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PEREIRA, MARSILVIO GONCALVES. MSc. Pela Universidade Federal Rural
de Pernambuco, julho de 2011. Interacdes entre fungos micorrizicos
arbusculares (FMA), rizobio e actinomicetos na rizosfera de soja. Orientadora:
Dra. Carolina Etiene de Rosélia e Silva Santos.

RESUMO

Os estudos sobre as interacdes biologicas envolvendo fungos micorrizicos
arbusculares (FMA) e outros micro-organismos do solo e sua influéncia no
desenvolvimento e producdo de espécies vegetais agrosilvipastoris tem
incentivado as pesquisas numa tentativa de melhor compreender a biologia da
rizosfera e suas implicagdes no desenvolvimento da agricultura moderna de
qualidade e ecologicamente correta. Os actinomicetos do solo interagem sob
diferentes formas com os FMA e rizébios na rizosfera das plantas, merecendo
destaque as interacbes antagonistas e parasiticas, pois esses micro-
organismos sdo capazes de produzirem antibioticos e muitos tém atividade
quitinolitica, porém existem também espécies benéficas que podem estimular o
desenvolvimento de outros micro-organismos rizosféricos benéficos para as
plantas, como é o caso dos FMA e rizébio. Isolados de actinomicetos e de FMA
foram testados em sistemas de coinoculagdo in vivo em plantas de soja
inoculadas com estirpes de Bradyrhizobium spp. em casa de vegetacdo, em
trés experimentos, para se avaliar as interacdes biolégicas e como elas
influenciam o desenvolvimento da planta hospedeira. Os parametros avaliados
foram: biomassa de raiz seca e de parte aérea seca; numero e biomassa de
nédulos secos, colonizacao rizosférica pelos isolados de actinomicetos através
de diluicbes seriadas e teores nutricionais de P, K, Ca e Mg na parte aérea e
raiz de plantas de soja. Todos os isolados de actinomicetos inoculados foram
recuperados da rizosfera de soja numa densidade final de 10* UFC/g de raiz
sem nenhuma diferenca significativa entre os tratamentos, no experimento |I.
No experimento Il houve a influéncia dos isolados de FMA na densidade de
actinomicetos na rizosfera da soja. No experimento |, os nimeros de nddulos
indicaram existir tanto uma influéncia antibiética quanto uma influéncia

probidtica dos isolados de actinomicetos sobre as estirpes de rizébio



estudados, visto que, o ACT-78 promoveu uma maior nodulacdo quando
coinoculado com a estirpe BR33 reduzindo significativamente a nodulacdo da
estirpe BR29, enquanto que o ACT-370 proporcionou uma maior nodulacéo
junto a BR29 e diminuiu a nodulacdo da BR33. No periodo estudado, ndo
houve resposta significativa no peso de raiz seca e de parte aérea seca das
plantas. No experimento Il, a inoculagdo dos isolados de fungos micorrizicos
arbusculares (FMA), influenciou de modo expressivo variaveis de crescimento,
de nodulacéo, nutricionais e densidade de actinomicetos na rizosfera de soja
que apresentaram valores maiores do que as plantas sem o inoculo fangico.
Constatou-se também que o fator FMA influenciou decisivamente os outros
fatores com implicacdes para o crescimento e dinamica nutricional de plantas
de soja cv. Seridd. Os resultados revelam a existéncia de interacdes

sinergisticas ou antagbnicas entre 0s micro-organismos estudados.

Palavras-chave: Micorriza arbuscular; Bradyrhizobium; Glycine max; Streptomyces.



PEREIRA, MARSILVIO GONCALVES. MSc. Pela Universidade Federal Rural
de Pernambuco, julho de 2011. Interactions between arbuscular mycorrhizal
fungi (AMF), actinomycetes and rhizobium in the rhizosphere of soybean.
Orientadora: Dra. Carolina Etiene de Rosalia e Silva Santos.

ABSTRACT

Studies on the biological interactions involving arbuscular mycorrhizal fungi
(AMF) and other soil microorganisms and their influence on the development
and production of agrosilvipastoris plant species has encouraged research with
the aim of trying to better understand the biology of the rhizosphere and its
implications on the development of modern agriculture of quality and
ecologically correct. The soil actinomycetes interact in different ways with the
AMF and rhizobia in the rhizosphere of plants, with emphasis on parasitic and
antagonistic interactions, because these microorganisms are capable of
producing antibiotics and many have chitinolytic activity, but there are also
beneficial species that can stimulate the development of other rhizospheric
microorganisms beneficial to plants, as it is the case of AMF and rhizobia.
Actinomycete and AMF were tested in in vivo coinoculation systems in soybean
plants inoculated with strains of Bradyrhizobium spp. in a greenhouse in three
experiments to evaluate the biological interactions and how they influence the
development of the host plant. The parameters evaluated were biomass of dried
root and shoot dry; number and biomass of dry nodules, rhizospheric
colonization by actinomycete through serial dilutions and nutritional contents of
P, K, Ca and Mg in shoots and roots of soybean plants. All actinomycete
inoculated were recovered from the rhizosphere of soybeans in a final density of
10* CFU / g of root with no significant difference among treatments in
experiment I. In experiment Il there was the influence of AMF on the density of
actinomycetes in the rhizosphere of soybeans. In experiment I, the numbers of
nodules indicated that there is an influence both antibiotic and probiotic of
actinomycete on the strains of rhizobia studied, since the ACT-78 promoted a
greater nodulation when coinoculated with the strain BR33 reducing significantly

the nodulation of the strain BR29, whereas the ACT-370 provided a greater



nodulation with the BR29 and decreased the nodulation of the BR33. In the
period studied, there was no significant response in the weight of dried root and
shoot dry of plants. In the second experiment, the inoculation of arbuscular
mycorrhizal fungi (AMF) influenced expressively variables of growth, nodulation,
nutritional and density of actinomycetes in the rhizosphere of soybean, which
head greater values than plants without fungal inoculum. It was also verified that
the factor AMF influenced decisively the other factors with implications for
growth and nutritional dynamics of soybean plants cv. Seridé. The results reveal
the existence of interactions synergistic or antagonistic between micro-

organisms studied.

Keywords:  Arbuscular Mycorrhizae;  Bradyrhizobium;  Glycine  max;

Streptomyces.
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1. INTRODUCAO

O estudo das interacfes entre 0s micro-organismos do solo é importante
para se compreender a dindmica dos processos que caracterizam as relacdes
entre o solo e as plantas na biosfera. As pesquisas sobre tais interacdes
biolégicas e suas influéncias no desenvolvimento e producdo de espécies
vegetais agrosilvipastoris tém contribuido na compreensdo da biologia da
rizosfera e suas implicacbes no desenvolvimento da agricultura moderna de

qualidade e ecologicamente correta.

Entre estas interacbes as que envolvem rizobactérias e fungos
micorrizicos arbusculares (FMA) sdo de particular interesse em funcédo das
interfaces entre o FMA, o solo e a planta, pois os fungos micorrizicos
arbusculares se desenvolvem tanto dentro das raizes como fora delas, se

expandido através das hifas pela rizosfera.

E no ambiente da rizosfera que ocorrem diversas interaces microbianas
gue sao muito significativas, porque podem modificar a relacéo entre as plantas
e os fungos micorrizicos arbusculares (BAREA; AZCON; AZCON-AGUILAR,
2002; FRACCHIA et al., 2004), assim como afetar outros micro-organismos e
as interacdes entre si e com as plantas. No entanto, essas interacdes ainda
sao pouco estudadas, como as que ocorrem na micorrizosfera, entre os fungos

micorrizicos arbusculares (FMA), actinomicetos e rizobios na rizosfera de soja.

Os micro-organismos responsaveis pela fixagdo biolégica de nitrogénio
(FBN) atraveés da simbiose estabelecida com as plantas leguminosas, séo as
bactérias conhecidas genericamente como rizébios. Para Santos et al. (2008),
atualmente sdo conhecidos 12 géneros e 62 espécies de rizobios e a tendéncia
€ aumentar ainda mais esses numeros, considerando que a maioria das
leguminosas, principalmente nas regides tropicais do planeta, ainda né&o foi
estudada. Entre estas bactérias estdo as do género Bradyrhizobium que

formam nédulos na soja.

O uso de inoculantes com bactérias fixadoras de nitrogénio do género
Bradyrhizobium €, atualmente, uma tecnologia indispensavel para a cultura da
soja no Brasil (ZILLI;, CAMPO; HUNGRIA, 2010). A eficiéncia desses

microrganismos tem possibilitado a obtencdo de altos rendimentos de graos da
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cultura, sem a necessidade de aplicacdo de nitrogénio mineral (ALVES;
BODDEY; URQUIAGA, 2003; ZILLI et al., 2006).

O sucesso no processo de nodulacédo apos a inoculacdo com rizébio é
determinada por varios fatores, tais como fertilidade do solo e competitividade
das estirpes inoculantes, que tém de ser capazes de sobreviver e colonizar as
raizes das plantas em um ambiente com abundancia de microorganismos
nativos, produzindo nédulos de fixagdo (MELCHIORRE et al., 2011). Entre as
estirpes de Bradyrhizobium selecionadas para a soja, a melhor capacidade de
competir por sitios de nodulacdo no campo tem sido atribuida a espécie B.
elkanii (BODDEY; HUNGRIA, 1997; NEVES; RUMJANEK, 1997). Porém,
quanto ao acumulo de N, tem sido verificada maior eficiéncia promovida por B.
japonicum (NEVES; RUMJANEK, 1997; TEANEY; FUHRMANN, 1992).
Infelizmente, tem sido dificil estabelecer estas estirpes superiores em solos
recém incorporados ao sistema de producdo agricola ou em solos onde as
estirpes resistentes a antibidticos tenham sido introduzidas previamente, ou
devido a problemas de competicdo com 0s microrganismos nativos e/ou pela
inabilidade de sobrevivéncia nestes solos.

Diversos fatores abidticos e bidticos podem alterar os padrdes de
competitividade das estirpes de Bradyrhizobium spp. Entre os fatores biéticos,
Pereira; Neves e Drozdowicz (1999) destacam as popula¢des de actinomicetos
na comunidade microbiana de solos tropicais, pelo potencial dos mesmos em
produzir antibiéticos, pois cerca de 85% dos antibidticos conhecidos sao
produzidos por esses microrganismos (GOTTLIEB, 1973).

Os antibiéticos podem ser produzidos em ecossistemas naturais e
agroecossistemas e, no solo, podem apresentar efeitos antagonicos a diversas
populacdes da comunidade microbiana (TURPIN et al., 1992). Entre estes
efeitos antagbnicos estdo aqueles causados a bactérias do grupo rizébio
(PEREIRA; NEVES; DROZDOWICZ, 1999), a bactérias diversas resistentes e
sensiveis a meticilina (SATHEEJA; JEBAKUMAR, 2011), a fungos micorrizicos
arbusculares (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006) e aqueles causados sobre o
sistema simbidtico rizébio-FMA-planta (PEREIRA et al., 1991).

Dos varios micro-organismos que colonizam a rizosfera, os fungos

micorrizicos arbusculares (FMA) ocupam uma posi¢cado ecoldgica Unica, pois
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eles apresentam-se parcialmente dentro e parcialmente fora do hospedeiro. A
fase interna dos fungos micorrizicos além de receber do hospedeiro protecéo a
acado de competidores e antagonistas, tem nele uma fonte de nutrientes. Essa
vantagem os habilita a executar uma grande e maior biomassa funcional no
mais intimo contato com as raizes (BAGYARAJ, 1984). Cerca de 80% das
plantas terrestres estdo associadas com FMA estabelecendo uma simbiose
mutualistica permanente e intima, denominada micorrizas arbusculares (MA)
(STRACK et al., 2003). Estas associacfes ocorrem em ecossistemas terrestres
em todo o mundo e tém um impacto global sobre a absorcdo de nutrientes
(HARRISON, 2005), em especial os de baixa mobilidade no solo, como

fosforo.

Existem diversos relatos sobre efeitos benéficos resultantes da interacédo
entre bactérias diazotroficas e FMA (BAREA et al., 2005; BHOWMIK; SINGH,
2004). De acordo com Artursson et al. (2006), os beneficios da interacdo FMA-
bactéria diazotrofica podem ocorrer em razao do incremento na absorcéo de P
pelas plantas micorrizadas, o que proporciona melhores condi¢cdes para o
estabelecimento da associacdo com diazotréficos, o que representa, por sua
vez, alto custo energético. Essas interagdes podem ser de extrema importancia
para uma agricultura com menor emprego de iNnsumos quimicos, como 0S
fertilizantes nitrogenados e fosfatados (SALA; FREITAS; SILVEIRA, 2007,
SIQUEIRA; KLAUBERG-FILHO, 2000).

A sobrevivéncia dos FMA e sua efetividade em promover uma resposta
positiva no crescimento vegetal podem estar fortemente influenciadas por
micro-organismos na micorrizosfera (AMES; BETHLENFALVAY, 1987ab;
BAREA; AZCON; AZCON-AGUILAR, 1994; BAREA et al., 2005; BAGYARAJ,
1984; LINDERMAN, 1992). Sédo de particular interesse aqueles micro-
organismos que colonizam os esporos e hifas de FMA. Muito desses micro-
organismos tem sido evidenciados como sendo actinomicetos parasitas (LEE;
KOSKE, 1994), mas micro-organismos benéficos também podem estar
presentes. Fungos, bactérias e actinomicetos tém sido observados na
superficie de esporos de FMA (AMES; MIHARA; BETHLENFALVAY, 1987;
BHATTACHARJEE et al.,, 1982; GERDEMANN; TRAPPE, 1974; ROSS;

DANIELS, 1982). As substancias antibidticas produzidas em cultura por
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actinomicetos sédo capazes de inibir o crescimento ou causar a eliminacao de
populacdes de bactérias, leveduras e varias categorias taxonémicas de fungos
(ALEXANDER, 1977) incluindo ai os fungos micorrizicos arbusculares
(KRISHNA; BALAKRISHNA; BAGYARAJ, 1982; ROSS; DANIELS, 1982).

Alguns FMA tém estabelecido um tipo particular de simbiose com uma
bactéria endosimbidtica, previamente identificada como do género Burkholderia
(BIANCIOTTO et al., 2002; BIANCIOTTO; BONFANTE, 2002) e reclassificado
como um novo taxon denominado de ‘Candidatus Glomeribacter gigasporarum’
(JARGEAT et al., 2004). E de acordo com BAREA et al. (2005), estas bactérias
tém interessantes genes metabdlicos que podem influenciar funcdes de MA e

investigacdes em curso visam explorar esta interacao cooperativa.

Nas ultimas décadas um dos ramos das pesquisas em Microbiologia do
Solo caminha no sentido de estudar as relagcdes que ocorrem entre 0S micro-
organismos rizosféricos e entre estes e as raizes das plantas, e em que podem
interferir no hospedeiro. E nesse contexto que o estudo das interacées entre
FMA e outros microrganismos do solo (incluindo ai os actinomicetos e rizébio),
se reveste de grande importancia por que: (1) pode subsidiar uma melhor
compreensao da ecologia da rizosfera bem como dos aspectos sinecoldgicos
de ecossistemas terrestres (funcéo das interacdes nos ecossistemas); (2) situa
a micorrizalogia numa perspectiva sistémica (estudo dos FMA localizado num
ambiente de coexisténcia de varias outras interacbes complexas que
constituem a totalidade da rizosfera) e (3) aponta para as implicacbes
ecologicas e praticas quanto ao potencial de uso dessas interacdes num

modelo de desenvolvimento agricola sustentavel.

O objetivo desse trabalho é avaliar as interacfes bioldgicas na rizosfera
de soja envolvendo fungos micorrizicos arbusculares (FMA), rizobio e

actinomicetos isolados de solo de regiédo produtora de soja.
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2. REVISAO DE LITERATURA

O solo como um sistema complexo € determinado por diversas e
numerosas interacdes entre seus componentes quimicos, fisicos e biologicos e
€ modulado pelas condicbes ambientais predominantes (BUSCOT, 2005).
Representa um ambiente heterogéneo que permite o desenvolvimento de uma
grande diversidade de micro-organismos, cujo equilibrio € afetado por fatores

bidticos e abidticos do ambiente.

De modo particular, a diversidade genética e funcional de atividades das
populacdes microbianas exerce um forte impacto nas funcdes do solo, pois 0s
micro-organismos sdo forcas motrizes para processos metabdlicos
fundamentais que envolvem atividades enzimaticas especificas (NANNIPIERI
et al., 2003). Muitas interac6es microbianas, reguladas por sinais ou moléculas
especificas (PACE, 1997), sdo responsaveis por desencadear processos
ambientais importantes, como a génese do solo, ciclagem biogeoquimica de
nutrientes, bem como a manutencdo da saude das plantas e da boa qualidade
do solo (BAREA; AZCON; AZCON-AGUILAR, 2004; NANNIPIERI et al., 2008).

2.1. A Rizosfera

A rizosfera, definida por Hiltner (1904), como o volume do solo adjacente
e influenciado pelas raizes das plantas é tida como um ambiente rico em
populacdes microbianas (BAGYARAJ, 1984; FIGUEIREDO et al., 2008) que
podem influenciar o crescimento das plantas e tem se tornado objeto de estudo
da Ecologia Microbiana do Solo. Constitui-se em um dos mais fascinantes
habitat microbiano e € moldada pelo solo, pela planta e pelos micro-organismos
(CHAUHAN et al., 2011). A atividade microbiana na rizosfera afeta os padrbes
de desenvolvimento radicular e da oferta de nutrientes disponiveis as plantas,
modificando assim a qualidade e quantidade de exsudatos radiculares
(BAREA, 2000; BOWEN; ROVIRA, 1999; GRYNDLER, 2000). Segundo Barea
et al. (2005), dois tipos de interagbes na rizosfera sado reconhecidos, as
interacbes envolvendo detritos de material vegetal e que afetam os fluxos de
energia e nutrientes; e as interacdes nas raizes vivas das plantas. Ambos os

tipos de interacbes s&o relevantes tanto para agronomia quanto para a
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ecologia. Assim, a rizosfera representa a regido do solo que tem um gradiente
microbiolégico, onde ocorrem trocas metabdlicas das raizes com micro-
organismos e vive-versa, e entre 0S micro-organismos. Estas interagoes
decrescem com o distanciamento da influéncia das raizes (ANDRADE;
NOGUEIRA, 2005; ROVIRA; DAVEY, 1974).

Existem trés componentes reconhecidos na rizosfera que interagem
entre si: a rizosfera (solo), que é a zona do solo influenciada pelas raizes
através da liberacdo de substratos que afetam a atividade microbiana; o
rizoplano ou a superficie da raiz, incluindo a elevada aderéncia de particulas do
solo; e a raiz propriamente dita com o tecido radicular. Com relacdo a
colonizacdo de micro-organismos nestes componentes, tem-se a colonizacéo
de tecidos da raiz por micro-organismos endofitos (BOWEN; ROVIRA, 1999;
KENNEDY, 1998) e a colonizacdo microbiana do rizoplano, ambas
consideradas como colonizacdo radicular ou de raizes, enquanto que a
colonizacdo do volume de solo adjacente e influenciado pela raiz é considerada
como colonizacao rizosférica (KLOEPPER, 1994; KLOEPPER et al., 1991). A
rizosfera pode ser ainda dividida, em ectorrizosfera e endorrizosfera,
compreendendo a parte externa e o0s tecidos corticais respectivamente
(CARDOSO; NOGUEIRA, 2007). Os exsudatos produzidos e liberados na
rizosfera afetam o crescimento de plantas e de micro-organismos presentes no
solo (ANDRADE; NOGUEIRA, 2005; JEFFRIES et al., 2003).

Bactérias colonizadoras da rizosfera ou rizobactérias causam efeitos
benéficos sobre o desenvolvimento das plantas através de mecanismos diretos
ou indiretos e foram definidas como rizobactérias promotoras do crescimento
de plantas ou como séo conhecidas (PGPR), do inglés Plant Growth-Promoting
Rhizobacteria (LUGTENBERG; KAMILOVA, 2009). Segundo estes autores as
PGPR tém sido relatadas pela importancia em melhorar diretamente o
crescimento das plantas por uma variedade de mecanismos, tais como: a
fixacdo biolégica de nitrogénio atmosférico que € transferido para a planta,
como faz os rizébios em plantas leguminosas como a soja; a producao de
sideréforos quelantes de ferro que em altas concentragbes pode inibir o
crescimento de fitopatégenos atuando assim no controle biol6gico de algumas

fitopatologias; solubilizacdo de fosfatos organicos ou inorganicos, contribuindo
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na disponibilizacdo de fosforo as plantas e sintese de fitorménios. Melhoria
direta da absorcdo de minerais devido ao aumento nos fluxos de ions
especificos na superficie da raiz na presenca de PGPR também tem sido
relatada. Portanto, varios mecanismos tém sido descritos relatando o beneficio
de PGPR no crescimento de plantas, tais como aqueles de promocao direta de
crescimento que incluem (a) biofertilizacdo, (b) estimulagcdo de crescimento
radicular, (c) rizomediacéo e (d) controle de stress da planta e também aqueles
mecanismos de controle bioldégico com o0s quais as rizobactérias podem
promover indiretamente o crescimento de plantas, por reduzir os niveis de
doenca, incluindo ai antibioses, inducéo a resisténcia sistémica, e competicao

por nutrientes e nichos.

Esta regido de maior atividade fisica, quimica e principalmente biolégica
apresenta grande interesse agronémico e ecologico, pois através da
exsudacdo de substancias radiculares, ocorre a formacdo de substratos
microbianos, que além de servirem de habitat para os organismos, e
estimularem o desenvolvimento da microbiota do solo, representa a interface
de comunicagcao entre as plantas e seu substrato, o solo (KILLHAM, 1994;
SIQUEIRA, 1993).

A inoculacdo de micro-organismos benéficos em plantas tem sido
empregada para melhorar seu desenvolvimento e aumentar a tolerancia a
doencas, além de favorecer seu estabelecimento frente a condi¢cdes adversas,
como salinidade e estresse hidrico. Dentre os grupos de micro-organismos com
comprovado potencial de beneficio para as plantas, tém-se as bactérias do
género rizdbio, bactérias solubilizadoras de fosfato e fungos micorrizicos
arbusculares (FMA), (SOUCHIE et al., 2005).

Os métodos atuais para 0 estudo das interagcbes entre oS micro-
organismos na rizosfera incluem desde o tradicional uso de microscopia
eletrbnica até as técnicas mais modernas de biologia molecular. A analise
dessas metodologias usadas continua a ser um topico de interesse, e
descricbes de varios meétodos e técnicas sdao comuns na literatura
(BIANCIOTTO et al., 1996; HUNGRIA; ARAUJO, 1994; NORRIS; READ;
VARNA, 1994; PAUL; CLARK, 1989; VARMA, 1998).
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2.2. O cultivo da soja, o rizobio (Bradyrhizobium) e a fixacao biolégica de
nitrogénio

O cultivo da soja tem como principal fonte de nitrogénio a fixacéo
biologica de N,, através da simbiose com estirpes do género Bradyrhizobium.
Estirpes com maior eficiéncia simbidtica tém sido identificadas para a soja, no
entanto, tem sido dificil o estabelecimento destas estirpes superiores em solos

com histérico de cultivo anterior (NEVES et al., 1992).

De acordo com Assumpcao et al. (2009) a cultura da soja, Glycine max
(L.) Merrill, tem posicado de destaque na agricultura mundial, com rendimento
anual de aproximadamente U$ 215 bilhdes. Esta cultura encontrou na fixagao
bioldgica de nitrogénio (FBN) um dos principais fatores de competitividade no
mercado mundial (ZILLI et al., 2008). Com a exploracdo desta tecnologia, que &
pratica amplamente difundida e utilizada pelos produtores de soja no Brasil,
estima-se a economia de fertilizantes nitrogenados em trés bilhdes de dolares
anuais (HUNGRIA et al., 2005).

Os rizébios sdo micro-organismos rizosféricos heterotroficos comuns dos
solos tanto das regides temperadas como das regifes tropicais, mas ndo séo
membros dominantes da comunidade microbiana (NEVES; RUMJANEK, 1996)
e, assim como todas as bactérias diazotroficas utilizam como fonte de
nitrogénio para seu metabolismo a matéria organica do solo. Estes micro-
organismos simbiontes possuem um complexo enzimatico chamado
nitrogenase, indispensavel para a transformacao do nitrogénio gasoso (N,) em

amonia que é subsequentemente assimilada em aminoéacidos e proteinas.

Atualmente, existe referéncia a quatro estirpes utilizadas como inéculo
para sojicultura: SEMIA 587 e SEMIA 5019 de Bradyrhizobium elkanii e SEMIA
5079 e SEMIA 5080 de Bradyrhizobium japonicum (BIZARRO et al., 2011).

A fixacao biolégica de nitrogénio associada a soja, por diminuir o custo
de producao, favoreceu a rapida expansao desta cultura no Brasil (ALVES;
BODDEY; URQUIAGA, 2003; ALVES et al., 2006; DE-POLLI; NEVES, 1996).
Segundo a FAO (1992), a soja é a leguminosa mais plantada no mundo e sua
importancia no Brasil, € cada vez maior, ndo s6 pelas divisas ganhas com a

exportacdo, mas pela elevada taxa de proteina de seus graos, cerca de 40%, o
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que torna o uso dessa leguminosa cada vez mais frequente, direta ou
indiretamente, na dieta do brasileiro (ALVES; BODDEY; URQUIAGA, 2003;
VARGAS; HUNGRIA, 1997).

No Brasil, desde a expansdo comercial da cultura da soja na década de
1960, grandes esforcos foram empreendidos no melhoramento das cultivares e
na selecao de estirpes de Bradyrhizobium japonicum e B. elkanii, para tornar
viaveis taxas elevadas de fixacdo biologica do nitrogénio (FBN) (HUNGRIA et
al., 2006). De acordo com estes autores, até 94% do N requerido pelas
cultivares mais produtivas pode ser fornecido pela FBN, o que permite

rendimentos superiores a 4.000 kg ha™.

2.3. A microbiotarizosférica e suas interacdes

Existe uma grande diversidade biologica na microbiota rizosférica:
bactérias fixadoras de nitrogénio (simbiodticas ou diazotréficas associativas),
actinomicetos, fungos micorrizicos, fungos patogénicos, rizobactérias
promotoras de crescimento de plantas (RPCP), bactérias solubilizadoras de
fosfato (BSF), bactérias da ciclagem de nutrientes (NCB-"Nutrient Cycling
Bacteria”) e bactérias fitopatogénicas constituem alguns deles. Estes micro-
organismos vivem ou na endorizosfera (colonizando a regido cortical da raiz),
em intima associacdo com a superficie da raiz ou rizoplano, ou na
ectorizosfera. Portanto, eles coexistem e interagem de modo a formar a
comunidade microbiana rizosférica tanto nos ecossistemas naturais como nos
agroecossistemas. Tais interacbes que podem ser positivas ou negativas
(ATLAS; BARTHA, 1993) na sua totalidade garantem o balanco ecoldgico
dessa comunidade que se constitui na principal forca motriz do sistema solo-
planta (ANDRADE; NOGUEIRA, 2005; AZCON-AGUILAR; BAREA, 1996;
BAREA; AZCON-AGUILAR, 1982; CARDOSO; NOGUEIRA, 2007) e existem
evidéncias que estas interacdes ocorrem ou ao nivel de colonizacédo rizosférica
(estéagio de formacéo da interacdo) e/ou ao nivel funcional e nutricional (estagio
de desenvolvimento e atividade da interacdo e de sua influéncia no status

nutricional da planta).
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Os micro-organismos na rizosfera vivem em pequenos habitats onde
eles interagem. Interacdes positivas, negativas ou neutras tém sido observadas
(ARAUJO, 2008; KILLHAM, 1994). Os fungos micorrizicos como habitantes
ubiquolas do solo estdo “imersos” numa rede de interagcbes microbianas que
tomam lugar nos micro-habitats do solo, mas a compreensédo desses fatos é
ainda escassa e fragmentada (BAREA; AZCON-AGUILAR, 1982, BAREA;
AZCON; AZCON-AGUILAR, 1994; 2002; REID, 1990). Coleman (1985) enfatiza
que as interacdes micro-organismos-raiz sdo o caminho para a compreensao
da funcdo dos ecossistemas, e situa as micorrizas huma perspectiva de muitas
outras interacdes complexas que tomam lugar na rizosfera. Assim, Hunt et al.,
(1987), no modelo de interagfes troficas entre plantas, substratos, microflora e
microfauna, atentam para pér as micorrizas num contexto de substratos labeis
e resistentes, de decompositores primarios e de varios niveis de predadores
microbianos. Os autores discutem a relativa importancia de bactérias e FMA
como mineralizadores primarios de nitrogénio (N) e entdo, por sua vez, como a
transferéncia desse elemento numa teia alimentar decompositora é

guantitativamente influenciada pela fauna predadora da microflora.

As interacBes entre micro-organismos rizosféricos sdo de grande
importancia porque vao influenciar a colonizacdo microbiana da superficie da
raiz, o rizoplano, e, consequentemente, a infeccdo da raiz, tanto pelos
simbiontes parasitas, como pelos simbiontes mutualistas (AZCON-AGUILAR;
BAREA, 1996).

Muitas bactérias, através de interacdes diretas ou indiretas com as
raizes de plantas, sdo conhecidas por serem capazes de estimular e promover
o crescimento vegetal e por isso foram classificadas como rizobactérias
promotoras de crescimento de plantas. Além disso, a maioria das raizes das
plantas s&o colonizadas por fungos micorrizicos e sua presenca também
estimula o crescimento do fitossimbionte. No entanto, os efeitos benéficos da
raiz colonizada por bactérias e FMA tém sido estudados separadamente. So
recentemente € que os efeitos sinérgicos de bactérias e fungos micorrizicos
estdo sendo estudados em relacdo aos seus impactos benéficos combinados
em plantas, no qual os fungos FMA e bactérias podem interagir sinergicamente

para estimular o crescimento das plantas através de uma série de mecanismos
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gue incluem a melhoria de aquisicdo de nutrientes e inibicdo de fitopatégenos
flngicos (ARTURSSON; FINLAY; JANSSON, 2006; BIRO et al., 2000).

Segundo Artursson, Finlay e Jansson (2006), embora existam muitos
estudos sobre as interagcbes entre FMA e bactérias, os mecanismos
subjacentes dessas associagOes sdo em geral ndo muito bem compreendidos,
e suas propriedades funcionais ainda requerem confirmacdo experimental.
Pesquisas futuras, devem se esforcar no sentido de uma melhor compreensao
dos mecanismos funcionais dessas interacdes microbianas, de modo que as
combina¢gbes de micro-organismos podem ser aplicadas como inoculantes

eficazes dentro de sistemas sustentaveis de producéo agricola.

Entendimento das interacfes entre 0s micro-organismos encontrados
rotineiramente na rizosfera € essencial para descrever a natureza da interface
solo-planta. Geralmente afirma-se que fungos micorrizicos gracas a melhor
exploragéo da rizosfera pelas hifas, absorve mais nutrientes para as plantas,
em troca recebem carboidratos da planta que sédo essenciais para a concluséo
do ciclo de vida dos fungos. Isso mantém o conceito de simbiose mutualistica,
ou seja, uma interacdo de beneficio para ambas as partes (BONFANTE; ANCA,
2009).

Durante o processo de colonizagdo rizosférica, 0s micro-organismos
estabelecem interacdes diversas entre si e com a planta. Tais interacdes
podem influenciar o estabelecimento de rizocolonizadores benéficos, bem
como o estabelecimento das associacfes simbiodticas. Neste contexto, micro-
organismos como 0s actinomicetos podem afetar a capacidade competitiva das
estirpes de Bradyrhizobium spp. pelos sitios de nodulacdo e,
consequentemente, influenciar tanto a nodulacdo da soja como a fixacao
biolégica do N, bem como influenciar o estabelecimento de fungos

micorrizicos-arbusculares.

2.4. Algumas fungdes de actinomicetos em solos

Actinomicetos sdo encontrados em muitos habitats e tém sido
identificados como um dos principais grupos de micro-organismos na
comunidade microbiana dos solos (KUSTER, 1986; SATHEEJA; JEBAKUMAR,
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2011) e sua participacdo nas alteracbes dos componentes do solo e
especialmente nas transformacdes dos compostos organicos tem sido
mencionada h& tempo por véarios autores (HUNTJENS, 1972; KONONOVA,
1986; KUSTER, 1967; KUTZNER, 1968; SATHEEJA; JEBAKUMAR, 2011).
Normalmente, 10 a 50% da comunidade microbiana do solo sdo constituida por
populacdes de actinomicetos (ALEXANDER, 1977), entretanto, em alguns
solos, como 0s dos cerrados brasileiros, estes micro-organismos podem
compor de 74 a 95% da comunidade microbiana (COELHO; DROZDOWICZ,
1978), com predominancia do género Streptomyces. Sua estrutura morfologica
€ semelhante aos filamentos dos fungos (hifas), porém sdo muito mais finos,
usualmente com 0,5 a 1,0 um em didmetro, com dimensdo analoga a de
células bacterianas, mas em alguns géneros podem ter acima de 2,0 um de
diametro (ALEXANDER, 1977).

Esses micro-organismos tém recebido atencdo especial pelos seus
diversos papéis no solo. Atuam na decomposicdao da matéria organica do solo
e contribuem na estruturacdo do solo, através de ligacdes de suas hifas com as
particulas do solo (PEREIRA, 1995). Podem atuar como promotores de
crescimento vegetal e agentes potenciais de controle biolégico de
fitopatdgenos (GAVA, 1998; MOURA, 1996). Entretanto a importancia destes
micro-organismos no solo tem sido mais relacionada com a sintese de
antibiéticos e outros compostos biologicamente ativos (WELLINGTON; TOTH,
1992). Tais compostos podem ser produzidos em ecossistemas naturais e
agroecossistemas e no solo podem apresentar efeitos antagénicos a diversas

populacdes da comunidade microbiana (TURPIN, 1992).

2.5. Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA), as micorrizas

arbusculares (MA) e a micorrizosfera

Os fungos simbidticos que predominam nas raizes e solos de culturas
agricolas e ecossistemas florestais sdo os FMA, reclassificados por Morton e
Benny (1990) como fungos da ordem Glomales do filo Zygomycota
(REDECKER; MORTON; BRUNS, 2000) e atualmente definidos como
pertencentes ao filo Glomeromycota (SCHURLER; SCHWARZOTT; WALKER,
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2001), Classe Glomeromycetes (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006) e apresentando
quatro ordens: Diversisporales, Glomerales, Archaeosporales e Paraglomerales
(BERBARA; SOUZA; FONSECA, 2006). Estes autores apresentam uma
sinopse interessante sobre a evolucdo historica da classificacdo e

nomenclatura dos FMA.

A colonizacdo do sistema radicular por FMA confere beneficios
diretamente para o crescimento e desenvolvimento da planta, aumentando a
absorcdo de nutrientes pelas raizes e também melhorando a tolerancia de
plantas a condi¢cBes de estresse e ao ataque de patdégenos do solo. O uso de
FMA em sistemas de producdo agricola € cada vez maior, e estudos tém
aumentado consideravelmente nos ultimos anos (ARTURSSON; FINLAY;
JANSSON, 2006; BONFANTE; ANCA, 2009; SALVIOLI, et al., 2010).

A habilidade dos FMA em aumentar a absorcdo de nutrientes pouco
moéveis no solo pelos fitossimbiontes, em particular fésforo (P), e outros
micronutrientes, tem sido reconhecida como os efeitos mais benéficos das MA.
Interacdes rizosféricas ocorrem entre FMA e outros micro-organismos com
efeitos sobre o balanc¢o nutricional das plantas, tais como as bactérias fixadoras
de nitrogénio e rizobactérias promotoras de crescimento vegetal (PAULA,
SIQUEIRA; DOBEREINER, 1993). Além disso, a colonizacdo rizosférica por
FMA protege as plantas contra patégenos e podem aliviar a toxicidade do
aluminio. As hifas extraradiculares de FMA contribuem com a agregacdo do
solo e estabilidade estrutural. Portanto, as micorrizas arbusculares
potencialmente melhora a qualidade fisica do solo (através das hifas externas),
qualidade quimica do solo (através do aumento na absorcdo de nutrientes) e
qualidade bioldgica do solo (através da teia alimentar do solo), (CARDOSO;
KUYPER, 2006).

Os FMA séo asseptados e colonizam as raizes de plantas de quase
todos os géneros das Gimnospermas e Angiospermas, além de alguns
representantes das Bridfitas e Pteridéfitas (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006)

formando as micorrizas arbusculares (MA).

As micorrizas arbusculares (MA) sdo as mais comuns entre as
micorrizas e constituem sistema simbidtico com culturas de interesse

agrondmico, pastoril e florestal. Os FMA penetram nas células corticais da raiz
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e se diferenciam em estruturas arbusculares especializadas. Os arbusculos
envolvidos por uma plasmalema intacta do hospedeiro aumentam a area da
superficie de troca de metabdlitos entre os simbiontes (SIQUEIRA et al., 1994).
O micélio externo do FMA, que se estende solo adentro, aumenta o potencial
de absorcdo de agua e de nutrientes pelo sistema radicular, e contribui
fortemente para o melhoramento da estrutura do solo por melhorar a aeracéo e
percolacdo da agua (LINDERMAN, 1992).

Esta simbiose mutualistica provoca mudancas morfolégicas e
fisiologicas nas raizes da planta, causando implicacfes na fisiologia do resto da
planta. Quando as plantas tornam-se micorrizadas ocorrem alteracdes nas
concentracfes de hormonios de crescimento como as auxinas, citocininas e
giberelinas, aumento da taxa fotossintética e mudancas na particdo de
fotossintatos para a parte aérea e para as raizes, mudancas no status
nutricional do tecido hospedeiro em resposta a alteracdo na absorcdo de
minerais do solo. As alteracdes nos aspectos bioquimicos e estruturais das
células hospedeiras interferem na permeabilidade da membrana, e assim na
qualidade e quantidade da exsudacgéo radicular (LINDERMAN, 1992). Estas
alteracdes na exsudacédo das raizes podem induzir a mudancas na composicao
da microbiota da rizosfera ou micorrizosfera. Portanto, evidencia-se uma série
de mudancas morfo-fisiol6gicas entre os simbiontes com efeitos subsequentes
(“efeito cascata”) de modo a afetar quantitativamente e qualitativamente a
comunidade microbiana da rizosfera. Segundo Cardoso e Nogueira (2007),
assim como os FMA influenciam a comunidade microbiana na rizosfera, o

inverso também é verdadeiro.

O termo micorrizosfera inicialmente descrito por Oswald e Ferchau
(1968), refere-se a zona de influéncia das micorrizas (interface fungo-raiz) no
solo. A micorrizosfera tem dois componentes: um deles € a rizosfera, uma fina
camada de solo que envolve a raiz e esta sob a interagéo e influéncia direta da
raiz, pelos radiculares e hifa do FMA adjacente a raiz. O outro, é a hifosfera,
gue é uma zona de influéncia direta das hifas de FMA onde se evidencia as
interagcdes solo-MA (MARSCHNER, 1995).

De acordo com Andrade; Linderman; Bethlenfalvay (1998) e Nogueira

(2002) as superficies do micélio e dos esporos dos FMA sado colonizadas por
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bactérias e outros microrganismos que crescem no material mucilaginoso que
0s recobre. Andrade et al. (1997) demonstraram que tanto a micorrizosfera
quanto a hifosfera de diferentes espécies de FMA do género Glomus séo
colonizadas por diferentes espécies de bactérias, determinando-se ainda que
algumas espécies bacterianas tém especificidade pela micorrizosfera,
engquanto que outras pela hifosfera.

Os eventos que ocorrem no solo da micorrizosfera sao influenciados
pelo hospedeiro, pelo pH do solo, umidade, conteudo de nutrientes e de
matéria organica, e propriedades fisicas do solo. Esses fatores edaficos, bem
como fatores ambientais, climaticos e da cultura incluindo aplicacées quimicas
podem influenciar a fisiologia e o crescimento da planta hospedeira, assim
como mudancas no gendtipo do fitossimbionte podera alterar a natureza da
simbiose MA (AHMAD, 1995; KRISHNA et al., 1985).

2.6. Interacdes entre FMA, actinomicetos e rizébio

Os tipos de interacBes documentados na literatura envolvendo FMA,
actinomicetos e rizébios compreendem interacdes benéficas (sinergismo), bem

como interacdes deletérias (parasitismo, competicdo e antagonismo).

As interacdes entre plantas, fungos micorrizicos, e bactérias, podem ser
definidas como associacdes tripartite. Alguns dos mecanismos e muitas vezes
estratégias nutricionais levam a promoc¢do do crescimento de plantas.
Liberacdo de moléculas ativas, incluindo substacias volateis, e contato fisico
entre 0s simbiontes parecem importantes para o estabelecimento da simbiose
planta / bactéria / rede de fungos micorrizicos (BONFANTE; ANCA, 2009).

Quando os FMA se associam com as raizes do fitossimbionte, eles
podem interagir diretamente com outros micro-organismos do solo, ou podem
influenciar os demais micro-organismos indiretamente através de alteragcfes na
fisiologia da planta hospedeira, incluindo a fisiologia da raiz, e assim o0s
padrées de exsudacdo na micorrizosfera. Do mesmo modo, outros micro-
organismos rizosféricos, como o0s actinomicetos, podem diretamente ou
indiretamente influenciar o comportamento dos FMA através de interacOes

aleloguimica do tipo antagbnica (supressiva) ou do tipo sinergistica
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(estimulatoria), por parasitismo da parede celular de esporos e de hifas (acao
quitinolitica), ou por modificacbes na fisiologia da planta hospedeira (AMES,
1989).

Diversos micro-organismos, benéficos ou ndo, podem estar presentes na
superficie ou dentro de esporos e em hifas de FMA. Alguns FMA tém
estabelecido um tipo particular de simbiose com uma bactéria endosimbiotica
Burkholderia (BIANCIOTTO et al., 2002; BIANCIOTTO; BONFANTE, 2002) e
reclassificada como ‘Candidatus Glomeribacter gigasporarum’ (JARGEAT et
al., 2004). Estas bactérias podem influenciar fungbes de micorrizas
arbusculares (BAREA et al., 2005).

As interacfes entre micro-organismos rizosféricos sdo de importancia
relevante porque melhoram a nutricdo, desenvolvimento e influenciam o
estabelecimento  vegetal; e consequentemente a produtividade agricola.
Inconsisténcias freqientemente ocorrem em testes de campo quanto ao uso de
inoculantes  microbianos efetivos para o desenvolvimento vegetal,
provavelmente devido aos micro-organismos competidores, associativos ou

antagonicos.

Considerando o exposto acima, duas linhas de pesquisas podem ser
destacadas: (1) estudos acerca do estabelecimento de micro-organismos na
rizosfera (micorrizosfera) com énfase na dindmica da infec¢do e colonizacao
microbiana da interface raiz-solo e no modo de interacdo desses micro-
organismos; e (2) estudos acerca dessas interagbes microbianas como
ferramenta biotecnoldgica para o aumento do desenvolvimento vegetal. Estes
estudos devem estar pautados no modelo de desenvolvimento agricola

sustentavel.

Interacdes entre fungos MA e outros micro-organismos do solo tém sido
avaliadas (BAGYARAJ, 1984; BAREA et al., 2002; 2005; BAREA; AZCON-
AGUILAR, 1982; BAREA; AZCON; AZCON-AGUILAR, 1994; LINDERMAN, 1992;
FITTER; GARBAYE, 1994; CERVANTES; RODRIGUEZ-BARRUECO, 1994).
Os aspectos mais estudados acerca dessas interagOes dizem respeito aos
efeitos da microbiota do solo sobre a formacdo e funcdo dos fungos

micorrizicos arbusculares e a influéncia das MA sobre as alteracbes na
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comunidade microbiana da rizosfera. Outro aspecto de importancia e que vem
sendo pouco estudado € o significado dessas mudancas sobre o
desenvolvimento e a sanidade do fitosimbionte (LINDERMAN, 1992).

De acordo com Moreira e Siqueira (2006), os actinomicetos do solo
produzem substancias volateis com alta atividade inibitéria ha germinacdo de
esporos de certas espécies de FMA. Por outro lado, alguns organismos, como
0s rizobios produtores de enzimas hidroliticas, as bactérias solubilizadoras de
fosfato e Azotobacter, que facilitam a penetracdo das raizes pelo fungo,
formam associagdes sinergisticas com os FMA, sendo conhecidas como

“helpers” (auxiliadores).

a) Sinergismo

O sinergismo € um tipo de interacdo positiva onde ocorre o intercambio
de compostos entre duas populacdes, favorecendo a ambas, mas sem haver
simbiose (CARDOSO, 1992). Grande parte dos trabalhos encontrados na
pesquisa bibliografica relata a ocorréncia deste tipo de interacdo, em que
populacdes de fungos e bactérias colonizam as raizes da planta hospedeira,

utilizando-se dos exsudados das raizes, e fornecendo nutrientes em troca.

Espécies de fungos micorrizicos arbusculares tém sido encontradas
constituindo um sistema simbiético triplo com actinomicetos fixadores de
nitrogénio pertencentes ao género Frankia. Essa interacdo tem sido reportada
como sendo benéfica para ambos os simbiontes tendo sido caracterizada como
sinergismo (CERVANTES; RODRIGUEZ-BARRUECO, 1994).

Os actinomicetos fixadores de nitrogénio estdo representados pelo
género Frankia, que se associam com cerca de 200 espécies de plantas
subordinadas as familias Betulaceae, Casuarinaceae, Coriariaceae,
Datiscaceae, Elaeaginaceae, Myricaceae, Rhamnaceae e Rosaceae, formando
nodulos denominados actinorrizas. O nodulo de plantas actinorrizicas € uma
estrutura perene formada nas ramificacdes das raizes laterais, e que termina
em um nodulo lobular. Os nddulos podem ser classificados em 2 grupos
morfologicos distintos: ndédulos encontrados em Alnus (Betulaceae), e os

encontrados em Casuarina (Casuarinaceae) e Myrica (Myricaceae). A infecgéo
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do micro-organismo ocorre através do pelo radicular, com a formacdo de um
nodulo primario e de uma hifa intercelular. Em seguida, as células do cortex da
raiz sofrem divisbes, com a penetracdo das hifas nas células, ocorrendo a
formacdo de um ramalhete de hifas com vesiculas nas extremidades,
resultando na formacdo do nodulo definitivo. As vesiculas encontradas nos
nodulos tém importante funcdo na atividade da nitrogenase (AUER E SILVA,
1992). Estudos desenvolvidos por Becking (1977) demonstraram que a regido
intermediaria do ndédulo apresenta uma maior concentracdo de vesiculas,

sendo que a maior fixacado ocorre nesta regiao.

Rose (1980) publicou um levantamento da colonizacdo de raizes por
micorrizas em 25 espécies noduladas por actinomicetos. Foram encontrados
100% de colonizacdo por micorrizas. Sendo que duas espécies estavam
colonizadas por ectomicorrizas, 6 apresentavam associacdes com ecto e
endomicorrizas e 17 com endomicorrizas. Tais associacfes permitiram ao
hospedeiro uma maior adaptabilidade e capacidade para colonizar sitios
perturbados, mostrando que a associacao fitossimbionte x bactéria endofitica
fixadora de nitrogénio x fungos micorrizicos pode ser essencial para 0 sucesso

da colonizacdo natural em areas perturbadas.

Tem sido mostrado que essa interacdo entre fungos MA e actinorriza
tem proporcionado um aumento na absorcao de fésforo pela planta bem como
um aumento na nodulacéo e fixacéo bioldgica de nitrogénio (FBN) (GAUTHIER,
1983; GARDNER, 1986). A principal razdo do efeito positivo dessa interacao
esta relacionada ao fato de que o fungo MA pode satisfazer a alta demanda de
P para o processo da FBN (CERVANTES; RODRIGUEZ-BARRUECO, 1994).

Os fungos MA nao fixam N, atmosférico, porém esses micro-organismos
biotroficos obrigatérios sdo habeis em incrementar o processo de fixacao
biol6gica de nitrogénio (FBN) realizado por bactérias simbioticas (actinomicetos
- Frankia) e por bactérias associativas ou de vida livre, bem como em interagir
positivamente com bactérias fixadoras de vida livre ou associativas. Os fungos
MA favorecem a aquisicdo de N, através de efeitos indiretos nas simbioses
fixadoras desse nutriente e no aumento da absor¢cdo de N no solo (BAREA;
AZCON-AGUILAR, 1983; MARSCHNER; DELL, 1994). Tanto as hifas quanto

as raizes micorrizadas sao capazes de absorver N de varias formas
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(preferencialmente na forma de NH;") e transferi-lo para a planta,
desempenhando papel de grande importancia na aquisicdo de N em
ecossistemas naturais e evitando perdas de NOj3’ por lixiviagdo (MARSCHNER;
DELL, 1994).

As bactérias diazotréficas podem auxiliar, por meio de diversos
mecanismos, na nutricdo nitrogenada das culturas, como o aumento do
processo da reducdo assimilatéria de nitrato disponivel no solo, pela fixacao
biolégica do N2 (FBN) e pela producdo de fitorménios que interferem no
crescimento das plantas e podem alterar a morfologia das raizes, o que

possibilita a exploracdo de maior volume de solo (ZAIED et al., 2003).

Estudo de inoculacdo simultdnea de fungos micorrizicos arbusculares
com bactérias diazotréficas tem evidenciado que essas bactérias podem
imcrementar o desenvolvimento e os teores de nutrientes nas plantas, a
colonizagdo micorrizica e a esporulagdo dos FMA. Dessa forma, as bactérias
diazotréficas associadas a esporos de FMA podem promover o aumento e
rapida colonizacao pelo fungo, o que pode favorecer o desenvolvimento de um
inoculante comercial de FMA (BHOWMIK; SINGH, 2004).

O efeito benéfico propiciado pela interacdo entre os FMA e bactérias
diazotroficas pode ocorrer pelo incremento na absor¢cdo de P pelas plantas
micorrizadas, proporcionando melhores condicGes para o estabelecimento da
associacdo com as diazotréficas, que apresenta elevado custo energético
(BALOTA et al., 1995).

b) Parasitismo, antagonismo e competicao

Os fungos MA influenciam e sé&o influenciados pela atividade dos micro-
organismos no solo (AMES; MIHARA; BAYNE, 1989; AMES; MIHARA;
BETHLENFALVAY, 1987; AMES; REID; INGHAM, 1984; BAGYARAJ, 1984;
MEYER; LINDERMAN, 1986b). Desse modo, se faz importante o conhecimento
da ecologia dos varios grupos da biota do solo que interagem com o fungo MA.
Aumento no desenvolvimento da planta devido a inoculagdo com fungo MA é

bem conhecido; entretanto o maximo beneficio pode ser adquirido através de
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um melhor entendimento de como os micro-organismos do solo afetam sua
sobrevivéncia (AMES, 1989).

Gerdemann e Trappe (1974) acreditaram que a acdo digestiva
observada nas paredes de esporos de FMA tenha sido causada por
actinomicetos e estes sdo 0os mais comuns dos organismos decompositores de
quitina no solo (VELDKAMP, 1955). A quitina, um polimero de N-
acetilglicosamina € um importante constituinte estrutural das paredes das
células da maioria dos fungos incluindo FMA (MEUZELAAR, 1978;
VELDKAMP, 1955; WEIJMAN).

Ames (1989), evidenciaram uma diversidade de actinomicetos
decompositores de quitina, associados com esporos e hifas de Glomus
macrocarpum. Dos micro-organismos decompositores de quitina (MDQ) que
colonizaram os esporos dessa espécie de fungo MA, 82% eram actinomicetos
e desses a maioria pertencia ao género Streptomyces. O fato desses isolados
produzirem quitinase e estarem colonizando a parede do esporo de G.
macrocarpum sugere uma relacdo de parasitismo entre esses micro-

organismos.

Varias observacbes sugerem que fungos e actinomicetos parasitas
podem significativamente reduzir populacdes de esporos de fungos MA e
induzem efeitos diversos sobre as plantas com dependéncia micorrizica
(DANIELS; MENGE, 1980; ROSS; PAULITZ; MENGE, 1986;
RUTTENCUTTER, 1977; ROSS; DANIELS, 1982).

Lee e Koske (1994) isolaram 44 espécies de fungos e 06 espécies de
actinomicetos da superficie de esporos desinfestados de Gigaspora gigantea, o
gue sugere que esses micro-organismos podem colonizar e viver dentro dos
esporos podendo afetar a dindmica populacional dos fungos micorrizicos
arbusculares nos ecossistemas naturais e agroecossistemas. Do total desses
micro-organismos, 31 isolados foram testados quanto a capacidade de
parasitar os esporos do fungo micorrizico em questdo. Desses, 22 se
mostraram parasitas ao fungo através da formacdo de estruturas do tipo
projecdes internas, canais radiais finos ou ambos na parede do esporo. Dos

actinomicetos testados, Nocardia sp. e Streptomyces sp. induziram a formacé&o
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de projecdes internas e quanto aos fungos a patogenicidade foi maior para

Verticillium e Acremonium.

Varios pesquisadores tém investigado a populacdo de micro-organismos
associada aos esporos de fungos MA coletados em campo ou cultivados em

vaso.

Secilia e Bagyaraj (1987) analisaram quanti e qualitativamente as
populac6es de bactérias e de actinomicetos em vasos de cultivo com Panicum
maximum mais inéculo de diferentes espécies de fungos MA e relataram que
as populagcbes de bactérias em geral foram maiores em plantas colonizadas
com Glomus fasciculatum; Gigaspora margarita e Sclerocystis dusii do que em
plantas ndo micorrizadas. Outras populacdes microbianas incluindo bactérias
fixadoras de nitrogénio, actinomicetos, grupos morfolégicos e fisioldégicos de
bactérias (gram +/-, formadoras de esporos, bactérias capazes de hidrolisar
uréia e bactérias capazes de hidrolisar amido) variaram com a espécie de
fungo MA. Além disso, bactérias com capacidade de hidrolisar uréia estiveram
presentes na rizosfera de todas as plantas endomicorrizadas, mas ausentes
nas ndo micorrizadas. Assim, parece que, os diferentes fungos micorrizicos
arbusculares exercem um efeito seletivo (estimulagéo ou reducgéo) sobre a flora
bacteriana da rizosfera. Estes autores, ainda realizaram um teste de atividade
antagonistica dos isolados de actinomicetos a alguns fitopatdgenos e
observaram um possivel mecanismo de controle de fitopatologias via micorriza
arbuscular, através da estimulacdo diferenciada dos fungos micorrizicos

arbusculares a esses actinomicetos antagonistas rizosféricos.

2. 7. ESTIMULOS A FORMACAO DE MICORRIZAS ARBUSCULARES (MA)

O estabelecimento da simbiose micorrizica arbuscular pode ser
influenciado pela comunidade microbiana na rizosfera. Varios aspectos séo
observados nesses estudos, tais como: colonizagdo da raiz, (aspecto mais
frequentemente observado); germinacdo de esporos; crescimento do miceélio no
solo; estimulagéo e afinidade da hifa infectiva pela raiz; penetracdo da raiz,
estabelecimento da biotrofia e expanséo do micélio secundario dentro e fora da
raiz (LINDERMAN, 1992).
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Ames (1989) demonstrou pela primeira vez o efeito benéfico de
actinomicetos isolados de esporos de FMA (Glomus macrocarpum), sobre o
desenvolvimento de MA e crescimento de cebola em um sistema de solo ndo
esterilizado e sugeriu que actinomicetos isolados de esporos de FMA, podem
nNAo ser 0S micro-organismos primarios responsaveis pela reducdo da

populacao de esporos de FMA e sua efetividade em solos néo esterilizados.

Varios autores tém observado que a presenca de actinomicetos
contaminantes ou coinoculados com fungos micorrizicos arbusculares aumenta
a taxa de germinagdo desses micro-organismos. Mugnier e Mosse (1987)
observaram que os esporos de Glomus mosseae somente germinavam quando
se desenvolvia contaminantes no meio agar. Tylka; Hussey e Roncadori (1991)
evidenciaram que compostos volateis de Streptomyces orientalis em meio
agar/agua estimulavam a germinacdo de esporos de Glomus mosseae e

Gigaspora margarita, mas néo de Scutellospora heterogama.

Alguns dos poucos compostos produzidos pelos actinomicetos sdo bem
conhecidos devido ao seu odor. Dois compostos organicos volateis de relativa
abundancia e ubiquidade no solo sdo geosmin e 2-metilsoborneol (MIB)
(SIQUEIRA; BREAKLEY; HUBELL, 1985).

Carpenter-Boggs; Loynachan e Stahl (1995) demonstraram uma
correlacdo positiva entre o aumento da taxa de germinacédo de esporos de G.
margarita e a quantidade de compostos volateis produzidos por actinomicetos
isolados de solo, sugerindo a importancia ecolégica de uma triplice interacao
mutualistica envolvendo esporos de fungos MA, actinomicetos e plantas
hospedeiras através da seguinte hipétese: a estimulacdo da germinacdo dos
esporos de fungos MA aumenta a probabilidade de formacdo da associacdo
micorrizica na rizosfera dos fitossimbiontes; por outro lado, o micélio extra
radicular do fungo pode servir como um importante substrato energético para
0s actinomicetos quitinoliticos. Assim, a producgdo inicial dos compostos
volateis pode em troca ser estimulada pela proximidade dos actinomicetos a

fonte de energia na rizosfera da planta ou algum outro sinal rizosférico.
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2. 8. INIBICAO A FORMACAO DE MICORRIZAS ARBUSCULARES (MA)

Actinomicetos do solo podem ser também antagonistas (inibidores) aos
fungos micorrizicos arbusculares de modo que esporos quiescentes desses
fungos podem germinar em alguns solos, mas ndo em outros. Tommerup
(1983) mostrou que se solos inibitérios fossem pasteurizados, os esporos de
fungos MA ai adicionados germinavam, indicando a participacdo de micro-

organismos na inibicdo da germinacéo de esporos.

Krishna; Balakrishna e Bagyaraj (1982) noticiaram a respeito de uma
interacdo antagbnica entre Streptomyces cinnamomeous e Glomus
fasciculatum. O antagonismo se deu quando se inoculou os dois micro-
organismos simultaneamente e quando se inoculou os dois em tempo
diferente: Streptomyces reduziu a producdo de esporos e o desenvolvimento
da infeccdo por Glomus; enquanto que Glomus reduziu a multiplicacdo de
Streptomyces. Essa interagdo negativa entre esses micro-organismos

influenciou de forma negativa o desenvolvimento da planta hospedeira.

Siqueira; Breakley e Hubell (1985), em experimento in vitro, reportaram
acerca da inibicdo da taxa de germinacdo de esporos de FMA (Gigaspora
margarita e Glomus mosseae) na presenca de compostos volateis produzidos
por actinomicetos (Streptomyces e Actinomyces) isolados do solo.
Documentaram uma taxa de inibicdo de germinacdo maior (em torno de 90%)
para G. margarita e relacionaram hipoteticamente a maior tolerancia de G.
mosseae a estes fatores inibitorios ao fato de que esta espécie ocorre com
maior frequéncia em solos neutros e alcalinos onde os actinomicetos proliferam

com maior intensidade.

Pereira et al. (1991), em experimento de casa de vegetacao, revelaram
que a colonizagcdo micorrizica em soja, com o FMA Glomus etunicatum, foi
completamente inibida na presenca do isolado de actinomiceto ACT-78,
originario de solo sob cerrado da regiao de Planaltina.
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3. MATERIAL E METODOS

O estudo que constou de trés experimentos, conforme descritos abaixo,
foi realizado em casa de vegetacdo, no Centro Nacional de Pesquisa de
Agrobiologia (CNPAB/EMBRAPA), Seropédica-RJ, com 22°46’ de latitude sul e
43°41’ de longitude oeste, com altitude de 33 metros. O clima &€ AW segundo
Kdppen. Utilizaram-se também os Laboratérios de Ecologia Microbiana e de
Micorrizas do CNPAB/EMBRAPA e o Laboratério de Microbiologia do
Departamento de Agronomia da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE).

3.1. Experimento I: Interacdo entre actinomicetos e rizobio na rizosfera de
soja

Este experimento foi conduzido, utilizando-se vasos “Leonard” contendo
vermiculita e areia na proporcédo de 2:1, esterilizados em autoclave por duas
horas, a 121° C e 1,5 atm. A solucdo nutritiva utilizada nos vasos de Leonard

foi uma modificagdo da solugdo de Norris, de acordo com Gruzman e
Dobereiner (1968).

As sementes de soja (Glycine max (L.) Merrill) cv. Serid6 foram
desinfestadas superficialmente em alcool 96° por 30 segundos e em peroxido
de hidrogénio (10%) (ANDRADE; HAMAKAWA, 1994) por 3 minutos com sete
lavagens consecutivas em agua destilada esterilizada e, entdo submetidas a

inoculacdo microbiana.

Foram utilizados como in6culos, dois isolados de actinomicetos (ACT-78
e ACT-370), identificados como pertencentes ao género Streptomyces spp.,
estirpe BR 29 de Bradyrhizobium elkanii e estirpe BR 33 de Bradyrhizobium
japonicum, obtidos da colecé&o de culturas do CNPAB/EMBRAPA.

O inoculo das estirpes de rizébio crescido em meio de cultura liquido —
meio YM ou meio 79, descrito por Vincent (1970), contendo (10® Unidades
Formadoras de Colbnias/mL) foi misturado em turfa esterilizada, bem como o
in6culo de actinomicetos preparado a partir de coldnias crescidas em meio
amido-NO3; (WAKSMAN, 1961), obtendo-se uma suspensdo de indculo

contendo aproximadamente 108 UFC/mL.
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O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com trés
repetices e constou de 11 tratamentos: (1) ACT-78 + Ny; (2) ACT-370 + Ng; (3)
BR 29; (4) BR 33; (5) ACT-78 + BR29; (6) ACT-78 + BR33; (7) ACT-78 + (BR29
+ BR33); (8) ACT-370 + BR29; (9) ACT-370 + BR33; (10) ACT-370 + (BR29 +
BR33) e (11) testemunha — N.

Apés 61 dias da semeadura as plantas foram colhidas para as
avaliacdes de: biomassa de raiz seca (BRS) e de parte aérea seca (BPAS);
namero de nédulos (NNOD) e biomassa de nédulos secos (BNS), colonizacdo
rizosférica pelos isolados de actinomicetos atavés de diluicdes seriadas ou

densidade de actinomicetos na rizosfera de soja (DARS).

3.2. Experimento . Interacdo entre actinomicetos, rizobio e fungos

micorrizicos-arbusculares (FMA) na rizosfera de soja

Neste experimento, utilizaram-se vasos de 1 Kg, sendo o substrato
constituido de um solo, série Itaguai de textura arenosa, autoclavado por duas
vezes, a 121°C e 1.5 atm, misturado com areia de rio na proporcédo de 1:1 (v:v)
e distribuido no vaso da seguinte maneira (uma primeira camada de 700 g do
solo autoclavado no fundo do vaso; uma segunda camada de 100 ¢
correspondente ao indculo misto de FMA (solo, raizes, hifas e esporos); e uma
terceira camada de 200 g de solo autoclavado. O inéculo de FMA foi incubado

durante uma semana.

A analise do solo apresentou as seguintes caracteristicas (Tabela 1).

Tabela 1 — Caracteristicas quimicas e fisicas do solo

CARACTERISTICAS QUIMICAS

pH P K Ca + Mg Al C N M.O.
(H;0) | (mg/dm?®) | (cmol/dm®) | (cmol/dm?®) | (cmol/dm?®) % % %
51 3 37 2,8 0,2 0,12 | 0,027 | 0,21
CARACTERISTICAS FiSICAS
Analise granulométrica
AREIA FINA | AREIA GROSSA | AREIA TOTAL ARGILA SILTE
% % % % %
2 61 63 12 25

Umidade equivalente (%) = 13

Mistura 3:1 =11




43

Tanto a adubacédo fosfatada quanto a correcdo de pH foram realizadas
para um volume de 160 Kg de solo com 32 g de superfosfato simples e 80 g de
oxido de célcio, respectivamente. Foi adicionado 6 g de potassio na forma de
K,SO, e uma solugdo nutritiva de micronutrientes e Mg (FRANCO;
DOBEREINER, 1967) foi adicionada semanalmente na agua de irrigagao.

Foram utilizados como indculos, dois isolados de actinomicetos (ACT-78
e ACT-370), identificados como Streptomyces spp.; duas estirpes de
Bradyrhizobium (BR 29 de Bradyrhizobium elkanii e BR 33 de Bradyrhizobium
japonicum), e duas espécies de fungos micorrizicos arbusculares (FMA):
Gigaspora margarita e Glomus clarum, obtidos da cole¢do de culturas do
CNPAB/EMBRAPA. O inéculo das estirpes de Bradyrhizobium foi crescido em
meio de cultura liquido descrito por Vincent, 1970 (10® Unidades Formadoras
de Colbnias/mL) e o in6culo de actinomicetos foi preparado a partir de colénias
crescidas em meio amido-NO3 (WAKSMAN, 1961), obtendo-se uma suspenséao

de inéculo contendo aproximadamente 10 UFC/mL.

O in6culo misto das espécies de FMA foi multiplicado em vasos de
cultivo com Brachiaria decumbens, contendo aproximadamente 144 esporos
por 50 cm® para Glomus clarum e aproximadamente 266 esporos por 50 cm?
para Gigaspora margarita. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado com os tratamentos constituindo um esquema fatorial (3 x 3 x 3)
com cinco repeticdes, totalizando 135 observacfes. O arranjo experimental

tem os seguintes fatores:

FATOR 1: Tratamentos com Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMA):

Gigaspora Margarita

Glomus Clarun
Sem o indeculo fungica

FATOR 2: Tratamentos com Rizébio:

Somente B. elkanii
Somente B. japonicum
Misto (B.japonicum + B.elkanii)

FATOR 3: Tratamentos com Actinomicetos:

Isolado ACT — 78
Isolado ACT — 370
Sem Actinomicetos
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As sementes de soja foram desinfestadas em &lcool 96° GL por trinta
segundos e em peroxido de hidrogénio (10%) por trés minutos e sete lavagens

consecutivas com agua destilada esterilizada.

A coleta do experimento foi realizada aos setenta e quatro dias apos a
sua montagem, época de iniciacao da floracao da soja, e as variaveis avaliadas
foram as seguintes: BPAS: (Biomassa de Parte Aérea Seca — g/planta); BRS:
(Biomassa de Raiz Seca — g/planta); BPAS/BRS: (Relacdo ou raz&o entre
BPAS/BRS); NNOD: (Numero de No6dulos); BNS: (Biomassa de Nédulos Secos
— mg/planta); PPAS: [Teor de Fésforo na parte aérea seca da planta (g/Kg)];
PRAIZ: [Teor de Fésforo na raiz seca da planta (g/Kg)]; PTOTAL: [(Teor de
Fosforo total da planta (g/Kg)]; KPAS: [Teor de Potassio na parte aérea seca
da planta (g/Kg)]; KRAIZ: [Teor de Potassio na raiz seca da planta (g/Kg)];
KTOTAL: [Teor de Potassio total da planta (g/Kg)]; CaPAS: [Teor de Calcio na
parte aérea seca da planta (g/Kg)]; CaRAIZ: [Teor de Calcio na raiz seca da
planta (g/Kg)]; CaTOTAL: [Teor de Célcio total da planta (g/Kg)]; MgPAS: [Teor
de Magnésio na parte aérea seca da planta (g/Kg)]; MgRAIZ: [Teor de
Magnésio na raiz seca da planta (g/Kg)]; MgTOTAL: [Teor de Magnésio total
da planta (g/Kg)]; DARS: (Densidade de Actinomicetos na Rizosfera de Soja).

A densidade das populagbes de actinomicetos em geral na
micorrizosfera foi avaliada pelo método de diluicbes e contagens em placas.
Utilizou-se para plaqueamento as diluicdes 102, 10* 10° com trés repetices

cada. Para efeito de avaliagéo foi considerado a diluicdo 10*.

A densidade das populacdes de actinomicetos foi expressa pelo numero
de unidades formadoras de colénias (UFC/g de raiz seca), obtido apos a
secagem das raizes em estufa de circulacdo forcada a 65° C até alcancar peso

constante.

O método utilizado para avaliacdo dos teores de nutrientes (P, K, Ca e
Mg) na parte aérea e na raiz das plantas de soja, foi baseado em Bataglia et al.
(1983).

A apresentacdo dos resultados se dara, em um primeiro momento, de
modo descritivo tomando como base a analise descritiva e exploratdria dos

dados e num segundo momento, tomando como base a técnica de Analise de
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variancia — ANOVA — far-se-a4 a comparacao dos efeitos dos fatores estudados

e suas interacoes.

3.3. Experimento llI: Interacdo entre FMA, actinomicetos e rizGbio em um

delineamento inteiramente casualizado narizosfera de soja

Esse experimento utilizou-se das mesmas condigbes do segundo
experimento, valendo ressaltar suas especificidades, quais sejam: tem um
delineamento experimental inteiramente casualizado, com 3 tratamentos, com
cinco repetigbes, totalizando 15 unidades experimentais ou parcelas. Os
tratamentos foram o0s seguintes: 2 tratamentos com fungos micorrizicos
arbusculares (inoculagdo com Glomus clarum e inoculagdo com Gigaspora
margarita) e 1 testemunha sem o inéculo fangico; 3 tratamentos com rizobio
(inoculacéo de B. japonicum + B. elkanii; inoculacdo com B. japonicum sozinho
e inoculacdo com B. elkanii sozinho); 2 tratamentos com actinomicetos
(inoculagéo com o isolado ACT - 78 e inoculagdo com o isolado ACT- 370) e 1

testemunha sem actinomicetos.

As variaveis avaliadas no proceder da coleta do experimento (época de
floracdo da soja) foram as mesmas do experimento Il, com exceg¢do para o

namero de nddulos e para a biomassa de nddulos secos.

3.4. Analise estatistica dos dados

Os dados do experimento | e Il foram submetidos a analise de variancia,
segundo o delineamento inteiramente casualizado, e as médias dos
tratamentos comparadas pelo teste de Tukey (1977), a 5% de probabilidade.
No experimento I, utilizou-se o MINITAB STATISTICAL SOFTWARE (MSTAT)
e também se utilizou a abordagem dos contrastes ortogonais. No experimento
I, a andlise realizada foi para experimento em fatorial com delineamento
inteiramente casualizado. Nos experimentos Il e Il utilizou-se como ferramenta
auxiliar nas analises 0 "PASW® Statistics 18 Core
System" ou como é conhecido SPSS.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Experimento |

Os dois isolados de actinomicetos estudados (ACT-78 e ACT-370)
colonizaram a rizosfera de soja e foram recuperados numa densidade de 10*
UFC/g de raiz sem nenhuma diferenca significativa entre os tratamentos,
evidenciando tanto a colonizacdo quanto o estabelecimento na rizosfera de
soja. No periodo estudado, ndo houve resposta significativa quanto a biomassa
de raiz seca e a biomassa de parte aérea seca das plantas em resposta a
coinoculacdo de isolados de actinomicetos e de estirpes de Bradyrhizobium
spp (Tabela 2).

A coinoculacdo dos isolados de actinomicetos influenciou a nodulagéo
da soja através de variacdes dos numeros de nodulos, de modo a indicar tanto
uma influéncia antibidtica quanto uma influéncia probiotica dos isolados de
actinomicetos sobre as estirpes de Bradyrhizobium spp. estudadas
influenciando no peso unitario do nédulo seco (Figura 1, Tabelas 3 e 4). O
isolado de actinomiceto ACT-78 promoveu uma maior nodulacdo quando
coinoculado com a estirpe BR33, mas reduziu significativamente a nodulacao
da estirpe BR29, enquanto que o isolado ACT-370 proporcionou uma maior
nodulacao junto a BR29 e diminuiu a nodulacdo da BR33.

Entre os fatores bidticos que podem modificar os padrbes competitivos
das estirpes de Bradyrhizobium spp. estdo as popula¢des de actinomicetos na
comunidade bacteriana dos solos tropicais, visto que s&o conhecidos como
produtores de antibiéticos (GOTTLIEB, 1973; COELHO; DROZDOWICZ, 1978),
podendo por isso, desenvolver amensalismo ou antagonismo em relacdo a
outros micro-organismos, entre eles os rizébios que fazem a fixacdo bioldgica
de nitrogénio de modo simbidtico, afetando o comportamento e a fisiologia
destes.

Pereira; Neves; Drozdowicz (1999) constataram que inoculagdes simples
e em mistura de estirpes de Bradyrhizobium spp. na presenca de actinomicetos
influenciaram significativamente o peso de nodulos secos, porém as diferencas

observadas em namero de ndédulos nao foram significativas.
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E interessante destacar que a inoculacdo simultidnea da BR 29 com o
isolado ACT-370, considerado antagonico a esta (PEREIRA, 1995; PEREIRA,
NEVES; DROZDOWICZ, 1999), teve um comportamento diferente, ou seja, foi
probiético, onde o numero de nddulos nessas plantas foi maior, enquanto que o
isolado ACT-78 foi antagbnico a BR 29 nessa variavel. O efeito contrario
constatou-se para a estirpe BR 33.

Embora tenha havido essa relagdo quanto ao niumero de nédulos, para a
biomassa de nddulo seco (valor unitario), percebe-se uma tendéncia do isolado
ACT-78 influenciar o peso unitario maior de nodulo para as plantas que

receberam BR-29 e o ACT-370, influenciando mais a estirpe BR-33.

Tabela 2 — Densidade de actinomicetos da rizosfera de soja (UFC/g de raiz), biomassa de raiz
seca (BRS) e biomassa de parte aérea seca (BPAS) de soja cv. Seridd, em vasos Leonard, em
resposta a coinoculacdo com isolados de actinomicetos e de Bradyrhizobium spp. Médias de

trés repeticoes.

TRATAMENTOS ACTINOMICETOS BRS BPAS
(UFC/g de raiz) * (mg/planta)* (mg/planta)*
ACT-370+N 5,13 x 10* 336 1603
ACT-78+N 5,2 x 10* 294 1695
ACT-370+(BR29+BR33) 5,17 x 10* 289 2056
ACT-78+(BR29+BR33) 4,77 x 10* 228 1682
ACT-370+BR29 5,17 x 10* 318 2308
ACT-370+BR33 5,13 x 10* 269 1917
ACT-78+BR29 5,0 x 10* 277 1376
ACT-78+BR33 4,94 x 10* 326 2010
BR33 349 2400
BR29 399 2370

"-N&o houve diferencas estatisticas significativas entre os tratamentos nas variaveis analisadas.
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B Sem actinomiceto (ACT)

] ACT-78
901 ACT-370_

Numero de nédulos (unidade)
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BR29 BR33
Estirpes de Bradyrhizobium spp.

Figura 1 - Nomero de ndédulos de soja em presenca de

dois isolados de actinomicetos (Streptomyces spp) e duas
estirpes de Bradyrhizobium spp. Médias de trés repeticdes.

Médias seguidas da mesma letra, ndo diferem entre siao
nivel de 5% pelo teste de Tukey, para as interacdes entre
actinomicetos e estirpes de rizobio analisadas.

Tabela 3 — Peso unitario de nédulos secos (mg) de soja cv. Seridd, em vasos Leonard, em

resposta a coinoculagéo de isolados de actinomicetos e Bradyrhizobium spp.

Tratamentos Peso unitario de nédulos secos (mg)
BR 29 8,0
BR 29+ ACT 78 10,0
BR 29 + ACT 370 4.9
BR 33 4,3
BR33+ACT 78 3,1

BR 33 + ACT 370 6,7
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Tabela 4 — Comparacdo por contrastes ortogonais do efeito da coinoculacéo de isolados de
actinomicetos e Bradyrhizobium spp, no peso unitario de nédulos secos (mg) de soja cv. Seridé

em vasos Leonard.

Nivel de significancia
Contrastes ortogonais

(Teste F)
(BR 29 + ACT 78) x BR 29 80 %
(BR 29 + ACT 370) x BR 29 20 %
(BR 33 + ACT 78) x BR 33 30 %
(BR 33 + ACT 370) x BR 33 01%

4.2. EXPERIMENTO II

A apresentacdo dos resultados sera feita de acordo com as andlises
realizadas, ou seja, em primeiro lugar serd apresentada os resultados da

analise descritiva e exploratéria e depois o0s resultados da analise de variancia.

4.2.1 Resultados da anédlise descritiva e exploratoria

As Tabelas 5, 6, 7 apresentam os valores do tamanho da amostra, da
média e desvio padrdo para as variaveis medidas por cada um dos fatores
definidos para o experimento Il.

De acordo com a Tabela 5, analisando os resultados para o fator 1
(FMA), percebe-se que a presenca das espécies de fungos micorrizicos G.
margarita e G. clarum influenciou de modo expressivo as seguintes variaveis:
biomassa de parte aérea seca (BPAS), biomassa de raiz seca (BRS), relacao
entre BPAS/BRS, numero de nodulos (NOD), biomassa de ndédulos secos
(BNS), teores de fésforo na parte aérea (PPAS), na raiz (PRAIZ), e teores de
fésforo total (PTOTAL) e densidade de actinomicetos na rizosfera de soja
(DARS) que apresentaram valores maiores do que as plantas sem o inéculo
fungico. Entre essas variaveis destacadas, vale ressaltar que houve ainda uma

diferenca entre os isolados de FMA, ou seja, para BNS o isolado de G. clarum
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proporcionou um valor médio maior (0,17) do que G. margarita que contribuiu
para um valor médio de biomassa de nodulos secos (= 0,14). Este mesmo
comportamento foi observado para todas as variaveis de teores de fosforo nas
plantas (PPAS, PRAIZ, PTOTAL), isto é, o FMA Glomus clarum influenciou de
modo significativo esses teores de P nas plantas em relacdo ao FMA G.

margarita.

Tabela 5: Estatisticas descritivas para as variaveis de entrada do estudo, segundo os

tratamentos do Fator 1 do experimento 2.

Tratamentos com Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMA) Comparagao
o ; P Total dos
Variaveis Gigaspora Glomus clarum Sem o indculo
margarita fungico Tratamentos
n Meédia DP n Média DP n Média DP n Média DP (Valor-p)
(BgF/)Sima) 45 2898 055 45 2,79% 073 45 057" 039 135 2,14 1,20  0,0000"
BRS (g/planta) 45 0,53% 0,11 45 054% 018 45 018" 012 135 043 021  0,0000"
BPAS/BRS 45 558°% 141 45 559% 177 45 336" 1,11 135 4,90 1,78  0,0000"
NNOD 45 2060°11,95 45 2729% 11,34 45 11,08" 11,18 135 23,10 14,00  0,0000""
BNS (g/planta) 45 0,14% 004 45 017 005 45 002" 001 135 011 008 0,0000"
Fosforo na A 5 A .
Parte Aérea 45 069" 013 45 085° 0,16 45 072" 026 135 075 020 0,0002"
(9/Kg)
E‘;is;o(g’/é‘g) 45 092% 011 45 1,00° 015 45 060" 0118 135 0,85 022  0,0000"
(Fg‘;Sng)rOTOta' 45 161° 019 45 185° 021 45 1,32" 031 135 1,60 0,32  0,0000"
Potassio na .
Parte Aérea 45 1384" 1,552 45 13,77" 1,63 45 1871°% 243 135 1532 2,94  0,0000"
(9/Kg)
ggfgs(g/‘:(g;‘ 45 1504" 422 45 12,70" 2,51 45 2928°% 1029 135 18,61 9,60  0,0000")
g‘/’fg)s'omta' 45 2888" 4,85 45 2647" 358 45 47,98° 10,49 135 33,92 11,63  0,0000"
ig'r‘;'ggl‘l(za;”e 45 714" 113 45  817°% 1,17 45 990° 1,70 135 835 1,75  0,0000""
é‘";‘:fé‘; naRaiz 45 5928 139 45 568° 147 45 478" 133 135 549 1,47  0,0007"
é‘j‘:féc)’TOta' 45 13,06" 1,92 45 1367"% 208 45 14,68°% 200 135 13,77 2,12  0,0015"
Magnésio na .
Parte Aérea 45 413" 042 45 427" 043 45 563°% 062 135 4,64 082  0,0000"
(9/Ka)
'\R":g”(zz'(og;‘a 45 990" 1,91 45 10,19 230 45 916" 2,09 135 9,78 213 0,0747
?SJ?ES)GS'OTO“" 45 14,04" 1,99 45 14,46" 235 45 14,79" 2,12 135 14,42 2,16 0,2753
DARS! 45 2,696° 18,40 45 2,926° 23,02 45 0,744" 12,24 135 22,3220,91  0,0000")

' Teste (ANOVA) significativo ao nivel de 5%; (1) a densidade de actinomicetos é expressa em
UFC/g raiz = UFC x 10°. Entdo, tem-se (2,7 x 10% 2,92 x 10° e 0,74 x 10°, respectivamente),

para os valores médios da variavel DARS na ultima linha da Tabela. Médias seguidas com

letras diferentes na coluna sao significativamente diferentes.
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Para os teores de potassio (KPAS, KRAIZ, KTOTAL), houve diferencas
significativas entre os valores médios dos tratamentos onde as plantas que néo
foram inoculadas com nenhum isolado de FMA, apresentaram teores meédios
maiores de K em relagdo as plantas que foram inoculadas. Como visto,
considerando apenas o fator 1, a inoculacao dos isolados de FMA G. margarita
e G. clarum néo influenciou os teores de K em plantas de soja. Para os teores
de Calcio, observou-se o0 seguinte: para teores de CaPAS, constataram-se
diferencas entre todos os tratamentos; para os teores de CaRAIZ, houveram
diferencas ente os tratamentos que receberam os isolados fungicos em relacao
as plantas sem esse tipo de indéculo; e para os teores de CaTOTAL houveram
diferencas entre os tratamentos que receberam G. margarita em relacdo as
plantas que ndo foram inoculadas com FMA, sendo que o teor médio das
plantas que foram inoculadas com G. clarum néo diferiu de modo significativo
com o tratamento que ndo recebeu o inoculo fangico. Para os teores de
magnésio (MgRAIZ e MgTOTAL) ndo houve diferenca nenhuma entre os
tratamentos.

De acordo com a Tabela 6 com a andlise para o fator 2 (riz6bio) e a
Tabela 7 com a andlise para o fator 3 (actinomicetos), constatou-se que houve
apenas influéncia para a variAvel nuamero de nodulos (NNOD),
respectivamente. Assim, em funcdo do fator 2, quando as plantas receberam o
in6culo contendo somente B. elkanii (BR 29), apresentaram um nimero médio
maior de nédulos em relac@o as plantas que receberam apenas B. japonicum
(BR 33). Com relacéo ao fator 3, constatou-se que o isolado ACT-370, foi o que

mais influenciou o nimero de nédulos em relacdo aos demais tratamentos.
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Tabela 6 - Estatisticas descritivas para as variaveis de entrada do estudo, segundo os

tratamentos do Fator 2 do experimento 2.

Tratamentos com Rizébio

Comparagao
L . i i i dos
Variaveis Somente B. elkanii S_.omer_lte B. Misto (B. Japoricum
japonicum + B. elkanii) Tratamentos
n Média DP n Méda DP n Média DP N Meéda pp (Valor-p)
ngma) 45 214" 1,14 45 220" 1,31 45 208" 117 135 214 1,20 0,8960
BRS 45 044" 023 45 040" 020 45 044" 021 135 043 021 0,6034
(g/planta)
BPAS/BRS 45 473" 152 45 539" 214 45 460" 156 135 4,90 1,78 0,0855
NNOD 45 27,05° 1154 45 16,35" 1254 45 25872 1527 135 23,10 14,00 0,0004""
I(BQDIpSIanta) 45 013" 008 45 010" 007 45 012" 008 135 011 0,08 01572
Fosforo na
Parte Aérea 45 0,74” 020 45 0,79” 018 45 0,73" 023 135 0,75 0,20 0,3134
(9/Kg)
ngzf%o/lzg) 45 084" 020 45 083" 021 45 088" 026 135 085 0722 0,6210
g;Sng)roma' 45 158" 030 45 162" 030 45 161" 036 135 1,60 032 0,8641
Potassio na
Parte Aérea 45 1542" 359 45 1542" 248 45 1512" 2,72 135 1532 2,94 0,8632
(9/Kg)
;‘;f?s(;‘llgf‘ 45 19,64" 10,80 45 18,92 9,10 45 17,34" 893 135 1861 9,60 0,5212
_'?gtt:f(sé‘/’Kg) 45 3506 1378 45 34,34" 11,00 45 32,46” 10,02 135 33,92 11,63 0,5618
Célcio na A A A
Parte Aérea 45 849" 1,75 45 825" 152 45 831" 196 135 835 1,75 0,8020
(9/Kg)
gg:g"()g’/‘li‘g) 45 568" 131 45 549" 167 45 530" 1,41 135 549 1,47 0,4833
é";‘l'fg;ma' 45 13,98" 223 45 1374" 2,04 45 1361° 2,12 135 1377 2,12 0,7122
Magnésio na A A A
Parte Aérea 45 467" 075 45 461" 0,78 45 464" 094 135 4,64 0,82 0,9561
(a/Kg)
g:ig”(‘;zfg;‘a 45 955% 222 45 973" 1,98 45 1002” 221 135 9,78 2,13 0,5851
¥§g?‘(3;/'gg) 45 1422 255 45 1435" 1,79 45 1466" 2,12 135 1442 2,16 0,6178
DARS! 45 2256" 18,62 45 1,767" 16,94 45 2633" 2532 135 22,32 20,91 0,1650

' Teste (ANOVA) significativo ao nivel de 5%; (1) a densidade de actinomicetos é expressa em
UFC/g raiz = UFC x 10°. Entdo, tem-se (2,25 x 10% 1,76 x 10° e 2,63 x 10°, respectivamente),
para os valores médios da variavel DARS na ultima linha da Tabela. Médias seguidas com

letras diferentes na coluna sao significativamente diferentes.
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Tabela 7 - Estatisticas descritivas para as variaveis de entrada do estudo, segundo os

tratamentos do Fator 3 do experimento 2.

Tratamentos com Actinomicetos Comparacio
o Total dos
Variaveis Isolado ACT — 78 Isolado ACT- 370 Sem Actinomicetos
Tratamentos
n Média DP n Média DP n Méda DP n Média Dp (Valor-p)
BPAS 45 213* 119 45 210* 115 45 219* 129 135 214 1,20 0,9384
(9/planta)
BRS 45 042" 020 45 044” 020 45 041" 024 135 043 021 07868
(9/planta)
BPAS/BRS 45 494" 190 45 452" 121 45 527" 209 135 4,9 1,78 0,1464
NNOD 45 19,98" 12,87 45 29,09° 12,47 45 20,10" 14,89 135 23,10 14,00 0,0018"
(E;?Isl’anta) 45 011" 007 45 012" 008 45 011" 007 135 0,11 0,08 0,4566
Fosforo na A A A
Parte Aérea 45 0,74" 023 45 075" 016 45 077" 022 135 0,75 0,20 0,7126
(9/KQg)
Fésforo na
Raiz 45 086" 019 45 084" 024 45 086" 025 135 0,85 0,22 0,9220
(9/Kg)
Fosforo A A A
Total 45 159" 031 45 159" 033 45 163" 034 135 1,60 0,32 0,8224
(9/KQg)
Potassio na
Parte Aérea 45 14,64" 242 45 1570" 2,54 45 1562" 3,67 135 1532 2,94 0,1718
(9/Kg)
nggs(zvig? 45 18,35” 9,30 45 20,36”" 10,24 45 17,05" 9,13 135 18,61 9,60 0,2738
.Fr)gtt:f(sé?}(g) 45 3299” 10,93 45 36,06" 12,24 45 32,67" 11,64 135 33,92 11,63 0,3246
Célcio na
Parte Aérea 45 846" 216 45 818" 1,22 45 840" 1,76 135 835 1,75 0,7422
(9/Kg)
gg:gl?gr/]r?g) 45 574" 158 45 526" 143 45 545" 140 135 549 1,47 0,3145
g;‘:f;;mtal 45 14,01" 2,35 45 1345" 187 45 1385" 2,12 135 13,77 2,12 0,4381
Magnésio
Raér'zzr‘e 45 458" 090 45 464" 061 45 471" 094 135 4,64 0,82 0,7744
(9/Kg)
Magnésio
na Raiz 45 968" 220 45 10,02” 211 45 961" 211 135 9,78 2,13 0,6333
(9/g)
¥§g?(egs;}‘<’g) 45 1426" 219 45 1466" 2,19 45 1432" 2,14 135 14,42 216 0,6487
DARS! 45 2594”2487 45 2201”1947 45 1,858" 16,96 135 22,32 20,91 0,2779

' Teste (ANOVA) significativo ao nivel de 5%; (1) a densidade de actinomicetos é expressa em
UFC/g raiz = UFC x 10°. Entdo, tem-se (2,59 x 10% 2,20 x 10° e 1,85 x 105,respectivamente),

para os valores médios da variavel DARS na ultima linha da Tabela. Médias seguidas com

letras iguais na coluna ndo diferem estatisticamente entre si.
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4.2.2 Resultados da anélise de variancia

A apresentacdo dos resultados far-se-a4 por variavel avaliada no
experimento fatorial de acordo com resposta de interesse e as discussdes
acompanhardo cada bloco de variaveis inter-relacionadas, como: variaveis de
crescimento e desenvolvimento (BPAS, BRS, BPAS/BRS); variavel de
nodulacao (BNS), variaveis de aspectos nutricionais (PPAS, PRAIZ, PTOTAL,
KPAS, KRAIZ, KTOTAL, CaPAS, CaRAlZ, CaTOTAL, MgPAS, MgRAIZ,
MgTOTAL) e densidade populacional de actinomicetos na rizosfera de soja
(DARS).

4.2.2.1. Varidveis de crescimento e desenvolvimento (BPAS, BRS,
BPAS/BRS)

a) Biomassa de Parte Aérea Seca (BPAS)

O Apéndice A mostra que nao existem diferencas significativas entre as
meédias da variavel BPAS dos tratamentos que utilizaram o rizobio (fator 2) e o
modelo fatorial final para testar as diferencas de médias dessa variavel
manteve os fatores principais Fatorl e Fator2 e a sua interacdo. Com relacdo a
interacdo, significa dizer que as médias de BPAS dos tratamentos que
compdem o Fatorl (in6culo com FMA) sdo estatisticamente diferentes para,
pelo menos, um tratamento que compde o Fator2 (indculo com rizdbio). As
Figuras 2 e 3 apresentam justamente essa andlise através do teste de
comparacdes multiplas de Tukey.

De acordo com a figura 2 a inoculacdo de FMA proporcionou um efeito
significativo na BPAS de plantas de soja em relacéo a testemunha sem indculo
fungico. Conforme a figura 3, quando a soja foi coinoculada com o FMA
Gigaspora margarita e com a mistura de B. elkanii e B. japonicum (média =
3,091) constataram-se diferencas significativas entre as médias de BPAS em
relacdo as plantas que foram coinoculadas com Gigaspora margarita e com a
estirpe de Bradyrhizobium elkanii (média = 2,603). A figura 3 mostra
exatamente a evolucdo das meédias da variavel BPAS para os tratamentos
somente B. elkanii, somente B. japonicum e a mistura (B. elkanii e B.
japonicum) dentro de cada um dos tratamentos realizados com Fungos

Micorrizicos Arbusculares (FMA).
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3 2,789 b 2,887 b

Meédia de RPAS

0,567 a

Sem o indculo fungico Glomus clarum Gigaspora margarita

Figura 2 - Comparagfes multiplas das médias da varidvel BPAS para o fator 1 do experimento
2. Médias seguidas de mesma letra entre colunas de cores diferentes, ndo diferem entre si pelo
Teste de Tukey a 5%.

3,091b
3 2,908 a 2,920a 2,967 a,b

Média de RPAS
N
Il

0,492 a

Somente Bradyrhizobium Somente Bradyrhizobium Misto (Bradyrhizobium
elkanii Jjaponicum japonicum + Bradyrhizobium
elkanii)
O Sem o inoculo fungico m Glomus clarum W Gigaspora margarita

Figura 3 - Comparacdes multiplas das médias da variavel BPAS para a interac@o entre os
fatores 1 e 2 do experimento 2. Médias seguidas de mesma letra entre colunas de mesma
cor, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5%.

b) Biomassa de Raiz Seca (BRS)

Semelhante ao que foi obtido para a variavel BPAS, os resultados
referentes a variavel BRS mostram (Apéndice B) que somente o fator 1 foi
significativo e importante para distinguir as médias dessa variavel. Mais
especificamente, os testes de comparacdes multiplas (Figura 4) revelaram que

a inoculagdo com G. margarita (média = 0,534) e G. clarum (média = 0,535)



56

teve um efeito significativo na BRS de soja em relacdo as plantas que néo

receberam o inéculo fungico (média = 0,182).

0,6
0,534b

0,535b

0,5

0.4

Média de BRS

0,3

0,182a
0,2

0,1

0,0
Sem o indculo fungico Gigaspora margarita Glomus clarum

Figura 4: Comparacdes multiplas das médias da varidvel BRS para o fator 1 do experimento 2.
Médias seguidas de mesma letra entre colunas de cores diferentes, ndo diferem entre si pelo
Teste de Tukey a 5%.

c) Relacdo BPAS/BRS

A variavel relagdo BPAS/BRS foi construida como sendo a razéo entre
as variaveis BPAS e BRS. Assim, os resultados foram muito semelhantes aos
encontrados para a variavel BPAS, isto é, um modelo final contendo a
interacdo entre os fatores 1 e 2 (Apéndice C). De acordo com o teste de
comparacdes multiplas para o fator 1 (Figura 5), constatou-se um efeito
significativo da inoculacdo com os dois morfotipos de FMA sobre a variavel
analisada em relacdo as plantas sem indculo fungico. E para a interagdo entre
os fatores 1 e 2 (Figura 6), verificou-se que apenas as plantas coinoculadas
com B. japonicum e com Glomus clarum (média = 6,838) apresentaram média
significativamente diferente dos outros tratamentos. As Figuras 5 e 6 ilustram a
evolucdo das médias da variavel BPAS/BRS para o fator 1 e para a interagédo

entre os fatores 1 e 2.
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5,582b 5,587b

3,363a

Média de RPAS/BRS

Sem o indculo fungico Gigaspora margarita Glomus clarum

Figura 5: Comparacdes multiplas das médias da variavel relacdo BPAS/BRS para o fator 1 do
experimento 2. Médias seguidas de mesma letra entre colunas de cores diferentes, ndo diferem
entre si pelo Teste de Tukey a 5%.

8
7 6,838b
6 330 5,669a 5,738a
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&
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Somente Bradyrhizobium Somente Bradyrhizobium Misto (Bradyrhizobium
elkanii japonicum japonicum + Bradyrhizobium
elkanii)
O Sem o indculo fungico Glomus clarum W Gigaspora margarita

Figura 6: Comparagfes multiplas das médias da variavel relagdo BPAS/BRS para a interacdo
entre os fatores 1 e 2 do experimento 2. Médias seguidas de mesma letra entre colunas de
mesma cor, nao diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5%.
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De acordo com os resultados apresentados acima, houve uma influéncia
da inoculacdo dos isolados de FMA nas variaveis avaliadas de crescimento e
desenvolvimento vegetal, ou seja, biomassa de parte aérea seca (BPAS) e
biomassa de raiz seca (BRS) e a relacdo entre BPAS/BRS, pois as plantas
inoculadas com FMA acumularam maior biomassa vegetal. Esta influéncia do
fator 1 foi expressiva para a interagdo com as estirpes de Bradyrhizobium (fator
2) quando inoculados simultaneamente. Entdo, as plantas que foram
coinoculadas com o FMA G. margarita mais o misto de B. japonicum + B.
elkanii, cresceram mais e acumularam maior biomassa vegetal de parte aérea
em relagdo a combinacdo G. margarita e B. elkanii. Ja para a relacdo
BPAS/BRS, as plantas que receberam o FMA G. clarum + estirpe BR 33 — B.
japonicum tiveram uma relacdo maior entre biomassa de parte aérea e
biomassa de raiz acumuladas, em relacdo a combinacdo G. clarum + misto de
[B. japonicum + B. elkanii]. O que pode indicar uma interagdo sinergistica entre
0s componentes do sistema simbidtico tripartite, soja — FMA — Bradyrhizobium
spp.

E notéria na literatura a influéncia que os fungos micorrizicos exercem
sobre efeitos ndo nutricionais (SIQUEIRA et al., 2007; MOREIRA; SIQUEIRA,
2006). De acordo com estes autores, esses efeitos adicionais a melhoria
nutricional estdo relacionados com a acdo biorreguladora da simbiose
micorrizica através da producao de estimulantes de crescimento, melhoria na
relacdo agua-planta e alteracdes bioquimicas e fisioldégicas. Uma diversidade
de compostos e moléculas, como auxinas, citocininas, giberelinas, vitaminas e
compostos organicos bioativos acumulam-se em maior quantidade em plantas
micorrizadas.

Alguns resultados de pesquisas evidenciaram o efeito benéfico de FMA
sobre o crescimento e maior acimulo de biomassa na parte aérea seca e raiz
seca de soja (PAULA; SIQUEIRA; HOSHIKA, 1990; PAULA; SIQUEIRA, 1987;
SIQUEIRA; PAULA, 1986; VEJSADOVA et al.,, 1993), o que confirma os
nossos resultados. Vejsadova et al. (1993), investigando a influéncia da
inoculagcdo simultanea de B. japonicum e Glomus claroideum em soja,
constataram que a biomassa de raizes foi significativamente maior com a

coinoculagéo citada somente em 4 semanas depois de plantadas e a biomassa
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de parte aérea seca foi significativamente maior (+ 20%) em plantas

micorrizadas em relacédo as ndo micorrizadas.

4.2.2.2. Variavel de nodulacéo (BNS)

a) Biomassa de N6dulo Seco (BNS)

O modelo fatorial final para a variavel BNS contemplou todos os fatores
individuais, bem como a interacdo entre os fatores 1 e 3 (Apéndice D). De
acordo com os testes de comparacdes multiplas para os fatores individuais
(Figura 7), constatou-se que as médias de BNS para os tratamentos
envolvendo o fatorl(FMA) séo todas diferentes. Portanto, fica evidenciado o
efeito significativo da inoculacdo dos FMA (G. margarita e G. clarum) sobre a
biomassa de nodulos secos em plantas de soja cv. Seridd, sugerindo um efeito
sinergistico dos FMA sobre as estirpes de Bradyrhizobium sp. (BR 33 e BR 29).
Para o fator 2 (Rizobios), nota-se que a média das plantas que receberam
somente a estirpe de B. japonicum (BR 33) foi de (0,095) diferindo,
estatisticamente das médias dos outros tratamentos desse fator, que foram
maiores para BNS, influenciando mais essa variavel os tratamentos que
receberam a coinoculagéo de uma mistura de B. japonicum (BR 33) + B. elkanii
(BR 29) com média igual a (0,117) e somente B. elkanii (BR 29) com média
igual a (0,126). Para o fator 3 (actinomicetos), observou-se que a média do
isolado ACT - 78 (0,105) difere da média do grupo isolado ACT- 370 (0,124),
mas ambas ndo diferem do grupo sem actinomicetos. O que denota uma
tendéncia de influéncia positiva do isolado ACT-370 sobre a variavel BNS e um
efeito negativo do isolado ACT-78 sobre a BNS.

Ja as comparac6es multiplas do fator 1 avaliadas dentro de cada nivel
do fator 3 sdo mostradas na Figura 8. A analise € semelhante ao que foi
apresentado no paragrafo anterior, sendo que ela deve ser avaliada dentro de
cada tratamento do fator 1. De um modo geral, nota-se que as médias dos
grupos sem actinomicetos (0,006) e isolado ACT- 370 (0,021) diferem
estatisticamente para as plantas sem inoculacéo fungica, enquanto que para as
plantas inoculadas simultaneamente com Glomus clarum e ACT - 370, as
diferencas significativas foram encontradas com média igual a (0,200) em

relacdo a outros tratamentos. Entdo, parece haver uma interacdo de
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cooperacao ou sinergismo entre G. clarum e o isolado ACT-370, pois quando
presentes de modo simultaneo influenciaram significativamente a biomassa de

nédulos secos.
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0,130
0,125 - 0,124b
w» 0120
4
o
@
-l
o
£ 0115
@
=
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Figura 7: Comparagbes mdultiplas das médias da varidvel BNS os fatores 1, 2 e 3 do
experimento 2. Médias seguidas de mesma letra entre colunas de cores diferentes, nédo diferem
entre si pelo Teste de Tukey a 5%.

A presenca ampla dos fungos micorrizicos arbusculares em simbiose
com as leguminosas que se associam com o rizobio para a fixa¢ao biolégica do
nitrogénio, caracterizando um sistema simbiotico tripartite envolvendo planta-
FMA-rizébio, tem influenciado a nodulacdo em numero de nodulos e em
biomassa de nddulos secos, conforme constatado em nossos resultados
descritos acima. Outra influéncia é sobre a atividade do rizébio dentro dos
nodulos (BAREA et al., 2005). Estes processos ja sao reconhecidos
universalmente e nos ultimos 50 anos muitos trabalhos de pesquisa tem sido

realizados para estuda-los.
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Figura 8: Comparacgdes multiplas das médias da variavel BNS para a interagdo entre os fatores
1 e 3 do experimento 2. Médias seguidas de mesma letra entre colunas de mesma cor, ndo
diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5%.

Neste sentido, alguns autores tém demonstrado a influéncia da
micorrizagdo na biomassa de nodulos secos, tanto na soja como em outras
plantas de interesses agrosilvipastoris (AMES; BETLHENFALVAY, 1987ab;
DANIELS-HYLTON; AHMAD, 1994). Estes autores observaram que a
inoculagéo conjunta de FMA e estirpes de rizébio influenciam no crescimento
vegetal, no numero de nodulos, peso de ndédulos secos, colonizacao
micorrizica e teores de N e P no fitossimbionte.

A interacdo entre fungos micorrizicos arbusculares e as estirpes de
riz6bio € um tipico exemplo de sinergismo entre micro-organismos rizosféricos
(THIAGARAJAN; AHMAD, 1993). Em um estudo, Nambiar e Anjaiah (1989),
observaram em plantas de amendoim que a presenca de FMA (Acaulospora
laevis ou Glomus fasciculatus) altera a taxa de ndédulos formados por estirpes
inoculadas em mistura e que o sinergismo € diferenciado para cada uma das
estirpes estudadas.

Por outro lado, em estudo envolvendo a interagdo de FMA, rizobio,
actinomicetos e soja, em casa de vegetacéo, Pereira et al. (1991), trabalhando
com inéculos de ACT-78 (antagbnico a estirpe BR-33 — B. japonicum), Glomus
etunicatum, e estirpe BR-33, observaram que a inoculagdo de actinomicetos

reduziu a do rizébio e aumentou o rendimento de matéria seca da parte aérea.
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A colonizac&o micorrizica foi reduzida na presenca do rizébio e completamente
inibida com a inoculacédo do actinomiceto. Este resultado leva a suspeicao de
que o isolado de actinomiceto ACT-78 desenvolva antibiose para FMA do
género Glomus spp., haja vista que coincidentemente sua interacdo com o0
FMA Glomus clarum neste trabalho, tem uma tendéncia ao antagonismo. Isto

precisa ser melhor investigado.

4.2.2.3. Variaveis de aspectos nutricionais (PPAS, PRAIZ, PTOTAL, KPAS,
KRAIZ, KTOTAL, CaPAS, CaRAIZ, CaTOTAL, MgPAS, MgRAIZ, MgTOTAL)
a) Teores de Fosforo: teor de fosforo na parte aérea (PPAS), teor
de fésforo na raiz (PRAIZ) e o teor total de fosforo na planta
(PTOTAL)

Para a varidvel PPAS manteve-se no modelo final a interacdo entre 0s
fatores 2 (rizébio) e 3 (actinomicetos) que foi significativa a 5% de
probabilidade (Apéndice E). As variaveis envolvendo os teores de Fésforo na
raiz (PRAIZ) e os teores total na planta (PTOTAL) estdo intimamente
relacionados (Apéndice F).

A Figura 9 ilustra a evolucdo das médias da variavel PPAS para os
fatores 1, 2 e 3; a figura 10 ilustra a evolucdo das médias da variavel PPAS
para a interagdo entre os fatores 2 e 3 e as figuras 11(a) e 11(b) ilustram a
evolucdo das médias das variaveis PRAIZ e PTOTAL para o fator 1 (FMA),
respectivamente.

De acordo com a figura 9, podemos destacar a influéncia que o fator
FMA — Glomus clarum teve no acumulo de fésforo na parte aérea da planta em
relacdo aos outros tratamentos para este fator. J4 para as variaveis PRAIZ e
PTOTAL permaneceu no modelo fatorial final apenas o fator 1, cujas médias
dos trés tratamentos (“Sem indculo fungico”, “com inoculagao de Gigaspora
Margarita” e “com inoculagao de Glomus Clarum “) foram todas distintas entre
si (Figura 11).

Conforme a figura 10 constatou-se que o tratamento em que as plantas
foram inoculadas com [Bradyrhizobium elkanii (BR 29) sem acitnomicetos],
apresentaram maiores teores de fosforo na parte aérea seca (0.856) em

relacdo as plantas que foram coinoculadas com [Bradyrhizobium elkanii (BR
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29) + acinomiceto — ACT 78] com teor médio igual a (0,622) e em relacédo as
plantas que receberam simultaneamente [Bradyrhizobium elkanii (BR 29) +
acinomiceto — ACT 370] com teor médio igual a (0,745). Estes resultados
sugerem um efeito antagbnico do ACT-78 sobre a estirpe BR 29 de
Bradyrhizobium elkanii para a variavel PPAS.

Analisando os resultados para as variaveis PPRAIZ e PTOTAL, de um
modo geral, o fator 1 (FMA), como ja era o esperado, foi o que mais influenciou
as médias de teores de fosforo nas plantas de soja, respectivamente (figura
11).
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Figura 9: Comparac¢des mdltiplas das médias da variavel PPAS para os fatores 1, 2 e 3 do
experimento 2. Médias seguidas de mesma letra entre colunas de cores diferentes, ndo diferem

entre si pelo Teste de Tukey a 5%.
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Figura 10: ComparagBes multiplas das médias da variavel PPAS para a interacdo entre os

fatores 2 e 3 do experimento 2. Médias seguidas de mesma letra entre colunas de mesma cor,

néo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5%.
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Figura 11: Comparacdes mdltiplas das médias das variaveis PRAIZ (a) e PTOTAL (b) para o

fator 1 do experimento 2. Médias seguidas de mesma letra entre colunas de cores diferentes,

ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5%.
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b) Teores de Potassio — teor de potassio na parte aérea (KPAS),
teor de potassio na raiz (KRS) e teor total de potassio na planta
(KTOTAL)

Para o teor de Potassio na parte aérea da planta (KPAS) (figuras 12, 13,

14 e 15), o modelo final foi completo, contemplando todos os fatores simples e
todas as interacfes duas-a-duas (Apéndice G). Sendo assim, conforme
mostram os resultados da Figura 12, o valor médio do teor de K na parte aérea
das plantas que nao foram inoculadas com o FMA (18,71) foi maior em relacao
as plantas que receberam o inéculo fungico (13,77 — G. clarum e 13,84 — G.
margarita) e o valor médio do teor de K na parte aérea das plantas que
receberam o isolado ACT-370 (15,70) foi mais significativo do que o teor de K
das plantas que foram inoculadas com ACT-78 (14,64). Ja para a analise das
diferencas das médias para a interacao entre os fatores 1 (FMA) e 2 (rizébio)
(Figura 13), houve diferenca significativa entre as médias das plantas que
foram coinoculadas com B. japonicum e G. margarita com média igual a
(14,550) em relacdo as plantas que foram coinoculadas com um misto (B.
japonicum + B. elkanii) e Gigaspora margarita com média igual a (12,983).
Percebe-se ainda que para esta variavel ndo houve diferenca significativa entre
os valores médios das plantas que foram coinoculadas com G. margarita e a
estirpe BR 33 de Bradyrhizobium japonicum (14,550) e com G. margarita e a
estirpe BR 29 de Bradyrhizobium elkanii (14,00). Estes resultados indicam um
teor maior de potassio acumulado na parte aérea da planta de soja cv. Seridd
guando foram coinoculadas com as estirpes de Bradyrhizobium spp. e o FMA
G. margarita.

Além disso, de acordo com a figura 14, quando se investiga as
diferencas dos tratamentos do fator 3 (actinomicetos) dentro dos niveis do fator
1 (FMA), para a variavel KPAS, observa-se que as plantas que ndo receberam
nem o inéculo de FMA e nem o inéculo de actinomicetos apresentaram um
valor médio maior (20,368) em relacéo as plantas que néo receberam o inéculo
de FMA mas que foram inoculadas somente com ACT-78 (17,191). Constatou-
se também que as plantas que foram coinoculadas com (Gigaspora margarita +
isolado ACT-370) apresentaram valor médio maior (14,900) diferente

significativamente em relacdo as plantas que foram coinoculadas com
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(Gigaspora margarita + isolado ACT-78), com valor médio igual a (13,500) ou
que foram inoculadas somente com G. margarita, com valor médio igual a
(13,133).
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Figura 12: Comparac¢des multiplas das médias da varidvel KPAS para os fatores 1, 2 e 3 do
experimento 2. Médias seguidas de mesma letra mindscula entre colunas de cores diferentes,

néo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5%.
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Figura 13: Compara¢bes multiplas das médias da varidvel KPAS para a interagcdo entre os

fatores 1 e 2 do experimento 2. Médias seguidas de mesma letra entre colunas de mesma cor,

nao diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5%.
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Figura 14: Comparagfes multiplas das médias da variavel KPAS para a interacdo entre os

fatores 1 e 3 do experimento 2. Médias seguidas de mesma letra entre colunas de mesma cor,

néo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5%.
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Estes resultados sugerem um efeito depressivo do ACT-78 e uma acao
de sinergismo entre o FMA G. margarita e o ACT-370 sobre o acimulo de K na
parte aérea seca de soja, respectivamente. Ja para a interagcdo entre os fatores
2 e 3 (figura 15), ndo foi constatado nenhum efeito significativo para a variavel

KPAS entre os tratamentos.
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Figura 15: ComparagfBes multiplas das médias da varidvel KPAS para a interacdo entre os
fatores 2 e 3 do experimento 2. Médias seguidas de mesma letra entre colunas de mesma cor,

nao diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5%.

J& para os teores de potassio nas raizes da soja (KRAIZ) (figuras 16 e
17), a interagdo entre os fatores 1 e 2 foi importante para a avaliacdo do
desempenho médio dessa variavel (Apéndice H). De acordo com a figura 17,
em especial, nota-se que os tratamentos que compdem o fator 2 (rizobio)
produziram concentracbes médias distintas, principalmente para aquelas
plantas que foram inoculadas somente com a [estirpe BR 29 de B. elkanii sem

0 inoculo fungico] com valor médio de (34,20) em relagdo as plantas que
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receberam um [inéculo misto contendo as duas estirpes de Bradyrhizobium spp

e sem in6culo fungico] e que atingiram um valor médio igual a (24,01).
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Figura 16: Compara¢fes multiplas das médias da varidvel KRAIZ para os fatores 1 e 2 do
experimento 2. Médias seguidas de mesma letra entre colunas de cores diferentes, ndo diferem

entre si pelo Teste de Tukey a 5%.
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Figura 17: Comparac¢des multiplas das médias da varidvel KRAIZ para a interacdo entre os
fatores 1 e 2 do experimento 2. Médias seguidas de mesma letra entre colunas de mesma cor,

nao diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5%.

Por fim, para os teores totais de potassio (KTOTAL - figuras 18 — 20), o
modelo final (Apéndice 1) sé ndo contemplou a interacdo entre os fatores 1
(FMA) e 3 (actinomicetos), se parecendo muito com a estrutura do modelo
proposto para a variavel KPAS. A diferenca estatistica estd basicamente nos
resultados encontrados para as interagbes entre os fatores 1 (FMA) e 2
(rizébio) e 2 (rizdbio) e 3 (actinomicetos). Para a interacdo entre os fatores 1 e
2, observou-se que todos os niveis do fator 1 forneceram diferencas
estatisticas nos teores médios para, pelo menos, 2 tratamentos do fator 2
(Figura 19), enquanto que a interagao entre os fatores 2 e 3 ndo apresentou

quaisquer diferencas significativas (Figura 20).
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Figura 18: Comparagfes multiplas das médias da varidvel KTOTAL para os fatores 1, 2 e 3 do

experimento 2. Médias seguidas de mesma letra entre colunas de cores diferentes, ndo diferem

entre si pelo Teste de Tukey a 5%.
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Figura 19: Comparacdes multiplas das médias da varidvel KTOTAL para a interacdo entre os
fatores 1 e 2 do experimento 2. Médias seguidas de mesma letra entre colunas de mesma cor,

néo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5%.
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Figura 20: Comparacdes multiplas das médias da varidvel KTOTAL para a interacdo entre os
fatores 2 e 3 do experimento 2. Médias seguidas de mesma letra entre colunas de mesma cor,

néo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5%.
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c) Teores de Calcio —teor de calcio na parte aérea (CaPAS), teor de
calcio na raiz (CaRAIZ) e teor total de calcio na planta
(CaTOTAL)

Os resultados para os teores de Calcio na planta, ou seja, teor na parte
aérea (CaPAS), teor na raiz (CaRAIZ) e teor total (CaTOTAL) tiveram o
seguinte comportamento: nos modelos finais produzidos para a variavel
(CaPAS) estao contemplados os fatores 1 e 3 (Apéndice J) ou apenas o fator 1
para as variaveis (CaRAIZ) e (CaTOTAL) (Apéndice K). Entdo, quando o fator
1 é analisado (Figura 21), verifica-se que as plantas que receberam inéculo de
FMA, G. margarita e G. clarum, apresentaram valores médios diferentes
estatisticamente entre si, de teores de Ca na parte aérea em relacdo as plantas
gue ndo receberam nenhum tipo de FMA, que inclusive tiveram um valor médio
maior (9,904). Quando a interacédo entre os fatores 1 e 3 € analisada (Figura
22), percebe-se que nas plantas de soja que receberam coinoculacdo do FMA
Gigaspora margarita e actinomiceto - ACT-370, o teor de Ca na parte aérea foi
diferente para mais (média = 31,583) em relacdo ao teor das plantas
coinoculadas com esse FMA e ACT-78, que tiveram um valor médio de teor de
Ca menor (= 27,267). Essa relacdo pode indicar de modo indireto a ocorréncia
de uma interacao sinergistica entre G. margarita e ACT-370 e uma interacéo
antagobnica entre ACT-78 e G. margarita, para essa variavel. Entdo é evidente
em especial a acdo do fungo Gigaspora margarita que provoca diferencas
significativas entre os tratamentos do fator 3 (Figura 22). Para a variavel
CaRAIZ (Figura 23) percebe-se que as plantas inoculadas tanto com G.
margarita quanto com G. clarum apresentaram teores médios mais elevados do
gue aquelas que néao receberam esse tipo de indculo, enquanto para a variavel
CaTOTAL (Figura 23), embora as plantas que receberam tanto o indculo de G.
clarum quanto de G. margarita, ndao tenham apresentado valores diferentes
estatisticamente entre si, aquelas que receberam G. margarita tiveram teores
de CaTOTAL diferentes para menos (média = 13,063) das plantas que nao

foram inoculadas com nenhum FMA (com valor médio = 14,681).
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Figura 21: Comparag8es multiplas das médias da variavel CaPAS para os fatores 1 e 3 do

experimento 2. Médias seguidas de mesma letra entre colunas de cores diferentes, nao diferem

entre si pelo Teste de Tukey a 5%.
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Figura 22. Comparagfes multiplas das médias da varidvel CaPAS para a interacdo entre os

fatores 1 e 3 do experimento 2. Médias seguidas de mesma letra entre colunas de mesma cor,

néo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5%.
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Figura 23. Comparacdes multiplas das médias das varidveis CaRAIZ (a) e CaTOTAL (b) para o

fator 1 do experimento 2. Médias seguidas de mesma letra entre colunas de cores diferentes,

ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5%.
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d) Teores de Magnésio — teor de magnésio na parte aérea (MgPAS),
teor de magnésio na raiz (MgRAIZ) e teor total de magnésio na
planta (MgTOTAL)

Os teores de Magnésio na planta estdo relacionados, basicamente, as
influéncias das interacdes, ora dos fatores 1 (FMA) e 3 (actinomicetos) para os
teores de magnésio na parte aérea das plantas (Apéndice L), ora dos fatores
1(FMA) e 2 (rizbbio) para os teores de magnésio na raiz e magnésio total,
respectivamente (Apéndice M e N). Portanto, as interacdes entre os fatores 1 e
3 tem mais a ver com a concentracdo de magnésio na parte aérea da planta
(MgPAS), enquanto que a interagéo entre os fatores 1 e 2 esta relacionada as
concentragfes de Magnésio nas raizes ou a concentragao total. As figuras 24 —
29 ilustram as comparacfes multiplas das médias dos diferentes teores de
magneésio na parte aérea, na raiz e teor total na planta frente aos diferentes
fatores experimentais.

Para a interacdo entre os fatores 1 e 3, observa-se que os teores médios
de Magnésio, na parte aérea, para as plantas inoculadas com os actinomicetos
“Isolado ACT- 370" (média = 5,306) ou que serviram de testemunha para esse
fator (sem inoculacdo de actinomicetos) com média (= 5,956), sdo diferentes
entre si, considerando somente aquelas plantas sem inoculagdo de fungos
FMA (Figura 25).
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Figura 24. Compara¢des multiplas das médias da variavel MgPAS para os fatores 1 e 3 do
experimento 2. Médias seguidas de mesma letra entre colunas de cores diferentes, ndo diferem

entre si pelo Teste de Tukey a 5%.
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Figura 25. Comparagfes multiplas das médias da variavel MgPAS para a interagdo entre o0s
fatores 1 e 3 do experimento 2. Médias seguidas de mesma letra entre colunas de mesma cor,

nao diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5%.

Ja para as variaveis MgRAIZ e MgTOTAL, nota-se que as plantas
tratadas com os organismos [somente B. elkanii] e [Misto (B. japonicum + B.
elkanii)] apresentaram médias divergentes de concentracdo para as plantas

que receberam o fungo Glomus clarum (Figura 27 e 29).
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10,40 -

10,192

10,20

10,00 -
! 9,90a

Média

9,60 |

9,20 9,163

9,00 -

Sem o inéculo fingico Gigaspora margarita Glomus clarum

10,10

10,022

10,00

9,90 -

9,73a

Média

9,553

9,40 -

Somente Bradyrhizobium Somente Bradyrhizobium Misto (Bradyrhizobium
elkanii Jjaponicum japonicum + Bradyrhizobium
elkanii)

Figura 26. Comparag8es multiplas das médias da variavel MgRAIZ para os fatores 1 e 2 do
experimento 2. Médias seguidas de mesma letra entre colunas de cores diferentes, ndo diferem

entre si pelo Teste de Tukey a 5%.
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11,500 - 11,473b
11,000 -
10,500 - 10,418 a
10,073 a
10,000 - 9,9804a,b
i)
3 9,573a
£ 9,500 -
9,l17a
9,000 -
8,657 a
8,500 -
8,000
Somente Bradyrhizobium Misto (Bradyrhizobium Somente Bradyrhizobium
japonicum japonicum + Bradyrhizobium elkanii
elkanii)
O Sem o indculo fungico W Glomus clarum W Gigaspora margarita

Figura 27. Comparacdes multiplas das médias da varidvel MgRAIZ para a interacdo entre 0s
fatores 1 e 2 do experimento 2. Médias seguidas de mesma letra entre colunas de mesma cor,

néo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5%.

14,90 14,70 14663
14,792 .
14,70 14,60
14,50 14,462 1450
14,40
14,30 14,352
2 =
b o
&l k]
H 2 1430
14,10
14,042 14,223

1420

13,90

1410

o -
14,00
Somente Bradyrhizobium Somente Bradyrhizobium Misto (Bradyrhizobium

13,50 elkanii japonicum japonicum + Bradyrhizobium
Gigaspora margarita Glomus clarum Sem o indculo fungico elkanii)

Figura 28. Comparacdes miltiplas das médias da variavel MgTOTAL para os fatores 1 e 2 do
experimento 2. Médias seguidas de mesma letra entre colunas de cores diferentes, ndo diferem

entre si pelo Teste de Tukey a 5%.
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16,000 -
’ 15,827b
15,604 3
15,500 -
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14,6062 14,5812
14,500
© 14,281a
& 12,146 a,b
=
14’000 o 13,9238
13,5833
13,500 - 13,1133
13,000
Somente Bradyrhizobium Misto (Bradyrhizobium Somente Bradyrhizobium
Jjaponicum japonicum + Bradyrhizobium elkanii
elkanii)
O Sem o inoculo fungico W Glomus clarum M Gigaspora margarita

Figura 29. Comparag¢8es multiplas das médias da variavel MgTOTAL para a interagdo entre os
fatores 1 e 2 do experimento 2. Médias seguidas de mesma letra entre colunas de mesma cor,

nao diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5%.

Analisando as variaveis relacionadas aos aspectos nutricionais, ou seja
os teores dos nutrientes P, K, Ca e Mg, na parte aérea, na raiz e no total das
plantas de soja, percebe-se que a inoculagcdo simultdnea com os isolados de
FMA e suas interacdes com as estirpes de rizébio e isolados de actinomicetos,
influenciou de modo expressivo a dinAmica de absorcdo de nutrientes pela
soja.

Do ponto de vista trofico, tem sido evidenciado que o estabelecimento da
micorriza arbuscular tem influenciado a nodulacdo e a fixacao biolégica de N,
e com o uso do isétopo N*°, tem sido possivel determinar e quantificar o N que
é fixado em uma situacdo particular, bem como a contribuicdo da simbiose
micorrizica para a fixacdo de N, (BAREA; AZCON-AGUILAR; AZCON, 1987; 1992;
BAREA; AZCON; AZCON-AGUILAR, 1989; 1992; BAREA et al., 2002). As bases
bioguimicas e fisiolégicas da interacdo entre rizobio e fungos MA em melhorar
a produtividade das leguminosas sugere que o principal efeito da micorriza

arbuscular em aumentar a atividade do rizobio se da através da estimulacéo
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generalizada da nutricdo do fitossimbionte, porém alguns efeitos localizados
também podem ocorrer ao nivel nodular ou da raiz (BAREA; AZCON; AZCON-
AGUILAR, 1992).

A interdependéncia entre a fixacdo biologica de nitrogénio e a
micorrizacdo de leguminosas parece contribuir para o alto grau de micotrofismo
desse grupo de plantas, onde N e P sao altamente limitantes para o
crescimento normal (SIQUEIRA et al., 1994). A coinoculagdo mdultipla nas
leguminosas com fungos MA e rizGbio € muito oportuna e promissora para a
producdo agricola nos trépicos (AHMAD, 1995; FRANCO et al., 1992;
FRANCO et al., 1994; SILVA et al., 1996).

A fixac&o biologica de N, é um processo que tem um custo energético
elevado. Isto implica que apresenta uma elevada demanda de P, em forma de
ATP, o que leva a se pensar que o suprimento de P por parte da micorriza MA,
se expressa como um estimulo a FBN devido a um aumento na atividade da
nitrogenase dentro dos nddulos. Isto tem sido explicado em situacfes diversas
e em uma ampla variedade de leguminosas (AZCON-AGUILAR; BAREA, 1992;
BAREA; AZCON-AGUILAR, 1983; HAYMAN, 1986). Segundo Azcén-Aguilar e
Barea, (1996) a resposta mais frequente a micorrizacdo é traduzida em um
incremento na biomassa de nddulos, na atividade da nitrogenase, no contetdo
de leghemoglobina, e na concentracdo e/ou conteudo de nitrogénio na planta
(KUCEY; PAUL, 1982). Estes efeitos se justificam fundamentalmente atraves
dos beneficios advindos do incremento generalizado da nutricdo de fosforo na
planta. Geralmente, os nddulos tem uma cocentracédo de P duas ou trés vezes
superior a das raizes sobre as quais se formam (MOSSE, 1977). De acordo
com os resultados neste experimento, percebe-se que a inoculacdo com o0s
isolados de FMA influenciaram significativamente os teores de P na raiz e no

total das plantas.

Em solos de cerrado, Paula; Siqueira e Hoshika (1990) evidenciaram
que diferentes populacdes de fungos micorrizicos mostraram diferencas na
taxa de colonizacao, de absorcéo de P, de producdo de matéria seca da parte
aérea, e de producdo de grados da soja. Nessa cultura de grande importancia
agricola, além dos beneficios diretos, existem efeitos positivos na interacédo

fungo micorrizico-rizobio, que resultam da melhor nutricdo de P, necessaria
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para a nodulacdo e a fixacdo biologica de N (PAULA; SIQUEIRA, 1987,
VEJSADOVA et al., 1992).

Embora os experimentos com intera¢cdes micorrizicas VA tenham sido
centralizados em seus efeitos na absorcao de P, estudos evidenciam que esta
simbiose pode favorecer a absorcéo de outros nutrientes. Neste experimento, a
presenca de FMA néao influenciou de modo isolado os teores de K na parte
aérea das plantas, porém, interagindo com outros micro-organismos, no caso
especifico, quando G. margarita esteve presente junto com B. Japonicum (BR
33), ou quando esteve presente junto com o isolado ACT-370, os teores de K
na parte aérea das plantas foram maiores. Bressan et al. (2001), verificaram
que a inoculacdo de fungos micorrizicos contribuiu para 0 aumento da matéria
seca, producao de gréos e para os teores dos nutrientes N, P, K, Zn e Cu no
sorgo e na soja. Estes efeitos sdo dependentes das doses de P no solo e da

espécie de fungos micorrizicos inoculados.

4.2.2.4. Densidade de Actinomicetos na Rizosfera de Soja (DARS) -
expressa em UFC/g raiz.

A modelagem da varidvel DARS envolveu a participacdo das interacdes
entre os fatores 1 e 2; e 1 e 3 (Apéndice O), sendo os tratamentos contendo
somente B. japonicum e indéculo misto [B. japonicum + B. elkanii] os que
produziram médias diferentes para as plantas inoculadas com o fungo “Glomus
clarum”, o que representa a interacéo Fator1*Fator2 (Figura 31); ja as plantas
tratadas com “Isolado ACT — 78” e “sem actinomicetos” também apresentaram
médias de DARS distintas para as plantas de soja que receberam a inoculacao
do fungo “Gigaspora margarita” (Figura 32), 0 que representa a interacéo
Fatorl*Fator3.

Portanto, constata-se uma influéncia dos isolados de FMA G. margarita
e G. clarum na densidade populacional de actinomicetos na rizosfera de soja
cv. Seridd (Figura 30, 31 e 32). Este efeito se torna mais significativo na
interacdo entre o isolado FMA de G. clarum mais a mistura de rizébio (BR33-B.
japonicum + BR 29-B. elkanii) — (Figura 31) e na interacdo entre o FMA G.
margarita e o isolado de actinomiceto ACT-78 (Figura 32) em relacdo as

plantas que ndo receberam actinomicetos, para essa variavel analisada.



83

De acordo com Cardoso e Nogueira (2007) a presenca de
microrganismos na rizosfera pode aumentar a exsudacdo radicular.
Microrganismos como o rizébio e fungos micorrizicos que sao simbioticos,
aumentam quantitativa e qualitativamente a exsudacdo, visto que esses
microrganismos influenciam diretamente o crescimento da planta e, portanto,
sua fisiologia (ANDRADE, 1999).

Os fungos micorrizicos arbusculares e microrganismos na rizosfera
podem influenciar seu mutuo desenvolvimento e exercer efeitos combinados
sobre o crescimento das plantas (MEYER; LINDERMAN, 1986 a, b).

35,00 - 27,00 - 26,332
30,00 - 29,26b 2500
26,96b
25,00 -
4 23,00 - 22562
. 2000 - .
g 2 2100 -
@ ]
2 H
15,00 -
19,00 -
17,673
10,00 -
7443 17,00 -
15,00
Somente Bradyrhizobium  Somente Bradyrhizobium Misto (Bradyrhizobium
0,00 japonicum elkanii Jjaponicum + Bradyrhizobium
Sem o indeulo fiingico Gigaspora margarita Glomus clarum elkanii]
27,00 -
25,942
25,00 -
23,00 -
22,01a
3
3
= 21,00
19,00 - 18,583
17,00 -
Sem Actinomicetos Isolado ACT- 370 Isolado ACT - 78

Figura 30. Comparacdes multiplas das médias da varidvel DARS para os fatores 1, 2 e 3 do
experimento 2. Médias seguidas de mesma letra entre colunas de cores diferentes, ndo diferem

entre si pelo Teste de Tukey a 5%.
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A inoculacédo dos isolados de FMA influenciou de modo significativo a
densidade de actinomicetos na rizosfera das plantas de soja, ou seja, O
estabelecimento de uma micorrizosfera. Isto € constatado por varios autores
gue mostram que o estabelecimento da micorriza arbuscular confere mudancgas
tanto quantitativa quanto qualitativa nas populacées microbianas na rizosfera
ou micorrizosfera (AZCON; BAREA, 1996; AZCON-AGUILAR; BAREA, 1992,
1996). Mudancas qualitativas na comunidade microbiana da rizosfera induzida
pelos FMA podem ser causada por efeitos indiretos na fisiologia do hospedeiro
e mudancas na exsudacdo das raizes (MEYER; LINDERMAN, 1986b) ou
exsudatos fungicos (PAULITZ; LINDERMAN, 1989). Raimam et al., (2007)
constataram que a presenca do FMA Glomus clarum estimulou a populacao de

bactérias fixadoras de nitrogénio em arroz.

47,000 -

42,000 - 40,222b
37,000 -
32,089 a
32,000 - 29,844 a,b
27,000 -
22,8222
22,000 |

Média

17,711a
17,000 |

12,273 a
12,000 -

7,000 -
2,000
Somente Bradyrhizobium Misto (Bradyrhizobium Somente Bradyrhizobium
japonicum japonicum + Bradyrhizobium elkanii
elkanii)
O Sem o indculo fungico ® Glomus clarum W Gigaspora margarita

Figura 31. Comparagdes multiplas das médias da varidvel DARS para a interacdo entre os
fatores 1 e 2 do experimento 2. Médias seguidas de mesma letra entre colunas de mesma cor,

ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5%.
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12,000 -
7}000 . 6,0248
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Figura 32. Comparagdes multiplas das médias da varidvel DARS para a interacdo entre os
fatores 1 e 3 do experimento 2. Médias seguidas de mesma letra entre colunas de mesma cor,

nao diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5%.

Grande numero de bactérias, actinomicetos e fungos sado encontrados
formando interacbes e associados a estruturas do fungo MA. Aspecto
interessante neste sentido, € que algumas bactérias Pseudomonas aderem a
hifa micorrizica que parece ser um veiculo para a colonizacdo da raiz por estas
bactérias (BIANCIOTTO et al.,, 2000). As hifas externas dos FMA também
podem servir de substrato microbiano, sendo consumidas (ANDRADE, 1999)
ou ainda os esporos podem ser parasitados, perdendo sua viabilidade
(SIQUEIRA et al., 1984). Bianciotto et al. (2001), descreveram, polissacarideos
extracelulares envolvidos na adesdo de Azospirillum e Rhizobium na estrutura

micorrizica.



86

4.3. EXPERIMENTO llI
A apresentacdo dos resultados segue a mesma sistematica, ou seja,
primeiro os resultados provenientes de uma analise descritiva e exploratoria e
depois os resultados provenientes da andlise de variancia, dessa vez aplicada

a um experimento com delineamento inteiramente casualizado.

Na Tabela 8 tem-se os valores do tamanho da amostra, da média e
desvio padrdo para as variaveis medidas para o experimento 3 (experimento
com apenas um fator e 5 réplicas).

De acordo com a TABELA 8, percebe-se que houve diferencas
estatisticas para as seguintes variaveis: biomassa de parte aérea seca, teores
de potéssio na parte aérea, na raiz e total e teores de magnésio na parte aérea
de plantas de soja. Com base nesses resultados, constata-se que a
coinoculagdo da mistura de FMA + ACT 78 e mistura de FMA + ACT-370 em
plantas de soja, conferiu maior biomassa de parte aérea seca e maior teor de
magneésio na parte aérea em relacéo as plantas que receberam um coquetel de

in6culo misto envolvendo todos 0s micro-organismos estudados.

Um resultado interessante esta relacionado aos teores médios de
potassio, ou seja, a coinoculacdo da soja com o coquetel com todos os micro-
organismos influenciou de modo significativo tais teores nas plantas em relacao
aguelas em que recebeu a coinoculagdo de FMA com os isolados de
actinomicetos. Isto € um forte indicador que a presenca das estirpes de rizobio
no coquetel de in6culo influenciou nos teores elevados de potassio nessas
plantas.

Além de melhorar a absorcao de P pelas plantas, os FMA podem favorecer
a absorcdo de outros nutrientes. Pereira (1995) detectou que plantas de
acerola inoculadas com FMA na fase de semeadura acumularam mais N, P e K
na parte aérea do que as plantas ndo micorrizadas. Mosse (1957), constatou
em plantulas de macd micorrizadas teores mais elevados de potésio, célcio,
magnésio, ferro, manganés e cobre em relacdo ao controle sem micorriza.
Sieverding e Toro (1988) mostraram que a absorcdo de K em solos deficientes
esta relacionada com espécies de FMA, de forma a indicar que o K pode ser

transportado por hifas desses fungos.
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Tabela 8. Estatisticas descritivas para as variaveis de entrada do estudo, segundo os

tratamentos do experimento 3.

Mistura de Micro-organismos Comparacio

Variaveis Mistura de FMA + Mistura de FMA + (Mli/lt_ura deAFMA) * Total dos

Act 370 Act 78 (. 'Stura. Ct).+ Tratamentos

(Mistura Rizobium)
n Média DP n Média DP n Média DP n Média DpP (Valor-p)

BPAS 5 365° 053 5 362° 039 5 28" 060 15 337 061 0,0481"
BRS 5 073" 027 5 068" 016 5 052" 011 15 0,64 0,20 0,2564
BPAS/BRS 5 553" 168 5 548" 082 5 546" 063 15 549 1,05 0,9953
Fosforo na
Parte 5 081" 011 5 087" 010 5 09" 017 15 088 0,14 0,2385
Aérea
E‘;?Zforo " 5 109" 015 5 108" 014 5 102" 009 15 1,06 0,12 0,6424
.Frgtsaf?ro 5 19" 022 5 19" 022 5 198" 022 15 1,94 021 0,8511
Potéassio A A 5 "
naPate 5 945" 076 5 985" 0,89 5 1250° 043 15 10,60 155  0,0000"
Aérea
Egtgz?f 5 565" 091 5 555" 093 5 985° 1,83 15 7,02 240  0,0002"
.';gtt:fs'o 5 1510” 1,22 5 1540”" 163 5 2235°% 182 15 17,62 376  0,0000"
Célcio na
Parte 5 1006” 141 5 958" 096 5 811" 1,29 15 925 1,43 0,0685
Aérea
(RJZ!E'O a5 555" 072 5 457" 067 5 472" 037 15 495 0,72 0,0508
%’;;0 5 1561" 1,98 5 14,15" 127 5 12,83" 158 15 14,20 1,92 0,0589
Magnésio 5 5 A .
naParte 5 548°% 032 5 510% 045 5 423" 037 15 494 065 00007
Aérea
'r\l/';gRr;?zs'o 5 859" 194 5 892" 221 5 977" 212 15 9,09 2,00 0,6642
¥§g?es'° 5 1407” 201 5 14,02” 2,12 5 1399” 205 15 14,03 1,91 0,9982
DARS! 5 1133" 1,97 5 147" 2,15 5 1,188" 208 15 11,56 1,93 0,9093

© Teste (ANOVA) significativo ao nivel de 5%; (1) a densidade de actinomicetos é expressa em
UFC/g solo rizosférico = UFC x 10°. Entdo, tem-se (1,13 x 10% 1,14 x 10° e 1,18 x 10°,

respectivamente), para os valores médios da variavel DARS na ultima linha da Tabela.
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5. CONCLUSOES

Nas condi¢cdes em que foi realizado este trabalho e de acordo com os

resultados obtidos, pode-se concluir:

1. No experimento I:

a. Os dois isolados de actinomicetos (Streptomyces) estudados

colonizaram e foram recuperados na rizosfera da soja cv. Serido.

. Nao houve resposta significativa quanto a biomassa de matéria

seca de raiz e a biomassa de matéria seca de parte aérea das
plantas em resposta a coinoculagéo de isolados de actinomicetos

e de estirpes de Bradyrhizobium spp.

. A inoculacdo dos isolados de actinomicetos influenciou a

nodulacdo da soja. O isolado de actinomiceto ACT-78 promoveu
uma maior nodulacdo quando coinoculado com a estirpe BR33,
mas reduziu significativamente a nodulagdo da estirpe BR29,
enquanto que o isolado ACT-370 proporcionou uma maior

nodulacao junto a BR29 e diminuiu a nodulacdo da BR33.

2. No experimento Il

a. A inoculacdo isolada de fungos micorrizicos G. margarita e G.

b.

C.

clarum influenciou de modo significativo a biomassa de parte
aérea seca (BPAS) e de raiz seca (BRS), a relacdo entre
BPAS/BRS, numero de nodulos, biomassa de nddulos secos,
teores de fésforo na parte aérea seca, na raiz seca e no total da
planta e a densidade de actinomicetos na rizosfera de soja.

A inoculacéo isolada do fungo micorrizico G. clarum proporcionou
uma maior biomassa de ndédulos secos e também maiores teores
de fosforo na parte aérea seca, na raiz seca e no total da planta
de soja do que a inoculacéo isolada do FMA G. margarita.

A estirpe BR 29 de Bradyrhizobium elkanii quando inoculada
sozinha e o isolado ACT-370 de Streptomyces proporcionaram
um numero maior de nédulos.

Os fungos micorrizicos arbusculares apresentaram efeito
estimulatério no acumulo de biomassa vegetal de parte aérea

seca e na relacdo entre biomassa de parte aérea seca e
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biomassa de raiz seca, na presenca das estirpes de
Bradyrhizobium.

Constataram-se efeitos sinergisticos do fungo micorrizico
arbuscular Glomus clarum, do isolado ACT-370 de Streptomyces
e dos rizébios na biomassa de nédulos secos.

Houve efeito antagbnico (negativo) do isolado ACT-78 na
biomassa de nddulos secos.

Houveram efeitos sinergisticos dos fungos micorrizicos
arbusculares, dos isolados de Streptomyces e dos rizébios
influenciando os teores de nutrientes minerais em plantas e a
densidade de actinomicetos na rizosfera de soja.

Houveram efeitos antagonicos do isolado ACT-78 e da estirpe BR
29 de Bradyrhizobium elkanii na influéncia de teores de fosforo na
parte aérea de plantas de soja.

A inoculacdo isolada de fungos micorrizicos arbusculares nao
influenciou os teores de potassio nas plantas, mas influenciou os

teores de calcio e de magnésio na raiz.

3. No experimento llI:

a. A inoculacdo simultanea dos fungos micorrizicos arbusculares e

b.

actinomicetos influenciou os teores de magnésio e uma maior
biomassa de parte aérea seca de plantas.

A inoculacdo de um coquetel contendo os fungos micorrizicos
arbusculares, os isolados de actinomicetos e as estirpes de
rizébio, influenciou teores mais elevados de potassio em plantas
de soja.

Constataram-se efeitos sinergisitcos dos fungos micorrizicos
arbusculares, dos actinomicetos e dos rizobios. O que abre
perspectivas para futuras pesquisas, para um maior
aprofundamento dessas interacdes rizosféricas e o que de
beneficio pode acarretar para a sustentabilidade da agricultura

moderna.
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APENDICE A - Tabela de Andlise de Variancia para a comparacdo dos
tratamentos dos trés fatores e suas interacdes para a varidvel BPAS do

experimento |

Fonte de Variacao Somade Grausde Quadrado Estatistica Significancia

Quadrados Liberdade Médio F (Valor-p)
Intercepto 559,12 1 559,12 1708,44 0,0000
Fator 1 142,50 2 71,25 217,71 0,0000
Fator 2 0,18 2 0,09 0,28 0,7544
Fatorl * Fator2 3,22 4 0,81 2,46 0,0488
Erro 39,60 121 0,33
Total 781,02 130

) Teste (ANOVA) significativo ao nivel de 5%;

APENDICE B - Tabela de Andlise de Variancia para a comparacdo dos
tratamentos dos trés fatores e suas interacbes para a variavel BRS do

experimento Il

Graus
\F/Z?ifggg Soma de Quadrados LibSredad Q:Aagc;%do EStatFiStica Si?ﬂﬁig‘):ia
e
Intercepto 22,55 1 22,55 1169,66 0,0000
Fatorl 3,43 2 1,72 89,06 0,0000
Error 2,45 127 0,02
Total 29,49 130

) Teste (ANOVA) significativo ao nivel de 5%;
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APENDICE C - Tabela de Andlise de Variancia para a comparacdo dos
tratamentos dos trés fatores e suas interacdes para a variavel BPAS/BRS do

experimento Il

Fonte de Variacao Somade Grausde Quadrado Estatistica Significancia

Quadrados Liberdade Médio F (Valor-p)
Intercepto 3031,89 1 3031,89 1569,19 0,0000
Fatorl 135,87 2 67,94 35,16 0,0000
Fator2 13,33 2 6,66 3,45 0,0349
Fatorl * Fator2 24,26 4 6,07 3,14 0,0170
Error 233,79 121 1,93
Total 3531,88 130

) Teste (ANOVA) significativo ao nivel de 5%;

APENDICE D - Tabela de Andlise de Variancia para a comparacdo dos
tratamentos dos trés fatores e suas interacfes para a variavel BNS do

experimento Il

Graus

et comaseouas | Qe Esics Sipicinee
e

Intercepto 1,53 1 1,53 1517,71 0,0000
Fatorl 0,57 2 0,28 281,78 0,0000
Fator2 0,02 2 0,01 10,32 0,0001
Fator3 0,01 2 0,01 5,13 0,0073
Fatorl * Fator3 0,01 4 0,00 3,04 0,0198
Error 0,12 119 0,00
Total 2,38 130

) Teste (ANOVA) significativo ao nivel de 5%;



110

APENDICE E - Tabela de Andlise de Variancia para a comparacdo dos
tratamentos dos trés fatores e suas interacbes para a variavel P_PAS do

experimento Il

Graus

Fonte de Soma de de Quadrado Estatistica Significancia
Variacao Quadrados Liberda Médio F (Valor-p)

de
Intercepto 73,06 1 73,06 2216,37 0,0000
Fatorl 0,66 2 0,33 10,08 0,0001
Fator2 0,09 2 0,04 1,29 0,2788
Fator3 0,04 2 0,02 0,55 0,5771
Fator2 * Fator3 0,59 4 0,15 4,51 0,0020
Error 3,92 119 0,03
Total 78,94 130

) Teste (ANOVA) significativo ao nivel de 5%;

APENDICE F - Tabela de Andlise de Variancia para a comparacdo dos
tratamentos dos trés fatores e suas interacfes para as variaveis P_RAIZ e
P_TOTAL do experimento Il

C‘;ﬂigi Soma de Quadrados ngl:jacéz Qlli/la;(;s)do Estatistica F Si?\r/gigréfgsia
Variavel P_RAIZ
‘Intercepto 91,69 1 91,69 4309,07  0,0000
Fatorl 3,82 2 1,91 89,73 0,0000
Error 2,70 127 0,02
Total 100,55 130
Variavel P_TOTAL
‘Intercepto 32866 1 328,66 5711,60  0,0000
Fatorl 6,06 2 3,03 52,62 0,0000
Error 7,31 127 0,06
Total 347,44 130

) Teste (ANOVA) significativo ao nivel de 5%;
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APENDICE G - Tabela de Andlise de Variancia para a comparacdo dos

tratamentos dos trés fatores e suas interacdes para a variavel KPAS do

experimento Il

Fonte de Soma de Quadrados Graus de Quadrado Estatistica Significancia
Variacdo Liberdade Médio F (Valor-p)
Intercepto 30908,84 1 30908,84 14110,97 0,0000
Fatorl 700,74 2 350,37 159,96 0,0000
Fator2 10,16 2 5,08 2,32 0,1032
Fator3 42,49 2 21,25 9,70 0,0001
*
Fatorl 52,00 4 13,00 5,93 0,0002
Fator2
*
Fatorl 72,50 4 18,12 8,27 0,0000
Fator3
*
Fator2 49,25 4 12,31 5,62 0,0004
Fator3
Error 243,14 111 2,19
Total 31605,03 130

) Teste (ANOVA) significativo ao nivel de 5%;

APENDICE H - Tabela de Andlise de Variancia para a comparacdo dos

tratamentos dos trés fatores e suas interacdes para a variavel K_RAIZ do

experimento I

Fon.te (~je Soma de Quadrados Qraus de Quafirgdo Estatistica Significancia
Variacao Liberdade Médio F (Valor-p)
Intercepto 47314,77 1 47314,77  1313,61 0,0000
Fatorl 7001,75 2 3500,88 97,20 0,0000
Fator2 239,47 2 119,74 3,32 0,0393
Ezgi ’ 622,21 4 155,55 4,32 0,0027
Error 4358,27 121 36,02

Total 56910,86 130

) Teste (ANOVA) significativo ao nivel de 5%;
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APENDICE | - Tabela de Andlise de Variancia para a comparacio dos
tratamentos dos trés fatores e suas interacbes para a variavel K_TOTAL do

experimento Il

Fonte de Soma de Quadrados Graus de Quadrado Estatistica Significancia
Variacdo Liberdade Médio F (Valor-p)
Intercepto 154382,88 1 154382,88  4344,89 0,0000
Fatorl 11971,47 2 5985,74 168,46 0,0000
Fator2 335,30 2 167,65 4,72 0,0107
Fator3 220,83 2 110,41 3,11 0,0485
*
Fatorl 921,01 4 230,25 6,48 0,0001
Fator2
*
Fator2 361,98 4 90,49 2,55 0,0431
Fator3
Error 4086,18 115 35,53
Total 167053,37 130

) Teste (ANOVA) significativo ao nivel de 5%;

APENDICE J - Tabela de Andlise de Variancia para a comparacdo dos
tratamentos dos trés fatores e suas interacbes para a variavel CA_PAS do

experimento Il

Fon_te (~je Soma de Quadrados Qraus de Qua,drgdo Estatistica Significancia
Variagcéo Liberdade Médio F (Valor-p)
Intercepto 9150,79 1 9150,79 5509,67 0,0000
Fatorl 165,42 2 82,71 49,80 0,0000
Fator3 2,91 2 1,45 0,88 0,4192
Ezgé ’ 26,48 4 6,62 3,99 0,0045
Error 200,96 121 1,66

Total 9452,37 130

® Teste (ANOVA) significativo ao nivel de 5%;
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APENDICE K - Tabela de comparacdes multiplas das médias da variavel

CA_PAS para os fatores 1 e 3 do experimento Il

Fon'te <3Ie Soma de Quadrados Qraus de Quafjrgdo Estatistica Significancia
Variacao Liberdade Médio F (Valor-p)
Variavel CA_RAIZ
‘Intercepto 3862,40 1  3862,40 1967,12  0,0000
Fatorl 30,30 2 15,15 7,72 0,0007

Error 249,36 127 1,96
Total 4191,29 130

Variavel CA_TOTAL
‘Intercepto ~~ 24697,88 1  24697,88 5999,66  0,0000
Fatorl 56,17 2 28,08 6,82 0,0015
Error 522,80 127 4,12
Total 25232,22 130

) Teste (ANOVA) significativo ao nivel de 5%;

APENDICE L - Tabela de Analise de Variancia para a comparacdo dos
tratamentos dos trés fatores e suas interacdes para a variavel MG_PAS do

experimento Il

Foqte c~Je Soma de Quadrados Qraus de Qua}drgdo Estatistica Significancia
Variacao Liberdade Médio F (Valor-p)
Intercepto 2836,30 1 2836,30 12858,23 0,0000
Fatorl 57,68 2 28,84 130,76 0,0000
Fator3 0,79 2 0,40 1,80 0,1694
Ezgé ’ 3,46 4 0,87 3,92 0,0050
Error 26,69 121 0,22

Total 2887,34 130

) Teste (ANOVA) significativo ao nivel de 5%;
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APENDICE M - Tabela de Andlise de Variancia para a comparacdo dos
tratamentos dos trés fatores e suas interacbes para a variavel MG_RAIZ do

experimento Il

Foqte gle Soma de Quadrados Qraus de Quafjrgdo Estatistica Significancia
Variacao Liberdade Médio F (Valor-p)
Intercepto 12321,00 1 12321,00 2983,68 0,0000
Fatorl 21,53 2 10,77 2,61 0,0779
Fator2 4,59 2 2,29 0,56 0,5754
EZ:SS ’ 57,38 4 14,34 3,47 0,0101
Error 499,66 121 4,13

Total 13008,75 130

) Teste (ANOVA) significativo ao nivel de 5%;

APENDICE N - Tabela de Andlise de Variancia para a comparacdo dos
tratamentos dos trés fatores e suas interacdes para a varidvel MG_TOTAL do

experimento Il

Foqte cNJe Soma de Quadrados Qraus de Qua,drgdo Estatistica Significancia
Variagéo Liberdade Médio F (Valor-p)
Intercepto 26942,52 1 26942,52 6198,85 0,0000
Fatorl 13,07 2 6,54 1,50 0,2265
Fator2 3,31 2 1,66 0,38 0,6840
E::gg ’ 62,03 4 15,51 3,57 0,0087
Error 525,91 121 4,35

Total 27621,47 130

) Teste (ANOVA) significativo ao nivel de 5%;
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APENDICE O - Tabela de Andlise de Variancia para a comparacdo dos
tratamentos dos trés fatores e suas interacfes para a variavel DARS do

experimento Il

Fonte de Soma de Quadrados Graus de Quadrado Estatistica Significancia
Variacao Liberdade Médio F (Valor-p)
Intercepto 55506,62 1 55506,62 182,38 0,0000
Fatorl 9618,77 2 4809,39 15,80 0,0000
Fator2 1728,82 2 864,41 2,84 0,0627
Fator3 1168,39 2 584,20 1,92 0,1516
*
Fatorl 295573 4 738,93 243 0,0521
Fator2
*
Fatorl 3240,56 4 810,14 2 66 0,0364
Fator3
Error 33478,28 110 304,35

Total 116483,22 125




