo. Sua capacidade de fixar N,
permite seu crescimento rapido em solos deficientes de N, favorecendo
sua utilizacdo como adubo verde (Rinaldo, Dreyfus eDommergues,1988),
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cobertura do solo e em sistemas de producgdo agroflorestais e florestais
(Ndoye, Dreyfus e Becker, 1989).

A Sesbania virgata (Cav.) Per. é uma espécie arbustiva, pioneira, de
crescimento rapido, semiperene, de ocorréncia generalizada no Sudeste do
Brasil (Monteiro, 1994), e pode fixar o N, em nodulos radiculares induzidos por
Azorhizobium johannense (Moreira et al., 2000). Em estudo do crescimento e
nodulagdo em treze espécies de leguminosas arbustivas/arboreas no Brasil,
Veasey et al. (1997) ndo observaram nodulagio por rizébio nativos na S.
virgata, indicando especificidade da hospedeira para com o rizébio. A espécie
apresenta plasticidade morfo-anatomica que permitem sua adaptagdo a
condicdes edaficas redutoras (Davanso-Fabro et al.,1998).

A Sesbania rostrata Brem. & Oberm., leguminosa arbustiva, nativa da
oeste da Africa, vem sendo bastante estudada como adubo verde em pré-cultivo
de cereais, em varios paises da Africa e da Asia, por apresentar prolifica
nodulagio no caule por Azorhizobium caulinodans, além das raizes (Alazard
and Duhoux, 1987; Rinaudo, Dreyfus e Dommergues,1988; Dreyfus,Garcia e
Gillis,.1988), capacidade para fixar grandes quantidades de N, em apenas 45-56
dias (Becker, Ladha e Ottow, 1990; Pareck, Ladha e Watanabe,1990) e rapido

crescimento.

2.5.1 Produgéo de biomassa

S. rostrata pode produzir até 8,5 t ha™ de biomassa, acumulando até 252
kg ha™ de N (Tiwari et al., 1995). Por isso, ela vem sendo objeto de estudos em
diversas areas de conhecimento. Varios estudos relacionados ao seu
aproveitamento como adubo relatam, com freqiiéncia, actimulo de nitrogénio a
niveis que oscilam entre 50-150 kg ha™ em 45-60 dias, com 80 - 90% deste
nutriente proveniente da fixagio do N, (Ladha, Watanabe e Sacno, 1988;
Becker et al., 1991; Bhuian et al., 1996; Ndoye, Dreyfus e Becker, 1996).

16



A produgdo de biomassa da S. virgata, avaliada em experimento de
campo, ¢ comparavel 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 al., 1995), sendo por isso, potencialmente promissora para
uso nos trépicos.

O alto desempenho das Sesbanias como melhoradoras das condi¢des
fisicas, quimicas e bioldgicas do solo é objeto de varios estudos (Tlyas, Muller e
Qureshi, 1993; Alvarez et al., 1996; Bhattacharya e Mandal, 1996; Alam, Magid
e Islam, 1997). A incorporagdo de S. rostrata na presenca de gesso implica no
efetivo controle da saturagdo de sodio, sendo que a remogdo do mesmo pela sua
incorporagdo foi similar a adi¢do de 12,5 e 24,0 t ha™ de gesso na auséncia do
adubo verde. A imobilizagio de Ca pela incorporagdo da S. rostrata foi
equivalente a 12,5 t de gesso ha™ (Hargopal-Singh, Bajva e Sing, 1994).

Como altemativa para fertilizantes nitrogenados inorganicos,
objetivando aumento da produgio de cereais, notadamente do arroz e do trigo, o
uso de Sesbania tem merecido destaque em varios estudos. Quando
incorporadas, isoladamente ou combinados com uréia em quantidades que
oscilam entre 50-150 kg ha”, em condigSes aerébicas, e 307 kg de N ha™, em
condicdes anaerobicas (Patel, Sidhu e Beri, 1996), promovem aumento de
producdo e uma economia de até 60% no uso do N-inorganico (Tiwari et al.,
1995; Marapatra & Sharma, 1996). Os efeitos residuais de sua incorporagio sdo
citados como promotores de aumentos nas produgdes da cana-de-agiicar
(Saccarum offricinarum) (Alam, Magid e Islam, 1997), arroz (Oriza sativa) e
trigo (Triticum aestivum) (Tiwari et al., 1995; Budhar e Palaniappan, 1996), e
Cucurbita moschata (Garcia et al., 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 por hectare 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 tinctoria
para cana-de-agticar e concluiram que C. juncea foi a mais indicada para uso na
cultura devido ao seu rapido crescimento, contribuindo com 52 kg N ha™ contra
42 kg ha™ da S. rostrata. De forma geral, o incremento na produgdo da cana
situou-se entre 7-25% com adubagdio verde, contra 21-48% da adubagdo
inorgdnica (50200 kg de N ha'), e os adubos verdes aumentaram
significativamente o C-orgénico, N-total, P e S disponiveis ¢ K trocavel no
solo. Respostas das contribuigdes, resultantes da incorporagdo de residuos de S.
rostrata e Aeschynomene afraspera no aumento das concentragdes de P, K, Fe e
Mn na soluggo do solo, também foram citadas por Medhi e Dedatta (1997).

2.5.2 Nedulacéo caulinar e radicular

A capacidade da S. rostrata modular no caule pode promover
oportunidade adicional para a fixagio do N, em solos sob condigdes
estressantes (Ladha, Watanabe e Saono, 1988). Tomekpe,Dreyfus e Holsters,
(1996), estudando a natureza competitiva da nodulagdo de A.caulinodans nos
sitios de infecgio localizados no caule de S. rostrata, avaliaram os
microrganismos Azorhizobium caulinodans (ORS571) e Sinorhizobium teranga
(ORS51 e ORS52), simbiontes da mesma planta hospedeira. O Sinorhizobium,
embora freqiientemente presente em nodulos de raiz, foi também encontrado em
nédulos do caule, porém em menor frequéncia. Segundo os mesmos autores, o
fato se deve a abundante presenca de Azorhizobium na superficie da folha e no
caule da planta hospedeira. Outros fatores plausiveis que determinam o maior
especificidade do Azorhizobium no caule foram estudados. Em condi¢des
experimentais, nas quais raizes nfo s3o inoculadas, todas as estirpes nodularam
muito bem. Porém, estirpes de Sinorhizobium ORS51 e de ORS52 sdo muito
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mais sensiveis que a de Azorhizobium ORS571 3 supressdo de nodulagdo do
caule através de inoculagio prévia da raiz.

Boivin et al. (1997), avaliando as propriedades simbidticas formadoras
de nodulos caulinares Azorhizobium sp., Azorhizobium caulinodans e as
recentemente descritas Sinorhizobium saheli e Sinorhizobium teranga bv.
sesbaniae, em diferentes espécies de Sesbania, mostraram que estirpes S. saheli
e S. teranga bv. sesbaniae nodulam efetivamente o caule de Sesbania rostrata.
Porém, Azorhizobium e Sinorhizobium exibem clara diferenga em outros
aspectos simbidticos. Azhorizobium, S. teranga bv.sesbaniae e S. saheli nio
induzem nodulagdo caulinar em plantas inoculadas previamente nas raizes. Para
S. rostrata a nodulagdo radicular por Sinorhizobium aparentemente foi mais
sensivel que por Azorhizobium, na presenga de N combinado. S. sakeli e S
teranga bv. seabaniae foram efetivos simbiontes em todas espécies de Sesbania
avaliadas, enquanto a estirpe de Azorhizobium apenas fixou N, em simbiose
com S. rostrata.

Becker ¢ Ladha (1997) avaliaram doze leguminosas tolerantes a
inundacdo, promissoras para adaptagio (acumulagdo de N e fixa¢do bioldgica
N;) em solos inundados. Leguminosas do género Sesbamia e Aeschynomene
foram cultivadas em areas para cultivo de arroz (Entisol arenoso, Inceptisol P-
deficiente, Ultisol acido, e Mollisol salino) durante dias curtos (11,7 h) e dias
longos (12,3 h) e obtiveram uma grande variabilidade na acumulacgo de N entre
espécie de leguminosas e diferentes ambientes, a uma amplitude de <1 a >70
mg N planta™. O nitrogénio derivado da atmosfera (Ndfa) respondeu, em média,
por 82% de acumulagdo de N total. A Sesbania virgata foi pouco afetada pelas
condigdes desfavoraveis, embora o Ndfa, tenha sido o mais baixo entre as
espécies avaliadas (<60%). A origem da formagio de nddulo nio acarretou
vantagem significativa as leguminosas crescendo sob condigSes adversas do
solo, porém, em solos inundados, a fixagdo de N, em leguminosas que nodulam
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no caule foi menos reduzida do que nas espécies que nodulam somente nas
raizes. Para a maioria das espécies, o acimulo de N foi drasticamente reduzido
sob condigdes de dias curtos, sendo que Aeschynomene afraspera e S. speciosa
foram menos afetadas pelo fotoperiodo. A consideravel variabilidade genética
no germoplasma disponivel permite a selecdo de leguminosas potencialmente
apropriadas 4 maioria das condigdes estudadas, assim como para maior aciimulo
de N dos adubos verdes.

McDonagh et al. (1995), avaliando o potencial para utilizagdo como
adubo verde da S. rostrata em campo, em plantio simples, observaram que a
aplicacdo de P e K contribuiu para que houvesse fixagdo de 65-85% do seu N,
acumulando de 59-102 kg ha™ em 90 dias, e a mineralizagdo do N nos residuos
declinou em 80% apenas nos vinte primeiros dias, enquanto a do C declinou
apenas 40% no mesmo periodo. Ja o caupi (Vigna unguiculata), nas mesmas
condigdes, apresentou uma redugdo da mineralizacdo do N e C em 50-65% no
mesmo periodo, apés a incorporagio. Resultados similares também foram
obtidos por Tiwari et al. (1995) e Ventura e Ladha,(1997), demonstrando a
rapida liberagio de nutrientes dos residuos da S. rostrata, favorecendo os
cultivos subsequentes.

Na maioria dos casos, fatores nutricionais s3o responsaveis pela larga
variagio na quantidade de N, fixado pela estirpe de rizébio em associagio
simbiética com varias espécies de leguminosas hospedeiras. O desbalanco de
nutrientes, especialmente N, P e K, tem sido considerado um dos principais
fatores limitantes ao pleno crescimento e fixagio do N, desse promissor adubo
verde. E necesséria a obtengdio de doses equilibradas de fertilizantes que estejam
em consonancia com o potencial de beneficio maximo da simbiose.

Com relagio a plantas hospedeiras, observagdes das respostas de
espécies florestais pioneiras (Lithraea molleoides, Schinus terebinthifolius,

Piptadenia gonoacantha, Mimosa caesalpiniaefolia, Sesbania virgata) e climax
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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 responsiveis a doses de P fomecidas,
indicando maior necessidade de suprimento do nutriente para o adequado
crescimento dessas espécies (Resende et al., 1999).

Embora os efeitos do P na simbiose rizébio-FMA-leguminosa tenham
sido objeto de alguns estudos, mesmo assim, de maneira geral, ainda sdo poucas
as pesquisas envolvendo a capacidade de nodulagdo e fixagdo do nitrogénio, em
plantas micorrizadas, e as implicagSes nutricionais das plantas hospedeiras,
especialmente com a S. virgata e S. rostrata, consideradas regeneradoras de
solos degradados. Por outro lado, sdo inexistentes os estudos que quantifiquem
os niveis de P 6timos para o bom desempenho da tripla simbiose o melhor
entendimento das exigéncias nutricionais, notadamente em N e P, requeridas
pela simbiose tripartite leguminosa-FMA-rizébio, podem se tommar um
instrumento de importéncia vital no uso de estratégias que visem a recuperagao
e manejo de areas em que os solos apresentam baixa fertilidade e processo de
degradac3o.
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CAPITULO 2

FOSFORO, FUNGO MIC_ORRiZICO E Azorhizobium NO
CRESCIMENTO E NUTRICAO DE Sesbania virgata (Cav.) Per. E
Sesbania rostrata (Brem. & Oberm.)

RESUMO

Conduziram-se dois experimentos em casa de vegetagio do DCS/UFLA,
Lavras (MG), objetivando avaliar a influéncia da aplicago de fosforo (P), fungo
micorrizico arbuscular (FMA) e estirpes de Azorhizobium no crescimento,
nodulacdo e nutricdo 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
condicdes de inoculagio (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 repetighes por tratamento. Apés 28 dias, avaliaram-se
quinzenalmente altura e didmetro de caule, e apés 70 dias da semeadura,
coletaram-se as plantas e determinou-se matéria seca da parte aérea, nodulacdo
radicular e caulinar, atividade da nitrogenase, teores de macronutrientes foliares
e percentagem de colonizagdo radicular. Houve efeito positivo das doses de P
em todas as varidveis de crescimento e nutricio das espécies de Seshanmia,
excetuando-se a colonizagdo radicular pelo G. etunicatum, que foi drasticamente
inibida em doses superiores a 60 mg dm® de P Os maiores valores de altura,
didmetro de caule e matéria seca da parte aérea foram obtidos na dose estimada
proxima a 500 mg dm™ 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
proximas a 400 mg dm® de P proporcionaram maiores efeitos na nodulagdo
radicular e caulinar, principalmente no tratamento Az+Ge. As maiores respostas
nos teores foliares dos macronutrientes (exceto N) foram obtidas nas doses entre
60 e 120 mg dm™ de P, independentemente da inoculagio, sendo que para P
foliar, o tratamento Az foi 0 que promoveu os maiores valores, em doses acima
de 660 mg dm™ 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 experiments were conducted under greenhouse conditions at the
DCS/UFLA, Lavras (MG), Brazil, aiming to evaluate the influence of the
application of phosphorus and arbuscular mycorrhizal fungus and strains of
azorhrizobia on the growth and nutrition of two Sesbanmia species [Sesbania
virgata (Cav.) Per. and S. rostrata (Brem & Obem.)]. The experiments were
installed in a completely randomized design and 4x5 factorial scheme, the
factors being ) 4 types of inoculation (4zorhizobium (Az); Glomus etunicatum
(Ge); (Az+Ge) and a control (Ni)) and b) 5 doses of P (0, 60, 120, 240 e 960 mg
dm™), with 5 replicates per treatment. After 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 contents and percentage of root colonization were
determined. There was a positive effect of the doses of P in all parameters of
growth and nutrition of Sesbamia species, except root colonization by G.
etunicatum, that was drastically inhibited at doses higher than 60 mg dm™. The
highest values of height, stem diameter and shoot dry matter were obtained at
doses close to 500 mg dm™ of P, for both species, in the treatments with Ge on
S. virgata and with Az and Az, Ge and Az+Ge, respectively, on S. rostrata.
Doses around 400 mg dm™ of P provided higher effects on stem and root
nodulation, mainly in the Az+Ge treatment. The best responses in the leaf
macronutrient contents (except N) were obtained at the doses between 60 and
120 mg dm™ of P, independently of the inoculation, for leaf Pt, the Az treatment
was the one which promoted the highest values, at doses above 660 mg dm™® for
both species.



1INTRODUCAO

Pelo grande consumo de combustiveis fosseis na produgio de
fertilizantes inorgénicos, altos custos da adubagdo do solo e impactos ambientais
decorrentes da sua aplicagdo, toma-se um grande desafio a sua substituicdo. Esse
fato tem motivado novas pesquisas com leguminosas arbdreas e arbustivas, de
rapido crescimento, com eficiente capacidade para fixacio biologica do N,
(FBN) e qualidades para utilizagio como adubo verde. Virias espécies t8m sido
estudadas com esse propésito e, entre elas, destacam-se as do género Sesbania,
por apresentarem um rapido crescimento, potencial para fixar grande quantidade
de N; e tolerdncia a diversas condigdes edafoclimaticas, cujas caracteristicas as
tornam com grande potencial de utilizagdo em regides tropicais. A Sesbania
virgata (Cav.) Per, espécie arbustiva, pioneira, semi-perene e bastante
disseminada no Sudeste do Brasil, é potencialmente promissora para produgio
de fitomassa nos tropicos (Veasey et al., 1995) e vem sendo utilizada na
recuperagdo de matas ciliares nessa regifio, formando simbiose radicular com
Azorhizobium johannense (Moreira, Hukka e Young, 1998; Moreira et al.,
2000).

A Sesbania rostrata (Brem & Oberm.), espécie arbustiva tropical, nativa
da Africa, é muito utilizada como biofertilizante em pré-cultivo de cereais
devido a sua excelente qualidade como adubo verde. Forma simbiose especifica
com Azorhizobium caulinodans (Dreyfus, Garcia e Gillis, 1988), apresentando
abundante nodulagdo radicular e caulinar, conferindo uma vantagem adicional
em relac3o a outras em condi¢des estressantes, pelo grande potencial fixador de
N; (Dreyfus, Garcia e Gillis 1988; Dreyfus e Dommergues, 1990). Entretanto, a
expressdo do pleno potencial dessas espécies pode ser limitada pela ‘baixa



disponibilidade de fosforo (P), condigdo particularmente encontrada em solos
acidos, bastante comuns nos trépicos.

Por outro lado, associagbes com fungos micorrizicos arbusculares
(FMAs) sdo de ocorréncia natural e generalizada na maioria das plantas
vasculares. Além de outros beneficios, os FMAs, através de sua rede micelial,
podem promover melhorias na nutrigio dessas plantas por aumento da
capacidade de absor¢do radicular de nutrientes, especialmente o P, essencial a
maior eficiéncia da FBN nessas plantas. Também, a capacidade de FMAs
formarem simbiose efetiva depende de certas condigdes edaficas, como
disponibilidade de P. Assim, em fungdo do teor de P no solo e da planta
envolvida, os beneficios da simbiose pela maior absor¢do de P s3o superiores ao
custo de manutengdo dos fungos na raiz pelo dreno de fotoassimilados.

A simbiose leguminosa-raiz-FMA ¢é altamente responsiva ao P, com
aumento da nodulagdo e fixagio de N,, melhoria na nutrigio mineral das plantas
envolvidas, e um conseqiiente aumento da produgdo (Barea, Azcon-Aquilar e
Azcon,1987; Gueye, 1992; Faria et al., 1995; Pereira et al., 1996; Rahman e
Parsons, 1997). Por outro lado, o excesso dessas doses pode promover uma ag¢do
depressiva. Os estudos relacionados a doses de P requeridas para maximo
desempenho dessa tripla simbiose com a S. virgata e S. rostrata s3o escassos no
Brasil e no mundo, mas fundamentais ao estabelecimento e crescimento dessas
espécies em solos de baixa fertilidade.

O estudo teve como objetivo avaliar os efeitos de fosforo, e inoculagio
com FMA e Azorhizobium no crescimento e nutricdo de S. virgata e de S.
rostrata em condig¢des de casa de vegetagdo.



2 MATERIAL E METODOS

Foram conduzidos, a partir de setembro de 1997, dois experimentos com
as espécies S. virgata e S. rostrata, em casa de vegetagio do Departamento de
Ciéncia do Solo, da Universidade Federal de Lavras, durante 70 dias, nas
seguintes condigdes ambientais: temperatura média 30/20 °C (dia/noite),
umidade relativa do ar 68 % e fotoperiodo de 12,5 horas. Utilizaram-se vasos de
polietileno contendo 4,0 dm® de amostras de um Latossolo Vermelho Escuro (0-
20 cm), de textura argilosa e baixa fertilidade, do Distrito de Jaguara (MG), com
as seguintes caracteristicas quimicas e fisicas: pHyno 4,8; C - 1,8 dag kg™ ; Al -
0,3 cmol. dm™; Ca - 0,7 cmol, dm™; Mg - 0,2 cmol, dm™; P - 1,0 mg dm™; K -
37 mg dm™; areia - 140 g kg™; silte - 240 g kg™ e argila - 620 g kg™’. O solo foi
previamente seco ao ar, peneirado (2,0 mm) e corrigido com calcario dolomitico
até atingir a saturagdo por bases de 60%. Em seguida, foi fumigado com
Brometo de metila (98%) na dose de 263 cm® m® e, apos arejamento por quatro
dias, foram aplicados os tratamentos. Os experimentos foram instalados em
delineamento inteiramente casualizado e esquema fatorial 4 x 5, sendo os
fatores: a) quatro tratamentos de inoculagdo, estirpe de Azorhizobium (Az);
FMA Glomus etunicatum (Ge) e ambos (Az+Ge) e um controle sem FMA e sem
Az (Ni); b) cinco doses de P (0, 60, 120, 240 e 960 mg dm™), definidas pela
capacidade maxima adsorgido de P do solo e aplicados na forma de
Ca(H,P0,),.H;0 p.a., com cinco repeticdes por tratamento. No solo corrigido,
duas semanas apos a aplicagio dos tratamentos fosfatados, obtiveram-se os
seguintes valores de P (Mehlich I): 1, 2, 3, 5 e 42 mg dm?®, respectivamente;
PHimo 6,0; Al - 0,0 cmol. dm™; Ca - 2,3 cmol, dm™; Mg - 1,2 cmol, dm™ e V=
57 %.



Antes da semeadura de S. rostrata e S. virgata, realizou-se uma
adubagio com 14 mg dm™ de N em todos os tratamentos, como recomendado
para S. rostrata (Kwon e Beevers, 1993) e ajustou-se o K para 200 mg dm™
(Becker,Ladha e Ottow, 1990), com K,SO, p.a.. Apos trinta dias da semeadura,
foram aplicados 0,5 mL dm® de uma solugdo contendo (g L™): 1,55- H:BO;s;
1,81 - MnCly; 0,22 - ZnSOy; 0,08 - CuS0,.5H,0 e 0,02 - NaMo.2H,0, conforme
recomendado por Assis (1992).

As sementes de S. virgata foram obtidas no Departamento de Engenharia
Florestal/lUFLA, e as de S. rostrata de plantas cultivadas no Departamento de
Ciéncia do Solo/UFLA, ambas submetidas & quebra de dorméncia com acido
sulfiirico concentrado por 30 minutos e lavadas com agua esterilizada, por cinco
vezes consecutivas, antes da semeadura. Para cada espécie, foram semeadas
cinco sementes por vaso, mantendo-se uma planta por vaso apos 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, fomnecidas 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. Apos a repicagem, foram submetidos a agitagdo constante de 240 rpm
por 96 horas a temperatura de 28-30°C. As sementes de ambas as espécies
vegetais receberam 2,0 mL vaso” da cultura (cerca de 10° células mL™) dos
respectivos inoculantes, antes da semeadura. A inoculagio caulinar da S.
rostrata foi realizada quatro semanas apés a semeadura, através de pulverizagdo
do inéculo na parte aérea.

Utilizou-se como indculo de FMA, 5,0 mL por vaso de uma suspensao
contendo cerca de 250 esporos de Glomus etunicatum, obtidos de amostras de
substratos cultivados com Brachiaria decumbens, no Departamento de Ciéncia
do Solo/UFLA. O tratamento sem inoculagdo (Ni) recebeu o mesmo volume do



extrato filtrado, preparado a partir da suspenséo do inéculo em agua. A umidade
do solo nas parcelas foi mantida a 60-70 % do volume total de poros, através da
pesagem constante dos vasos.

As avaliagbes de altura e didmetro do caule foram iniciadas 28 dias apés
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, em estufa de circulagdo forgada de ar.
Nos segmentos de caule e raizes, avaliados separadamente, foi quantificada a
atividade da nitrogenase pela analise da redugdo de acetileno (ARA) (Dilworth,
1966), em cromatografo a gas (Variant Star 3400cx), obtendo-se a ARA total
(ARA planta™) e especifica (ARA g nédulos™). Em seguida, os nédulos foram
quantificados e pesados apds secagem em estufa de circulagdo forgada de ar (65-
70 °C) por 72 horas. Apds a separagdo e contagem dos nédulos caulinares, o
caule foi seco em estufa (em condigdes pré-descritas) e o seu peso somado ao da
parte foliar, formando a matéria seca da parte aérea.

A colonizagdo micorrizica foi avaliada empregando-se cerca de 1,0 g de
raizes finas clarificadas com KOH 0,05 M a 90°C em banho-maria por 60
minutos, enxaguadas em agua e, posteriormente, imersas em HCI 0,05 M por 24
horas. Depois de acidificadas, as raizes foram coradas com solugdo acida de
glicerol contendo 0,05% de azul de tripano a 90 °C em banho-maria por 30
minutos (Phillips e Hayman, 1970). A colonizagiio radicular foi avaliada com
auxilio de lupa estereoscépica (40x) e a porcentagem estimada pelo método da
intersegdo em placa quadriculada (Giovannetti e Mosse, 1980), discriminando-se
as intersegOes entre linhas horizontais e verticais com raizes micorrizadas e nio
micorrizadas.

Os teores de macronutrientes nos tecidos foram determinados em extrato
obtido apés digestdo nitroperclérica, sendo o N determinado pelo método
Kjeldhal, o P o por colorimetria, K por fotometria de chama, Ca e Mg por



espectrofotometria de absorgdo atdmica e S por turbidimetria do sulfato de bario,
segundo Malavolta, Vitti e Oliveira (1997).

Os dados obtidos foram submetidos & analise de varidncia, utilizando a
significincia de 5% para o teste F. Os valores relativos & porcentagem de
colonizagdo radicular e nodulagdo foram transformados em arcsen (/100)>° e
(n+ 0,5, onde y é porcentagem de colonizagio radicular e » nimero de
nodulos, sendo as comparagdes das médias por Tukey (5%) e as equagdes de
regressdo obtidas pelo programa estatistico SAEG (Universidade Federal de
Vigosa, [199-]).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

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

Com excegdo das avaliagdes realizadas aos 28 DAS, houve efeito da
interagdo P e inoculagdo nas variaveis altura e didmetro do caule para ambas as
espécies estudadas (Tabelas 1A e 2A). A comparagio das médias dos
tratamentos de inoculagio em fun¢do das doses de P e DAS, assim como as
respectivas equagdes de regressio significativas, estdo apresentadas nas tabelas 1
e2.

Para a variavel altura (Tabela 1), aos 70 DAS, os tratamentos Ge e
Az+Ge foram superiores a Ni e Az, na dose 0 de P para as duas espécies. Para a
S. virgata, o mesmo ocorreu na dose 60 de P, ndo havendo, de modo geral, efeito
nas demais doses. Em S rostrata, Az+Ge superou os demais tratamentos na dose
60 de P e , de modo geral, nio houve resposta a inoculag@o nas demais doses de
P.



TABELA 1. Altura de plantas (cm) nos tratammtos de inoculagdo, em fungdo
das doses de P (mg dm®) e equagdes de regressio para os
periodos didrios ap6s a semeadura (DAS).

Alma deplantas
DosesdeP, mgdm®

DAS hboiis O €0 240 %0 Equaes R

Seshariavireatn
N 105b 1862 2332 260a 2Bla Y=102+14xP02%x  099*
L A Rda 176a 22a 25la  256b  Y=134+006700006¢ 096
Ge ROb 1858 2B7a 249a 287a Y= HLINP0MIx  09%*
AztGe 1292 18la 20a 252a 27l Y=R4HI06®00I%  09%8*
N 134b 462b @4a 6%2a Pa  Y=1310:54°0119x 099+
5% Az 170b 442b 636a 98a 6I8a  Y=IS: 0115 098*
Ge 218a 6l4a 654a Q6b MW0a  Y2501444650006x  091*
AzGe  216a 558a 64da 640  718a Y=235H44680004x  096*
N 138b 618b 892a HM6b Bda Y=135HR16F01Tx  09%8*
- 190b 586b 898a Pda  1012a Y=168AH784F0I65x 097
Ge 2182  BBa NBa Wb 1046a Y=RHE3RSOIX  09N*
Az#Ge  280a 8l4a Ba K0z IR4a Y=306H710%80156x 097

Sesharaa rostata
N 87a 334b S0da Ml  Nla Y—9,564—3,94>Pm 09*

L A 742 342b S3a R4a M7d
Ge 86a 400 479 95b  476a Y-11,61+1o,6;é”0mc 085*
A2Ge 92a 4la Rla 405b  RIb Y=12391680100x  O*
N 154a 124b 13082 12722 1282a Y=1925+24%0204x  096*
5% Az D2a 1052b 1296a 1252a 120a Y=I2HR6S0300x 095
Ge 21d4a 1ilpab 1184b 1190 1250a Y=2R00H0GS0244x  093*
AziGe 216a 11922 12488 1134b  1200a Y=307HOAP05K  086*
N 182b M14b 19102 18Fa  10Fa  Y=2R5HIIAPOM8  096*
0 Az 138b MB4b 1876a  1848a 18442 Y=20]5+187BF04B3% 096
Ge Hda 152b 1650b 1M0a  1R0a YHISH46E0DK  09%6*
AztGe  34a 1M2a 1830a  IM0a 18102  Y=64HISTREO3Mx 0SF*

Médias segpidas de *e ** indicam significancia a 5% e 1% pelo Teste t. Az Azorhizobium; Ge: Glomms
etunicatum e Ni: Nio inoculado.

Verificou-se florescimento precoce generalizado aos 40 DAS na S,
rostrata, exceto em plantas ndo inoculadas e sem P. Esse comportamento esta
relacionado ao cultivo sob fotoperiodo inferior a doze horas. Este fenémeno ja
tinha sido caracterizado em plantas cultivadas nestas condicdes, em outros
experimentos (Visperas et al., 1987; Becker, Ladha e Ottow, 1990; Assis, 1992;
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Rahman e Parsons, 1997), o que ndo foi a causa do observado neste
experimento, ja que o mesmo foi conduzido em condigdes de maior fotoperiodo
(12,5h).

Para o didmetro do caule aos 70 DAS, em S.virgata, Ge e Azt+Ge
superaram Ni e Az, nas doses 0 e 60 e nas demais doses, todos os tratamentos
apresentaram valores semelhantes. Na S. rostrata, o didmetro do caule ao 70
DAS s6 diferiu na dose 60mg dm™ de P para os tratamentos de inoculacdo,
sendo os valores apresentados por plantas inoculadas com Ge e Az +Ge
superiores aos demais tratamentos (Tabela 2).

Neste periodo (70 DAS), os maiores valores estimados de altura (111,43
cm) e didmetro de caule (10,49 mm) foram observados nas doses 518 e 490 mg
dm? de P, respectivamente, para os tratamentos com Ge em S. virgata. Para a S.
rostrata, os maiores valores de altura (462,50 cm) e didmetro de caule (12,23
mm) foram observados nas doses 463 e 489 mg dm™ de P para os tratamentos
Az e Ge, respectivamente.

Verificou-se também, efeito da intera¢do entre inoculagdo e doses de P
na produgio 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 didmetro (0,96**), em ambas as espécies de
Sesbania. O comportamento desta varidvel em ambas as espécies de Sesbania
pode ser verificado na Figura 1, com aumentos na produgdo da MSPA em
fungio das doses de P, até atingir um ponto de maxima. Praticamente ndo se
verificon efeito diferenciado da inoculagdo na produgdo de MSPA de S. virgata
e de S. rostrata em fungdo das doses de P. No entanto, para S rostrata, o
tratamento Az+Ge proporcionou os menores valores de MSPA na maior dose de
P aplicada, quando comparada 4 testemunha ndo inoculada (Ni).



TABELA 2. Didmetro do caule (mm) das espécies de Sesbania nos tratamentos
de inoculagfio, em fungdo das doses de P (mg dm™) e equagdes de
regressdo para periodos diarios apés a semeadura (DAS).

Diimetriodocale
DossdeP, mgdm® -
S ks 0 @ 10 20 %0 Equagges K
N 244 20a 2%d 30 . 7,98 Y=24140,59"0001x 095**
a a a a =,
B A 25%a 22a 27%b 308a 2%0a Y—z4&no,mo,anme 087
Ge 254a 268a 308a 2%b 2%a
AzGe  23a 27%a 2% 2d 2%a Y=7,39+0,05)P-0,(D1x 096**
N 264b  38a 500a S5DRab S548a ns
L A 32a 3482 4Ba 540a 4Rb  Y=3140013x00000L  093**
Ge 2% 37%a 488a 506  4Mb  Y=2702F0005 093**
AzGe 2% 3Ma 45a 4Bb 516 Y=28501A0008x 096**
N 29a S5Bb  75%6a 8Ma 8Na Y=276+54880011x 099**
% Az 300a 5@2c 76a 840 8RR Y=324009x00003¢ 092**
Ge 30a 640ab 7%a 788b  798b  Y=312402&001%x 097+
AztGe 2%a 63a 7Ra 78b TIND  Y=3080280012x 098*=*
N 268b 640b 866a 9f6a 9482  Y=2540690015x 098**
0 A 32¢c 52c 844a 92a 9Ma  Y=3504004x000003¢ 04
Ge 340sb 8(Ba 8%a 9Ma 9Ma  Y=363+06x°0014x 097**
AztGe 38a 7Ma 8Qa 9®Ra 943a Y=34%+05%F0130x 098%*
Sesharnarosvain
N 1,50a 220b 2%a 2% 3QRa s
8 Az 147a 245b 312a 308a 2%a s
Ge 153a 260a 2Ra 263b 2%a Y=17H0I2&00mx 091**
AzGe 1f6a 232a 308a 2Mb 2%a Y=1704013P0003x 087
N 154a 30b 520a 48d 56a  Y=16040358000%K 094**
L2 A 10a 3%Mb S53a S5Ka 516 Y=147041F0009x 096%*
Ge 1L4a 446a 4%a 42%6c 5%a  Y=185403LF000%K ag1*
AziGe  1LMa 4%0a 5Ra 46bc 402b  Y=134036E000% 089**
N 156a 700b 8Ma 8%a 908a Y=175+07R&0018 098**
% Az 158a 666b 8l6a 8Ta 946a Y=174073F0015« 099**
Ge 224a  8Ba 848a 8Ma 946a Y=2706%F0015 092**
AztGe 2a 8%a 8Va 8%Ba 8&Ba  Y=27H0ME00I6 092**
N 18a 7Bb 10052 1036a 109Ra Y L76+091%0020x 098**
N Az 16a 824b 924a 1024a 1Ll6a Y=195¢08:50018 098**
Ge 238a  9R2a 10@a 1016a 1100a Y=295+086&0019x (11700
AzGe  22a 956a  1000a 1010a 10382 Y=303+083F0019x 093**

Médias seguidas de ** Significativo 1% pelo Teste t. Az Azorhizobium; Ge: Glomus etunicatum e Ni: Nao
inocutado.
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Repostas similares foram também observadas em outras espécies de
leguminosas arbéreas, inoculadas com Ge em altas doses de P (Paula e Siqueira,
1987; Habte e Manjunath, 1991; Olsen e Habte, 1995; Fana et al., 1995 e 1996).
Este fato pode ser atribuido ao efeito depressivo da micorriza em doses supra-
étimas de P, possivelmente relacionado a redugio da colonizagdo radicular por
Ge, em resposta & melhor absorgio de P pela planta, passando o fungo a
apresentar um comportamento parasitico (Siqueira e Colozzi-Filho, 1986; Barea,
1991; Siqueira et al., 1994).

Na maioria das doses de P, a maior produgdo de MSPA foi obtida para S.
rostrata, em relagio 4 S. virgata, indicando um melhor aproveitamento deste
nutriente pela ﬁrimeixa. Os maiores valores de MSPA para S. virgata foram
obtidos no tratamento Ge (23,81 g) na dose 481 mg dm™ de P e no tratamento
Az (35,96 g) na dose 638 mg dm™ de P para S. rostrata. Apesar do tratamento
Az proporcionar um ganho aproximado de 34% de MSPA em relagdo ao
tratamento Ge, verifica-se a necessidade de aumentar em 25% a quantidade de P
aplicada.

40 - Sesbania virgata
‘@ N PO 7HLEI™N0035"x R=094
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- v AnGe 231418070035~ R'=097
2 244
=
[-3 3
;2 PR I A $u0,0442,70%5.0055™x Ri=097
& — Yo.02142,832".0056"x R=098
s — P22 4142497370049 R=097
8 4 — Ye L TH299=R50071™x Ri=058
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FIGURA 1. Produgiio de matéria seca parte da aérea (MSPA) em Sesbania

virgata e S. rostrata, em fingdo das doses de P (** Significativo a
1%).



3.2 Coloniza¢do radicular

Para a varidvel porcentagem de colonizagdo radicular, verificou-se
efeito da interacdo entre doses de P e tratamento de inoculagio (Tabelas 3A e
4A). Nio foi verificada colonizagio radicular em plantas ndo inoculadas (Ni) e
inoculadas somente com Azorhizobium (Az), indicando que o tratamento prévio
do solo com brometo de metila foi eficiente na eliminagio de propagulos
fingicos do solo.

Houve baixa colonizag3o nos tratamentos com Ge e Az+Ge (menor que
30%), sendo o comportamento desta varidvel em fungdo das doses de P
representado na figura 2. Apesar do comportamento, de certa forma
diferenciado, entre as espécies estudadas de Sesbania, para a dose 60 mg dm™ de
P na colonizagdo de S. virgata, praticamente ndo houve comportamento
diferenciado da variavel em fungdo das doses de P para os tratamentos Ge e
Az+Ge, indicando que o Azorhizobium tem pouca ou nenhuma influéncia sobre
a colonizagdo pelo FMA estudado.

35 4

S. virgata

e e
. —v— AztGe
g 1
£ Y
-
8 wo\p
| A
g 11y
3 \
_E,:' 10 4
S

S 4 '\QF* A

0 ™ T " — - ]

0 60120 240 960 0 60120 240 960

Doses de P, mg dm de solo

FIGURA 2. Colonizagdo micorrizica das espécies de Sesbania noculadas com
Azorhizobium (Az) e, ou, Glomus etunicatum (Ge), em fungio
doses de P.
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Em S. rostrata, independente do tratamento de inoculagdo, foi evidente
o efeito benéfico da dose inicial de P (60 mg dm™) no aumento da colonizagdo
micorrizica, reduzida sensivelmente nas doses superiores. Resultado semelhante
de inoculagio de Azorhizobium em S. rostrata em doses baixas de P foi
relatadopor Rahman e Pearson (1997).

Ja em S. virgata, a resposta foi positiva na dose 60 mg dm™ 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, & inoculagio com FMA e Azorhizobium, apesar das
condicdes serem extremamente favoraveis ao 6timo crescimento das plantas
(Figura 2).

O efeito negativo de doses supra-Gtimas de P na colonizagio radicular
por FMA esta de acordo com o observado em varias espécies de plantas
(Siqueira e Colozzi-Filho; 1986; Barea, 1991; Siqueira et al., 1994; Antunes e
Cardoso, 1991; Peng et al, 1993; Miranda e Harris, 1994; Gomes, 1997,
Nogueira, 1997), com hipéteses ligadas a diminuicdo de exsudatos radiculares,
interferindo no processo inicial de desenvolvimento micelial d¢ FMAs (Graham
, Leonard e Menge, 1981; Miranda e Harris, 1994); ao aumento de P foliar com
diminui¢io da permeabilidade radicular & infecgdo (Thomson, Robson e
Abbott, 1989; Miranda, Harris ¢ Wukdm,1989); a variagdo do fluxo de
carboidratos da planta ao endéfito (Buwalda e Goh, 1982; Siqueira, Hubbel e
Valle, 1984); ao aumento da atividade de endoquitinases e de [-1,3
endoglucanases, restringindo a colonizagdo intema (Lambais e Mehdy, 1995),
entre outras.



3.3 Nodulacio radicular

Em §. virgata, verificou-se efeito da interagdo entre P e moculagdo
somente para o numero de nédulos (Tabela 3A). Para plantas inoculadas com Az
e Az+Ge, o nimero maximo de nédulos estimado (937 e 691 nédulos) foi obtido
nas doses 580,77 e 388,80 mg dm™ de P, de acordo com as equagdes y=
59,69+3,02x-0,0026x> R’=0,95** e y=22,18+67,83x%%-1,72x R%*=0,97+*,
respectivamente. Ndo se obtiveram ajustes de equagdo para plantas nio
inoculadas (Ni) e inoculadas com Azorhizobium (Az) ou G. etunicatum (Ge).

As médias das varidveis massa nodular ¢ 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 variaveis,
em relagdo a Ni e Ge, isoladamente, evidenciando o efeito positivo do
Azorhizobium. Apesar dos tratamentos de inoculagio Ni e Ge isoladamente
promoverem significativa massa de nédulos (presenga de rizobios indigenas nas
amostras de solo desinfestadas com brometo de metila), verificou-se que os
mesmos possuiam 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
nddulos radiculares de S. virgata e de S. rostrata nos diferentes
tratamentos de inoculagdo. (Médias de 25 repetigdes).

Inoculagdo
Sesbania virgata
Ni Az Ge Az+Ge
Massa nodular 0,82b 0,97 a 0,87 ab 0,96 a
(mg planta™)
ARA total, 0,49 c 2,123 1,340 248a
(amolesC,H, s™)
8. rostrata

ARA total 3,12b 14,17 a 431b 16,76 a
(nmolesCH, s™)

Médias seguidas de mesma letra nas linhas n#o diferem entre si (1ukey 5%).
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Para S. rostrata, houve efeito da interagio entre doses de P e inoculagdo
nas varidveis nimero e massa de nddulos, mas nio houve para ARA total de
nodulos radiculares (Tabela 4A). O comportamento do mimero de nédulos e
massa nodular radicular em fungio 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™ de P.

15 -
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FIGURA 2. Numero e massa de nédulos radiculares em S. rostrata, nos
diferentes tratamentos de inoculagdo, em fung¢do das doses de P. -

O tratamento de inoculagio que proporcionou os maiores valores de
numero de nddulos (665 ndédulos) foi Az + Ge, na dose 434,68 mg dm3de P,
enquanto para massa nodular radicular (1,07 g) foi Az, na dose 676,00 mg dm™
de P, sendo que em doses superiores, houve efeito negativo significativo das
doses de P aplicadas. Respostas similares foram obtidas por Olsen ¢ Habte
(1995) com Cajanus cajan e Faria et al., (1996) com Acacia mangium. A tabela
3 indica as médias gerais de ARA total dos nédulos 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 nédulos induzida por rizébios
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nativos também em S. rostrata que recebeu esses tratamentos, embora a
atividade da nitrogenase tenha sido bem reduzida, em relagio aos tratamentos
com Azorhizobium.

Para as médias de ARA total, apenas em S. rostrata verificou-se
comportamento ajustado a equagdo raiz quadratica, em fungio das doses de P
aplicadas (¥ =0,86+0,31**x*-0,0076**x; R?=0,83), indicando para a espécie,
um melhor padréo de resposta ao P, em relagdo a S. virgata.

3.4 Nodulagiio caulinar

Verificou-se efeito da interagdo entre doses de P e inoculagdo no niimero
e massa nodular, ARA total e especifica em S. rostrata (Tabela 4A). Os nédulos
caulinares foram formados apenas nas plantas inoculadas com Azorhizobium
caulinodans (ORS 571), nos tratamentos (Az e Az+Ge), via parte aérea. O
comportamento do niimero, massa e ARA total e especifica de nddulos
caulinares em funciio das doses de P pode ser verificado na figura 3, com
aumentos nos valores até a dose 240 mg dm™ de P.

Enquanto praticamente nio houve diferenga no comportamento dos
tratamentos Az e Az+Ge ao longo das doses de P para nimero de nédulos (39 e
36 nodulos planta™ nas doses 406,48 e 484,61 mg dm* de P, respectivamente) e
ARA total (7,60 e 7,15 nmol C,H, s™ planta™ nas doses 400,00 e 423,88 mg dm’
* de P, respectivamente), verificou-se um ganho de massa nodular no tratamento
Az+Ge, principalmente em doses entre 60 e 120 mg dm™ de P (Figura 3). Este
resultado pode ter sido decorrente da manutengio de um estado nutricional
étimo de P para o desempenho da nodulagio caulinar, proporcionado pela
presenga do fungo micorrizico, como também observado para a nodulagio
radicular dessa espécie.
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FIGURA 3. Numero de nddulos por planta (a), massa nodular (b), atividade da
nitrogenase (ARA) total (c) ¢ ARA especifica (d) de nddulos
caulinares de Sesbania rostrata, inoculada com Azorhizobium
(Az), isoladamente, ou com Glomus etunicatum (Ge), em funcdo
das doses de P . ** Significativo a 1%.

No entanto, apesar da maior massa de nédulos nestas doses (entre 60 e
120 mg dm™), verificou-se que a ARA especifica foi significativamente inferior
ao tratamento Az, evidenciando nédulos de menor atividade da nitrogenase. Os
maiores valores de massa nodular (164,99 mg planta ™) foram obtidos na dose
384,69 mg dm™ de P para o tratamento Az+Ge e de ARA especifica (80,33 nmol
C;H, s g nédulos™) na dose 317,18 mg dm™ de P para o tratamento Az.

3.5 Teores de macronutrientes nas espécies de Sesbania

Com excegdo do teor de Ca, em S. virgata houve efeito da interagdo
entre P e inoculagfio nos teores foliares de todos os macronutrientes avaliados
(Tabelas 5A e 6A). O comportamento dessas variaveis em funcdo das doses de P
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pode ser visto nas figuras 4 e 5, as quais mostram grandes diferencas na
absorgdo de nutrientes entre as espécies estudadas.
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FIGURA 4. Teores de N, P e K nas folhas de S. virgata e S. rostrata sob
diferentes tratamentos de inoculagio, em fung3o das doses de P.
Az: Azorhizobium; Ge: Glomus etunicatum; Ni: nio inoculado. *;
*¥*, ns, significativos a 5 e 1% e nido 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 inoculagdo, em fungdo das doses de P.
Az: Azorhizobium; Ge: Glomus etunicatum; Ni: ndo inoculado. *;
** ns, significativos a 5 e 1% e ndo significativo (teste t),



O fato da ultima dose aplicada de P ter sido muito alta em relagdo as
demais comprometeu o ajuste das equagdes. No entanto, apesar dessa
dificuldade, € nitido 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>
de P, independentemente dos tratamentos de inoculagio. Praticamente ndo
houve efeito das doses de P nos teores de Ca ¢ Mg para a . virgata e nos teores
de S para S. rostrata, independente da inoculagio. O tratamento de inoculagdo
que proporcionou maior teor calculado de P em S. virgata (3,42 g kg’) e S.
rostrata (7,33 g kg™) foi o Az, nas doses estimadas 666,67 e acima de 960 mg
dm™ de P, respectivamente.

Com relagdo aos teores de N, verificou-se um efeito negativo das doses
de P ja na primeira dose, para ambas as espécies, mas com maior intensidade
para a S. virgata (Figura 4), contrariando o comportamento observado na
variavel MSPA desta espécie (Figural).

. Praticamente todos os teores dos macronutrientes em plantas inoculadas
com Az, seguidas daquelas nio inoculadas (Ni), excetuando-se N, foram
superiores aquelas inoculadas com Ge ou Az+Ge ao longo das doses de P, e isto
pdde ser refletido na diminuigio da MSPA (Figura 1) a partir da dose 240 mg
dm® de P, em plantas de S. rostrata que receberam, principalmente, dupla
inoculagdo.

4 CONCLUSOES

Houve efeito positivo das doses de P em todas as variaveis de
crescimento e nutricio mineral das espécies de Sesbamia, excetuando-se a
colonizagio radicular pelo fungo micorrizico arbuscular Glomus etunicatum e os
teores foliares de N.



Os maiores valores de altura, didimetro de caule e matéria seca da parte
aérea foram obtidos na dose estimada proxima a 500 mg dm™ de P, para ambas
as espécies de Sesbania, principalmente nos tratamentos com G. etunicatum em
S. virgata e com Azorhizobium (isoladamente ou combinado com G. efunicatum)
em S. rostrata, com esta apresentando os maiores valores. Em doses acima de
240 mg dm™® de P para a matéria seca da parte aérea de S. rostrata verificou-se
efeito negativo da dupla inoculagdo.

Para a nodulagédo, os maiores valores de m’imero, massa e ARA total de
nodulos radiculares (S. virgata e S. rostrata) e caulinares (S. rostrata) foram
obtidos em plantas inoculadas com Azorhizobium e G. etunicatum, na dose
estimada proxima a 400 mg dm™ de P, embora n3o tenha havido diferenca entre
os tratamentos apenas com Azorhizobium nas varidveis massa ¢ ARA total de
nodulos radiculares em ambas as espécies de 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 inoculagio. 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™ de P para S. virgata e superiores a 960
mg dm? de P para S. rostrata.
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CAPITULO 3

INTERACAO FOSFORO, FUNGO MICORRIZICO E Azorhizobium NO
CRESCIMENTO, NODULACAO RADICULAR E CAULINAR DE
Sesbania rostrata (Brem & Oberm.)

RESUMO

Conduziram-se dois experimentos em casa de vegetagio do DCS/UFLA,
Lavras (MG), objetivando avaliar o efeito da interagio fosforo (P), fingo
micorrizico arbuscular (FMA) e estitpes de Azorhizobium na nodulagio
radicular e caulinar de S. rostrata (Bram. & Oberm). '

O experimento I foi instalado em esquema fatorial 4x5, sendo 4
condicdes de inoculagdo (Azorhizobium (Az); Glomus etunicatum (Ge);
(Az+Ge) e um controle (Ni)) e 5 doses de P (0, 15, 60, 120 e 180 mg dm>®. O
experimento II foi instalado em esquema fatorial 2x2x2, sendo auséncia e
presenca de Ge, auséncia e presenca de 14 mg dm™ de N e 2 doses de P (60 e
300 mg dm™ de P), com inoculagio de Azorhizobium em todos os tratamentos.
Apés a colheita das plantas, avaliaram-se matéria seca da parte aérea, numero,
massa e atividade de ndédulos radiculares e caulinares, teores de nutrientes
foliares e percentagem de colonizagdo radicular. Para o experimento I, os
maiores valores das varidveis relacionadas ao crescimento, nutrigio mineral e
nodulagdo radicular e caulinar foram obtidos entre as doses 120 ¢ 180 mg dm™
de P, em plantas inoculadas com Azorhizobium e Glomus etunicatum. Para o
experimento II, plantas inoculadas com Glomus etunicatum, independentemente
da presenca de N, apresentaram maiores valores de produgio de nédulos
radiculares e caulinares, e maior acimulo dos nutrientes P, Fe, Cu e B; houve
efeito positivo da maior dose de P na produgdo de matéria seca da parte aérea e
efeito negativo na porcentagem de colonizagio radicular das plantas.



EFFECTS OF PHOSPHORUS, MYCORRHIZAL FUNGUS AND
Azorhizobium ON GROWTH, ROOT AND STEM NODULATION OF S.
rostrata (Brem. & Oberm.)

ABSTRACT

Two experiments 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 one control (Ni)) and 5 P levels (0, 15, 60, 120 e
180 mg dm™), with Azorhizobium inoculation in all treatments. The experiment
11 was installed in factorial design 2x2x2: absence or presence of Ge, absence or
presence of 14 mg dm* of N and 2 P levels (60 and 300 mg dm™ of P). After
plant harvesting, the shoot dry matter, number, mass and root and stem nodules,
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? of P, in plants inoculated
with Azorhizobium and Glomus etunicatum. For experiment IL, plants inoculated
with Ge, independently of N, presented the highest values of root and stem dry
matter, and leaf P, Fe, Cu and B contents; there was positive effect of P on shoot
dry matter and negative one on root colonization.



1INTRODUCAO

Poucas espécies de leguminosas produzem nédulos e fixam N,
diretamente no caule. Dentre essas, destaca-se a Sesbamia rostrata, nativa do
oeste da Africa, onde é muito utilizada como biofertilizante em pré-cultivo de
cereais, que representam 50% da alimentagdo humana. Varios estudos destacam
a excelente caracteristica dessa espécie como abubo verde. Além disso, esta
forma simbiose altamente especifica com Azorhizobium caulinodans, que fixa
N; através de profusa nodulago do caule, além das raizes (Dreyfus, Garcia e
Gilles, 1988). Este tipo de nodulagdo tem sido confirmado apenas em algumas
espécies dos géneros hidrofiticos de Aeschynomene e Sesbania (Dreyfus e
Dommergues, 1980; Alazara e Duhoux, 1987). Essa estratégia evolucionaria
pode ajudar seu estabelecimento e desenvolvimento sob condigdes adversas de
solos em regides tropicais (Ladha, Pareek e Becker, 1990; Ladha et al., 1992),
em relagdo a outras leguminosas.

Virios estudos relatam a influéncia do nitrogénio (N) e do fosforo (P) no
estabelecimento, desenvolvimento e atividade dos nédulos radiculares em
leguminosas. Assim, niveis 6timos desses nutrientes podem aumentar os
beneficios promovidos por essa simbiose a planta hospedeira. Por outro lado,
fungos micorrizicos arbusculares (FMA) sio eficientes em promover a melhoria
nutricional dessas plantas, especialmente em solos com baixa disponibilidade de
P.

A existéncia de sinergismo, promovido por FMAs a nodulagio e fixagdo
de N, por nédulos radiculares, é pouco estudada em leguminosas arbéreas, mas
bastante evidente em leguminosas produtoras de grios (Thiagarajan e Ahmad,
1993; Ahmad, 1995). Esse fato é atribuido a uma melhoria do estado nutricional
de P da planta hospedeira sob condi¢des sub-Gtimas desse nutriente no solo
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(Barea, 1991; Gueye, 1992; Linderman, 1992; Faria et al., 1995; Rhaman e
Parsons 1997). O efeito de FMAs e determinadas doses de P no
desenvolvimento e atividade de nédulos caulinares pode ser explorado visando o
estabelecimento e nutrigdo da S. rostrata, em solos onde P é pouco disponivel.

Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar a interagdo entre P e
FMA na nodulagio radicular, caulinar e FBN da S. rostrata, sob condi¢des
controladas.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Aspectos gerais

Foram conduzidos nos meses de fevereiro a abril de 1998, dois
experimentos com Sesbania rostrata, em casa de vegetagio do Departamento de
Ciéncia do Solo (DCS), da Universidade Federal de Lavras (UFLA), nas
seguintes condigdes ambientais: temperatura média 30/20°C (dia/noite), umidade
relativa do ar 68 % e fotoperiodo de 11 horas. Utilizaram-se vasos de polietileno
com 4,0 dm® de amostras de um Latossolo Vermelho Escuro de textura argilosa,
de baixa fertilidade, coletado na profundidade de 0-20 cm, no Distrito de Jaguara
(MG), com as seguintes caracteristicas quimicas e fisicas: pHm04.8; C - 1,8 dag
kg ; Al - 0,3 cmol, dm™; Ca - 0,7 cmol, dm™®; Mg - 0,2 emol, dm™; P - 1,0 mg
dm?; K - 37 mg dm; areia - 140 g kg’; silte - 240 g kg™ e argila - 620 gkg™. O
solo foi previamente seco ao ar, peneirado (2,0 mm) e corrigido pelo método de
saturagdo por bases, admitindo-se V = 60% como 6timo para a espécie. Apds a
calagem, o solo passou a apresentar as seguintes caracteristicas quimicas: pHmo
6,0, CTCefetiva = 3,5 cmol, dm™; V= 62%, sendo posteriormente fumigado com



Brometo de metila (98%) na dose 263 cm® m?®, antes da utilizagio nos
experimentos.

2.2 Experimento I

Os tratamentos foram distribuidos em esquema fatorial 4 x 5, com
delineamento inteiramente casualizado (DIC), com cinco repetigdes por
tratamento, sendo os fatores: quatro condigdes de inoculagdo (inoculagio com
estirpes de Azorhizobium (Az); moculagdo com FMA Glomus etunicatum (Ge),
inoculagdo com ambos (Az+Ge) e ndo inoculagio (Ni)), por cinco niveis de
fosforo (P) (15, 30, 60, 120 e 180 mg dm™®), aplicados na forma de
Ca(H,P0,),.H,0. Apds aplicagio dos tratamentos com adigiio de fosforo ®,
obtiveram-se os valores de P-extraivel (Mehlich I): 1, 3, 6, 14 e 30 mg dm>,
respectivamente. Antes da semeadura, realizou-se uma adubagio com 200 mg
dm* de K, segundo Becker, Ladha e Ottow (1990), usando K,SO,. Apés trinta
dias da emergeéncia, foi aplicado 0,5 mL dm™ de uma solugiio contendo: H;BO;
(1,55 L™); MnCl, (1,81g L™); ZnSO, (0,22 L); CuS0,.5H,0 (0,88g L) e
NaMo.2H;0 (0,02g L™*), conforme recomendado por Assis (1992).

As sementes de S. rostrata foram obtidas de plantas cultivadas no
DCS/UFLA, submetidas a4 quebra de dorméncia com 4cido sulfiirico
concentrado por 30 minutos, antes da lavagem com agua estéril. Foram
semeadas cinco sementes por vaso, mantendo-se uma planta por vaso apés o
desbaste.

O inoculante foi produzido com a estipe ORS 571, em meio liquido
YM, previamente autoclavado a 121°C a 1 atm, em erlenmeyers de 125 mL por
20 minutos. Apds a repicagem, o meio foi submetido 3 agitacio constante de
240 rpm por 96 horas, a temperatura de 28-30°C. Para a semeadura, aplicaram-
se previamente 2,0 mL vaso™ da cultura (10° células mL™) do inoculante sobre
as sementes. A inoculagdo caulinar foi realizada quatro semanas apés
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semeadura, através de pincelamento do colmo com o inéculo, no surgimento dos
sitios de infecgdo, ocorrido apds quatro semanas da semeadura.

Utilizou-se como inéculo de FMA, uma suspensio contendo
aproximadamente 250 esporos de G. etunicatum por vaso, obtidos através do
método de peneiramento imido e centrifugacio (Gerdemann e Nicolson, 1963),
extraidos de substrato sob Brachiaria decumbens, proveniente de cole¢do de
FMA do DCS/UFLA. A umidade do solo nas parcelas foi mantida em 60-70%
do volume total de poros através de pesagem dos vasos.

O experimento foi conduzido por 70 dias apés a semeadura (DAS).
Apds este periodo, as folhas foram coletadas e secas a 65-70°C em estufa de
circulagio forcada de ar. Nos segmentos de caule e raizes, avaliados
separadamente, foi medida a atividade da nitrogenase pelo método da redugdo
do acetileno (ARA) (Dilworth, 1966), em cromatografo a gas (Variant Star
3400cx), obtendo-se a ARA total (ARA planta™) e especifica (ARA g nodulos™).
Em seguida, os nédulos radiculares e caulinares foram quantificados e pesados,
ap6s secagem em estufa de circulagdo forcada de ar (65-70 °C) por 72 horas.
Posteriormente, o caule foi encaminhado para estufa de secagem, cujo peso foi
somado aquele obtido das folhas secas para compor a matéria seca da parte
aérea.

A colonizagdo radicular por FMA foi avaliada em cerca de 1,0 g de
raizes finas clarificadas em KOH 0,05 M a 90°C, em banho-maria por 60
minutos, enxaguadas em agua, e em seguida, imersas em HCl 0,05 M por 24
horas. Depois de acidificadas, as raizes foram coradas em solugdo acida de
glicerol, contendo 0,05% de Azul de tripano a 90°C, em banho-maria por 30
minutos (Phillips ¢ Hayman, 1970). A presenca de infecgdo nas raizes foi
registrada com auxilio de uma lupa estereoscopica (40 x) e a percentagem de
infecgio estimada pelo método da imtersegdio em placa quadriculada
(Giovannetti ¢ Mosse, 1980).



Determinaram-se os teores foliares de N e P apés digestdo sulfiirica e
nitroperclorica, 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 & analise de varidncia, testes
de média (Tukey 5%), e equagdes de regressdo, utilizando-se o programa
estatistico SAEG (Universidade Federal de Vigosa, [199-]). Os dados referentes
a numero de nodulos e colonizagio radicular foram transformados para (y +
0,5)" e arc seno (y /100)"?, respectivamente.

2.3 Experimento Il

Os tratamentos foram distribuidos em esquema fatorial 2 x 2 x 2, com
delineamento inteiramente casualizado (DIC), sendo os seguintes fatores:
inoculagdo ou ndo com FMA (Glomus etunicatum), presen¢a ou nio de N (14
mg dm® de solo) e dois niveis de P (60 e 300 mg dm®), na forma de
Ca(H;P0,),.H;0. Antes da semeadura, realizou-se uma adubagio com 200 mg
dm® de K. Apés trinta dias da emergéncia, foi aplicado 0,5 mL dm® de uma
solugdo contendo: H;BO; (1,55g L™); MnCl, (1,81g L™); ZnSO, (0,22g L');
CuS0,.5H;0 (0,88g L) e NaMo.2H,0 (0,02g L™). Todos os tratamentos foram
moculados com Azorhizobium.

As sementes de Sesbania foram tratadas, inoculadas (0,4 mL de cultura
com aproximadamente 10° células mL") e semeadas como no experimento
anterior. A inoculagdo do caule com Azorhizobium, assim como a de Glomus
etunicatum, foram realizadas como no experimento anterior.

Aos 70 DAS, determinaram-se a matéria seca da parte aérea, atividade
da nitrogenase total e especifica de caule e raizes, massa de nédulos radiculares,
numero e massa de nédulos caulinares por planta, e porcentagem de colonizagdio
micorrizica, seguindo as metodologias descritas anteriormente (experimento I).



Os teores foliares de N, P, K, Ca, Mg, S, B, Cu, Fe, Mn e Zn foram
obtidos apos digestdo sulfiirica para N, apds digestdo nitro-perclérica para P, K,
Ca, Mg, S, Cu, Zn, Fe, e Mn, e apos digestdo seca para B (Hunter, 1975).
Posteriormente, os teores de N foram determinados pelo método Kjeldahl
modificado; os de P por colorimetria; K por fotometria de absor¢io de chama;
Ca, Mg, Cu, Zn, Fe e Mn por espectrofotometria de absorgdo atémica; B por
colorimetria usando curcumina (Sarruge e Haag, 1974) e S por turbidimeria de
sulfato de bario, segundo Malavolta et al, (1997).

Todos os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia e testes
de média (Tukey 5%), utilizando o programa estatistico SAEG (Universidade
Federal de Vicosa, s.d.). Os dados referentes a numero de nodulos e colonizagio
micorrizica foram transformados para (y + 0,5)'? e arco seno (y /100)'?

respectivamente.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Experimento I

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

N3o houve efeito da interagdo entre tratamentos de inocula¢do e doses
de P para matéria seca da parte aérea (MSPA), teores e acimulo de N e P
foliares (Tabela 7A).

As médias dos tratamentos de inoculagdo, independentemente das doses
de P, podem ser observadas na tabela 1, assin como as equagdes
correspondentes ao efeito de P na MSPA e acimulos de N e P.

As doses de P para obtengdo dos maiores valores dessas varidveis,
independentemente dos tratamentos de inoculagdo, foram 156,25 mg dm™ para
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MSPA (11,43 g), 154,36 mg dm® para N acumulado (368,50 mg planta™) e
muito superior a 180 mg dm™ (superior a 1200) para P acumulado (914,51 mg
planta™).

TABELA 1. Conteido de nitrogénio e fosforo na parte aérea da S. rostrata nos
diferentes tratamentos de inoculagio.

Indculo MSPA N P
g planta™ mg planta™
Ni 571b 166,29 b 4,18b
Az 6.12b 143,95b 4920
Ge 893a 24835a 723 a
Az+Ge 8.1la 263,85 a 6,96 a
Y=1,66+0,125x-0,0004  Y=2,75+4,81x-0,01558:° Y=7,10+1,40x-0,00054x
®=0,96") ®=0.93*%) ®?=0,86%)

Médias segnidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si (Tukey 5%). Azorhizobium (Az), Glomus
etunicatum (Ge).

Plantas que receberam os tratamentos Ge e Az + Ge n3o diferiram entre
si e apresentaram valores de MSPA e contetidos de N e P foliares superiores
estatisticamente dquelas ndo inoculadas (Ni), indicando a importincia do FMA
no crescimento e nutricdo da Sesbania rostrata.

3.1.2 Nodulagio radicular e atividade da nitrogenase

Houve efeito da interacdo tratamentos de inoculagio e doses de P para
as variaveis nimero e massa de nédulos radiculares (Tabela 8A). No entanto,
para a ARA total, foram verificados efeitos dos tratamentos de inoculagio e
doses de P. A figura 1 mostra o comportamento das varidveis niimero e massa de
nodulos radiculares em fingSio das doses de P, as quais exerceram efeito
positivo, independentemente dos tratamentos Az ou Az+Ge. Os maiores valores
calculados dessas varidveis foram obtidos na dose 180 mg dm™ para o niimero
de nodulos (aproximadamente 21 nédulos planta™) e na dose 170 mg dm* para
massa de nédulos (8,0 mg planta™), em plantas inoculadas com os tratamentos
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Az+Ge. O melhor desempenho da nodulagdo na presenca de Ge evidencia um
efeito sinergistico entre Az e Ge. Este efeito simérgico na nodulagdo entre
rizobio (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. Numero e massa de nédulos radiculares (Y=(y+0,5)') na S.
rostrata moculada com Azhorizobium, Az (—) ou Azorhizobium
e Glomus etunicatum, Az+Ge (—), em fingdo das doses de P
(x=mg dm®).;** Significativo a 1% (teste t).

Independente das doses de P, verificou-se que ndo houve diferenca
estatistica entre ARA total de plantas inoculadas com Az (1,57 nmol
C:Hy/h/planta) daquelas inoculadas com Az +Ge (1,70 nmol CHy/h/planta),
mostrando que o efeito do FMA ndo foi evidente para esta variavel,
contrariamente ao observado anteriormente para numero e massa de nédulos.

3.1.3 Nodulagio caulinar e atividade da nitrogenase
Verificou-se nodulagdo caulinar apenas em plantas inoculadas com
Azorhizobium caulinodans (Az e Az+Ge), denotando auséncia de contaminagdo

66



por transporte aéreo da bactéria para plantas ndo inoculadas. Respostas similares
também foram obtidas por Adebayo, Watanabe e Ladha,. (1989) e Boivin et al.
(1997).

Houve efeito da interagio entre tratamentos de inoculagio e doses de P
na nodulagdo caulinar (mimero e massa nodular) e ARA total e especifica em S.
rostrata (Tabela 9A). Observou-se efeito positivo das doses de P para as
varidveis mimero e massa de nodulos para os tratamentos Az +Ge e Az, sendo
muito mais pronunciado para o iltimo tratamento de inoculagio (equagio de
regressdo tipo linear). Para o tratamento Az +Ge, os maiores valores de nimero
(13,49 noédulos) e massa (5,73 mg) de noédulos foram obtidos nas doses 157,00
128,75 mg dm* de P, respectivamente, enquanto a ultima dose estudada (180
mg dm®) proporcionou os maiores valores em plantas inoculadas
exclusivamente com Az (Figura 2).

Com relagdo 3 atividade de ndédulos (ARA), os maiores valores de ARA
total (1,32 nmol CH, s planta™) e especifica (4,43 nmol C;H, s™ g nédulos)
foram obtidos em plantas inoculadas com Az+Ge, nas doses estimadas 12143 e
82,50 mg dm™ de P, respectivamente, comparadas aquelas inoculadas somente
com Az.

Altas doses de P deprimiram a atividade da nitrogenase em plantas
inoculadas com Az+Ge, indicando a necessidade de manutengio de um nivel
6timo de P para a expressdo do potencial dessa variavel nos nédulos caulinares,
sendo que a presenga de Ge pode ter influenciado essa manutengdo. Resultados
similares foram relatados para nodulagio radicular em S. rostrata por Rahman e
Pearson (1997) e outras leguminosas como: Acdcia (Jasper, Abbott e Robson,
1989; Faria et al.1996), Albizia lebbeck (Faria et al., 1995), soja (Paula e
Siqueira 1987) e Cajanus cajam (Olsen e Habte, 1995).
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FIGURA 2. Numero (a), massa nodular (b) e atividade da nitrogenase (ARA)
total (c) e especifica (d) caulinar em S. rostrata inoculada com
Azorhizobium e Glomus etunicatum, (Y=(y+0,5)?),em fungio das
doses de P (x=mg dm™). *; ** Significativo a 5 e 1% (teste t),
respectivamente.

De maneira geral, a presenga de Az+Ge induziu efeito positivo na
nodulagio e atividade dos nodulos caulinares. Entretanto, os mecanismos
envolvidos n3o puderam ser esclarecidos com base nestes resultados,
necessitando de mais investigagoes.

3.2 Experimento II

A anilise de varidncia resumida para as variaveis 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 variavel MSPA e ARA total radicular;
efeito de Ge para as varidveis MS de nédulos caulinares e ARA total radicular;
interagio GexP para MS de nodulos radiculares e mimero de nodulos caulinares,
e porcentagem de colonizagdo radicular; interagio GexN para ARA caulinar
total e especifica; interagio PxN para as variaveis MS de nédulos caulinares e
ARA caulinar total.

O maior valor de MSPA foi observado na dose 300 mg dm® de P
(23,54g contra 19,24g na dose 60 mg dm™> de P), independentemente do N
adicionado e da inoculagio com Ge. Para MS de nédulos radiculares e
caulinares, os maiores valores foram observados em plantas inoculadas com Ge
(0,31g contra 0,16g para nédulos radiculares) e (0,36g contra 0,30g para nodulos
caulinares), independentemente das doses de P e N.

As variaveis que apresentaram efeito da interagio Ge x P estio na tabela
2. A maior producdo de MS de nddulos radiculares foi obtida na presenca de Ge,
na dose 60 mg dm® de P, enquanto o maior mimero de nédulos caulinares
ocorreu na auséncia de Ge e 300 mg dm® de P. Este resultado evidencia a
grande influéncia do P no estabelecimento dos nédulos caulinares.

TABELA 2. Massa de nédulos radiculares, nimero de nddulos caulinares e
colonizagdo micorrizica da Sesbania rostrata com e sem Glomus
etunicatum (Ge), em fung3o das doses de P.

Massa de nédulo Numero nodulos Colonizacio
Inoculagio __gplanta” planta” %
P, mg dm’ de solo
60 300 60 300 60 300

Sem Ge 0,14 bA 0,13 bA 89,8aB 162 aA 32bA  2420A
ComGe 035aA 0,26 aB 99,8 aB 119bA  26,1aA  149aB

Médias segnidas de mesma letra ndo diferem entre si (Tukey 5%). Comparam-se letras mintisculas na cohma e
maiisculasna linha entre as doses de P.



Verificou-se efeito negativo dessa dose de P para a percentagem de colonizagdo
radicular, com o maior valor na presenca de Ge e dose 60 mg dm* de P. No
houve efeito de N nesta variavel, concordando com Faria et al., (1995) com
Albizia lebbeck e Rahman e Parsons (1997) com Sesbania rostrata.

As variaveis que apresentaram efeito da interagdo GexN estdo na tabela
3. Para ARA total, o maior valor foi obtido em plantas inoculadas com Ge na
presenca de N, enquanto para ARA especifica, ocorreu na auséncia de N com
Ge. Este resultado evidencia o efeito positivo da inoculagdo com Ge na atividade
de nédulos caulinares, independentemente da presenga de N.

TABELA 3. Atividade da nitrogenase (ARA) total e especifica de nodulos
caulinares na Seshania rostrata inoculada e ndo inoculada com
Glomus etunicatum (Ge), com e sem Nitrogénio (N).

ARA de nddulos caulinares
Inoculagdo Total Especifica
nmol C;H, s” planta™ nmol C;H, s™ g- nédulos
N, mg dm” de solo
0 14 0 14
Sem Ge 17,50 aA 13,24 6B 42,37bA 41,40aA
Com Ge 13,38 aB 18,24 aA 66,442A 44,60aB

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si (Tukey 5%). Comparam-se minvisculas nas colunas e
letras maitisculas nas linhas entre doses de N.

As variaveis que apresentaram efeito da interagdo PxN estdo na tabela 4.
Os maiores valores de MS e ARA total de nodulos caulinares foram verificados
na presenca de N, na dose 60 mg dm™ de P, embora nio tenha havido diferenca
significativa para a ultima varidvel, com a auséncia de N. Estes resultados
mostram a necessidade da manutenco de niveis 6timos de P ¢ N para o
desenvolvimento e atividade dos nodulos caulinares.



TABELA 4. Massa total e atividade da nitrogenase (ARA) de noédulos
caulinares de Sesbania rostrata, com e sem Nitrogénio (N) nas

doses de alto fosforo (P).
N MS de nédulos ARA total de nddulos
mg dm? caulinares caulinares
(g planta™) (nmol C;H, s™ planta™)
P, mg dm™

60 300 60 300
0 0,25bB 0,35aA 13,84 aA 17,04 aA
14 0,39aA 0,32 aA 19,72 aA 11,57 aB

Meédias seguidas de mesma letra nfo diferem estatisticamente entre si pelo Tukey 5%. Comparam-se letras
miniisculas nas colunas e letras maitsculas nas linhas entre doses de P,

Quanto a absorgdo de nutrientes, verificou-se que nio houve efeito de
inoculagdo com Ge, P e N para os teores de N, K e Zn (Tabelas 11 A, 5 ¢ 6).
Glomus etunicatum exerceu efeito na absorgio de P, Ca, Mg, Fe, Cu e B,
enquanto as doses de P influenciaram a absorgio de P, S, Fe, Cu, B ¢ Mn. N3o
houve efeito da interagdio entre fatores para nenhum nutriente avaliado e nem da
adicdo de N.

Pela analise das tabelas 5 e 6, verificou-se que o fungo Ge promoveu
maior absorgdo dos nutrientes P, B, Cu e Fe, possivelmente pelo aumento da
superficie de absor¢do das raizes pelo micélio extrarradicular.

TABELA 5. Teores foliares de macronutrientes da Seshania rostrata com e sem
Glomus etunicatum (Ge) e nas doses de P.

Macronutrientes
Tratamentos N P K Ca Mg S
-1
Sem Ge 3882a 1,70b 5783a 26,18a 5,06a 6,36 a
Com Ge 366la 194a 57,75a 25,38b 4,62b 6,42a
P, mg dm™

60mgdm3deP 3696a 162b 57,29a 25,53a 487a 6,14b

300 mg dm3deP 38462 202a 5829a 26,03a 480a 6,64 a
Médias seguidas de mesma letra na mesma coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.




TABELA 6. Teores foliares de micronutrientes da Sesbania rostrata com e sem
Glomus etunicatum (Ge) e nas doses de P.

Micronutrientes
Tratamentos B Cu Fe Zn Mn
m =1
Sem Ge 69,95b 10,29b 147,1b 17,57a 1674a
Com Ge 7146a 12,89a 1566a 19,05a 1566a
P, mg dm™®
60 mg dm> de P 69,92b 1271a 1568a 19,12a 1868a
300 mg dm™de P 7148 a 1047b 1469b 17,152  137,2b

Médias seguidas de mesma letra na mesma coluna nfio diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.

Efeito negativo da presenga do fungo foi observado para os nutrientes
Ca e Mg, enquanto a absorgdo de praticamente todos os nutrientes ocorreu com
maior intensidade (exceto Cu, Fe ¢ Mn) quando as plantas foram submetidas a
300 mg dm™ de P. Nesta dose de P, a maior absorgio de nutrientes esteve
relacionada com o maior valor de matéria seca da parte aérea e massa nodular
caulinar, n3o mostrando efeito inibitorio nessas variaveis.

4 CONCLUSOES

Para o experimento I, os maiores valores das variaveis relacionadas ao
crescimento, nutricio mineral e nodulagdo radicular e caulinar foram obtidos
entre as doses 120 e 180 mg dm® de P, em plantas inoculadas com
Azorhizobium e Glomus etunicatum. A inoculagiio de Ge com Az exerceu efeito
positivo na nodulagZo radicular e caulinar.
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Para o experimento II, plantas inoculadas com Azhorhizobium e Glomus
etunicatum, independentemente da presenga de N, apresentaram maiores valores
de producdo de nddulos radiculares e caulinares, e maior acimulo dos nutrientes
P, Fe, Cu e B; houve efeito positivo da maior dose de P na producdo de matéria
seca da parte aérea e efeito negativo na porcentagem de colonizagdo radicular
das plantas.
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TABELA 2A. Resumo de analise da variancia da Sesbania rostrata para altura e didmetro em intervalos de quatorze

dias.
FV Dias ap6s a semeadura (DAS)
28 42 56 70 28 42 56 70
Altura Diametro
F
INOC NS NS NS NS NS NS 4,76%* 4,07+
P 42,75%*  215,42%*  789,95%*  869,94** 146,78*%*  288,67**  612,50*%*  574,01**
INOCx P NS 3,45%* 3,52%* 5,24** 2,30** 4,71%* 3,57** 2,94**
CV (%) 17,66 13,74 7,38 7,10 8,11 9,61 7,54 8,08

*+ * significativos a 1% e 5 %, respectivamente; ns: nfio significativo.



TABELA 3A. Resumo de andlise da varidncia da Sesbania virgata para matéria seca da parte aérea (MSPA), niimero de
nodulos radicular, massa nodular, atividade da nitrogenase total e especifica (Nase); colonizagdo

micorrizica (COL)

FV MSPA Nodulagiio radicular ARA COL
Nimero Massa Total Especifica

INOC 10,9%* 23,4+ 3,8* 3,65* 3,92* 49,2%*

P 330,1%* 16,7** 11,5%* 6,73+ 6,2%* 9,3%*

INOCxP 7,2%* 4,3** ns ns Ns 3,7+

CV (%) 14,3 17,4 18,9 432 35,4 36,4

**, * significativos a 1% e 5 %, respectivamente, ns: nffo significativo.
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TABELA 4A. Resumo de analise da variancia da Sesbania rostrata para matéria seca da parte aérea (MSPA); nimero
de nddulos, massa nodular, atividade da nitrogenase total e especifica (Nase) de nddulos radiculares e
caulinares; colonizagdo micorrizica (COL).

FV Nodulagiio radicular Nodulagiio caulinar

MSPA Numero Massa ARA total Nimero Massa ARA COL

Total  Especifica

F
INOC NS 6,0** 2,91+ NS 498,0%* 303,0** 114,0%* 251,0%+ 38,5
P 507,0** 41,1%* 42,9%* 16,5** 100,0** 67,8** 25,5%* 48,9** 8,8+
INOCx P 5,8+ 2,1* 3,0 NS 34,1%* 24,9 8,4** 17,6** 24
CV (%) 11,6 38,0 11,2 26,5 18,7 28,1 26,5 29,0 354

** * significativos a 1% e 5 %, respectivamente; ns: nfio significativo.
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TABELA 8A. Resumo da analise da varidncia para o niimero, massa e atividade da nitrogenase (ARA) de nédulos

radiculares em S. rostrata.

FV Nédulos Massa nodular ARA Total
F
INOC 9,94+ 62,2%* 6,21%*
P O 696%* 1250 26,4%*
INOCXP . 3,35% 6,5%% Ns
V% .. 372 273 11,2

* #2, ns, Sippificativo;a 5,1% e niio significativo, respectivamente

AL

TABELA 9A Resumo da analise da variancia para o numero, massa e atlvxdade da nitrogenase (ARA) de nédulos

caulmares S. rostrata.

e

FV _ Numero de nédulos Massa nodular ARA ARA
o o ' total Especifica
C F ’
INOC o ) 174** ' "72,9%* A 29,6%* 80,7**
P Y 31,54+ 32,44+ - 89,0%%
INOCxP 20,7 11,6%* 22,6%* 42,9%*
CV% 31,3 41,3 11,2 28,9

** Significativo a 1%.
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TABELA 10A. Analise da varidncia para matéria seca da parte aérea (MSPA), niumero (No.), massa (MS) e atividade da
nitrogenase (ARA), total e especifica de nddulos caulinares e massa de nodulos radiculares e atividade
total e colonizagdo micorrizica (COL) na S. rostrata.

AR .
v N Nodulos ARA ~
Radjculares Caulinares Radicular Caulinar " " COL
MSPA- - "MS:- - No. - MS Total - Total Especif L %
i : 5

Ge Ns 30,1 13.0%% 5% 1,5% “Ns Ns 77,30
y ARG e oo , e
P 93, 7%* ‘Ns 40,8** Ns 7,8%* Ns - Ns - o 4.7 . .
N v Nl NS Ns Ns Ns Ns Ns Ns
: T G FEAI LA T o ’ : . R . Tl e me AT
GexP " 7 'Ns 5,7* 5,5" Ns Ns Ns Ns . '6,[5""‘ e
GexN Ns Ns Ns Ns Ns 4,15* 4,85* Ns
PXN T w.. Ns T ‘,:NS,.‘ . Ns 9,]'" Ns 6,70"' Ns Ns
GexPxN - Ns Ns Ns Ns Ns Ns Ns Ns
CV%.., , 530 2848 14,80 21,60 24,00 34,80 30,82 19,90

Ge : Glomus etunicatum;, ** , * e ns significativoa 5%, 1% e ndo significativo, respectivamente (Tukey).

A8 i
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