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RESUMO

O processo da fixagdo bioldgica de nitrogénio em leguminosas ¢€
realizado por bactérias noduliferas possuidoras da enzima nitrogenase, que
catalisa a redu¢do do nitrogénio molecular a amoénio, que ¢ assimilado pelas
plantas. Apesar da alta diversidade do Reino Fungi, relatos sobre a solubilizagdo
de fosfatos por fungos tém se restringido aos géneros Aspergillus ¢ Penicillium.
Isto se deve as técnicas usualmente utilizadas para isolamento que favorecem
fungos com rapida capacidade de esporulagdo. A interagdo sinérgica conseguida
mediante a inoculacdo de bactérias fixadoras de nitrogénio e de fungos
solubilizadores de fosfato pode favorecer o desenvolvimento vegetal e o
aumento da producdo agricola. Este trabalho foi realizado com os objetivos de
avaliar a capacidade de diversos géneros e espécies de fungos, isolados pela
técnica de lavagem e filtragdo de particulas de solo de diferentes sistemas de uso
de solo da Amazonia Brasileira, em solubilizar fosfato de calcio em meio so6lido;
determinar a influéncia dos isolados selecionados em promover o crescimento de
caupi cultivar Gurgueia BR17 e de milho cultivar BR026, utilizando fésforo
insoluvel [P-Ca;(POy),] como tUnica fonte de fosfato e determinar a efetividade
da inoculacdo de dois isolados de fungos solubilizadores fosfato de calcio e de
um isolado ndo solubilizador no meio PVK dagar, com as estirpes de
Bradyrhizobium UFLA 03-84 ¢ INPA 03-11B, em promover o crescimento de
caupi utilizando fosforo insoluvel como fonte de fosfato e baixa concentracdo de
nitrogénio disponivel sob condi¢des axénicas. Neste trabalho relatam-se, pela
primeira vez, quatorze isolados de diferentes gé€neros de fungos saprofiticos
pertencentes ao Filo Ascomycota com capacidade de solubilizar fosfato de
calcio no meio de cultura PVK, a auséncia de inibi¢do de crescimento entre
todos os isolados de fungos ¢ as duas estirpes de Bradyrhizobium sp. mediante a
técnica de cultura dupla e o potencial de dois isolados de fungos solubilizadores
de fosfato e de um isolado ndo solubilizador em aumentar significativamente
(p<0.05) a massa da matéria seca da parte aérea nos tratamentos que receberam
inoculacdo dos microrganismos quando comparados com os controles sem
inoculacgdo.

Palavras-chave: Fungos solubilizadores de fosfato. Fixacdo Biologica de
Nitrogénio. Haematonectria ipomoeae. Pochonia clamydosporia var.
catenulata. Acremonium polychromum. Bradyrhizobium. Vigna unguiculata
[L.] Walp. Zea mays L.



ABSTRACT

The process of biological nitrogen fixation in leguminous is achieved by
bacteria forming nodules possessing the nitrogenase enzyme that are able to
catalyze the reduction of molecular nitrogen to ammonia which is assimilated by
the plants. Despite the high diversity of the Kingdom Fungi, reports on the
solubilization on phosphates by fungi have been restricted to the genera
Aspergillus and Penicillium. This is due to the techniques used for isolation that
favor fungi with fast sporulation capacity. The synergistic interaction achieved
by inoculation of nitrogen fixing bacteria and phosphate solubilizing fungi could
promote the plant growth and increase the agricultural production. The
objectives of this study were to evaluate the ability of various genera and species
of fungi, isolated by filtration and washing of soil particles technique from
different land use systems in the Brazilian Amazon, to solubilize calcium
phosphate in solid medium; evaluate the influence of selected strains to promote
the growth of cowpea cultivar BR17 and maize cultivar BR026 using insoluble
phosphorus [P-Ca;(PO,),] as the sole source of phosphate and evaluate the
effectiveness of the co inoculation of two strains of calcium phosphate
solubilizing fungi and an unable strain to solubilize calcium phosphate in the
PVK agar medium with the Bradyrhizobium strains UFLA03-84 and INPAO3-
11B to promote the growth of cowpea using insoluble phosphorus as source of
phosphate and low concentration of available nitrogen under axenic conditions.
We report, the first time, fourteen strains of different genera of saprophytic fungi
of the Ascomycota phylum capable of solubilize calcium phosphate in PVK agar
medium, the absence of growth inhibition among all fungi strains and the two
Bradyrhizobium sp. strains by dual culture technique and the capacity of two
strains of phosphate solubilizing fungi and a strain unable to solubilize
phosphate to increase the shoot dry matter of the treatments with inoculation
significantly (p<0,05) when compared with uninoculated controls.

Keywords: Phosphate solubilizing fungi. Nitrogen Biological Fixation.
Haematonectria ipomoeae. Pochonia clamydosporia var. catenulata.
Acremonium polychromum. Bradyrhizobium. Vigna unguiculata [L.] Walp.
Zea mays L.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

O fosforo e o nitrogénio sdo dois elementos indispensaveis para o
desenvolvimento vegetal. Muitas das reservas de fosforo no solo encontram-se
imobilizadas na forma de sais insolaveis, ficando indisponiveis para as plantas.
Quando se usa fertilizantes a base de fosfatos, uma parte passa rapidamente a
forma insolavel. Entre os fungos do solo, algumas espécies apresentam a
capacidade de solubilizar o fosfato a partir da forma inorgénica insoluvel
mediante mecanismos dependentes da diminui¢do do pH (produgdo de acidos
organicos e reagdes de intercambio), sintese de fosfatases e por reagdes de
quelacdo dos metais aos quais o anion fosfato encontra-se ligado.

Apesar da diversidade existente no Reino Fungi, os trabalhos sobre
fungos solubilizadores de fosfato consideram apenas isolados dos géneros
Penicillium e Aspergillus caracterizados por apresentar esporulacdo abundante e
crescimento rapido, o que faz que sejam facilmente isolados pela técnica de
diluigdo e posterior plaqueamento. O isolamento de uma maior diversidade de
fungos que crescem ativamente em forma de micélio nas particulas de solo é
conseguido mediante a técnica de lavagem dessas particulas, portanto, a
diversidade de fungos capazes de solubilizar fosfato pode ser bem maior que a
conhecida, se os microrganismos isolados forem avaliados por meio dessa
técnica.

A maior parte do nitrogénio encontra-se na biosfera na forma diatdmica
(Ny) e, sob essa conformagdo quimica, ndo pode ser utilizado pelas plantas. A
disponibilizagdo desse elemento ¢ conseguida mediante o processo de fixacdo

bioldgica realizado por alguns géneros de procariotos possuidores da enzima
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nitrogenase, que catalisa a reacdo de reducdo de N, a amodnia. Entre esses
microrganismos encontram-se os pertencentes ao género Bradyrhizobium.

O caupi [(Vigna unguiculata (L.) Walp] e o milho (Zea mays L.) sdo
duas espécies vegetais amplamente utilizadas como alimento no Brasil. Segundo
dados da FAQ, este pais ¢ o terceiro produtor mundial dessas duas espécies que
sdo cultivadas em solos deficientes em nitrogénio e em fosforo, o que ocasiona
limitagdes a produgdo agricola. Os inoculantes microbianos baseados em
bactérias diazotroficas e fungos solubilizadores de fosfato poderiam suprir os
requerimentos de nitrogénio e de fosforo dessas espécies vegetais, sendo
prioritaria a auséncia de inibi¢do entre esses microrganismos.

Este trabalho foi realizado com os objetivos de avaliar a capacidade de
diversos géneros e espécies de fungos, isolados pela técnica de lavagem e
filtracdo de particulas de solo de diferentes sistemas de uso de solo da Amazonia
brasileira, em solubilizar fosfato de calcio em meio sélido; determinar a
influéncia dos isolados selecionados em promover o crescimento de caupi e de
milho, utilizando fosforo insolivel como unica fonte de fosfato e determinar a
efetividade de dois dos isolados de fungos solubilizadores fosfato de calcio e de
um isolado ndo solubilizador no meio Pikovskaya dagar, inoculados em
associagdo com as estirpes de Bradyrhizobium UFLA 03-84 ¢ INPA 03-11B, em
promover o crescimento de caupi utilizando fosforo insoluvel como fonte de

fosfato e baixa concentracdo de nitrogé€nio disponivel sob condi¢gdes axénicas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Fixacdo biolégica de nitrogénio por bactérias nodudiferas fixadoras de

nitrogénio

Os géneros  Rhizobium,  Ensifer,  Allorhizobium,  Shinella,
Bradyrhizobium, Azorhizobium, Mesorhizobium, Phylobacterium,
Methylobacterium, Ochrobactrum, Agrobacterium, Devosia, Burkholderia e
Cupriavidus sdo capazes de estabelecer relagdes simbiodticas com plantas
leguminosas mediante a formagdo de nédulos nas raizes (LINDSTROM et al.,
2006; MOREIRA, 2010). No interior destas estruturas vegetativas o nitrogénio
atmosférico molecular (N,) ¢ reduzido a amoénia (NHj3), a qual € utilizada como
fonte de nitrogénio pela planta. A transformacdo do nitrogénio molecular a
amodnia ¢ catalisada pela enzima nitrogenase, sendo sua forma mais comum a
Mo-nitrogenase, composta por duas metaloproteinas, MoFe e FeMoCo
(FRANCHE; LINDSTROM; ELMERICH, 2009). O processo de reducdo do

nitrogénio € explicado pela seguinte equagio:

N, + 16ATP + 8¢” + 8H" — 2NH; + H, + 16 ADP + 16ADPi (1)

Uma das caracteristicas mais relevantes desta interagdo simbidtica é a
sua especificidade. Isso significa que cada espécie bacteriana possui um nimero
determinado de hospedeiros, podendo este numero ser amplo ou nalo,
dependendo da capacidade da bactéria de infectar e nodular muitas ou poucas
espécies de plantas, respectivamente (PUPOT; MARTINEZ-ROMERO;
PROME, 1993). Portanto, uma espécie de rizobio ndo vai ser capaz de formar

nédulos com todas as espécies de leguminosas, estabelecendo um grupo bem
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definido de espécies vegetais que serdo hospedeiras de espécies bem definidas
de rizdbios.

A infec¢do e o processo de nodulagdo sdo controlados por genes da
bactéria e da planta. A expressdo dos genes bacterianos de nodulagio (nod e nol)
¢ ativada por flavonoides secretados pelas raizes das plantas. Esse processo
garante a sintese de compostos extracelulares denominados fatores lipoquito-
oligossacarideos Nod (OLDROYD; DOWNIE, 2004), os quais vao induzir o
encurvamento dos pelos radiculares (GAGE, 2004), com a consequente
formac¢do do primérdio do noédulo e o seu desenvolvimento, permitindo a
expressdo dos genes bacterianos nif (NifHDKYQENXUSVWZ), que codificam
para a enzima nitrogenase (DIXON; KAHN 2004; FISCHER, 1994), dando
inicio & fixagdo simbidtica de nitrogénio pelos bacteroides localizados no

interior do nodulo (JONES et al., 2007).

2.2 Descricao de Bradyrhizobium spp.

Até 1982, as espécies do género Rhizobium foram classificadas em
funcdo das espécies das leguminosas hospedeiras nas quais desenvolviam os
noédulos. sendo esse o parametro que determinava a espécie da bactéria.

O género Bradyrhizobium foi descrito posteriormente correspondendo a
bacilos gram-negativos curtos (0,5 pm a 0,9 pm x 1,2 um a 3,0 um), aerdbios,
nido formadores de esporos, moveis com um flagelo polar ou subpolar. As
colonias de Bradyrhizobium spp. sdo de crescimento lento no meio extrato de
levedura manitol (YMA), circulares, convexas, com didmetro ndo maior do que
1 mm depois de serem incubadas entre 5-7 dias, a temperaturas entre 25 a 30 °C,
produzindo reacdo alcalina no meio manitol com sais minerais depois da
incubacdo por 28 dias, a 27 °C (JORDAN, 1982). Neste género encontram-se

atualmente dez espécies descritas, que sdao B. japonicum, B. elkanii, B.
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liaoningense, B. yuanmingense, B. betae, B. canariense, B. iriomotense, B.
jicamae, B. pachyrhizi e B. cytisi (MOREIRA, 2010).

Espécies de Bradyrhizobium nodulam raizes de algumas leguminosas de
regides de clima tropical e temperado dos géneros Glycine, Vigna, Macroptilium,
Aeschynomene, Alysicarpus, Crotalaria, Eriosema e Indigofera. Nos nédulos
dessas espécies vegetais os bacteroides aparecem ligeiramente inchados, com
inclusdes de poli-p-hidroxibutirato (KUYKENDALL, 2005).

No Brasil, existem ao redor de 100 estirpes de bactérias fixadoras de
nitrogénio recomendadas pela Rede de Laboratérios para a Recomendagao,
Padronizacdo e Difusdo de Tecnologia de Inoculantes Microbianos de Interesse
Agricola (RELARE) e autorizadas pelo MAPA para a produgdo de inoculantes
para diversas leguminosas (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Dentre elas estdo as
estirpes de Bradyrhizobium sp. UFLA 03-84 (=SEMIA 6461; nimero no
GenBank: EF158574) e INPA 03-11B (=SEMIA 6463; nimero no GenBank:
EF158575) para o feijao caupi (LACERDA et al., 2004; SOARES et al., 2006).

2.3 Disponibilidade de fosfato nos solos

O fésforo € o segundo elemento mais importante, apos o nitrogénio, para
as plantas. A grande parte do fésforo nos solos com pH 4acido encontra-se na
forma insoluvel de sais de ferro ou de aluminio, fazendo que este elemento ndo
possa ser utilizado pelos vegetais (VASSILEV et al., 2001). Com o propoésito de
incrementar a disponibilidade de fésforo para as raizes, grandes quantidades de
fertilizantes a base deste mineral sdo aplicadas durante as praticas agricolas,
trazendo consequéncias como a perturba¢do da diversidade microbiana no solo
(GYANESHWAR et al., 2002). Leva-se em consideracdo o fato de que a
aplicacdo de fosfato poderia ser um fator importante na mudanca da comunidade

microbiana durante o manejo agricola de pastagens de montanha (Agrostis
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capillaris, Fetusca ovina e Lolium perenne (ROONEY; CLIPSON, 2009). Da
mesma maneira, uma grande propor¢do deste elemento ¢é rapidamente
transformada na forma insoluvel (OMAR, 1998), fazendo com que a quantidade
do foésforo suplementado torne-se indisponivel para as plantas, resultando
necessaria a sua aplicacdo continua (ABDALLA, 1994).

Muitas espécies de bactérias, fungos, leveduras e actinobactérias sdo
capazes de solubilizar fosforo a partir de fontes biodisponiveis (ABDALLA,
1994; GOLDSTEIN, 1986; HALDER; MISHRA; CHAKABARTHY, 1991;
WHITELAW; HARDEN; HELYAR, 1999). Esses microrganismos poderiam ser
utilizados como alternativa para disponibilizar o fosfato para as plantas, o que
poderia garantir a utilizagdo sustentavel de fertilizantes a base desse elemento,
permitindo o melhoramento da producdo agricola, além de estarem envolvidos
em processos que afetam a transformagdo de fésforo no solo, constituindo-se em
componentes integrais do ciclo deste elemento (EL-AZOUNI, 2008).

Entre os mecanismos que os microrganismos utilizam para solubilizar o
fosforo estdo: diminui¢do de pH mediante a produgdo de acidos, quelagdo de
ions e reacdes de intercAmbio na interface solo rizosfera (WHITELAW;
HARDEN; HELYAR, 1999). Tanto bactérias como fungos apresentam essa
capacidade. Entre as bactérias, nos géneros mais estudados incluem-se
Pseudomonas e Bacillus (ILLMER; SCHINNER, 1992). A espécie Bacillus
megaterium var. phosphaticum tem relevancia porque ¢ amplamente utilizada
como inoculante bacteriano, enquanto entre os fungos os géneros Aspergillus e
Penicillium sdo os mais estudados em relagdo a esta capacidade (SOUCHIE et
al., 2006; WAKELIN et al., 2004). Ahmad e Jha (1968) evidenciaram que os
fungos conseguem se desenvolver em solos com pH acido, além de terem maior
capacidade para solubilizar fosfato do que as bactérias (NAHAS, 1996) devido a
sua maior variedade na produgdo de acidos com relacdo a estas ultimas

(VENKATESWARLU et al., 1984). Portanto, estes microrganismos poderiam
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apresentar uma potencial aplicagdo como inoculantes que permitam a

solubilizagdo de fosfato e contribuam para melhorar a producao agricola.

2.4 Fungos solubilizadores de fosfato

Kucey (1983) reportou uma densidade populacional de fungos
solubilizadores de fosfato de 0,1% em relacdo a populagdo total de fungos em
solos da regido de Alberta, Canadd, além de a capacidade para solubilizar
fosforo por esses microrganismos ser mais bem conservada do que nas bactérias
apos culturas sucessivas sob condigdes de laboratorio.

Narsian e Patel (2000) evidenciaram a capacidade de Aspergillus
aculeatus de solubilizar fosfato a partir de rocha de fosfato. Da mesma maneira,
algumas espécies de Penicillium apresentam esta caracteristica. Por exemplo, P.
purpurogenum foi eficiente na solubilizagdo de rocha de fosfato em relagdo ao
controle, conforme analisado sob condigdes de laboratorio (NAHAS, 1996) e P.
bilaji foi capaz de disponibilizar fosfato a partir de rocha de fosfato em culturas
de trigo (Triticum aestivum) e de feijao (Phaseolus vulgaris) (KUCEY, 1987).

Além de Penicillium e Aspergillus, a diversidade de fungos capazes de
solubilizar fosfato foi descrita em outros géneros. Dos 56 artigos encontrados na
base de dados ISI Web of Knowledge, em margo de 2011, sobre este assunto, 48
tratavam de espécies dos géneros Penicillium e Aspergillus, e um niimero bem
menor de artigos (8) tratou dos géneros Cladosporium, Scytalidium,
Stachybotrys, Tolypocladium, Mortierella, Beauveria, Mucor e Talaromyces
(Quadro 1).



Quadro 1 Géneros, origem e meio de cultura de isolamento de fungos diferentes aos géneros Aspegillus e Penicillium

com capacidade para solubilizar fosfato

Género Meio de cultura utilizado Origem Referéncia
Beauveria MMN+ fosfato de zinco Solo, Escocia Fomina et al. (2004)
Cladosporium Meio de Richard+fosfato de calcio Solo, India Sethi e Subba-Rao (1968)

Cladosporium Pikovskaya Solo, India Singh e Kapoor (1999)

Meio 1: (1,0 g NaCl, 0,2 g CaCl,-2H,0,
0,4 g MgSO47H,0, 1,0 g NH4;NOs, 10,0
g glicose, 7,0 g agar, 3,5 g rocha
fosforica) L™';

Meio 2: (6,0 g MgSO47H20, 20,0 g
protease peptona, 15 mL glicerol,

Rizosfera de L.

Mortierella 7,0 g 4gar e 3,5 g rocha fosforica) L leucocephala, Hawaii Osorio e Habte (2001)

Meio 3: (0,5 g (NH4),SO4, 0,2 g KCl,

0,1 g MgS0O47H20, 0,02 g
MnSO,;H,0, 0,02 g FeSO47H20, 10,0
g glicose, 7,0 g agar, 7,7 g rocha
fosforica) L™

Mucor NBRIP S‘E)‘; g‘:ol}lé‘szfe Xiao et al. (2008, 2009)
Scytalidium Pikovskaya Solo Reddy e Reddy (1987)
Stachybotrys Pikovskaya Solo Reddy e Reddy (1987)
Talaromyces NBRIP Solo, Argentina Scervino et al. (2010)
Tolypocladium Pikovskaya Solo Reddy ¢ Reddy (1987)

91
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2.5 Interacg0es entre fungos e bactérias

Os microrganismos sdo capazes de estabelecer interagdes positivas,
negativas ou neutras entre eles. No solo e na rizosfera as interagdes entre fungos
e bactérias facilitam a degradacdo de varios compostos quimicos, incluindo os
exsudatos das raizes (BULLER et al., 2003). Como produto dessas interagdes o
crescimento bacteriano pode ser favorecido pelo surgimento de nichos formados
a partir de sustancias produzidas pelos fungos, fazendo com que a hifosfera, de
fungos saprofiticos, ¢ a micorrizosfera, no caso das micorrizas, tornem-se
habitats favoraveis para o maior crescimento de bactérias em relag@o ao solo ndo
rizosférico (BOER et al., 2005).

Essas interagdes facilitam o surgimento de ambientes favoraveis para os
microrganismos, permitindo a expressdo de caracteristicas particulares que
poderiam favorecer o desenvolvimento vegetal. J4, entre ectomicorrizas e
bactérias fixadoras de nitrogénio a atividade da nitrogenase dessas ultimas ¢é
favorecida pelo consumo do oxigénio associado a atividade respiratoria dos
fungos (LI; MASSICOTE; MORE, 1992). Da mesma maneira, os fungos
interagem com as raizes das espécies vegetais fazendo com que mudem a
quantidade e a qualidade dos exsudatos, o que, por sua vez, influencia a
comunidade bacteriana circundante (AMORA-LAZCANO; VAZQUEZ;
AZCON, 1998; JOHANSSON; PAUL; FINLAY, 2004).

No caso das bactérias, esses microrganismos também podem
desenvolver interacdes positivas ou negativas com os fungos. Assim, algumas
estirpes de Pseudomonas putida podem induzir a formagdo de corpos de
frutificagdo e a esporulacdo em Basidiomicetos (CHO et al., 2003; RAINEY et
al., 1990). No entanto, outros procariotos estdo envolvidos na inibi¢do do
crescimento ¢ da esporulagdo dos fungos no ambiente circundante mediante a

producdo de acido cianidrico, antibidticos, enzimas liticas, sustdncias volateis e
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fatores quelantes (HANDELSMAN; STABB, 1996; WHEATLEY, 2002), ou
utilizando o fungo como substrato nutricional através do processo de micofagia
(INBAR; CHET, 1991), sendo que os fungos também podem interagir da mesma
maneira, utilizando as bactérias como fonte nutricional (DUFFY; SCHOUTEN;
RAAIIMAKERS, 2003).

Alguns géneros de bactérias podem ser endosimbiontes de fungos,
como, por exemplo, entre o fungo micorrizico Gigaspora margarita e
determinados géneros do filo Proteobacteria, favorecendo a relagdo mutualista
entre esses microrganismos (BIANCIOTTO et al., 2003).

Assim, a ampla diversidade de intera¢cdes que podem acontecer entre
bactérias e fungos pode contribuir para a manutencdo do equilibrio nos

ecossistemas e potencialmente favorecer a producao agricola.

2.6 Inoculantes microbianos a base de bactérias noduliferas fixadoras de

nitrogénio e fungos

Encontra-se bem estabelecida a utilizagdo de inoculantes microbianos na
agricultura e na horticultura para melhorar a nutricdo da planta, o seu
crescimento ¢ a inibi¢do de pragas e patogenos. Entre todos os inoculantes
bacterianos, os mais conhecidos sdo aqueles constituidos por diferentes espécies
de rizdbios, os quais tém sido comercializados hd cem anos (HIRSCH, 2004).
No Brasil, por exemplo, a utilizagdo de espécies do género Bradyrhizobium
como inoculante tem possibilitado aumentar os rendimentos na producdo de soja
(Glycine max) (ALVES; BODDEY; URQUIAGA, 2003).

As pesquisas em relagdo ao efeito sinérgico entre as estirpes de
Rhizobium junto a outros microrganismos ndo sdo recentes (BROCKWELL;
BOTTOMLEY, 1995). A dupla inoculagdio de Rhizobium e micorrizas

arbusculares em alfalfa foi documentada por Smith e Daft (1977), os quais
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demonstraram o efeito benéfico adicional das hifas do fungo na absor¢do de
nutrientes em locais distantes da raiz da leguminosa que, de outra maneira, ndo
estariam disponiveis para a planta.

Da mesma maneira, foi descrito o efeito sinérgico entre bactérias
fixadoras de nitrogénio e fungos solubilizadores de fosfato ndo micorrizico. Por
exemplo, Rice, Olsen e Legget (1995) evidenciaram que a associacdo entre
Rhizobium meliloti e Penicillium bilaii incrementou a nodulagdo nas raizes de
Medicago sativa. Portanto, estas associagdes podem contribuir para melhorar a
producdo agricola (DUDEJA; KHURANA; KUNDU, 1981; MEHANA;
WAHID, 2002; ZAIDI; KHAN; AMIL, 2003). Assim, o desenvolvimento de
inoculantes baseados em fungos solubilizadores de fosfato e bactérias
noduliferas fixadoras de nitrogénio poderiam ser uma alternativa para conseguir

este proposito.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

A contribuicdo de processos microbianos para a nutricdo de espécies
vegetais pode favorecer a manutencao dos ecossistemas e a producao agricola.
As interagdes entre fungos solubilizadores de fosfato e as espécies vegetais
podem suprir os requerimentos deste nutriente para essas Ultimas, especialmente
em solos com pouca disponibilidade desse anion. Isso ¢ conseguido mediante
mecanismos dependentes da diminui¢do do pH, da sintese de fosfatases ou da
quelagdo. Dentre as espécies com esta capacidade, aquelas pertencentes aos
géneros Aspergillus e Penicillium tém sido amplamente estudadas. No entanto, a
diversidade de géneros capazes de solubilizar fosfato pode ser bem mais ampla
do que a descrita, requerendo ser elucidada.

As interacOes mutualistas entre bactérias noduliferas fixadoras de
nitrogénio capazes de disponibilizar esse elemento para o desenvolvimento em
varias espécies de leguminosas sdo conseguidas mediante mecanismos
especificos de interagdo molecular entre o procarioto e a planta.

Portanto, a inoculagdo de fungos solubilizadores de fosfato e de
bactérias noduliferas fixadoras de nitrogénio em solos com baixa disponibilidade
desses dois elementos pode contribuir para o desenvolvimento ¢ a melhoria na
producdo agricola, porém, resulta ser necessario avaliar a compatibilidade entre

esses microrganismos e os efeitos dessas associacdes sob condigdes controladas.
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Resumo

O fosforo ¢ um dos nutrientes indispensaveis para as plantas, porém, no solo ¢é
um elemento pouco médvel e se encontra, predominantemente, em compostos
insolaveis, sendo, portanto, um fator limitante & producdo agricola. Apesar da
alta diversidade do Reino Fungi, relatos sobre a solubilizacdo de fosfatos por
fungos tém se restringido aos géneros Aspergillus e Penicillium. Isto,
provavelmente, se deve as técnicas usualmente utilizadas para isolamento que
favorecem fungos com rapida capacidade de esporulacdo. As técnicas de
lavagem e filtragdo de particulas de solo permitem o isolamento de uma
diversidade muito maior de gé€neros. Este trabalho foi realizado com o objetivo
de testar a eficiéncia de diversos isolados de fungos da Amazodnia brasileira, pela
técnica de lavagem e filtracdo de particulas de solo, em solubilizar fosfato de
calcio e avaliar a capacidade desses de promover o crescimento de milho e caupi
em condi¢Oes axénicas. A capacidade da solubilizacdo foi verificada mediante
determinacdo do indice de solubilizagdo de fosfato apds a incubagdo dos
isolados, por 7 dias, a 25 °C, no meio Pikovskaya é4gar. O delineamento
experimental em casa de vegetacdo foi inteiramente casualizado com seis
tratamentos para cada espécie vegetal, sendo dois dos isolados que apresentaram
os maiores indices de solubilizagdo (Haematonectria ipomoeae FSA381,
Pochonia chlamydosporia var. catenulata FSA109) e quatro testemunhas,
sendo, um isolado (Acremonium polychromum FSA115) que no screening nio
solubilizou fosfato de calcio e trés tratamentos que ndo receberam inoculagdo
dos fungos: com nivel alto de fosfato insoluvel [S0 mg P-Ca;(PO,),-(HPins)],
nivel alto de fosfato soluvel [31 mg P-NH4H,PO,-(HPs)] e nivel baixo de fosfato
solavel [3,1 mg P-NH4H,PO4(LPs)]. Foi avaliada a massa da matéria seca da
raiz, da parte aérea e da totalidade da planta. Os fungos mostraram indices de

solubilizagdo de fosfato de calcio entre 1,07 cm e 2,03 cm. Foi observada a
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capacidade para solubilizar de P-Ca por varios géneros, sem informagdes prévias
na literatura com relacdo a essa caracteristica. Os dois isolados solubilizadores
promoveram o crescimento das raizes de caupi de maneira estatisticamente
significativa (p<0,05) em relagdo ao fungo ndo solubilizador Acremonium
polychromum FSA115 e aos tratamentos controle com HPins e com LPs. Ja para
a massa da matéria seca total das duas espécies vegetais ndo se obtiveram
diferencas significativas (p>0,05) entre os tratamentos inoculados com os trés

isolados de fungos e foram similares ao controle com HPs.

Termos para indexagao

Vigna unguiculata [L.] Walp., Zea mays L., Haematonectria ipomoeae,
Pochonia chlamydosporia var. catenulata, Acremonium polychromum,

disponibilidade de fosforo, solubilizacdo de fosfato.

Abreviacdes

PVK égar: Pikovskaya agar

MEA: extrato de malte agar

SI: indice de solubilizagdo

HPs: nivel alto de fosfato solavel
LPs: nivel baixo de fosfato soluvel

HPins: nivel alto de fosfato insoluvel

Introducao

O fosforo ¢ um elemento indispensavel para o desenvolvimento vegetal.

No entanto, a disponibilidade deste elemento ¢é bastante reduzida em
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conseqiiéncia do fato de que muitas das reservas de foésforo no solo encontram-
se imobilizadas, ficando indisponiveis para as plantas ou porque uma parte dos
fertilizantes utilizados a base de fosfatos passa rapidamente a forma insoluvel no
solo. Isto faz que este elemento seja um dos fatores mais limitantes a produgao
agricola (Lopes 1989).

Alguns dos microrganismos do solo, entre os quais se encontram fungos,
apresentam a capacidade para solubilizar o fosfato a partir da forma inorgénica
insoluvel mediante mecanismos dependentes da diminui¢ao do pH (produgéo de
acidos organicos e reagdes de intercambio), sintese de fosfatases e por reagdes
de quelacdo dos metais aos quais o anion fosfato encontra-se ligado (Gadd 1999;
Narsian e Patel 2000), aumentando a disponibilidade deste elemento para os
vegetais.

Apesar da alta diversidade existente no Reino Fungi, os trabalhos sobre
fungos solubilizadores de fosfato geralmente tratam dos géneros Penicillium e
Aspergillus. Dos 56 artigos encontrados na base de dados ISI Web of
Knowledge, em margo de 2011, sobre este assunto, 48 tratavam de espécies
destes géneros ¢ um nimero bem menor de artigos (8) tratava dos géneros
Cladosporium (Sethi ¢ Subba-Rao 1968; Singh e Kapoor 1999), Scytalidium,
Stachybotrys, Tolypocladium (Reddy e Reddy 1987), Mortierella (Osorio e
Habte 2001), Beauveria (Fomina et al. 2004), Mucor (Xiao et al. 2008; Xiao et
al. 2009) e Talaromyces (Scervino et al. 2010). Isto ocorre porque os géneros
Aspergillus e Penicillium sdo os mais frequentemente isolados pela técnica de
dilui¢do e posterior plaqueamento em consequéncia da sua esporulacdo
abundante e crescimento rapido. A utilizagdo da técnica de lavagem de
particulas de solo permite isolar uma maior diversidade de fungos que crescem
ativamente em forma de micélio nas particulas de solo (Pfenning e Abreu 2008,

2010).
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O caupi (Vigna unguiculata [L.] Walp.) e o milho (Zea mays L.) sdo
duas espécies importantes no consumo cotidiano da sociedade em geral para os
quais a disponibilidade de fésforo pode ser um fator limitante durante seu
crescimento e produ¢do. Tecnologias que utilizam processos biologicos para
melhorar sua nutricdo com consequente aumento de seu rendimento sdo
relevantes tanto do ponto de vista econdmico como ambiental.

Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a capacidade de
diversos géneros e espécies de fungos, isolados pela técnica de lavagem e
filtracdo de particulas de solo de diferentes sistemas de uso de solo da Amazonia
brasileira, em solubilizar fosfato de calcio em meio solido e determinar a
influéncia dos isolados selecionados em promover o crescimento de caupi e
milho, sob condigbes axénicas, utilizando fosforo insoltivel como unica fonte de

fosfato.

Material e Métodos

Foram realizados dois experimentos, o primeiro no Laboratorio de
Micologia do Departamento de Fitopatologia e o segundo em casa de vegetagdo
do Laboratorio de Microbiologia do Solo, no Departamento de Ciéncia do Solo
da Universidade Federal de Lavras (UFLA), entre novembro de 2010 e maio de
2011.

Solubilizagdo de fosfato por fungos em meio Pikovskaya Agar

Num primeiro passo, tentou-se a reativagdo de 82 isolados de fungos
saprofiticos do Filo Ascomycota que formam parte da Colecdo Micoldgica de
Lavras da UFLA em meio MEA 2% (extrato de malte agar) (extrato de malte 20

gL, agar 20 g'L™") e incubados, por 7 dias, a 25 °C. Esses fungos foram
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isolados mediante lavagem e filtragdo de particulas de solo (De Bellis et al.
2007) e identificadas a partir de diferentes sistemas de uso de solos da Amazodnia
brasileira como parte do projeto Conservation and Sustainable Management of
Below-Ground Biodiversity/BIOSBRASIL (http://www.bgbd.net/,
http://www .biosbrasil.ufla.br/). Apo6s este periodo, os fungos que apresentaram
crescimento em meio MEA 2% foram inoculados no meio PVK agar (1948) (0,5
gL (NH,),S04, 0,1 gL' MgS0,7H,0, 0,2 gL' NaCl, 0,2 gL' KCI, 0,002
gL' FeSO,7H,0, 0,002 gL' MnSO4H,0, 5,0 gL' Cas(PO,),, 10,0 gL’
glicose, 0,5 g'L" extrato de levedura, agar 15,0 g.L") acrescentado de 0,03 gL
de rosa de bengala, segundo Nopparat et al. (2007).

A capacidade de solubilizar fosfato foi determinada apds 7 dias de
incubagdo, a 25 °C, mediante medi¢do do didmetro de um halo claro ao redor do
crescimento. Com esse dado obteve-se o indice de solubilizacdo (IS) segundo
Berraquero et al. (1976): ®1/ @2, em que ®1 ¢é o didmetro, em centimetros, do
halo e ®2 o didmetro, em centimetros, da colonia, com o propoésito de realizar a
comparagao entre os isolados, em que IS<2 cm: baixo indice de solubilizacdo, IS
médio com valores entre 2 cm € 4 cm, € IS>4 c¢cm, com elevado indice de
solubilizagdo. Utilizou-se como controle positivo de solubilizagdo a estirpe
Acinetobacter sp. UFLA0309 que apresenta alto indice de solubiliza¢do no meio

PVK égar. Foram testadas trés repeti¢cdes por isolado.

Efeito de fungos solubilizadores de fosfato no crescimento de caupi e de milho

A partir do experimento anterior selecionaram-se dois isolados que
apresentaram os maiores IS (Haematonectria ipomoeae FSA381 e Pochonia
clamydosporia var. catenulata FSA109) e o isolado Acremonium polychromum
FSAT115, que cresceu no meio Pikovskaya agar, mas ndo desenvolveu halo de

solubilizagdo, como controle negativo, para verificar o efeito dos isolados
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solubilizadores em promover o crescimento de caupi e de milho em vasos de
Leonard.

O indculo dos esporos dos fungos foi preparado utilizando-se a
metodologia descrita por Sheng et al. (2011): discos de 0,5 cm de diametro do
crescimento de cada um dos isolados foram suspensos em uma solucao estéril de
Tween 80 0,1% (v/v) e solucdo salina 0,85% (p/v) em propor¢do 1:1; a partir
desta fizeram-se diluigdes utilizando-se o mesmo solvente, até atingir 1x10°
conidios'mL, verificado por contagem na cimara de Neubauer.

As sementes de caupi cultivar Gurgueia BR17 foram desinfetadas por
imersdo em etanol 95% por 1 minuto; depois, em hipoclorito de sédio 5%, por 2
minutos, seguido de seis lavagens em agua destilada estéril. As sementes de
milho cultivar BR206 foram desinfetadas da mesma maneira, com 20 lavagens
prévias em agua destilada estéril, com o proposito de retirar o fungicida que
revestia as sementes comerciais utilizadas.

As sementes foram germinadas, por 72 horas, a 28 °C, no escuro, em
placas de Petri de 150 mm x 15 mm com algoddo e papel filtro umedecidos
estéreis.

Apo6s a germinacdo, as sementes foram plantadas em um substrato
previamente autoclavado, composto por uma mistura de vermiculita e areia (2:1)
na parte superior do vaso Leonard (Vincent 1970) com capacidade para 500 cm’.
A parte inferior desse vaso continha 550 mL da solucao nutritiva de Hoagland e
Arnon (1950) [114,1 gL' NH,H,PO,, 101,1 gL' KNOs;, 236,16 gL’
Ca(NOs),, 120,4 g-L"' MgSO47H,0] contendo 31 mg-L"' de fosforo. Para cada
litro da solugdo adicionou-se 1 mL de solugdo de oligoelementos (2,86 gL’
H;BO;, 1,81 gL' MnCl,4H,0, 0,22 gL' ZnSO,7H,0, 0,08 gL
CuS045H,0, 0,02 g‘L'1 H;Mo004H,0) e 1 mL da solugdo de Fe-EDTA (24,9
g'L"! FeSO,47H,0, 26,1 g'L"' EDTA).
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Os vasos foram organizados na casa de vegetacdo mediante
delineamento inteiramente casualizado com seis tratamentos, constituidos por
dois isolados de fungos solubilizadores de fosfato e um isolado de fungo nao
solubilizador, avaliados individualmente em caupi e em milho na presenca de 50
mg de P-Ca3;(PO,), com nivel baixo de fosfato soluvel [3,1 mg P- NH,H,PO,-
(LPs)] e trés tratamentos que ndo receberam inoculagdo dos fungos: com nivel
alto de fosfato insoluvel [50 mg P-Ca;(PO,),-(HPins)] nivel alto de fosfato
solavel [31 mg P-NH4H,PO,4-(HPs)] e nivel baixo de fosfato soluvel [3,1 mg P-
NH4H,PO4-(LPs)]. Cada tratamento teve 4 repeti¢des, tendo sido plantadas
quatro sementes por vaso.

Para inoculagdo dos fungos, 1 mL da suspensdo de conidios
(1x10®*conidios: mL™") foi vertido sobre cada semente germinada. Apos 12 dias
de crescimento, foi realizado o desbaste, ficando duas plantas por vaso e a
superficie dos vasos foi coberta com uma fina camada de areia, parafina e
cloroférmio na propor¢do 100:0.01:10 (w:w:v) para evitar contaminagdo e
diminuir a perda de umidade por evaporagao (Vincent 1970; Florentino et al.
2009). As plantas foram mantidas em casa de vegetacdo com temperatura entre
25 °C a 30 °C, acrescentando-se a solu¢do de Hoagland e Arnon uma vez por
semana. A coleta das plantas foi realizada ap6s 45 dias de crescimento, com o
proposito de avaliar a massa da matéria seca da parte aérea, a massa da matéria

seca das raizes e a massa da matéria seca da totalidade da planta.

Analise estatistica

A comparagdo dos tratamentos nos dois experimentos foi realizada
mediante a analise de variancia e posterior agrupamento das médias pelo teste de
Scott-Knott, a 5% de probabilidade, para todas as varidveis analisadas,

utilizando-se o programa SISVAR 4.0 (Ferreira 2008).
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Resultados

Solubilizagdo de fosfato por fungos em meio Pikovskaya Agar

Cinquenta e sete isolados de fungos saprofiticos pertencentes ao filo
Ascomycota que foram reativados no meio MEA 2% foram avaliados no meio
de cultura de PVK 4gar. Vinte e dois isolados ndo solubilizaram fosfato ou néo
cresceram sob as condigdes avaliadas (Tabela 1) e 35 apresentaram diferentes
valores de IS, entre 1,07 cm e 2,03 cm, tendo trés desses apresentado maior IS
estatisticamente significativo (p<0,05) em rela¢do aos outros: Haematonectria
ipomoeae FSA381 (IS=1,8500 cm), isolado a partir de rogca de macaxeira ¢
banana; Eleutherascus lectardii FSA257a (IS=1,9500 cm), isolado de roga de
bananeira e Pochonia chlamydosporia var. catenulata FSA109 (IS=2.0333 cm),
isolado de floresta (Tabela 2).



Tabela 1 Isolados de fungos saprofitos pertencentes ao filo Ascomycota que nao solubilizaram fosfato ou ndo cresceram
(NG) no meio de cultura Pikoskaya Agar, apos 7 dias de incubagdo, a 25°C

Isolado Género e espécie Diametro da col6nia (cm)
FSA291a Plectosporium tabacinum NG
FSA104 Pochonia chlamydosporia var. catenulata NG
FSA204 Chaetomium funicola NG
FSAl155a Arthrinium phaeospermum NG
FSA248 Virgaria nigra NG
FSA219 Cylindrocladium floridanum NG
FSA386 Pseudallescheria boydii NG
FSA221 Gliocladiopsis sumatrensis NG
FSA387 Pseudallescheria boydii NG
FSA240 Gonytrichum macrocladum 3,33
FSA297 Acremonium polychromum 4,00
FSA282 Sagenomella alba 4,67
FSA392 Paraconiothyrium sporulosum 9,33
FSA318 Virgaria nigra 12,33
FSA237 Gonytrichum macrocladum 13,67
FSA343 Fusarium solani 14,33
FSA145 Scolecobasidium constrictum 16,33
FSA368 Eupenicillium brefeldianum 17,33
FSA115 Acremonium polychromum 20,00
FSA321 Fusarium solani 20,67
FSA144 Arthrinium phaeospermum 28,67
FSA378a Trichoderma harzianum 50,67

9¢



Tabela 2 Média de trés repeticdes dos indices de solubilizagao (IS) dos isolados de fungos saprofitos pertencentes ao filo
Ascomycota, procedentes de diferentes sistemas de uso do solo, avaliados no meio de Pikovskaya agar. "
Sistema de uso do

Isolado Género/espécie IS (cm) solo de origem
FSA216 Fusarium solani 1,0733¢ Capocira em estadio inicial
’ (aproximadamente 2 anos)
FSA255 Gilmaniella humicola 1,0833¢ Pastagem
CML1944 Clonostachys rosea 1,0866° Capoeira em estadio de regeneracio
FSA385 Haematonectria ipomoeae 1,0933¢ Capoel.ra em estadio inicial
(aproximadamente 2 anos)
CML1984 Clonostachys sporodochialis 1,1166 Capoeira em estadio inicial
FSA247a Acremonium furcatum 1,1300° Floresta
FSA342 Fusarium solani 1,1400¢ Capoeira em estadio de regeneracio
FSA384 Fusarium equiseti 1,1400¢ Capoel.ra em estadio inicial
(aproximadamente 2 anos)
CML1915 Clonostachys solani 1,1600° Roga de bananeira
FSA119 Myrothecium roridum 1,1833¢ Capoeira em estadio de regeneracio
FSA209 Lasiodiplodia theobromae 1,2000° Roga de mandioca
FSA339 Fusarium solani 1,2000¢ Roca de macaxeira
FSA341 Fusarium solani 1,2000° Capoeira em estadio de regeneracao
CMLI1913 Clonostachys candelabrum 1,2066° Capoeira em estadio de regeneragao
FSA311 Paecilomyces carneus 1,2066¢ Floresta
FSA270 Rhinocladiella atrovirens 1,2066° Capoeira em estadio de regeneracdo
FSA348 Fusarium solani 1,2200° Capoeira em estadio de regeneragao
FSA275 Xepicula leucotricha 1,2233¢ Roga de mandioca

LE



Tabela 2, conclusdo

FSA219 Cylindrocladium floridanum
FSA298 Cylindrocarpon cf obtusisporum
FSA113 Acremonium masseei
FSA231 Cylindrocladiella infestans
FSA349 Fusarium solani
CML1914 Clonostachys rosea
FSA415 Humicola fuscoatra
FSA344 Fusarium solani
CML1943 Clonostachys rosea
FSA329 Fusarium solani
FSA247 Gonytrichum macrocladum
FSAl61 Acremonium furcatum
FSA332 Fusarium solani
FSA250 Virgaria nigra
FSA381 Haematonectria ipomoeae
FSA257a Eleutherascus lectardii
FSA109 Pochonia chlamydosporia var.
catenulata
UFLA0309? Acinetobacter sp.

1,2266°
1,2300°
1,2500¢
1,2733¢
1,2833¢
1,2833¢
1,3033¢
1,4366°
1,4566°
1,4600°
1,5000¢
1,5533¢
1,6566°
1,6666°
1,8500°

1,9500°

2,0333°
4,1667*

Roca de macaxeira ¢ banana
Pastagem
Roga
Capoeira em estadio inicial
Capoeira
Capoeira em estadio de regeneragdo
Capoeira
Roga de macaxeira
Capoeira em estadio de regeneragao
Pastagem
Floresta
Floresta
Roga de mandioca
Floresta
Roca de macaxeira e banana

Roca de bananeira

Floresta

Floresta tropical subcadocifolia

1)

@ Estirpe bacteriana utilizada como controle positivo

Meédias seguidas de letras iguais, nas colunas, ndo t€m diferenga entre si, pelo teste Scott-Knott, a 0,05 de significancia

8¢
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Nas espécies Fusarium solani, Pochonia clamydospria var. catenulata,
Virgaria nigra, Cylindrocladium floridanum e Gonytrichum macrocladum
encontraram-se isolados com capacidade de solubilizar ¢ de ndo solubilizar
fosfato de calcio (Tabelas 1 e 2).

Vinte e um isolados pertencentes aos géneros Gilmaniella,
Clonostachys, Acremonium, Myrothecium, Lasiodiplodia, Paecilomyces,
Rhinocladiella, Xepicula, Cylindrocladium, Cylindrocarpon, Gonytrichum,
Virgaria, Eleutherascus e Pochonia apresentaram capacidade de solubilizar
fosfato de calcio no meio Pikovskaya agar. Com relagdo ao sistema de uso do
solo a partir do qual foram isolados os fungos, ndo houve diferenga
estatisticamente significativa (p<0.05) entre os IS e o sistema de uso de origem

(Tabela 3).

Tabela 3 Média do indice de solubilizagao por 35 isolados de fungos (ver Tabela
2 para identificagdo) no meio Pikovskaya Agar, em relagdo aos
diferentes sistemas de uso do solo da Amazdnia do Brasil

Sistema de uso do solo IS dos fungos isolados (cm)
Capoeira 1,2000*"
Pastagem 1,2600*

Roca 1,4366*
Floresta 1,5200*

" Médias seguidas de letras iguais, nas colunas, ndo tém diferenca entre si, pelo teste
Scott-Knott, a 0,05 de significancia
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Efeito de fungos solubilizadores de fosfato no crescimento de caupi e de milho

Houve diferengas significativas (p<0,05) entre os tratamentos para todos
os parametros avaliados. No caupi, todos os pardmetros nos controles sem
inoculacdo se comportaram como esperado, ou seja, maior crescimento em HPs,
seguido do tratamento com HPins e menor crescimento em LPs. Para o milho,
este comportamento s6 foi verificado na massa da matéria seca das raizes. Na
massa da matéria seca da parte aérea e da totalidade da planta ndo houve
diferenga significativa (p<0,05) entre os controles com HPs e com HPins

(Figura 1).
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A [ Root dry matter Shoot dry matter EES Total dry matter
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a
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o
FSA381+ FSA109 FSA115+ .
HPins  +HPins HPins HPs HPins LPs
12
B [ Root dry matter Shoot dry matter ~ ESSS Total dry matter

8
)

FSA381+ FSA109 FSA115+
HPins +HPins HPins

Treatments

Figura 1 Massa da matéria seca, em gramas, por vaso, da raiz, da parte aérea e
da totalidade da planta de caupi (A) e de milho (B), nos tratamentos
com os isolados solubilizadores FSA381 ¢ FSA109 e com o isolado
FSA115 néo solubilizador, em relagdo aos tratamentos controle: nivel
alto de fosfato solavel [31 mg P-NH4H,PO,-(HPs)]; nivel alto de
fosfato insoltivel [S0 mg P-Caz(PO,),-(HPins)] e nivel baixo de fosfato
soluvel [3,1 mg P- NH4H,PO4(LPs)]. Colunas identificadas com
diferentes letras tém diferenca estatisticamente significativa entre si,
pelo teste Scott-Knott, a 0,05 de significancia. As barras referem-se ao
erro padrao
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A inoculag@o com os fungos solubilizadores (Haematonectria ipomoeae
FSA381, Pochonia chlamydosporia var. catenulata FSA109) promoveu o
crescimento das raizes de caupi e de milho em relagdo ao fungo ndo
solubilizador Acremonium polychromum FSA115 e aos tratamentos controle
sem inoculagdo com HPins ¢ com LPs e foram similares ao tratamento com HPs
(Figura 1).

Ja para a massa da parte aérea ¢ massa total das duas espécies ndo houve
efeito diferenciado dos fungos solubilizadores em relagdo ao fungo ndo
solubilizador, embora haja uma tendéncia de este ultimo induzir menor
crescimento em relagdo aos isolados solubilizadores. No entanto, tanto a massa
da matéria seca da parte aérea como a massa da matéria seca total de caupi
inoculado com as trés espécies de fungos aumentaram em relagdo ao controle
que recebeu apenas HPins, indicando a contribuicdo dos fungos solubilizadores
e do ndo solubilizador para o crescimento vegetal, apesar de a contribuicao dos

fungos solubilizadores ter sido maior.

Discussdo

Os IS de fosfato encontrados neste trabalho (1,07-2,03), no meio de
PVK 4gar, estdo na faixa observada para fungos dos géneros Penicillium e
Aspergillus isolados a partir de rizosfera de Cicer arietinum em estudos
anteriores (Yadav et al. 2011). Ja El-Azouni (2008) encontrou IS entre 2,42 ¢
3,15 para Aspergillus niger e Penicillium italicum isolados a partir de uma area
de culturas nado especificadas. A capacidade variavel dos isolados em solubilizar
fosfato pode ser explicada como sendo consequéncia da variedade e¢ da
quantidade de acidos organicos que sdo produzidos pelos fungos (Whitelaw et
al. 1999), dependendo do género, da espécie e, dentro desta, dos distintos

isolados (Narsian e Patel 2000), conforme confirmado neste trabalho.
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Neste trabalho mostrou-se que a diversidade de fungos solubilizadores
no solo pode ser bem mais elevada, visto que foram relatados, pela primeira vez,
quatorze géneros com essa caracteristica. Além disso, observou-se que géneros
de fungos solubilizadores diferentes de Penicillium e Aspergillus também sdo
capazes de promover o crescimento vegetal.

A capacidade de solubilizar fosfato das espécies de fungos avaliadas ndo
teve diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) com relacdo ao sistema de
uso do solo a partir do qual foram isolados, contrariando os resultados
apresentados por Moratto et al. (2005). Estes autores encontraram maior
eficiéncia na solubilizacdo de Trichocladium canadiense, Mucor sp. e
Penicillium sp. isolados a partir de solos em descanso ¢ de floresta do que a
partir de solos com cultura de batata na serra Colombiana. Provavelmente, isso
ocorreu devido ao elevado uso de agroquimicos na cultura de batata, que teve
efeito deletério nos microrganismos. Nos sistemas de uso do solo estudados
neste trabalho ndo houve emprego de nenhum tipo de insumo (Fidalgo et al.
2005). Além disso, na regido de estudo, as areas com sistemas agricolas sdo
relativamente pequenas em relacdo as areas de floresta preservadas, o que
contribui para preservar a biodiversidade, a redundancia funcional e a resiliéncia
dos processos bioldgicos. Isso ja foi observado, nas mesmas areas, para outros
grupos de microrganismos, como procariotos (Jesus et al. 2009), entre eles
bactérias fixadoras de N, (Lima et al. 2009) e fungos micorrizicos arbusculares
(Silva et al. 2009; Stiirmer e Siqueira 2011).

A capacidade para disponibilizar uma fonte de fosfato pelos diferentes
isolados pode diferir, dependendo das condi¢des geradas pela rizosfera da
espécie vegetal com a qual o microrganismo estabelece a relagdo (Moreira e
Siqueira 2006) ou pela acidificagdo da rizosfera dependente das raizes (Ryan e
Delhaize 2001).
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A auséncia de diferenga significativa na massa da matéria seca de milho
entre o tratamento controle com HPins e HPs pode ter acontecido por
consequéncia da elevada produgdo de acidos orgénicos na rizosfera da cultivar
BR206 (Parentoni et al. 1999), o que faz com que essas plantas se tornem
resistentes a toxidez por aluminio nos solos (Dinkelaker et al. 1989; Jones e
Darrah 1994; Miyasaka et al. 1991) o que, provavelmente, ocasionou um efeito
significativo na solubilizag@o no tratamento HPins.

A capacidade dos trés isolados de fungos em estimular o crescimento
das duas espécies vegetais avaliadas variou, dependendo da espécie vegetal e do
isolado. Apesar de o efeito dos fungos solubilizadores ser significativamente
maior para a massa da matéria seca das raizes, também houve efeito do fungo
ndo solubilizador na parte aérea do caupi. Provavelmente, o isolado ndo
solubilizador contribuiu para o crescimento vegetal por um mecanismo nao
identificado neste trabalho.

O incremento na massa da matéria seca da parte aérea, da raiz e da
totalidade da planta apos inoculagdo com fungos solubilizadores de fosfato foi
descrito em estudos anteriores. Jain et al. (2010) encontraram incrementos na
massa da matéria seca da parte aérea de Vigna radiata cv. RMG492 apos a
inoculagdo de um isolado de Aspergillus awamori solubilizador de fosfato.
Reyes et al. (2002) encontraram aumento na massa da matéria seca de milho
ap6s a inoculagdo de isolados de Penicillium rugulosum solubilizadores de
fosfato.

Verificou-se o potencial de varios géneros de fungos saprofiticos do Filo
Ascomycota diferentes de Penicillium e Aspergillus em solubilizar fosfato e
estimular o crescimento de caupi e das raizes do milho sob condi¢des axénicas.
Considerando a complexidade, a heterogeneidade e a dindmica do sistema

edafico, o proximo passo € testar esta habilidade no campo.
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Portanto, a capacidade de solubilizar fosfato de calcio pelos fungos
isolados da Amazbnia difere segundo o género, a espécie e o isolado,
independentemente do sistema do solo a partir do qual foram isolados, ¢ a
associacdo entre as plantas os fungos solubilizadores e ndo solubilizador no
meio PVK, nas condi¢gdes testadas, podem estimular o crescimento de milho e de

caupi.
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Resumo

O fosforo e o nitrogénio sdo dois nutrientes indispensaveis para o
desenvolvimento vegetal. Portanto, a caréncia deles ¢ um fator limitante a
producdo agricola. As interagdes entre o0s microrganismos permitem a
manutencdo dos sistemas bioldgicos e, dependendo da associagdo, contribuem
ao manejo agricola sustentavel. Este trabalho foi realizado com os objetivos de
testar a compatibilidade entre 57 isolados de diferentes espécies de fungos a
partir de diferentes sistemas de uso do solo da Amazodnia brasileira e as estirpes
de Bradyrhizobium sp. UFLA03-84 ¢ INPA03-11B, aprovadas como inoculantes
para caupi, ¢ determinar a efetividade de dois destes isolados de fungos com
capacidade de solubilizar fosfato de calcio e de um incapaz de solubiliza-lo em
meio PVK agar em associagdo com as duas estirpes de Bradyrhizobium
UFLAO03-84 ¢ INPAO3-11B em promover o crescimento de caupi em diferentes
condigdes de nutrigdo mineral de fosforo e de nitrogénio, utilizando 50 mg de
fosforo [P-Ca;(PO,),] como fonte de fosfato insoluvel e baixas concentragdes de
fosforo soluvel [3,1 mg de P-NH4H,PO,] e de nitrogénio disponivel [21 mg N-
NOs] sob condigdes axénicas. A compatibilidade entre os microrganismos foi
verificada mediante a técnica de cultura dupla, utilizando a formula de Whipps e
o indice de inibi¢do de crescimento (GI), apds incubagdo no meio a temperatura
de 79 °C a 25 °C, por 5 dias, e mediante observacdo microscopica do
crescimento no meio 79 sem agar, a 25 °C e 120 rpm, por 10 dias, entre as
estirpes bacterianas e 3 isolados flingicos solubilizadores de fosfato
(Haematonectria ipomoeae FSA381, Eleutherascus lectardii FSA257a e
Pochonia clamydosporia var. catenulata FSA109) e um isolado ndo
solubilizador ~ (Acremonium  polychromum FSA115). O delineamento
experimental em casa de vegetagdo foi inteiramente casualizado, com 28

tratamentos em arranjo fatorial 7 x 2 x 2, sendo 6 inoculantes + 1 tratamento
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sem inoculagdo, com duas concentragdes de nitrogénio disponivel e duas
concentragoes de fosforo soluvel, sendo: com nivel alto de fosfato soluvel e de
nitrogénio disponivel [31 mg P-NH,H,PO,4- 210 mg N-NO; - (HPs-HNd)]; com
nivel baixo de fosfato solivel e nivel alto de nitrogénio disponivel [3,1 mg P-
NH4H,PO, - 210 mg N-NO; - (LPs-HNd)]; com nivel alto de fosfato soluvel e
nivel baixo de nitrogénio disponivel [31 mg P-NH4H,PO, - 21 mg N-NO; -
(HPs-LNd)] e com nivel baixo de fosfato solivel e de nitrogénio disponivel [3,1
mg P-NH;H,PO, - 21 mg N-NOs - (LPs-LNd)]. Todos os tratamentos com nivel
baixo de fosfato soluvel receberam 50 mg de P-Ca;(PO,), - (HPins) como fonte
de fosfato insoluvel Foram avaliados o numero e a massa da matéria seca dos
nodulos; a massa da matéria seca da parte aérea, das raizes e da totalidade da
planta; a eficiéncia relativa na parte aérea; o acumulo de nitrogénio na parte
aérea das plantas e o acamulo de fosforo na parte aérea, nas raizes e na
totalidade das plantas. Nao houve inibi¢cdo no crescimento nos testes realizados
em placa (GI=0), embora o isolado Eleutherascus lectardii FSA257a tenha sido
inibido pelas duas estirpes bacterianas durante o periodo de crescimento no meio
liquido apods observagdo microscopica durante o periodo de incubacdo. Os
tratamentos que receberam os inoculantes com nivel baixo de fosfato solavel e
de nitrogénio disponivel [3,1 mg P-NH4;H,PO, - 21 mg N-NOs; - (LPs-LNd)] e
com alto nivel de fosforo insoltivel [50 mg de fosforo P-Caz(PO,), - (HPins)]
tiveram diferencas significativamente maiores (p<0,05) para a eficiéncia relativa
na parte aérea e para a massa da matéria seca da parte aérea em relagdo aos
tratamentos que ndo receberam inoculagdo, mostrando o efeito desses

microrganismos na promogao do crescimento do caupi sob essas condicdes.
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Termos para indexagao

Vigna unguiculata (L.) Walp., Haematonectria ipomoeae, Pochonia
chlamydosporia var. catenulata, Acremonium polychromum, Eleutherascus

lectardii, compatibilidade, solubilizagéo de fosfato.

Abreviacdes

PVK éagar: Pikovskaya agar

MEA: extrato de malte dgar

SI: indice de solubilizagao

HPs: nivel alto de fosfato solavel
LPs: nivel baixo de fosfato soluvel

HPins: nivel alto de fosfato insoluvel

Introducao

Os microrganismos estabelecem diferentes relagcdes simbidticas entre
eles e com os outros seres vivos. Algumas dessas associagdes podem promover a
producdo agricola ao disponibilizar nutrientes para os vegetais e favorecer a
melhoria na qualidade do solo (Seneviratne et al. 2010), embora essas
capacidades sejam dependentes da compatibilidade entre os membros da relagdo
e com o ambiente edafico (Abd-Alla e Omar 2001).

O nitrogénio ¢ o fosforo sdo dois elementos indispensaveis para o
desenvolvimento vegetal. A principal reserva de nitrogénio encontra-se na
biosfera na forma diatdmica (N,) e sob essa conformacdo quimica ndo pode ser
utilizado pelas espécies vegetais. A disponibilizacdo deste elemento nas

leguminosas ¢ conseguida mediante o processo de fixacdo bioldgica, realizado
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por algumas espécies de procariotos capazes de formar noédulos nas raizes das
plantas hospedeiras em que a enzima nitrogenase catalisa a reagdo de redugdo de
N, a amonia. Entre esses microrganismos encontram-se os pertencentes ao
género Bradyrhizobium (Moreira e Siqueira 2006).

Muitas das reservas de fosforo no solo estdo imobilizadas, ficando
indisponiveis para as plantas. Além disso, uma parte dos fertilizantes utilizados a
base de fosfatos passa rapidamente a forma insoluvel, tornando este um fator
limitante a producdo agricola (Lopes 1989). Entre os microrganismos do solo,
alguns géneros de fungos apresentam a capacidade para solubilizar o fosfato a
partir da forma inorganica insoluvel, mediante mecanismos dependentes da
diminui¢do do pH (producdo de acidos orgénicos e reagdes de intercAmbio),
sintese de fosfatases e por reagdes de quelacdo dos metais aos quais o anion
fosfato encontra-se ligado (Gadd 1999; Narsian e Patel 2000) aumentando a
disponibilidade deste elemento para os vegetais.

No Brasil, o feijdo caupi (Vigna unguiculata [L.] Walp.) é uma espécie
importante de consumo na sociedade, porém, esta leguminosa ¢ cultivada sob
condigdes de baixo uso de tecnologia e em solos deficientes em nitrogénio e em
fosforo (Lacerda et al. 2004). Portanto, este trabalho foi realizado com os
objetivos de avaliar a compatibilidade entre as estirpes de Bradyrizhobium sp.,
UFLAO03-84 ¢ INPAO3-11B, aprovadas como inoculantes para caupi pelo
Ministério de Agricultura, Abastecimento e Pecuaria (MAPA) (Lacerda et al.
2004; Soares et al. 2006) e fungos isolados pela técnica de lavagem e filtragdo
de particulas de solo de diferentes sistemas de uso de solo da Amazonia
brasileira, ¢ determinar a efetividade de dois destes isolados de fungos com
capacidade de solubilizar fosfato de calcio no meio PVK 4gar e de um incapaz
de fazé-lo nessas condigdes, em associacdo com as duas estirpes de
Bradyrhizobium UFLA03-84 ¢ INPAO03-11B, em promover o crescimento de

caupi em diferentes condigdes de nutricdo mineral de fosforo e de nitrogénio,
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utilizando 50 mg de fosforo [P-Cas;(PO4),] como fonte de fosfato insoluvel e
baixa concentragdo de nitrogénio disponivel [1,4 mg de N-NH4H,PO,], sob

condigOes axénicas.

Material e métodos

Foram realizados dois experimentos, o primeiro no Laboratorio de
Micologia do Departamento de Fitopatologia e o segundo em casa de vegetagao
do Laboratério de Microbiologia do Solo do Departamento de Ciéncia do Solo

da Universidade Federal de Lavras (UFLA), entre marco e outubro de 2011.

Estirpes de bactérias e de fungos

As estirpes de Bradyrhizobium sp. UFLA03-84 ¢ INPAO3-11B foram
selecionadas por sua capacidade de promover o crescimento de feijdo caupi em
condi¢des de campo (Lacerda et al. 2004; Soares et al. 2006) e aprovadas pelo
MAPA como inoculantes para caupi. Essas estirpes foram inoculadas no meio
79 (Fred e Waksman 1928) (extrato de levedura 0,4 g-L™', manitol 10 gL,
solugdo de K,HPO, (10%) 1 mL-L", solugdo de KH,PO, (10%) 4 mL-L",
solugio de MgS0,.7H,0(10%) 2 mL-L™", solugdo de NaCl (10%) 1 mL-L",
solugio de azul de bromotimol (0,5%) em 0,2 N de KOH 5 mL-L™, agar 15 g-L~
l) e incubadas, por 7 dias, a 28°C.

Cinquenta e sete isolados de fungos saprofiticos do filo Ascomycota,
que formam parte da Colecdo Micoldgica de Lavras da UFLA, dentre os quais
trés apresentam maiores indices de solubilizagdo (Haematonectria ipomoeae
FSA381, Eleutherascus lectardii FSA257a, Pochonia chlamydosporia var.
catenulata FSA109) e um isolado incapaz de solubilizar fosfato de calcio no

meio PVK 4agar (Acremonium polychromum FSA115), foram selecionados e



56

incubados, por 7 dias, a 25 °C, em MEA 2% (extrato de malte agar) (extrato de
malte 20 g-L”', agar 20 gL ™).

Avalia¢ao da compatibilidade in vitro

Utilizou-se a técnica de cultura dupla (Safdi et al. 2001) em placas de
Petri de 9 cm de didmetro, contendo meio 79. Cada uma das estirpes das
bactérias foi inoculada mediante uma estria no centro da placa e outra em
sentido perpendicular a primeira, formando uma cruz.

Quatro discos de 5 mm, cortados a partir do bordo do crescimento de 7
dias do fungo no meio MEA 2%, foram colocados em cada um dos quadrantes,
sendo a distancia entre a estria da bactéria e o bloco contendo o fungo de 2,5 cm.
As placas foram incubadas, a 25 °C, por cinco dias. A porcentagem de
compatibilidade entre os dois microrganismos depois da incubagdo foi calculada
mediante a formula de Whipps (1987): (R1-R2)/R1x100, em que R1 ¢é o
crescimento radial do fungo, mensurado em mm, na dire¢do oposta do
crescimento da bactéria e R2 representa o crescimento radial do fungo, em mm,
em direcdo do crescimento bacteriano. A inibi¢do de crescimento (GI) foi
determinada utilizando-se uma escala: 0-3, em que 0 = ndo inibigdo de
crescimento (microrganismos compativeis); 1 = 1% a 25% de inibi¢do de
crescimento; 2 = 26% a 50% de inibi¢cdo de crescimento € 3 = 51% a 75% de
inibicdo de crescimento. Foram testadas quatro repeticdes para cada isolado de
fungo.

Também foi feita a avaliagdo da compatibilidade entre os isolados
Eleutherascus lectardii FSA257a, Pochonia chlamydosporia var. catenulata
FSA109, Haematonectria ipomoeae FSA381 e Acremonium polychromum
FSA115 e as duas estirpes de Bradyrhizobium UFLA03-84 ¢ INPA03-11B. Para

isso, 1 mL de uma suspensio de 1x10° conidios, preparada a partir do



57

crescimento no meio MEA 2% e 1 mL de 1x10° UFC de cada estirpe bacteriana
foram inoculados em 200 mL do meio 79 liquido. A avaliagdo do crescimento
foram realizadas mediante observagdo microscopica (lente objetiva de 40x de
aumento) dos dois microrganismos em 50 campos, a cada dois dias, durante o
periodo de incubagdo, por 10 dias, a 25 °C e 120 rpm. Cada um desses
microrganismos foi inoculado no meio 79 liquido e mantido sob as mesmas
condigdes de incubacdo como tratamentos controle. Foram testadas quatro

repeti¢oes para cada isolado de fungo.

Promogdo de crescimento de caupi por fungos solubilizadores de fosfato e

Bradyrhizobium sp. estirpes UFLA 03-84 ¢ INPA 03-11B

A partir do experimento anterior selecionaram-se dois dos isolados de
fungos compativeis com as duas estirpes de Bradyrhizobium sp. UFLA 03-84 ¢
INPA 03-11B e capazes de solubilizar fosfato de calcio. O isolado Acremonium
polychromum FSA115, incapaz de solubilizar fosfato de calcio no meio PVK
agar (Artigo 1), também foi selecionado.

O indéculo dos esporos dos fungos foi preparado utilizando-se a
metodologia descrita por Sheng et al. (2011): discos de 0,5 cm de diametro do
crescimento de cada um dos isolados foram suspensos em uma solu¢ao estéril de
Tween 80 0,1% (v/v) e solugdo salina 0,85% (p/v) na proporgdo 1:1. A partir
dessa suspensdo fizeram-se dilui¢des utilizando-se 0 mesmo solvente até atingir
1x10® conidios'mL™", verificado por contagem na cimara de Neubauer.

O inoculo das estirpes de Bradyrhizobium sp. UFLA 03-84 ¢ INPA 03-
11B foi preparado mediante incubagdo de cada estirpe no meio79, a 25 °C, 120

rpm, por 4 dias, até atingir 1x10° UFC-mL".
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As sementes de caupi cultivar Gurgueia BR17 foram desinfetadas por
imersdo em etanol 95%, por um minuto, depois em hipoclorito de sédio 5%, por
2 minutos, seguindo-se seis lavagens em agua destilada estéril.

As sementes foram germinadas, por 72 horas, a 28 °C, no escuro, em
placas de Petri de 150 mm x 15 mm, com algodao e papel filtro umedecidos
estéreis.

Apods a germinagdo, as sementes foram plantadas em um substrato
previamente autoclavado, composto por uma mistura de vermiculita ¢ areia
(2:1), na parte superior do vaso Leonard (Vincent 1970) com capacidade para
500 cm’. A parte inferior desse vaso continha 550 mL da solugdo nutritiva de
Hoagland ¢ Arnon (1950) com a seguinte composi¢do por litro: 114,1 g
NH4H,PO,, 101,1 g KNO;, 236,16 g Ca(NO;),, 1204 g MgSO,7H,0
equivalentes a 31 mg P-NH4H,PO, - 210 mg N-NO; - (HPs-HNd). Para cada
litro da solugio adicionou-se 1 mL da solugdo de oligoelementos (2,86 gL
H;BO;, 1,81 gL' MnCl,4H,0, 0,22 gL' ZnSO47H,0, 0,08 gL
CuS045H,0, 0,02 g‘L'1 H;Mo004-H,0) e 1 mL da solugdo de Fe-EDTA (24,9
gL' FeSO47H,0, 26,1 g'L" EDTA).

Os vasos foram organizados na casa de vegetacdo mediante
delineamento inteiramente casualizado com 28 tratamentos, em arranjo fatorial 7
X 2 X 2, sendo 6 inoculantes + 1 tratamento sem inoculacdo, dois niveis de
nitrogénio disponivel (210 mg-L™' N-NOs ¢ 21 mg-L" N-NO;) e dois niveis de
fosforo soluvel (31 mg-L'1 P-NH,H,PO, e 3,1 mg-L'l P-NH4H,PO,). Vinte ¢
quatro tratamentos receberam inoculacdo microbiana a base de cada estirpe
bacteriana e cada isolado de fungo. Os tratamentos com 3,1 mgL'l P-NH4H,PO4
solavel foram acrescidos de 50 mg de P-Ca;(PO,),-(HPins); os quatro
tratamentos restantes ndo receberam inoculagdo microbiana, porém, tiveram
diferentes niveis de nutricdo mineral: 1) com niveis altos de fosfato soluvel e de

nitrogénio disponivel [31 mg P-NH4H,PO, - 210 mg N-NO; - (HPs-HNd)]; 2)
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com nivel baixo de fosfato soluvel e nivel alto de nitrogénio disponivel [3,1 mg
P-NH4H,PO, - 210 mg N-NO; - (LPs-HNd)]; 3) com nivel alto de fosfato soluvel
e nivel baixo de nitrogénio disponivel [31 mg P-NH4;H,PO,4 - 21 mg N-NO; -
(HPs-LNd)] e 4) com niveis baixos de fosfato soluvel e de nitrogénio disponivel
[3,1 mg P-NH4H,PO, - 21 mg N-NO; - (LPs-LNd)]. Para cada tratamento, foram
realizadas trés repeti¢des, tendo sido plantadas quatro sementes por vaso.

Para a inoculag@o das estirpes das bactérias e dos isolados dos fungos, 1
mL do crescimento bacteriano (1x10° UFC'mL™") e 1 mL da suspensdo de
conidios (1x10% conidios'mL™") foram vertidos sobre cada semente germinada.
Apds 12 dias de crescimento, foi realizado o desbaste, deixando-se duas plantas
por vaso e a superficie dos vasos foi coberta com uma fina camada de areia,
parafina e cloroféormio, na propor¢cdo de 100:0.01:10 (w:w:v), para evitar
contamina¢do e diminuir a perda de umidade por evaporagdo (Vincent 1970;
Florentino et al. 2009). As plantas foram mantidas em casa de vegetagdo, com
temperatura entre 25 °C -30 °C, sendo acrescentada a solucdo de Hoagland e
Arnon uma vez por semana. A coleta das plantas foi realizada apds 45 dias de
crescimento, com o proposito de avaliar o numero de nédulos (NN), a massa da
matéria seca dos nodulos (MSN), a massa da matéria seca da parte aérea
(MSPA), a massa da matéria seca das raizes (MSR), a massa da matéria seca da
totalidade da planta (MST), a eficiéncia relativa na parte aérea (ERPA) mediante
a formula: ERPA=[(MSPA de cada tratamentox100)/MSPA da testemunha com
HNd+HPs]. O teor de nitrogénio, determinado pelo método semimicro Kjeldahl
(Fawcet 1954) e o teor de fosforo, calculado segundo o método descrito por
Malavolta et al. (2007) da parte aérea e das raizes das plantas, foram usados
para determinar o acimulo de nitrogénio na parte aérea das plantas (ANPA) e
acumulo de fosforo na parte aérea (APPA), nas raizes (APR) e na totalidade
(APT) das plantas. As andlises foram realizadas no Laboratorio de

Microbiologia do Solo da UFLA.
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Analise Estatistica

A comparagdo dos tratamentos em casa de vegetacdo foi realizada
mediante a andlise de variancia e o posterior agrupamento das médias pelo teste
de Scott-Knott, a 5% de probabilidade, para todos os valores das varidveis, tendo
os valores da varidvel NN sido previamente transformados pela formula

(x+0,5)"°, mediante o programa R 2.13.2 (R Development Core Team 2011).

Resultados

Avalia¢do da compatibilidade in vitro

Os valores da GI entre cada isolado fingico e as duas estirpes de
Bradyrhizobium sp. UFLA03-84 ¢ INPA03-11B foram iguais a 0 em todas as
repeticdes, mostrando serem compativeis entre eles. No entanto, o teste de
compatibilidade no caldo 79 entre os isolados Acremonium polychromum
FSA115, Eleutherascus lectardii FSA257a, Pochonia chlamydosporia var.
catenulata FSA109 e Haematonectria ipomoeae FSA381 e cada estirpe
bacteriana mostrou auséncia de crescimento do isolado Eleutherascus lectardii
FSA257a com as duas estirpes de Bradyrhizobium sp. UFLA 03-84 ¢ INPA 03-
11B, apds a avaliagdo microscopica, o que ndo aconteceu com o0s outros trés
isolados de fungos na presenga das duas estirpes bacterianas. Os tratamentos
controle tiveram crescimento de cada isolado flingico e de cada estirpe

bacteriana sob as mesmas condi¢des de incubagio.
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Promogdo de crescimento de caupi por fungos solubilizadores de fosfato e

Bradyrhizobium sp. estirpes UFLA 03-84 ¢ INPA 03-11B

A auséncia de nodulagdo nos tratamentos ndo inoculados em qualquer
uma das condi¢des de nutri¢ao de foésforo e de nitrogénio corrobora o fato de que
ndo houve contaminag¢do do experimento. Todos os pardmetros nos controles
sem inoculagdo se comportaram como esperado, ou seja, significativamente
menores com relagdo aos tratamentos com inoculacdo, com excegdo das
variaveis APR e APT com LNd-HPs (Tabela 1).

A excegio do NN, todos os tratamentos tiveram diferenca
estatisticamente significativa (p<0,01) entre eles para todas as variaveis
avaliadas (APENDICE A). Houve diferencas na disponibilidade de fosforo para
as plantas, dependendo de cada um dos tratamentos. Com LNd-LPs+HPins, os
vasos inoculados com as estirpes INPA03-11B+FSA115 tiveram maior APT
(p<0,05) em relagdo aos outros tratamentos. No entanto, todos os vasos que
receberam os inoculos tiveram maiores APPA e APR (p<0,05), excetuando-se
aqueles do tratamento INPA03-11B+FSA109 em relagdo ao tratamento que nio
teve inoculagdo. J& com LNd+HPs, o tratamento INPA03-11B+FSA109 teve
maior APT (p<0,05) em relacdo aos outros tratamentos, enquanto o APPA foi
maior (p<0,05) nos tratamentos INPA03-11B+FSA109, UFLA03-84+FSA109 e
UFLAO03-84+FSA381 (Tabela 1).

No tratamento INPAO3-11B+FSA381 com HPs o APPA foi
intermediario em relacdo aos outros tratamentos, enquanto com LPs+HPins essa

varidvel foi menor (p<0,05) do que nos outros tratamentos (Tabela 1).



Tabela 1 Média dos valores de acimulo de fosforo na parte aérea (APPA), na raiz (APR) e na totalidade da planta (APT)
em funcdo da inoculagdo com as estirpes bacterianas fixadoras de nitrogénio e os isolados de fungos
solubilizadores de fosfato FSA109 e FSA381 ¢ do isolado do fungo ndo solubilizador de fosfato FSA115 in
vitro em relagdo ao alto (HNd) e baixo (LNd) nivel de nitrogénio disponivel e aos niveis de fosforo soluvel em
alta (HPs) e baixa concentragdo com alta concentragdo de fosforo insoluvel (LPs+HPins)"”

LNd

Tratamento LPs+HPins HPs

APPA APR APT APPA APR APT
(mg/vaso)  (mg/vaso)  (mg/vaso) (mg/vaso) (mg/vaso) (mg/vaso)

INPAO3-11B+FSA109 1,84° 0,9° 4,98° 8,68 2,32° 20,54
INPAO03-11B+FSA115 3,11° 1,6 11,12 3,98° 1,32¢ 12,66°
INPAO3-11B+FSA381 0,9° 0,49¢ 2,58¢ 5,82° 1,13¢ 12,48°
Sem Inoculagio 0,16° 0,46° 1,22¢ 4,15° 4,722 18,75
UFLA03-84+FSA109 2,15 1,27 6,43¢ 9,32¢ 0,57 12,45
UFLAO03-84+FSA115 2,29 1,31 7,48° 5,42° 1,19¢ 15,84°
UFLA03-84+FSA381 2,32° 1,34 8,25° 9,04 0,34 11,88

9



Tabela 1, conclusdo

HNd
LPs+Hpins HPs

INPAO03-11B+FSA109 1,5" 0,93 4,73 12,82° 0,42" 15,17
INPA03-11B+FSA115 1,49° 1,112 5,49 13,9° 5,49° 41,57
INPA03-11B+FSA381 1,27° 0,35° 3,16° 2,82° 0,17" 4,36

Sem Inoculacdo 0,15° 0,26° 0,8° 11,75° 1,074 20,519
UFLA03-84+FSA109 1,59 0,83 4,41° 11,79° 1,13¢ 21,8°
UFLA03-84+FSA115 2,1 0,99 5,77 12,2 1,03 21,35°
UFLA03-84+FSA381 1,48 0,38" 2,88° 12,62° 3,77 31,22

D Médias seguidas de letras iguais, nas colunas, para cada in6culo, ndo diferem entre si, pelo teste de Scott- Knott, a 5% de
probabilidade
Variavel analisada mediante o teste de Tukey, a 95% de significancia

€9
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Com HNdJ-LPs+HPins, os tratamentos INPA03-11B+FSA109, INPAO3-
11B+FSA115, UFLA03-84+FSA109 e UFLA03-84+FSA115 tiveram maiores
APR e APT (p<0,05) em relagdo aos outros tratamentos. Ja os vasos inoculados
com as estirpes UFLA03-84+FSA115 foram os unicos com APPA maior
(p<0,05) em relacdo aos outros tratamentos. Com HNd-HPs, os vasos inoculados
com as estirpes INPA03-11B+FSA115 tiveram maiores APPA, APR e APT
(p<0,05) em relagdo aos vasos com os outros indculos (Tabela 1).

A MSN nos tratamentos INPA03-11B+FSA109, INPA03-11B+FSA115
e UFLA03-84+FSA115 com LNd-LPS+HPins foi maior (p<0,05) em rela¢do
aos tratamentos INPAO03-11B+FSA381, UFLAO03-84+FSA109 ¢ UFLAO3-
84+FSA381. Além disso, o tratamento INPAO03-11B+FSA109 também teve
maior NN (p<0,05). No entanto, no tratamento UFLA03-84+FSA381 o ANPA
foi maior (p<0,05) do que nos outros tratamentos, embora o NN ¢ a MSN
tenham sido intermedirios em relagdo aos vasos inoculados com as estirpes
INPAO3-11B+FSA109, INPA03-11B+FSA381 ¢ UFLA03-84+FSA109. Ja o
NN e a MSN nos tratamentos INPA03-11B+FSA109, INPA03-11B+FSA381 e
UFLAO03-84+FSA115 com LNd+HPs foram maiores (p<0,05) em relacdo aos
tratamentos INPA03-11B+FSA115 e UFLA03-84+FSA109. Embora o NN no
tratamento UFLAO03-84-FSA381 ndo tenha tido diferenca estatisticamente
significativa (p>0,05) em relacdo aos tratamentos INPAO03-11B+FSA109,
INPAO3-11B+FSA381 e UFLA03-84+FSA115 o ANPA desse tratamento foi

maior (p<0,05) em relag@o aos outros tratamentos (Tabela 2)



Tabela 2 Média dos valores de niimero de ndédulos (NN), massa da matéria seca de nodulos (MSN) e acimulo de
nitrogénio na parte aérea da planta (ANPA) em fun¢do da inoculagdo com as estirpes bacterianas fixadoras de
nitrogénio e os isolados de fungos solubilizadores de fosfato FSA109 e FSA381 ¢ do isolado do fungo ndo
solubilizador de fosfato FSA115 in vitro em relagdo ao alto (HNd) e baixo (LNd) nivel de nitrogénio
disponivel e aos niveis de fosforo soliivel em alta (HPs) e baixa concentracdo com alta concentracdo de fosforo
insoltivel (LPs+HPins)"

LNd
LPs+HPins HPs
Tratamento
MSN ANPA MSN ANPA
NN NN
(mg/vaso)  (mg/vaso) (mg/vaso) (mg/vaso)
INPAO03-11B+FSA109 165 176,5* 28.,46° 103,33* 2722 63,51°
INPAO3-11B+FSA115 120° 207,5 57,08° 53,33° 165° 38,91°
INPAO03-11B+FSA381 38,33° 74,5° 17,13¢ 782 288,5° 5,17¢
Sem Inoculagio 0! 0° 2,51° 0° 0° 9,18
UFLA03-84+FSA109 65,67° 73° 485 40,67° 151° 71,88"°
UFLAO03-84+FSA115 85,33° 147,5* 54,95° 91,332 296,5° 46,45°
UFLAO03-84+FSA381  106,67° 105° 79,68° 63* 136,5° 103,65

S9



Tabela 2, conclusdo

HNd
LPs+Hpins HPs

INPAO3-11B+FSA109 114,33 57+ 50,74 90? 174,5* 135,65°
INPA03-11B+FSA115 86,33 33,67 46,12 75,33 185 126,02°
INPAO3-11B+FSA381  37,33" 31° 31,79 22,33 19,5¢ 27,33¢

Sem Inoculacdo 0° 0° 12,91° 0° 0° 51,25¢
UFLAO03-84+FSA109  47,33° 27,5 52,33 105 115° 110,08¢
UFLAO03-84+FSA115 105,33 34,5° 53,61° 37° 42° 76,01¢
UFLAO03-84+FSA381 34° 24° 27,12 66° 179* 140,86°

' Médias seguidas de letras iguais, nas colunas, para cada indculo ndo diferem entre si pelo teste de Scott- Knott, a 5% de

probabilidade
*  Variavel analisada mediante o teste de Tukey, a 95% de significancia

99
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O NN e o ANPA foram maiores (p<0,05) nos tratamentos INPAO3-
11B+FSA109, INPAO311B+FSA115 e UFLAO03-84+FSA115 com HNd-
LPs+HPins em relacdo aos outros tratamentos, enquanto o tratamento UFLAO3-
84+FSA109 também teve aumento estatisticamente significativo somente para o
ANPA sob essas condigdes de nutricdo mineral. Com HNd-HPs, o NN ¢ o MSN
foram maiores (p<0,05) nos tratamentos INPAO03-11B+FSA109, INPAO3-
11B+FSA115 e UFLA03-84+FSA381 do que os outros tratamentos. No entanto,
0 ANPA foi maior (p<0,05) somente para os tratamentos INPA03-11B+FSA109
e UFLA03-84+FSA381 (Tabela 2).

A ERPA, a MSPA, a MSR ¢ a MST foram maiores (p<0,05) em todos
os tratamentos com LNd-LPs+HPins, excetuando-se aqueles inoculados com as
estirpes INPAO3-11B+FSA109 e INPAO3-11B+FSA381, em relagdo aos
tratamentos que ndo receberam inoculagdo. A MSPA dos tratamentos INPAO3-
11B+FSA109, UFLA03-84+FSA109 e UFLA03-84+FSA381 com LNd-HPs foi
maior (p<0,05) em relagdo aos outros tratamentos, enquanto a ERPA foi maior
(p<0,05) somente para os tratamentos INPA03-11B+FSA109 e¢ UFLAO3-
84+FSA381. Ja os vasos inoculados com as estirpes INPA03-11B+FSA109
tiveram respostas maiores (p<0,05) para todas variaveis avaliadas, quando

comparadas com os outros tratamentos (Tabela 3).



Tabela 3 Média dos valores de eficiéncia relativa na parte aérea (ERPA) massa da matéria seca na parte aérea (MSPA),
na raiz (MSR) e na totalidade da planta (MST), em fung¢do da inoculagdo com as estirpes bacterianas fixadoras
de nitrogénio e os isolados de fungos solubilizadores de fosfato FSA109 e FSA381 e do isolado do fungo ndo
solubilizador de fosfato FSA115 in vitro em relagdo ao alto (HNd) ¢ baixo (LNd) nivel de nitrogénio disponivel
e aos niveis de fosforo soltivel em alta (HPs) e baixa concentragdo com alta concentracdo de fosforo insoluvel

(LPs+HPins)""
LNd
Tratamento LPs+HPins HPs
ERPA MSPA  MSR MST ERPA  MSPA MSR MST
(%)  (g/vaso) (g/vaso) (g/vaso) (%) (g/vaso) (g/vaso) (g/vaso)

INPAO3-11B+FSA109  93,9° 1,04 0,55° 1,59 154,93 1,65 0,65 2,3
INPAO3-11B+FSA115 146,95 1,43 0,73 2,16° 65,73¢ 0,85 0,38 1,23¢
INPAO3-11B+FSA381  59,62° 0,6 0,26° 0,86° 102,82¢ 0,9° 0,28° 1,18°
Sem Inoculagio 34,74 0,37° 0,34° 0,72° 61,97¢ 0,66 0,43° 1,09°
UFLAO03-84+FSA109  131.46° 1,35 0,8 2,15 124,65 1,25 0,32° 1,56
UFLA03-84+FSA115 14836 1,58 0,7 2,28 115,02° 1,07° 0,58 1,66°
UFLA03-84+FSA381  153,76° 1,55 0,69 2,24 172,53 1,6 0,28 1,88°

89



Tabela 3, conclusido

HNd
LPs+Hpins HPs
INPAO03-11B+FSA109 110,56° 1,07 0,45° 1,52° 256,34 2,4° 0,35° 2,75
INPAO3-11B+FSA115  110,8° 1,18 0,64° 1,82° 263,85 2,81° 1,39 4,02
INPAO3-11B+FSA381 85,92° 0,92 0,44° 1,36 59,39¢ 0,52¢ 0,14" 0,66°
Sem Inoculacdo 27,7° 0,3¢ 0,29¢ 0,58¢ 100¢ 1,06° 0,48° 1,54°
UFLAO03-84+FSA109  103,52° 1,07 0,57 1,64° 206,57 2,07° 0,61° 2,68°
UFLA03-84+FSA115  160,8*  1,56° 0,94 2,5 151,64° 1,62¢ 0,53° 2,15¢
UFLA03-84+FSA381  52,58°  0,56° 0,48° 1,04° 246,95 2,63 0,98 3,61°

M Médias seguidas de letras iguais, nas colunas, para cada inoculo, ndo diferem entre si, pelo teste de Scott- Knott, a 5% de
probabilidade

69
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Com HNd-LPs+HPins, o tratamento UFLA03-84+FSA115 teve maiores
ERPA, MSPA, MSR e MST (p<0,05), embora os vasos inoculados com as
estirpes INPAO3-11B+FSA115 e UFLAO03-84+FSA109 tenham tido
desenvolvimento vegetal consideravel, no entanto, menor (p<0,05) do que nos
vasos inoculados com as estirpes UFLA03-84+FSA115. Com HNd+HPs, o
tratamento INPA03-11B+FSA115 teve maiores (p<0,05) MSR e MST em
relagdo aos outros tratamentos. J4 a ERPA e a MSPA do tratamento INPAO3-
11B+FSA115 nao tiveram diferengas estatisticamente significativas quando
comparadas com a ERPA dos tratamentos INPA03-11B+FSA109 ¢ UFLAO3-
84+FSA381 e a MSPA do tratamento UFLA03-84+FSA381, respectivamente
(Tabela 3).

Discussdo

A variabilidade nos resultados dos testes de compatibilidade do isolado
Eleutherascus lectardii FSA257a com as duas estirpes de Bradyrhizobium sp.
poderia ser devido a variagdo nas propriedades de difusdo dos compostos
antifungicos produzidos pelas duas estirpes bacterianas. A avaliacdo em placa de
Petri sob a metodologia empregada favorece a inibigcdo de crescimento mediada
por compostos volateis, enquanto no meio liquido a inibi¢do pode haver
acontecido por compostos facilmente soluveis, porém, incapazes de difundir no
agar em placa de Petri como antibidticos ou sideroforos. A produgdo de
sustancias antifingicas soluveis por estirpes de bactérias noduliferas fixadoras
de nitrogénio em leguminosas que possam agir no controle biolégico ja foi
evidenciada anteriormente (Bardin et al. 2004; Drapeau et al. 1973).

A aquisi¢do de P-PO, nos tratamentos com LPs+HPins inoculados com
o isolado Acremonium polychromum FSA115 e as duas estirpes de
Bradyrhizobium sp. UFLA03-84 ¢ INPAO03-11B, conforme evidenciado nos
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incrementos significativos do APPA e do APR, sugere a capacidade desse
isolado para solubilizar fosfato de calcio, embora no meio PVK agar ndo tenha
desenvolvido halo de solubilizacdo ap6s 7 dias de incubagdo. Nos tratamentos
inoculados com a estirpe INPA03-11B a solubilizacdo poderia ser atribuida ao
fungo devido a incapacidade dessa estirpe para solubilizar fosfato de célcio em
meio solido, o que ndo acontece com a estirpe UFLA03-84 (Marra et al. 2011) .
A capacidade do isolado FSA115 para solubilizar é explicada pela variabilidade
no inicio da sintese de 4cidos organicos com capacidade de solubilizar P-PO, em
funcdo dos géneros, das espécies e, inclusive, dos isolados de uma mesma
espécie de fungo (Narsian e Patel 2000). Da mesma maneira, essa capacidade
pode variar dependendo da metodologia ¢ do meio de cultura empregados na
triagem de microrganismos solubilizadores de fosfato (Nautiyal 1999) e da
disponibilidade e do tipo de agucares disponiveis na rizosfera para os
microrganismos (Deubel et al. 2007) ao considerar a variabilidade de compostos
produzidos pelas raizes.

A capacidade de Bradyrhizobium sp. estirpes INPA03-11B ¢ UFLAO3-
84 para disponibilizar nitrogénio eficientemente ao caupi sob condigdes de
campo com baixa disponibilidade de nitrogénio mineral foi anteriormente
descrita (Lacerda et al. 2004; Soares et al. 2006) e verificada neste estudo,
embora em associagdo com fungos solubilizadores de fosfato. Para a estirpe
UFLAO03-84, junto ao isolado Haematonectria ipomoeae FSA38lcom LNd,
tanto com LPs+HPins como com HPs, o ANPA foi maior (p<0,05) em relagdo
aos outros tratamentos (Tabela 2). Da mesma maneira, os tratamentos
inoculados com as estirpes INPA03-11B+FSA109 e INPA03-11B+FSA115 com
HNd-LPs+HPins ¢ com HNd- HPs tiveram maior NN (Tabela 2), sugerindo que,
ao aumentar a disponibilidade de fosfato para a planta, que pode ser adquirido
por solubilizagdo mediante a atividade de um microrganismo ou a partir de uma

fonte diretamente assimilavel, o nimero de noddulos formados pela estirpe
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INPAO3-11B nas raizes de caupi aumentou. Além disso, o ANPA também foi
maior (p<0,05) nos tratamentos inoculados com as estirpes INPAO3-
11B+FSA109 e INPA03-11B+FSA115 com HPs e com LPs+HPins devido a
uma provavel atividade sinérgica entre a bactéria e o fungo. Seneviratne e
Jayasinghearachchi (2005) e Seneviratne et al. (2010) evidenciaram o aumento
na nodulagdo, na atividade da enzima nitrogenase bacteriana ¢ o no teor de
nitrogénio em Glycine max em presenca de uma fonte insoluvel de fosfato e de
N-NOj; no solo ap6s coinoculagdo da estirpe Bradyrhizobium SEMIA 5019 e de
um isolado de Penicillium sp. em relagdo aos tratamentos sem inoculagéo.

Assim, com LPst+HPins, tanto com LNd como com HNd, o isolado
Acremonium polychromum FSA115 junto as estirpes de Bradyrhizobium UFLA
03-84 e INPA0O3-11B favoreceu o maior desenvolvimento vegetal do caupi. No
entanto, com HPs, a coinoculacdo entre a estirpe UFLAO03-84 ¢ o isolado
Haematonectria ipomoeae FSA381 teve esse efeito sob as duas condi¢les de
nitrogénio mineral testadas. J4 para o tratamento inoculado com as cepas
INPA03-11B+FSA109 com LNd-HPs, o aumento no desenvolvimento vegetal
(Tabela 3) teve relagdo com os incrementos significativos (p<0,05) no actiimulo
de fosforo e na nodulacdo (Tabelas 1 e 2).

Na base desses dados, a capacidade diferenciada para estimular o
crescimento vegetal entre fungos solubilizadores de fosfato e bactérias
noduliferas fixadoras de nitrogénio em leguminosas variou entre os tratamentos
em fungdo da disponibilidade de nitrogénio mineral ¢ de fosforo soluvel,
conforme reportado anteriormente em outro estudo por Abd-Alla e Omar (2001),
evidenciando a variabilidade nas interagdes entre os microrganismos para
promover o desenvolvimento de caupi em relagdo a disponibilidade de fosforo e
de nitrogénio para essa espécie vegetal. No entanto, sdo necessarias posteriores

pesquisas de campo, com o proposito de verificar a efetividade da coinoculagao
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desses de fungos solubilizadores de fosfato e de bactérias noduliferas fixadoras

de nitrogénio ao considerar a complexidade do sistema edéafico.
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Apéndice A Quadros da analise de varidncia para as variaveis acumulo de
fosforo na parte aérea (APPA), na raiz (APR) e na totalidade da

planta (APT)
APPA:

Resposta GL SQ QM F p
Tratamento(Tra) 6 134,52 22,42 41,21 2,271
Fosforo(P) 1 1113,69 1113,69 204721 227
Nitrogénio(N) 1 85,84 85,84 157,74 227
Tra:P 6 76,20 12,70 23,35 1,311
Tra:N 6 66,02 11,00 20,22 2,017
P:N 1 128,91 128,91 236,97 2,21
Tra:P:N 6 96,12 16,02 29,45 1,227
Residuos 56 30,46 0,54
CV 14,1%

APR:

Resposta GL SQ oM F
Tratamento(Tra) 6 24,71 4,12 83,93 2,271
Fosforo(P) 1 16,65 16,65 339,36 2,276
Nitrogénio(N) 1 0,11 0,11 2,35 0,13
Tra:P 6 20,44 3,40 69,42 2,21
Tra:N 6 29,43 4,90 99,96 2,276
P:N 1 1,71 1,71 34,85 2,177
Tra:P:N 6 42,03 7,00 142,78 2,216
Residuos 56 2,75 0,04
CV 16,8%

APT:

Resposta GL SQ QM F
Tratamento(Tra) 6 950,3 158,4 70,32 2,271
Fosforo(P) 1 3920,9 39209 1740,98  2,27°
Nitrogénio(N) 1 143,1 143,1 63,54 8,617
Tra:P 6 388,2 64,7 28,72 2,057
Tra:N 6 528.5 88,1 39,11 2,276
P:N 1 469.6 469,6 208,50 2,216
Tra:P:N 6 1098.9 183,1 81,32 2,216
Residuos 56 126,1 2.3
CV 12,7%
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Apéndice B Quadros da andlise de varidncia para as variaveis numero de
nédulos (NN), massa da matéria seca de nodulos (MSN) e
acumulo de nitrogénio na parte aérea (ANPA)

NN:

Resposta GL SQ QM F p
Tratamento(Tra) 6 47,75 7,96 392,39 2,271
Fosforo(P) 1 0,09 0,09 4,42 0,04
Nitrogénio(N) 1 0,14 0,14 6,80 0,01
Tra:P 6 0,23 0,04 1,93 0,09
Tra:N 6 0,38 0,06 3,11 0,01
P:N 1 0,01 0,02 0,79 0,377
Tra:P:N 6 0,96 0,16 7,89 3,5°
Residuos 56 1,14 0,02
CV 9,38%

MSN:

Resposta GL SQ QM F p
Tratamento(Tra) 6 214556 35759 40,25 2,271
Fosforo(P) 1 114294 114294 128,64 3,887
Nitrogénio(N) 1 146877 146877 16532 227
Tra:P 6 24369 4062 4,57 0,0007
Tra:N 6 86816 14469 16,23 9,56
P:N 1 35 35 0,03 0,84
Tra:P:N 6 93167 15528 17,49 2,80
Residuos 56 49734 888
CV 27%

ANPA:

Resposta GL SQ QM F p
Tratamento(Tra) 6 50169 83614 22454 227
Fosforo(P) 1 21028 210284 564,69  2,271°
Nitrogénio(N) 1 10614 10614,4 285,03 2,27'°
Tra:P 6 13651 2275, 61,09 2,276
Tra:N 6 5601  933,5 25,07 3,247
P:N 1 12545 12544,6 336,88  2,271°
Trat:P:N 6 4976 8293 22,27 3,275
Residuos 56 2085 37,2

Cv 10,3%
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Apéndice C Quadros da analise de variancia para as variaveis eficiéncia relativa
na parte aérea (ERPA) massa da matéria seca da parte aérea
(MSPA), massa da matéria seca da raiz (MSR) e massa da matéria
seca da totalidade da planta (MST)

ERPA:

Resposta GL SQ QM F p
Tratamento(Tra) 6 119916 19986 119,35 2,2°°
Fésforo(P) 1 46918 46918 280,19 2,21°
Nitrogénio(N) 1 14683 14683 87,68  4,68"
Tra:P 6 39042 6507 38,86 2,276
Tra:N 6 20919 3486 20,82 1,17
P:N 1 39086 39086 233,42 2276
Tra:P:N 6 45244 7541 4593 272'¢
Residuos 56 9377 167
(@Y% 10,34%

MSPA:

Resposta GL SQ QM F p
Tratamento(Tra) 6 12,74 2,12 37,53 227
P 1 4,51 4,51 79,88 2,28
N 1 1,61 1,61 28,57 1,71°
Tra:P 6 4,05 0,67 11,94 1,378
Tra:N 6 1,56 0,26 4,59 0,0007
P:N 1 4,39 4,39 77,67 3,617
Tra:P:N 6 4,41 0,73 13,00 3,797
Residuos 56 3,17 0,05
(@Y% 18,7%

MSR:

Resposta GL SQ QM F p
Tratamento(Tra) 6 2,16 0,36 4996 227
Fésforo(P) 1 0,02 0,02 3,51 0,06
Nitrogénio(N) 1 0,17 0,17 24,41 7,38°
Tra:P 6 0,58 0,09 13,20 2,967
Tra:N 6 0,78 0,13 18,14 1,451
P:N 1 0,35 0,35 49,47 3,047
Tra:P:N 6 1,56 0,26 35,99 2,21
Residuos 56 0,40 0,007

Cv 15,6%
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MST:

Resposta GL SQ QM F p
Tratamento(Tra) 6 2,16 0,36 49,96 2,210
Fésforo(P) 1 0,02 0,02 3,51 0,06
Nitrogénio(N) 1 0,17 0,17 24,41 7,38
Tra:P 6 0,58 0,09 13,20 2,967
Tra:N 6 0,78 0,13 18,14 1,451
P:N 1 0,35 0,35 49,47 3,047
Tra:P:N 6 1,56 0,26 35,99 2,271
Residuos 56 0,40 0,007
CV 15,6%




