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RESUMO

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) desempenham fungdes importantes para as
plantas e solo, como agregacdo e estruturacdo fisica. Contudo, o efeito da inoculacdo dos
FMAs na agregacgdo do solo ainda néo esta bem esclarecido. Neste contexto, 0 objetivo dessa
pesquisa foi avaliar a inoculacdo de diferentes espécies de FMAs em plantas de Urochloa
sobre a multiplicacdo desses FMAs e sua influéncia na formacéo e estabilidade dos agregados
no solo. A pesquisa foi conduzida em trés experimentos, sendo dois em casa de vegetacdo no
Departamento de Ciéncia do Solo (DCS)/Universidade Federal de Lavras (UFLA), utilizando
cinco FMAs (Acaulospora colombiana, Acaulospora longula, Acaulospora morrowiae,
Paraglomus occultum e Gigaspora margarita) associados com Urochloa brizantha (A. Rich.)
Stapf. E em campo na Estacdo Experimental de Pastos e Forragens/Instituto Nacional de
Ciéncias Agricolas (INCA), Cuba, inoculando trés FMAs (Funneliformis mosseae, Glomus
cubense e Rhizophagus intraradices) em Urochloa hibrida (cv. CIAT BR 02/1752 "Cayman™)
num Gleyssolo Nodular Ferroginoso. No primeiro estudo em casa de vegetagéo foi avaliada a
multiplicacdo e a coloniza¢do micorrizicas ao longo do tempo. No segundo estudo e em
campo foi avaliada a influéncia da inoculacgdo na estabilidade de agregados do solo (via seco e
imerso em &gua), indice de estabilidade de agregados do solo, quantificacdo do micélio
extrarradicular e producédo de proteina do solo relacionada a glomalina nas amostras do solo e
dentro das classes dos agregados (este ultimo apenas em casa de vegetacdo). As analises
foram realizadas nos laboratérios do DCS/UFLA e INCA, para os experimentos de casa de
vegetacdo e campo, respectivamente. No primeiro estudo foi observado maior colonizagédo
micorrizica em menos tempo de cultivo para a espécie A. colombiana, que atingiu a
estabilizacdo aos 76 dias e apresentou maior numero de esporos aos 120 dias. Por outro lado,
P. occultum e G. margarita ndo atingiram a maxima coloniza¢do micorrizica e densidade de
esporos aos 120 dias, indicando ser necessario um periodo maior para multiplicacdo desses
FMAs associados a U. brizantha. Para glomalina houve maior incremento para inoculacao
com A. colombiana, A. longula e P. occultum aos 120 dias de cultivo. No segundo estudo, a
inoculagdo com A. colombiana apresentou maior comprimento do miceélio extrarradicular e @
dos agregados imerso em &gua, quando comparada ao tratamento sem inocula¢do. Os maiores
teores de glomalina foi observado para inoculacdo com A. colombiana e A. morrowiae nas
classes de agregados com @>2,0mm e @<0,105mm, quando comparadas ao tratamento sem
inoculacdo. No estudo de campo foi verificado maior estabilidade dos agregados secos aos
140 e 876 dias de cultivo, quando comparado aos agregados imerso em agua, havendo
influéncia da inoculacdo apenas aos 876 dias. Indicando menor estabilidade dos agregados
imersos em agua e a influéncia da “energia cinética” sobre a estrutura do solo. A estabilidade
dos agregados foi favorecida pela capacidade cimentante (cumulativa) da glomalina e pelo
comprimento dos micélios extrarradiculares (aos 876 dias), devido ao maior enredamento das
particulas do solo. As raizes de U. brizantha e U. hibrido associadas a inoculacdo exerceram
efeito importante no indice de estabilidade dos agregados do solo, em casa de vegetacdo aos
180 dias e em campo aos 876 dias (com destaque para G. cubense). A qual, também
apresentou maior potencial competitivo com os FMAs nativos ao longo do tempo. Esses
resultados mostraram a importancia do conhecimento das interagdes dos FMAs associados ao
hospedeiro, de forma a otimizar a simbiose e seus beneficios, ou mesmo de manejar os FMAS
nativos para formacao e estabilidade da estrutura fisica do solo.

Palavras-chave: FMAs. Multiplicacdo. Inoculacdo. Glomalina. Micélio extrarradicular.
Estrutura. Agregacdo. Glomeromycota.



ABSTRACT

Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) play important roles for plants and soil, such as
aggregation and physical structuring. However, the effect of AMF inoculation on soil
aggregation has not yet been fully elucidated. In this context, the objective of this research
was to evaluate the inoculation of different AMF species in Urochloa plants on the
multiplication of these AMF and their influence on the formation and stability of the
aggregates in the soil. The research was conducted in three experiments, two in greenhouse at
the Department of Soil Science (DCS)/Federal University of Lavras (UFLA), using five AMF
(Acaulospora colombiana, Acaulospora longula, Acaulospora morrowiae, Paraglomus
occultum and Gigaspora margarita) associated with Urochloa brizantha (A. Rich.) Stapf.
And in the field at the Experimental Station of Pastures and Forages/National Institute of
Agricultural Sciences (INCA), Cuba, inoculating three FMAs (Funneliformis mosseae,
Glomus cubense and Rhizophagus intraradices) in hybrid Urochloa (CIAT BR 02/1752
"Cayman") in a Ferruginous Nodular Gleysol. In the first greenhouse study mycorrhizal
multiplication and colonization was evaluated over time. In the second study and in the field,
the influence of inoculation on the stability of soil aggregates (dry and immersed in water),
soil aggregates stability index, quantification of extrarradicular mycelium and glomalin-
related soil protein production in the samples of the soil and within the classes of the
aggregates (the latter only in greenhouse). The analyzes were carried out in the DCS/UFLA
and INCA laboratories, for greenhouse and field experiments, respectively. In the first study,
it was observed a higher mycorrhizal colonization in less time of cultivation for the A.
colombiana species, which reached the stabilization at 76 days and showed a larger number of
spores at 120 days. On the other hand, P. occultum and G. margarita did not reach the
maximum mycorrhizal colonization and density of spores at 120 days, indicating that a longer
period for multiplication of these AMFs associated with U. brizantha was necessary. For
glomalin there was a larger increase for inoculation with A. colombiana, A. longula and P.
occultum at 120 days of cultivation. In the second study, the inoculation with A. colombiana
presented a larger extrarradicular mycelium length and @ of the aggregates immersed in
water, when compared to the treatment without inoculation. The highest levels of glomalin
were observed for inoculation with A. colombiana and A. morrowiae in the classes of
aggregates with @> 2.0mm and @ <0.105mm, when compared to the treatment without
inoculation. In the field study, it was verified a higher stability of the dry aggregates at 140
and 876 days of cultivation, when compared to the immersed ones in water, having influence
of the inoculation only at 876 days. Indicating lower stability of water immersed aggregates
and the influence of "kinetic energy" on the soil structure. The stability of the aggregates was
favored by the cumulative (cumulative) capacity of the glomalin and the length of the
extraradicular mycelia (at 876 days), due to the greater entanglement of the soil particles. The
roots of U. brizantha and B. hybrids associated to inoculation had an important effect on the
stability index of soil aggregates, in a greenhouse at 180 days and in the field at 876 days
(with emphasis on G. cubense). Which also had a greater competitive potential with the native
FMAs over time. These results showed the importance of knowing the interactions of host
AMFs in order to optimize the symbiosis and its benefits, or even to manage native AMFs for
formation and stability of the soil physical structure.

Keywords: AMF. Multiplication. Plant growth. Glomalin. Extrarradicular mycelium.
Estructure. Aggregation.
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1 INTRODUCAO

A micorriza arbuscular € considerada a simbiose mutualista mais antiga e evoluida do
reino Plantae, formada entre os fungos micorrizicos arbusculares (FMAS) e as raizes da
grande maioria das plantas vasculares. Os FMAs pertencem ao Filo Glomeromycota e sé&o
biotroficos obrigatorios, que necessitam de uma raiz metabolicamente ativa para completar
seu ciclo de vida. Essa condicdo de biotrofismo obrigatério limita a multiplicacdo desse grupo
de fungo em meio de cultivo artificial, fato que eleva os custos de sua multiplicacdo e
dificulta a “adocéo” e desenvolvimento de inoculantes micorrizicos em larga escala.

Os FMAs estdo amplamente distribuidos na maioria dos ecossistemas temperados,
tropicais e subtropicais, e desempenham funcdes importantes no crescimento vegetal e no
equilibrio das areas nativas e cultivadas. O beneficio da associacdo dos FMAs com as plantas
ocorre principalmente por aspectos nutricionais e/ou influénciando na formacéo e estabilidade
de agregados no solo. A contribuicdo desses fungos nas plantas e no solo ocorre por meio do
crescimento das hifas extrarradiculares, as quais atuam como uma extensdo do sistema
radicular das plantas exploram um maior volume de solo e microporos e ampliam
imensamente a superficie de absorcao de nutrientes e agua da solucéo do solo. Além disso, as
hifas extrarradiculares atuam como um modificador do ambiente fisico na rizosfera, exudando
cimentantes e exercendo forca de unido as particulas, auxiliando na agregacdo do solo. Os
FMAs podem também aumentar a disponibilidade de nutrientes por solubilizacdo e atuam
como dreno de CO, da atmosfera estocando-0 no solo por meio da producdo de glomalina e
outros compostos estaveis.

A glomalina é glicoproteina complexa, contendo 1-9% de ferro ligado, hidrofébica,
termoestavel e recalcitrante (meia vida de 7-42 anos) produzida abundantemente nas hifas e
esporos dos FMAs. A glomalina é um importante estoque de C organico no solo proveniente
da simbiose entre os FMASs e as plantas. A funcdo priméria da glomalina esta relacionada a
termoprotecdo das hifas no solo, no entanto, também exerce funcdo importante na agregacédo
do solo, por meio de suas propriedades cimentantes “pegajosidade”, que atua na cimentagao
das particulas primarias, favorecendo a formacdo dos agregados e melhorando a estabiliade
estrutural do solo. Por outro lado, o crescimento extensivo das hifas extrarradiculares exercem
funcdo direta na agregacdo, por meio da orientacdo, pressdo e enredamento das particulas
minerais e organicas, auxiliando na agregagéo do solo.

O estabelecimento da simbiose micorrizica, a producdo de glomalina e das hifas

extrarradiculares podem variar de acordo com as caracteristicas intrinsicas das espécies de



17

FMAs, de suas interagdes com a espécie hospedeira e das diferentes formas de uso e manejo
do solo. O manejo e a planta também exercem grande imfluéncia sobre a diversidade de
especies dos FMAs, sua multiplicacdo de propagulos e sobre os seus efeitos no equilibrio e
funcionalidade do solo.

Contudo, torna-se necessario o conhecimento das relagcbes simbioticas entre as
diferentes espécies de FMAs e as plantas hospedeiras. De forma que a compreensdo da
dindmica desse grupo, associado aos vegetais, torne possivel estabelecer a melhor forma de
manejo funcional nos agroecossistemas, ou na manutencdo e multiplicacdo dos FMAs em
bancos de germoplasma. A complexidade e incerteza do processo simbidtico e as interacoes
entre as espécies de FMAs e plantas tém gerado duvidas, quanto ao desenvolvimento de
“modelos” de exploragdo dos agroecossistemas. Desta forma, o conhecimento das diferentes
relaces FMAs-plantas podem ajudar a, reduzir o impacto dos manejos sobre a estrutura dos
FMAs no solo e manter a sua biodiversidade nativa e seus propagulos infectivos, assegurando
as suas funcBes nos agroecossistemas. Também facilitard a multiplicagdo e manutencao
desses fungos em bancos de germoplamas.

A multiplicacdo dos FMAs comumente € realizada utilizando espécies do género
Urochloa em vasos de cultivo armadilha, mantendo-os em cole¢do de cultura/banco de
germoplama. O género Urochloa pertence & familia Poaceae anteriormente era conhecido
taxonomicamente como Brachiaria, possuem cerca de 80 espécies anuais e perenes e sdo
largamente adapatdas nos tropicos. Além disso, sdo espécies que apresentam crescimento
rapido e sistema radicular abundante, essas caracteristicas favorecem a ampla utilizacdo de
plantas do género Urochloa na multiplicagdo dos FMAs.

Ainda é incipiente o volume de informacéo referente a simbiose entre as diferentes
espécies de FMAs associadas a mesma espécie hospedeira, e seus efeitos sobre a “qualidade e
funcionamento do solo”. Neste aspecto, 0 objetivo dessa pesquisa foi avaliar a inoculagéo de
diferentes espécies de FMAs em plantas de Urochloa sobre a multiplicagdo desses FMAs e

sua influéncia na formacao e estabilidade dos agregados no solo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Fungos micorrizicos arbusculares (FMAS)

O relato mais antigo das primeiras observacdes dos FMAs é datado de 1842, pelo
botanico suico Carl Wilhelm Von Nageli (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; VARMA, 2008).
Contudo, o termo “micorriza”, formado pelos radicais oriundos das palavras gregas uvknreg
(Mykites): fungos e pilo (riza): raiz foi descrito pela primeira vez pelo bidlogo aleméo Albert
Bernhard Frank em 1885 (VARMA, 2008). A presenca dos FMAS nas raizes € bem antiga,
documentada em raizes fossilizadas e registros fosseis de estruturas parecidas com o0s atuais
FMAs, encontrados juntos com brio6fitas ja no periodo Ordoviciano ha cerca de 450 milhdes
de anos sugerindo que essa simbiose pode ter ajudado as plantas aquaticas a evoluirem para o
ambiente terrestre (REDECKER et al., 2000; SCHWENDEMANN et al., 2009; HARPER et
al., 2015).

Assim, os FMAs formam a simbiose conhecida mais antiga e evoluida do Reino
Plantae (BERBARA et al., 2006; SCHWENDEMANN et al., 2009; HARPER et al., 2015).
Esses fungos sé@o atualmente classificados como pertencentes ao Filo Glomeromycota, Classe
Glomeromycetes, possuindo 4 ordens (Archaeosporales, Diversisporales, Glomerales e
Paraglomerales) as quais congregam um total de 13 familias, 19 géneros (REDECKER et al.,
2013) e cerca de 250 espécies (compilado de http://invam.wvu.edu/). A atual classificacdo dos
FMAs foi proposta por SchuBler et al. (2001), e estd baseada em estudos de andlise
filogenética da sequéncia SSU rDNA, a qual possibilita o agrupamento desses
microrganismos num grupo monofiléticos, indicando que compartilham de um mesmo
ancestral dos Ascomicetos e Basidiomicetos (BERBARA et al., 2006).

Os FMAs consistem em um grupo de fungo de solo biotroficos obrigatdrios
(PARNISKE, 2008; SIQUEIRA et al., 2010) necessitando de uma raiz metabolicamente ativa
para completar seu ciclo de vida (ALLEN, 1991; MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; PARNISKE,
2008). Seus propagulos infectivos consistem de fragmentos de hifas, raizes colonizadas e de
esporos, sendo que esses Ultimos consistem na estrutura de resisténcia dos FMASs que
permanecem no solo por longos periodos (ALLEN, 1991; PARNISKE, 2008;
KLIRONOMOS, HART, 2002; SMITH, READ, 2008).

Os FMAs desempenham fungfes importantes para o equilibrio e funcionamento dos
diferentes ecossistemas e agroecossistemas, e seus beneficios na espécie hospedeira vai

depender das condicbes de crescimento das plantas e da dependéncia micorrizica que elas
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apresentam (SIQUEIRA, FRANCO, 1988; CARNEIRO et al., 1996; SIQUEIRA; SAGGIN-
JUNIOR, 2001). Os FMAs beneficiam o crecimento e desenvolvimento vegetal por varios
processos importantes, como: ciclagem de nutriente, aumento da absorcdo de agua e nutriente,
resisténcia a patdgenos, tolerancia a estresses biotico e abiotico e atuacdo na dinamica do
carbono organico e na estrutura fisica do solo (BERBARA et al., 2006; PARNISKE, 2008;
SIQUEIRA et al., 2010; FOLLI-PEREIRA et al., 2012; MARTIN; RIVERA, 2015;
LEHMANN et al., 2017).

2.2 Funcionamento da simbiose micorrizica

O estabelecimento e funcionamento da simbiose entre as plantas e os FMAs sao
mediados por interacbes morfoldgicas, genéticas e funcionais, controlado por genes distintos
que desempenham func@es diferentes durante a interacdo planta/fungo (LAMBAIS; RAMOS,
2010; SANDERS; CROLL, 2010). Esse processo inicia-se antes mesmo do contato fisico de
ambos os simbiontes, com a exsudacdo de sinais moleculares pelas raizes das plantas, que
estimulam o crescimento das hifas fangicas no solo (PARNISKE, 2008; SMITH; READ,
2008; SANDERS; CROLL, 2010; LAMBAIS; RAMOS, 2010).

No primeiro momento, ocorre a emissdo de sinais moleculares pelas raizes das plantas
“os fatores de ramifica¢do” sob forma de hexose, seguido pelo reconhecimento do fungo no
solo “Cross-talking” (NADAL; PASZKOWSKI, 2015), que também emite sinais para
ativacdo dos genes responsaveis pela simbiose na planta (BAGO et al., 2002; SANDERS;
CROLL, 2010; BONFANTE; REQUENA, 2011). Em seguida da germinagéo dos esporos, as
hifas crescem no solo de forma aleatdria até encontrar a raiz (metabolicamente ativa) da
planta, dando inicio o processo simbidtico (PARNISKE, 2008; SMITH; READ, 2008;
SANDERS; CROLL, 2010). Ao entrar em contato com as raizes, as hifas infectivas se
diferenciam e formam o apressério na superficie da raiz, e em seguida, penetram no tecido do
cortex da raiz atravéz da epideme, completando a fase pré-simbiose e dando inicio a fase
simbidtica (SIQUEIRA; FRANCO, 1988; PARNISKE, 2008; LAMBAIS; RAMOS, 2010).

O crescimento das hifas no tecido do coértex radicular ocorre através de “canais”
formando as estruturas fungicas de forma inter e intracelular (SANDERS e CROLL, 2010;
LAMBAIS; RAMOS, 2010). A expressdo génica que regula essas caracteristicas depende da
compatibilidade entre planta-fungo e dos fatores ambientais (COSTA; LOVATO, 2011). No

entanto, estudos mostram que a maioria dos genes envolvidos no estabelecimento e
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funcionamento da simbiose é de origem vegetal (PARNISKE, 2008 SANDERS; CROLL,
2010).

Apbs o processo de infeccdo das raizes pelas hifas dos FMAs, ocorre a formacéo da
estrutura tipica desta simbiose micorrizica, “os arbusculos”, que sdo de extrema importancia
no processo de troca bidirecional de metabdlitos e nutrientes (ALLEN, 1991; PARNISKE,
2008; VARMA 2008; LAMBAIS; RAMOS, 2010). Simultanemente a formacgdo das
estruturas dos FMAS no cortex das raizes ocorre o crescimento das hifas/micélios externos
denominados de “hifas extrarradiculares” formando a grande rede micelial no solo, que
explora microambientes ndo acessiveis para as raizes das plantas (MOREIRA; SIQUEIRA et
al., 2006; PARNISKE, 2008; SIQUEIRA et al., 2010). As hifas absorvem nutrientes da
solucdo do solo que sdo transportados internamente para as raizes das plantas, onde,
principalmente nos arbusculos, ocorre a troca de metabolitos/nutrientes entre os simbiontes
“efetivando a simbiose” (SIQUEIRA; FRANCO, 1988; SANDERS; CROLL, 2010;
LAMBAIS; RAMOS, 2010).

A eficiéncia e efetividade da simbiose micorrizica depende de varios fatores bidticos e
abidticos de solo (SIQUEIRA et al., 2010; CANIZARES et al., 2016) e inerentes ao proprio
hospedeiro, como: a compatibilidade dos FMAs com as espécies vegetais (reconhecimento e
adaptacdo mutua), a qualidade e quantidade de exsudatos (como os flavanoides) liberados
pelas raizes (SILVEIRA; CARDOSO, 2004; PARNISKE, 2008), o estado nutricional, a idade
da planta e o meio de cultivo (manejo do solo, tipo desolo, graude fertilidade,
particularmente de P disponivel e competitividade dos FMAs nativos) (ALLEN, 1991,
PARNISKE, 2008; SIQUEIRA et al., 2010). Além disso, o funcionamento micorrizico
depende do fornecimento de Carbono (C) as raizes, que é direcionado a manutencdo,
funcionamento e crescimento dos micélios, sendo que cerca de 10 a 15% de carbono fixado
pela planta é direcionado aos FMAs (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; SIQUEIRA et al., 2010).
Dessa forma, esse grupo de fungo é considerado um importante dreno de carbono CO,
atmosférico (PURIN; RILLIG, 2007; PENG et al., 2013).

A interacdo FMAs/planta tem sido amplamente relatada em varios estudos mostrando
que as diferencas na eficiéncia da simbiose dependem do fungo e da planta, com influéncia do
ambiente (KLIRONOMOS et al., 2005; PARNISKE, 2008). Diferentes espécies de FMAs
ndo apresentam a mesma eficiéncia/resposta para auxiliar no crescimento de uma mesma
planta (HEIJDEN et al., 1998; KLIRONOMOS; HART, 2002). Os FMAs podem diferir na
atividade fisiologica, conferindo as mais ativas uma maior adaptacdo as modificaces

ambientais, que correm de forma natural ou sob interferéncia antropica (OEHL et al., 2006:
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FERREIRA et al., 2012). Além disso, a simbiose esta associada aos fatores intrinsicos das
espécies vegetais como a “dependencia micorrizica” (CARNEIRO et al., 1996; SIQUEIRA,
SAGGIN-JUNIOR 2001), que consiste no grau de quanto a planta precisa da simbiose para
crescer e se reproduzir independente do ambiente (SIQUEIRA; SAGGIN-JUNIOR 2001). A
dependéncia micorrizica varia entre as espécies vegetais e pode ser quantificada sob
diferentes disponibilidades de fésforo, como verificado em estudo realizado com 31 espécies
arboreas (SIQUEIRA; SAGGIN-JUNIOR 2001; CARNEIRO et al., 1996). A dependéncia
das plantas aos FMAs pode ser facultativa em diferentes graus, obrigatdria ou nao-micorrizica
(SMITH; READ, 1997).

Vaérios estudos mostram o efeito direto e indireto da inoculagdo para o crescimento das
plantas, aumentando a absorcéo de nutrientes da solucdo do solo (MONTANEZ, 2005), que
pode podem chegar, até 80% de P, 60 % de Cu, 25% de N, 25 % de Zn e 10 % de K
(MARSCHNER; DELL, 1994), elevando a disponibilidade dos nutrientes para as plantas
(COSTA et al., 2012), o acimulo de P, N e o rendimento da biomassa parte aérea e raiz
(CARNEIRO et al.,, 1999) e consequentemente aumentando o rendimento das plantas
(GONZALEZ et al., 2008).

2.3 FMAs: micélio extrarradicular e producéo de glomalina

Apbs o estabelecimento da simbiose, as hifas e micélios crescem para fora das raizes
formando a “rede” micelial denominada de “micélios extrarradiculares” (ALLEN, 1991;
PARNISKE, 2008). O comprimento do micélio extrarradicular pode alcancar 60,8 m g™ de
solo, dependendo do uso, manejo e tipo de solo (RUBIN; STURMER, 2015). As hifas
extrarradiculares ocupam os microporos de agregados podendo atingir até 50 m de hifas por
agregado estavel (TISDALL, 1994). Esse volume micelial aumenta a area de contato com o
solo de 5 a 200 vezes por apresentarem hifas longas e finas (2-27 um) o que resulta em maior
superficie especifica por volume do que as raizes (SIEVERERDING, 2001). Isto amplia na
absorcdo de nutrientes e sdo responsaveis pela base do funcionamento da simbiose
micorrizica de exploragdo de microssitios (inexplorados pelas raizes) e aumento do influxo de
nutrientes (P) e de agua para as plantas.

Assim, a principal funcdo das hifas extrarradiculares esta associada com absorgéo e
transporte de agua e nutrientes (P) da solucdo do solo (PARNISKE, 2008; SMITH; READ,
2008). No sentido oposto, ocorre o fluxo de fotoassimilados de 10-20% do C fixado pela

planta, que é direcionado ao crescimento micelial e a atividade metabolica dos FMAs
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garantindo o funcionamento da simbiose (JAKOBSEN; ROSENDAHL, 1990; MOREIRA;
SIQUEIRA, 2006). Portanto, além da funcdo de absorcdo, as hifas também atuam no
armazenamento de C no solo e no alinhamento, pressao e enredamento das particulas minerais
e organicas do solo, favorecendo diretamente a formacdo e estabilidade dos agregados
(TISDALL, 1994; RILLIG; MUMMEY, 2006). A cimentacdo das particulas do solo ocorre
devido a liberacdo pelas hifas de polissacarideos, mucilagem e principalmente da glomalina
(RILLIG; MUMMEY, 2006).

A glomalina é uma glicoproteina recalcitrante, estavel e abundante no solo (RILLIG et
al., 2003), cuja producdo ocorre na superficie das hifas dos FMAs em sua menor proporgéo,
sendo a maior parte (> 80%) resultante da decomposicdo de hifas e esporos (DRIVER,;
HOLBEN; RILLIG, 2005). Essa glicoproteina é composta por cerca de 60% de carboidratos,
rica em carbono organico, tem natureza hidrofobica, resisténcia ao calor e insolubilidade em
agua (PENG et al., 2013; CAVALCANTI et al., 2009). E composta por cerca de 0,04-8,8% de
Fe (RILLIG et al., 2001), de 3 a 5% de N e um elevado teor de C organico de até 27%
(LOVELOCK et al., 2004), estando correlacionada positivamente com a estabilidade de
agregado e estrutura do solo (WRIGHT et al., 1996; WRIGHT; UPADHYAYA, 1998; PENG
etal., 2013).

A glomalina exerce funcdo de protecéo e termotolerancia contra a dessecacdo das hifas
fangicas dos FMAs no solo (PARNISKE, 2008). Atua como dreno de carbono atmosférico
CO, estocando-0 no solo e como cimentante de particulas, exercendo acdo importante na
agregacdo (PURIN; RILLIG, 2007; PENG et al., 2013). Por apresentar propriedade de
“pegajosidade”, a glomalina atua na cimentacdo das particulas minerais e organicas
aumentando a estabilidade dos agregados e a conservacdo do solo (PURIN; RILLIG, 2007;
PENG et al., 2013). No entanto, a producéo de hifas e o teor de glomalina sdo regulados por
caractetisticas intrinsecas as diferentes espécies de FMAs associadas as plantas, e dos efeitos
do ambiente sobre os simbiontes (WRIGHT; NICHOLS 2002; HART; READER 2002;
SOUSA et al., 2012; PIOTROWSKI et al., 2004; KLIRONOMOS et al., 2005). Estudo tem
mostrado que os FMASs sdo importantes canais de drenagem de C da atmosfera para o solo

através da planta, que pode atingir cerca de 5 Gt anual de C no solo (BAGO et al., 2000).

2.4 Micorriza e estrutura do solo

A estrutura é considerada uma das propriedades mais importantes do solo, por conferir

condi¢cdes ao bom desenvolvimento das raizes, protecdo da materia organica, aumento da
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atividade microbiana, influenciando no controle de “qualidade” do solo (MARSHALL, 1962;
BASTOS et al., 2005; LEHMANN et al., 2017). A estrutura € formada por processos distintos
e complementares, que resultam de varias interacdes dos agentes cimentantes e floculantes
com as particulas (argila—ions—matéria organica, silte e areia) do solo (CHAVES;
CALEGARI, 2001; BASTOS et al., 2005). O agrupamento e arranjo dessas particulas
primarias e do espaco poroso em unidades separadas formam os agregados que compdem a
estrutura do solo (MARSHALL, 1962; LEHMANN et al., 2017).

Uma boa estrutura fornece base solida para o armazenamento e estabilidade do
carbono orgéanico no solo, apresenta agregados estaveis, com poros formas e tamanhos
diferentes, favorecendo a fertilidade, aeracéo, infiltracdo, armazenamento e circulacdo de
agua. Asssim, a boa estrutura “controla” 0S processos erosivos, promove maior
disponibilidade de nutrientes, melhor crescimento das raizes e maior producdo das culturas,
favorecendo fundamentalmente o equlibrio e funcionamento do solo (BASTOS et al., 2005;
MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; LEHMANN et al., 2017). Além disso, a agregacao também €
importante do ponto de vista ecologico, por exercer protecdo aos “microssitios” tornando mais
biodiversa a comunidade microbiana do solo (SIX et al., 2004: MOREIRA; SIQUEIRA,
2006; RILLIG et al., 2017).

Desta forma, a comunidade microbiana assegura as suas diversas fungdes nos
processos e ciclos biogeoquimicos que ocorrem no solo (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006;
RUBIN; STURMER, 2015). Entre os grupos de microrganismos que desempenham funcdes
importantes no processo de agregacdo do solo, destacam-se os fungos micorrizicos
arbusculares (FMASs), considerado o principal grupo de microrganismo que exercem fungéo
importante no processo de agregacdo do solo (PARNISKE, 2008; SIQUEIRA et al., 2010;
CARNEIRO et al., 2015; RILLIG et al., 2017).

A acdo dos FMAs na agregacdo do solo torna-se particularmente importante em
ambientes frageis como verificado Koske (1975) em areas de dunas. Nesse studo, os autores
observaram o efeito positivo dos FMAs na agregacao pela formacdo de uma rede micelial
que, juntamente com as raizes das plantas, ligavam as particulas de areia. A producdo e
quantidade de hifas extrarradiculares séo correlacionadas positivamente com a formacgéo dos
agregados estaveis em agua (TISDALL; OADES, 1979). Além dos FMAs, outros grupos de
microrganismo também influenciam na agregacdo pela producdo de polissacariedeos que
possuem acgédo cimentante, contribuindo para formacdo dos microagragados e posteriormente

dos macroagregados. O efeito conjunto dos microrganismos nos diversos processos
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bioldgicos é dependente do uso e manejo adequado do solo, de forma que, a manutencdo da
estrutura da comunidade microbiana no solo assegura suas funces nos agroecossistemas.
Vaérios estudos tem relatado a importancia do manejo do solo sobre a estrutura da
comunidade de FMAs (VILLELA et al., 2014; RILLIG et al., 2010; RUBIN; STURMER,
2015). O revolvimento do solo altera as propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas, reduz a
estabilidade dos agregados, favorece a oxidacdo da matéria orgénica e diminui a atividade dos
FMAs no solo (SANTOS et al., 2008; SIQUEIRA et al., 2010). A simbiose micorrizica é
afetada pelas diferentes formas de manejos, por reduzir a germinacdo dos esporos, a
quantidade dos in6culo no solo, o potencial infectivo, a coloniza¢do micorrizicas das raizes, a
formagdo da rede micelial extrarradicular e consequentemente os efeitos benéficos da
simbiose para as plantas e para o solo (MERGULHAO et al, 2010; FERREIRA et al., 2012).

2.5 Género Urochloa e simbiose com FMAs

O género Urochloa era conhecido taxonomicamente como Brachiaria pertence a tribo
Paniceae, subfamilia Panicoideae e familia Poaceae (RENVOIZE et al., 1996). Baseado em
estudos botanicos/floristicos foi sugerido essa nova nomenclatura para 0 género, que antes
formalmente inserido no género Brachiaria, agora oferece a sua incluséo no género Urochloa
(GONZALEZ; MORTON, 2005).

O género reuniu de 80 a 100 espécies perenes e anuais, que estdo amplamente
distribuidas nas regides subtropicais e tropicais, como Asia, Africa, Australia e América
(MONTEIRO et al., 1974; RENVOIZE et al., 1996). Essa larga adaptacdo ocorre em funcéo
da alta variabilidade entre as espécies de Urochloa, que permiti sua distribuicdo numa ampla
gama de condi¢6es edafoclimaticas. Muitas espécies desse género sdo tolerante a solos acidos,
altos niveis de aluminio téxico, baixa fertilidade, ma drenagem, periodos de seca prolongada e
persisténcia/resisténcia a pragas das pastagens (EMBRAPA, 1984; ALCANTARA, 1986;
RENVOIZE et al., 1996; OLIVERA et al., 2007).

Vérias espécies de Urochloa sdo amplamente cultivadas nos tropicos latino-
americanos, conforme sua “adaptabilidade” e importancia comercial (sementes, forragens e
pastagens) (PIZARRO et al, 2013; PERALTA, 2004). No Brasil a primeira espécie exotica de
Urochloa foi introduzida oficialmente em 1952 a U. decumbens, através do Instituto de
Pesquisa Agropecuéria do Norte (IPEAN) em Belém do Para (SERRAO; SIMAO NETO,
1971), nas décadas seguintes vérias outras cultivares foram trazidas para o Pais com: B.

ruziziensis, B. arrecta e B. humidicola. Mais tarde, em 1984 foi liberada pela EMBRAPA a
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U. brizantha cv marandu, que foi amplamente difundia pelo Pais principalmente pela sua alta
produtividade (EMBRAPA; 1984; DIAS-FILHO, 2011).

Devido a importancia do género Urochloa tornou-se necessario a obtencdo de novas
espeécies e cultivares, com melhores caracteristicas agrondmicas de resisténcia a determinadas
condicOes edafocliméticas e pragas/doengas (PIZARRO et al., 2013). Assim, em 1988 foi
criado o programa de melhoramento da Urochloa no CIAT (Centro Internacional de
Agricultura Tropical) na Colémbia, que desenvolveu varios hibridos com: Mulato (B. cv
hibrido. CIAT 36061), Mulato Il (B. cv hibrido. CIAT 36087) e Cayman (cv hibrido. CIAT
BR 02/1752) (ARGEL et al., 2007; PIZARRO et al., 2013). Os hibridos desenvolvidos pela
CIAT tem sido utilizados em varios Paises como Cuba (GONZALEZ et al., 2012), Colombia
(ARGEL et al., 2007) e Brasil (SANTOS et al., 2015; PEREIRA et al., 2017).

Espécies de Urochloa apresentam sistema radicular abundante e boa capacidade de
rebrota (ROCHE et al., 1990; OLIVERA et al., 2006), essas caracteristicas associadas ao
carater micotrofico da maioria das espécies do género favorecem a utilizacdo da Urochloa na
multiplicacdo dos FMASs nativos ou inoculados em areas de pastagens, e em vaso de cultivo
armadilha. Varios estudos relatam a simbiose micorrizica em plantas de Urochloa
(CARNEIRO et al., 1999; DOUDS et al., 2005; PLENCHETTE et al., 2005; LEIGH et al.
2009; CRESPO FLORES et al., 2010; CARNEIRO et al., 2011; GONZALEZ et al., 2011;
COSTA et al., 2012), mostrando que a interagdo planta/FMAs aumenta o rendimento das
patagens e melhora o ambiente edafico, sendo considerado um processo economicamente
viavel e ambientalmente sustentavel.

A acdo dos FMAs em interacdo com espécies de Urochloa associada as boas préaticas
de manejo ja € bem documentada (DOUDS et al.,2005; PLENCHETTE et al., 2005).
Mostrando o efeito positivo dos FMAS na nutri¢cdo das plantas, principlamente nitrogenada e
fosfatada (CRESPO FLORES et al., 2010; GONZALEZ et al., 2011), rendimento e
produtividade das patagens (LEIGH et al., 2009; CRESPO FLORES et al., 2010), estoque de
carbono no solo melhorando a sua estruturacdo fisica (BAGO et al., 2000; BERBARA et al.,
2006; LEHMANN et al., 2017) e aumento da “eficiéncia” da adubacdo (KAVANOVA et al.
2006; GONZALEZ et al., 2011). Vale resaltar que a eficiéncia da inoculacio depende de
varios fatores de solo, clima, manejo, nutricdo, FMAs e depedencia micorrizica da espécie
hospedeira (SIQUEIRA; SAGGIN-JUNIOR 2001; CARNEIRO et al., 1996; PARNISKE,
2008; SMITH; READ, 2008; SIQUEIRA et al., 2010).

No entanto, para que ocorram os efeitos benéficos da inoculacdo nas plantas de

Urochloa também é necessaria uma selecdo prévia dos FMASs, que sejam mais eficiente e
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competitivo do que os nativos (YAO et al., 2008). Essas caracteisticas associadas as boas

préticas de manejo garantem a eficiéncia da inoculacao.
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RESUMO

Fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) podem apresentar comportamentos distintos
qguando associados a mesma espécie hospedeira. Desta forma, o objetivo desse estudo foi
avaliar a interacdo das diferentes espécies de FMAs associadas com Urochloa brizantha (A.
Rich.) Stapf, e analisar sua influéncia no estabelecimento da simbiose, na multiplicacdo dos
esporos e na producdo de proteina do solo relacionada a glomalina. O experimento foi
conduzido em delineamento inteiramente casualizado em parcelas subdividida no tempo, com
arranjo de 6 x 5 sendo cinco espécies de FMAs (Acaulospora colombiana, Acaulospora
longula, Acaulospora morrowiae, Paraglomus occultum e Gigaspora margarita), o
tratamento sem inoculacao e cinco épocas de avaliacdo (15, 30, 60, 90 e 120 dias de cultivo),
com quatro repeticbes. Foram avaliadas: altura das plantas, comprimento raiz, massa seca
parte aérea e raiz, numero de esporo, colonizagdo micorrizica e producao de proteina do solo
relacionada a glomalina. Foi observado maior nimero de esporos (multiplicacdo) para A.
longula e A. colombiana, a qual também apresentou maior coloniza¢do micorrizica em menos
tempo de cultivo atingindo a estabilizacdo aos 76 dias. A inoculacdo exerceu efeito positivo a
partir de 15 dias para crescimento das raizes, 60 dias para altura das plantas e massa seca das
raizes de U. brizantha e 90 dias para rendimento de massa seca da parte aerea, com destaque
para as espécies do género Acaulospora. Ja para producdo de glomalina houve maior
incremento para inoculacdo com A. colombiana, A. longula e P. occultum aos 120 dias de
cultivo. A G. margarita e P. occultum ndo atingiram a maxima colonizagcdo micorrizica e
densidade de esporos, indicando ser necessario um periodo maior que 120 dias para
multiplicacdo desses FMAs associados a U. brizantha. O conhecimento da biologia e ecologia
dos FMAs é importante para ser estabelecido o tempo ideal de multiplicacdo dos propagulos
infectivos de cada espécie. Tendo em vista, que essas informac6es permitem o planejamento
de estudos de inoculagdo em campo ou ambiente controlado, e principalmente, para
manutencdo em banco de germoplasma.

TERMOS DE INDEXACAO: FMAs. Banco de germoplasma. Multiplicacdo. Glomalina.
Glomeromycota.
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ABSTRACT

Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) may present different behaviors when associated with
the same host species. Thus, the objective of this study was to evaluate the interaction of the
different AMF species associated with Urochloa brizantha (A. Rich.) Stapf, and to analyze its
influence in the establishment of symbiosis, in spore multiplication and in the production of
soil related protein glomalin. The experiment was conducted in a completely randomized
design in plots subdivided in time, with 6 x 5 arrangement being five species of AMF
(Acaulospora colombiana, Acaulospora longula, Acaulospora morrowiae, Paraglomus
occultum and Gigaspora margarita), treatment without inoculation and five seasons of (15,
30, 60, 90 and 120 days of cultivation), with four replications. Plant height, root length, aerial
and root dry mass, spore number, mycorrhizal colonization, and glomalin related soil protein
production were evaluated. A greater number of spores (multiplication) were observed for A.
longula and A. colombiana, which also presented higher mycorrhizal colonization in less time
of culture reaching the stabilization at 76 days. The inoculation exerted a positive effect from
15 days for root growth, 60 days for plant height and dry mass of roots of U. brizantha and 90
days for dry mass yield of the aerial part, especially the species of the genus Acaulospora.
Already for the production of glomalina there was greater increase for inoculation with A.
colombiana, A. longula and P. occultum at 120 days of cultivation. G. margarita and P.
occultum did not reach the maximum mycorrhizal colonization and spore density, indicating
that a period longer than 120 days is required to multiply these AMF associated with U.
brizantha. Knowledge of the biology and ecology of AMF is important to establish the
optimal time of multiplication of infective propagules of each species. Considering that this
information allows the planning of inoculation studies in the field or controlled environment,
and mainly, for maintenance in a germplasm bank.

INDEX TER: AMF. Germplasm bank. Multiplication. Glomalina. Glomeromycota.
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1 INTRODUCAO

A micorriza do tipo arbuscular é considerada a simbiose mutualista mais antiga e
evoluida do reino Plantae (CORDEIRO et al.,, 2005; SCHWENDEMANN et al., 2009;
BUCKING et al., 2016). Essa relacdo simbidtica é estabelecida entre as raizes das plantas e os
fungos micorrizicos arbusculares (FMAS), caracterizada por uma perfeita integracdo funcional
entre as plantas e os FMAs (SMITH; READ, 1997; PARNISKE, 2008). Que resulta da troca
bidirecional e simultanea de metabdlitos e nutrientes entre o microssimbionte e a planta
hospedeira (SMITH; READ, 2008; PARNISKE, 2008; OEHL et al., 2009).

Os FMAs ocupam um importante nicho ecolégico e desempenha fungdes relevantes
para o equilibrio ambiental em é&reas nativas ou cultivadas (CORDEIRO et al., 2005;
PARNISKE, 2008; BUCKING et al., 2016). Ao contrario de outros grupos de
microrganismos, 0s FMAs sdo biotréficos obrigatérios e necessitam de uma raiz
metabolicamente ativa para estabelecer simbiose e completar seu ciclo de vida, renovando 0s
seus propagulos infectivos (SIQUEIRA; FRANCO, 1988; ALLEN, 1991; DECLERCK et al.,
2005). O biotrofismo obrigatorio limita a producdo de esporos dos FMAs em grande escala,
devido a dependénca de uma planta hospedeira para sua sobreviviéncia (SIQUEIRA,;
FRANCO, 1988; SELVAKUMAR et al., 2018).

A multiplicacdo dos FMAs ¢é realizada pelo cultivo in vitro de forma axénica usando
raizes transformadas e principalmente pela forma classica, em vasos de cultivo armadilha
utilizando plantas (DECLERCK et al., 1998; SELVAKUMAR, et al., 2018). O cultivo in
vitro permitu a multiplicacdo, producdo de propégulos viaveis, puros, livres de contaminacao,
em menor espacgo de tempo e eficiente na multiplicacdo dos FMAs de crescimento rapido que
estabelecem simbiose entre 3 a 4 dias (TISDALL et al., 1991; DALPE; SEGUIN, 2010). No
entanto, o cultivo in vitro também apresenta limitac6es ao crescimento dos FMAS no meio de
cultura, podendo reduzir o crescimento e a capacidade de colonizar as raizes. Por outro lado, a
multiplicagdo dos FMAs em vaso de cultivo armadilha utilizando substrato/solo é
amplamente utilizado principalmente por ser menos artificial e mais econdmico
(SELVAKUMAR et al., 2018), podendo atingir grandes quantidade de in6culos (DOUDS et
al., 2010) e elevada eficiéncia na colonizagdo micorrizicas das raizes das plantas
(SCHLEMPER; STURMER 2014).

O uso de plantas do género Urochloa para multiplicacdo de FMAs em banco de
germoplasma ja é bem difundido, no entanto, pouco se sabe sobre a interacdo entre este

hospedeiro e as diferentes espécies de FMASs, com relacdo ao tempo de colonizacéo
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micorrizica, producdo dos esporos e de proteina do solo relacionada a glomalina. Estudos
mostram que ha preferéncia entre FMAs e plantas hospedeiras, resultando numa variagdo na
multiplicacdo dos esporos e colonizagdo micorrizica (SIQUEIRA; FRANCO, 1988;
AHMAD; RADDAD, 1995; PARNISKE, 2008; SMITH; READ, 2008; SIQUEIRA et al.,
2010).

Diferentes FMAs podem apresentar comportamentos diversos ao colonizarem a
mesma espécie hospedeira, no tempo de estabelecimento da simbiose, multiplicacdo dos
propagulos infectivos, producdo de proteina do solo relacionada a glomalina e efeito no
crescimento vegatal. Portanto, o objetivo desse estudo foi avaliar a interagdo das diferentes
espécies de FMAs associadas com Urochloa brizantha (A. Rich.) Stapf, e analisar sua
influéncia no estabelecimento da simbiose, multiplicacdo dos esporos e na producédo de de

proteina do solo relacionada glomalina.



41

2 MATERIAL E METODOS

Este estudo foi conduzido em casa de vegetacdo com delineamento inteiramente
casualizado em parcelas subdividida no tempo, com seis tratamentos e cinco épocas de
avaliacdo, sendo: cinco espécies de FMAs (Tabela 1), o tratamento sem inoculagdo e cinco
épocas de avaliacdo (15, 30, 60, 90 e 120 dias ap0s a germinagao), com quatro repeticdes. As
especies de FMAs utilizadas nesse estudo (Tabela 1) estdo depositadas na colecdo de cultura
de FMAs do Departamento de Ciéncia do Solo/UFLA.

O substrato utilizado foi preparado com a mistura na proporgdo de 2:1 (v/v) de areia
lavada e um Latossolo Vermelho distrofico tipico (EMBRAPA, 2013), correspondente ao
Oxisol (SOIL SURVEY STAFF, 1999). A caracterizacdo quimica do substrato apresentou:
pH (4gua) = 5,4; H+Al= 2,9 cmol, dm™; Ca= 1,70 cmol, dm™; Mg = 0,10 cmol, dm™; K= 18
mg dm’®; P= 1,13 mg dm™®; MO= 2,11 dag kg™. O substrato foi autoclavado a 121 °C durante
1 h por 2 dias consecutivos, em seguida, foi acondicionado em vasos com capacidade para 1
kg.

Foi realizada a inoculacdo a 5 cm de profundidade no vaso, utilizando solo-in6culo
proporcional a fornecer a densidade de 150 esporos por vaso, além das hifas e raizes

colonizadas que também atuam como propagulos infectivos dos FMAs.

Tabela 1 - Espécies de FMAs utilizadas nesse estudo, identificadas por meio do cddigo de
depdsito na colecdo de cultura de FMAs da UFLA.

Espécies de FMAs Cadigos
Acaulospora colombiana  (Spain & Schenck) Kaonongbua, Morton & Bever 537 UFLA
Acaulospora longula Spain & Schenck 242 UFLA
Acaulospora morrowiae Spain & Schenck 467 UFLA
Gigaspora margarita Becker & Hall 252 UFLA
Paraglomus occultum (Walker) Morton & Redecker 438 UFLA

*As espécies foram todas multiplicadas em Urochloa decumbens e foram isoladas inicialmente do
Bioma Cerrado associadas ao género Urochloa.
Fonte: Da autora.

A semeadura foi realizada utilizando sementes de Urochloa brizantha (A. Rich.)
Stapf, as quais foram desinfestadas em solucéo de hipoclorito de sodio a 0,5 % (v/v) durante 5
min e lavadas com &gua destilada. Foram semeadas 20 sementes por vaso, realizando desbaste

15 dias apo6s a germinagdo mantendo 10 plantas por vaso. Durante a conducdo do experimento
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foram aplicados 20 mL da solugéo de Hoagland e Arnon (1950) em cada vaso, a cada 15 dias.
A solucéo nutritiva era composta de N, P e K nas concentracdes de 210 mg L™ de N, 234 mg
L™ de K e 15,05 mg L™ de P correspondente a 50 % da concentracdo do P recomendada. Os
vasos foram casualizados e mantendo o substrato com umidade considerando 60 % do volume
total de poro (VTP).

O estudo foi conduzindo até 120 dias com avaliagdes periddicas em cinco épocas
diferentes (15, 30, 60, 90 e 120 dias ap0s a germinacdo). Para cada epoca foram colhidos os
vasos e analisado: altura da planta (ALP), comprimento das raizes (CR), massa seca da parte
aérea (MSPA), massa seca da raiz (MSR), nimero de esporos (NE), coloniza¢do micorrizica
(COL) e producdo de proteina do solo relacionada a glomalina facilmente extraivel (PSRG).

O numero de esporos foi quantificado apds sua extracdo de 50 mL do substrato pela
técnica do peneiramento Umido (GERDEMANN; NICOLSON, 1963) e centrifugacdo em
agua e solucdo de sacarose (JENKINS, 1964). A contagem foi realizada diretamente em
placas reticuladas sob microscépio estereoscépico.

A colonizacdo micorrizica foi quantificada em amostras de 1g de raizes finas. As
raizes foram lavadas, diafanizadas com KOH (10%) e H,0,, acidificadas com HCI (1%) e
coradas com azul de Tripano em lactoglicerol (0,05%) (PHILLIPS; HAYMAN; 1970). A
quantificacdo das raizes colonizadas foi realizada pela técnica de intersecdo em placas
reticuladas (GIOVANNETTI; MOSSE, 1980; PHILLIPS; HAYMAN, 1970).

A concentracdo de proteina do solo relacionada a glomalina facilmente extraivel
(PSRG) foi determinada utilizando o método proposto por Wright e Upadhyaya (1998). Para
tanto, foi utilizada amostras de 1 g de solo adicionado 8 ml de solugdo de citrato de sodio (20
mM a pH 7,2), autoclavada por (121°C) por 30 minutos, seguida de centrifugacdo (3.200
rpm/20 minutos), sendo obtido o extrato da PSRG das amostras do solo e dos agregados
(WRIGHT; UPADHYAYA, 1998; BRADFORD, 1976). Em seguida, os sobrenadantes foram
quantificados em espectrofotdbmetro pelo método de Bradford, e determinado as
concentracdes de PSRG (mg g™* solo) utilizando a equacéo da curva padréo (Figura 1). A qual
foi obtida por meio da Albumina Bovina Sérica (BSA) como proteina padrdo purificada
(PURIN, 2005).
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Figura 1 - Curva padrdo obtida por meio de diferentes concentracdes (uUL) de Albumina
Bovina Sérica (BSA) como proteina padrdo. Sendo utilizado a equacgdo da curva
padrdo, para quantificar a producdo de proteina do solo relacionada a glomalina,
facilmente extraivel - PSRG.

1,4 -
s 0
(&)
S
€0
o
£ 04 1 y = 0,0082x + 0,481
< R2 =0,9915
0,2
0 l l ,
0 30 60 90

BSA (uL)

Fonte: Da autora.

De posse dos dados, foi realizada a normalizacdo da distribuicdo. Os dados de
colonizacdo micorrizica e namero de esporos foram transformados para Log (x+1). Em
seguida realizou-se a analise variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas por meio do

teste Tukey a 5 % de probabilidade, utilizando o software SISVAR (FERREIRA, 2011).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as espécies de FMAs apresentaram aumento no numero de esporos ao longo do
tempo de cultivo (Figura 2). No entanto, havendo variacdo na multiplicacdo dos esporos em
funcdo da espécie de FMA e da época de avaliacdo, com maior destaque para espécies do
género Acaulospora. Essa distingdo na resposta dos FMASs associada a mesma espécie
hospedeira é considerada comum, tendo em vista que a capacidade de esporulacdo é uma
caracteristica inerente a espécie de FMA, sendo afetada pelo hospedeiro apenas quando se
refere a compatibilidade e eficiéncia do sistema simbidtico (KLIRONOMOS et al., 2005;
PARNISKE, 2008).

Figura 2 - NUumero de esporos (NE) das diferentes espécies de FMAs associadas com U.
brizantha em funcdo do tempo de cultivo (15, 30, 60, 90 e 120 dias de cultivo).
(*) Apresenta diferenca significativa a 5% de probabilidade.
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Fonte: Da autora.

O maior potencial de multiplicacdo dos esporos em U. brizantha foi observado para A.
longula seguida por A. colombiana e A. morrowiae, produzindo aos 120 dias de cultivo 859,
755 e 228 esporos em 50 mL de substrato, respectivamente. O alto potencial de multiplicacdo
de esporos de A. longula em plantas de Urochloa também foi verificado em outros estudos
Coelho et al. (2014). Por outro lado, a menor multiplicacdo de esporos foi observada com G.
margarita e P. occultum, que apresentaram aos 120 dias de cultivo 73 e 34 esporos em 50 mL

de substrato, respectivamente (Figura 2). Esse resultado sugere que para o uso de U. brizantha
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como planta multiplicadora de G. margarita e P. occultum é necessario um periodo maior que
120 dias de cultivo, ou que essas espécies geralmente apresentam baixa esporulagdo, o que
particularmente pode ser verdade para G. margarita (OEHL et al., 2009). Ainda é possivel
que essas espécies ndo tenham se adaptado ao solo substrato utilizado, que apresentava pH 5,4
neste caso particularmente o P. occultum, que pode reduzir a dindmica de esporulacdo em
funcéo das variacOes de pH (acidez).

A densidade de esporos observado nesse estudo reforca a eficiéncia e o potencial de
adaptacdo das Acaulosporas, cuja maioria das espécies comumente apresenta elevado
potencial de multiplicacdo dos esporos, fato, que confere uma larga adaptacéo desse género as
variacbes do ambiente (OEHL et al., 2006). Contudo, espécies de Acaulospora sdo
consideradas mais agressivas no seu estabelecimento, formacdo da simbiose e multiplicacdo
dos propagulos infectivos (STURMER et al., 2006). Esse género ¢ muito comum em solos
brasileiros (STURMER et al., 2006; ASSIS et al., 2014) e a maioria das espécies sdo
largamente encontradas em solos de regides tropicais, distribuidas nos diferentes Biomas em
area nativas e cultivadas (CARNEIRO et al., 2015; MIRANDA et al., 2008; MOREIRA,;
SIQUEIRA, 2006; FERREIRA et al., 2012; STURMER; SIQUEIRA, 2011).

A dindmica de esporulagdo em funcdo do tempo verificada nesse estudo evidencia-se
os efeitos distintos dos FMAs quando associados com a mesma espécie de planta, que
mostrou uma maior ou menor atividade ao longo dos quatro meses do estudo. Esta variacéo
sugere que é necessario um maior periodo de cultivo, para que ocorra a maxima multiplicacédo
para algumas espécies ou que alguns FMAs ndo se adaptaram &s condi¢cfes desses estudos,
por meio do substrato ou da planta hospedeira, ou ainda que o periodo do ano ndo era
adequado para sua esporulacgéo.

O comportamento observado reforca a necessidade de mais conhecimento sobre a
interacdo simbidtica dos diferentes FMAs associadas a mesma espécie vegetal,
particularmente as espécies “multiplicadoras” do género Urochloa. Isto fornecera subsidio
para um melhor manejo do solo em pastagens ou para producdo de inoculantes e para
manutencdo de colecdes de cultura de FMAs em banco de germoplasma, ou mesmo para uso
de “cultivo armadilha”, quando se desenvolve estudos de levantamento de espécies de FMAs
em amostras de campo.

A elevada densidade de esporo normalmente resulta em uma maior colonizagéo
micorrizica. Esse resultado foi verificado no presente estudo, no qual a inoculagdo com A.
colombiana alcancou a méxima coloniza¢do micorrizica (30%) em menos tempo de cultivo

aos 76 dias ap6s a germinacdo (Figura 3). Seguida pela A. longula, com 34,6 % de
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colonizacdo aos 96 dias de cultivo, A. morrowiae com 32 % aos 120 dias, P. occultum com
26,9 % aos 112 dias e G. margarita com 16,2 % de coloniza¢do micorrizica aos 120 dias de
cultivo.

Esses resultados mostram as diferencas das espécies de FMAs quanto ao
estabelecimento da simbiose funcional com U. brizantha. Com destaque para A. colombiana
que apresentou a maxima colonizacdo em menos tempo de cultivo. Por outro lado, a menor

colonizacao foi verificada para G. margarita aso 120 dias.

Figura 3 - Colonizacdo micorrizica (COL) das diferentes espécies de FMAs, associadas com
U. brizantha em funcdo do tempo de cultivo (15, 30, 60, 90 e 120 dias de cultivo).
(*) Apresenta diferenca significativa a 5% de probabilidade.
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Fonte: Da autora.

As espécies de FMAs apresentam diferentes estratégias de colonizacdo, conforme a
espécie hospedeira, as condi¢cdes de cultivo e &s caracteristicas de cada espécie de FMAs
(potencial de propagulos infectivos e quantidade de tubos germinativos por esporos)
(SIQUEIRA; KLAUBERG-FILHO, 2002; PARNISKE, 2008; STURMER; SIQUEIRA,
2013). Isto foi verificado no presente estudo, onde U. brizantha, mesmo sendo considerado
um género que se associa a grande diversidade de FMAs apresentou variacdo na esporulacao
e na colonizagdo dos FMAs ao longo do tempo. Fato verificado para inoculacdo com P.

occultum, que apresentou inicialmente baixa esporulagdo, mas alcangou 73 esporos em 50 ml
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de substrato aos 112 dias, mostrando evolucéo do potencial de propégulos infectivos inclusive
com aumento da colonizagdo micorrizica para 27% aos 112 dias de cultivo (Figura 3). Ja para
G. margarita, estudos mostram que a germinacao dos esporos ocorre naturalmente de forma
mais lenta, sendo necessario por vezes um periodo de “dorméncia” dos esporos no solo
(GAZEY et al. 1993; OEHL et al. 2009). No entanto, no presente estudo néo se verificou a
“dorméncia” para G. margarita, uma vez que se utilizou de solo-indculo para sua inoculagéo,
onde h& uma mistura de esporos de diferentes idades e outros tipos de propagulos infectivos.
Outros estudos também tem relatado que diferentes espécies de FMAs apresentam
comportamentos distintos quando associados a mesma espécie vegetal, contudo, contribuindo
de forma diferente para o crescimento das plantas (HEIJDEN et al., 1998).

Para as avaliagcdes de crescimento da U. brizantha no geral foi verificado maior efeito
da inoculacdo com A. colombiana e A. longula (Tabela 2). As plantas de U. brizantha
apresentaram um incremento de MSPA de até 91,1 % quando inoculadas com A. longula e de
47,08 % para A. colombiana aos 120 dias de cultivo, quando comparadas as plantas nédo

inoculadas.
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Tabela 2 - Altura (ALP), comprimento de raizes (CR); massa das raizes secas (MSR) e massa
da parte aérea seca (MSPA) de U. brizantha inoculada com diferentes espécies de
FMAs e tratamento sem inoculacédo (S/FMAS) ao longo do tempo de cultivo (15,
30, 60, 90 e 120 dias).

Tempo (dias)

. 15 30 60 90 120
Espécies
ALP (cm)
A. colombiana 5,90 Ad 6,77 Ad 8,77Ac 10,43Ab 13,99Aa
A. longula 5,65Ac 6,57 Ac 8,00Ab  9,17Ab 14,91Aa

A. morrowiae 5,57Ac 6,70 Ac 8,62Ab 9,49Ab 11,74Ba
P. occultum 5,74Ac 6,73 Ac 8,05Ah 8,38Bb 11,49Ba
G. margarita 4,90Ac  6,08Ac 6,76Bb  7,66Bb 9,82Ba

SIFMAs 4,65Ad  6,08Ac 6,78Bc  7,95Bb 10,45Ba
Espécies CR (cm)

A. colombiana 19,45Aa 14,99Aa 19,45Aa 19,99Aa 24,74Aa

A. longula 13,91Bb 14,87Ab  16,62Ab 18,08Aa 23,08Aa

A morrowiae  19,00Ab 19,25Ab  21,16Ab 26,16Aa 27,08Aa
P occultum  16,70Ab 18,79Ab  21,99Ab 22,66Aa 27,66Aa
G.margarita  12,49Bb 1599Ab 17,58Ab 20,99Aa 24,83Aa

S/IFMAs 11,60Bb 1558Ab 15,62Ab 19,21Aa 20,62Ba
Espécies MSR (g vaso?)

A. colombiana 0,051Ac 0,253Ac 0,373Bc 0,610Ab 1,003Aa

A. longula 0,154Ac 0,394Ac 0,711Ab 0,814Ab 1,205Aa

A. morrowiae 0,333Ab 0,333Ab  0,420Bb 0,670Aa 0,818Ba
P. occultum 0,111Ac 0,308Ab 0,351Bb 0,495Ab 0,805Ba
G. margarita 0,238Ab 0,238Ab 0,345Bb 0,464Aa 0,672Ba

S/EMAS 0,055Ab 0,238Ab 0,275Bb 0,527Aa 0,637Ba
Espécies MSPA (g vaso?)

A. colombiana 0,198Ac 0,449Ac 0,739Ab 0,831Ab 1,340Aa

A. longula 0,223Ad 0,402Ad 0,711Ac 1,039Ab 1,480Aa

A. morrowiae  0,175Ac 0,436Ac 0,648Ab 0,725Bb 1,131Aa
P. occultum 0,245Ac 0,398Ac 0,586 Ac 0,841Bb 1,212Aa
G. margarita  0,152Ab 0,334Ab  0,485Aa 0,553Ba 0,593Ba
S/IFMAs 0,127Ab 0,275Ab  0,643Aa 0,674Ba 0,771Ba

*As médias seguidas de mesmas letras maitsculas nas colunas e minusculas nas linhas, ndo diferem
pelo teste Tukey a 5% de significancia.

Fonte: Da autora.

Todas as espécies de FMAs inoculadas exceto G. margarita apresentaram incrementos
na MSPA aos 120 dias de cultivo. No geral, 0 menor efeito no crescimento e desenvolvimento
das plantas de U. brizantha foi verificado para a inoculagdo de G. margarita (Tabela 2). Isto

possivelmente esta relacionado a uma menor adaptagdo de G. margarita a espécie U.
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brizantha ou ao substrato empregado, verificando baixa eficiéncia do funcionamento da
simbiose pela menor colonizagdo micorrizica.

Por outro lado, a inoculacdo com A. longula e A. colombiana promoveu maior altura e
massa seca das raizes (MSR) de U. brizantha, aos 120 dias de cultivo. A altura e massa seca
das raizes sdo variaveis importantes, por contribuir com a cobertura do solo e com o aporte de
carbono orgéanico no solo, principalmente em solos tropicais, onde a erosédo e taxa de
decomposicdo da matéria organica ocorrem de forma muito mais acentuada (LAL; LOGAN,
1995).

Carneiro et al. (1999) também verificaram incremento na producdo de massa das
raizes de Urochloa decumbens, em &reas degradadas, quando inoculadas com FMAS, cujo o
incremento passou de 3,5 Mg para 26,7 Mg de raizes ha™. A capacidade dos FMAs em
promover o crescimento do género Urochloa é outro aspecto importante, pois, ocorre
aumento da biomassa foliar proporcionando uma maior atividade fotossintética (aumento na
fixacdo CO, atmosférico), favorecendo o acumulo de carbono orgéanico por meio da producéo
de raizes, e com isso, aumentando o fluxo e ciclagem de nutrientes no sistema solo/planta
(WANG et al.,, 2016). Além disso, 0s incrementos em massa seca parte aérea € uma
caracteristica desejavel, tendo em vista a importancia do género Urochloa na formacéo de
pastagens/forragens para alimentagdo animal.

A inoculacdo dos diferentes FMAs também apresentaram comportamentos distintos
para 0 aumento da concentracdo de glomalina (PSRG) ao longo do tempo de cultivo (Figura
4). Havendo maior destaque para inoculacdo com as espécies de Acaulospora, sendo
verificado um acréscimo de até 40 % para A. longula, A. colombiana e P. occultum, e de 25 e
19% para A. morrowiae e G. margarita, quando comparadas ao solo ndo inoculado, cuja
concentracdo era de 2,67 mg g™ de solo. O teor de PSRG aos 120 dias de cultivo, variou de
3,74 mg gt a 3,30 mg g™ de solo respectivamente para as espécies de A. longula e G.
margarita que apresentaram a maior e menor concentracdo de PSRG (Figura 4).

O comportamento observado na figura 4 para a PSRG nas amostras do solo, onde néo
houve inoculacdo para as plantas de Urochloa é considerdo um resultado esperado, na medida
em que, mesmo sendo recalcitrante a glomalina sofre degradagéo ao longo do tempo por
fatores diversos no solo. As permanéncias da glomalina no solo dependem da intensidade dos

processos que ocorrem no ambiente, cuja meia vida pode ocorrer de 7 a 42 anos.
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Figura 4 - Produgdo de proteina do solo relacionada a glomalina facilmente extraivel (PSRG),
produzida pelas diferentes espécies de FMASs, associadas com U. brizantha,
avaliadas ao longo do tempo de cultivo (15, 30, 60, 90 e 120 dias). (*) Apresenta
diferenca significativa a 5% de probabilidade.

4,4
® A. colombiama y = 7E-05x2 + 0,0001x + 2,7751 R? = 0,9981*
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Fonte: Da autora.

Esses incrementos na concentracdo de PSRG representam um acréscimo de 1000 kg
ha™ para G. margarita e 2.140 kg ha™ para A. longula. O acimulo da concentragdo dessas
glicoproteina no solo é importante devido a sua elevada capacidade de reter carbono organico
no solo, contribuindo para reducdo da emissdo de CO,, auxiliando o maior aporte de C e N na
fragdo organica do solo (RILLIG et al. 2001; CORNIS, 2002; WRIGHT; NICHOLS, 2002).
Portanto, do ponto de vista pratico, a PSRG representa uma importante entrada de C organico
no sistema, que favorece o aumento da diversidade e atividade bioldgica, contribuindo para
melhoria da estrutura e qualidade do solo.

No geral, a inoculagdo com A. longula apresentou a melhor resposta ao longo do tempo
para 0 numero de esporos, elevado incremento ha MSR com até 89 % e MSPA com 91 % e
para PSRG com um acréscimo de 40 %, o que representa um actimulo de até 2.140 kg ha™ de
glomalina. Nesse estudo, foi verificado resultados distintos da inoculagcdo dos diferentes
FMAs associados as plantas de U. brizantha, para as variaveis analizadas ao longo do cultivo.
O uso de espécies do género Urochloa como planta multiplicadora de FMAs ja é

amplamente conhecido, no entanto, ainda € incipiente o volume de informacdo que estuda as
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interacOes dos diferentes FMAS para colonizagdo micorrizica e multiplicacdo de esporos em
colecdo de culturas de FMAs. Portanto, os resultados do presente estudo indicam que ha
necessidade de mais informacdo, referente a compreensdo das relagdes simbioticas entre as
diferentes espécies de FMAs associados ao mesmo hospedeiro. E que esses dados possa
contribuir para otimizar a multiplicacdo e manutencdo das diferentes espécies de FMAS

associadas ao género Urochloa.
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4 CONCLUSOES

A A. colombiana apresentou a maior coloniza¢cdo micorrizica em menos tempo de
cultivo, atingindo a estabilizacéo aos 76 dias.

A U. brizantha foi mais eficiente para multiplicacdo dos esporos de A. longula e A.
colombiana com 120 dias de cultivo.

Para A. morrowiae, P. occultum e G. margarita é necessario um tempo maior que 120
dias de cultivo, para o estabelecimento da simbiose.

A G. margarita apresentou baixo nimero de esporos, colonizagdo micorrizica, menor
teor de glomalina e efeito no crescimento das plantas de U. brizantha

A G. margarita e P. occultum ndo atingiram a méaxima colonizacdo micorrizica e
densidade de esporos, indicando ser necessario um periodo maior que 120 dias para

multiplicacdo desses FMASs associados a U. brizantha.
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RESUMO

A estrutura é uma das propriedades mais importantes do solo, composta pelo arranjo das
particulas e do espago poroso entre elas formando os agregados, 0s quais compdem a estrutura
do solo. Esses sdo influénciados pelas relacfes ecoldgicas que exercem efeito importante na
melhoria e equilibrio das areas cultivadas. Entre as relacdes ecoldgicas existentes, destacam-
se os fungos micorrizicos arbusculares (FMAS) que auxiliam no processo de formacgédo e
estabilidade de agregados do solo. Nesse contexto, o objetivo desse estudo foi avaliar a
inoculacdo de diferentes FMAs associados com Urochloa brizantha (A. Rich.) Stapf e seus
efeitos na estabilidade de agregados do solo. O estudo foi conduzido em casa de vegetacéo,
utilizando Latossolo Vermelho distrofico (LVd) e areia lavada, na proporgdo de 2:1 (v/v).
Para tanto, foram utilizados sete tratamentos: cinco FMAs (Acaulospora colombiana,
Acaulospora longula, Acaulospora morrowiae, Paraglomus occultum e Gigaspora
margarita) associados com U. brizantha; os tratamentos com planta sem inoculacdo e com
apenas o solo, em delineamento inteiramente casualizado com 5 repeti¢des. O experimento foi
conduzido durante 180 dias, avaliando: o comprimento raiz (CR), massa seca parte aérea
(MSPA) e raiz (MSR); o numero de esporo (NE); colonizagdo micorrizica (COL);
comprimento do micélio extrarradicular (CM); producdo de proteina do solo relacionada a
glomalina facilmente extraivel (PSRG), no solo e nas classes (interior) de agregados; a
estabilidade de agregados via seco (s) e imerso em agua (u), através do diametro médio
geométrico (DMG) e diametro médio ponderado (DMP) e o Indice de Estabilidade de
Agregados do solo (IEA). Foi observado incrementos na MSPA para inoculacdo com A.
longula, A. morrowiae e P. occultum, maior NE para A. longula e menor COL para G.
margarita, ndo havendo efeito dos FMAs para CR e MSR. A inoculacdo com A. colombiana
apresentou o maior CM, DMGu e producgdo de PSRG no agregados com @>2,0mm, e para A.
colombiana e A. morrowiae nos agregados com @<0,105mm, quando comparadas ao
tratamento sem inoculacdo. Ndo havendo influéncia dos FMAs para PSRG nos agregados
com 2,0>0>0,25mm e nas amostras do solo. Foi verificado uma contribuicdo importante das
raizes de U. brizantha para o IEA, cujo a¢do das raizes é pontencializada pela inoculagcdo com
FMAs. Esses resultados mostram o efeito importante que a simbiose micorrizica exerce no
processo de formacao e estabilidade dos agregados do solo.

Palavras-chave: FMAs. Urochloa brizantha. Micélio extrarradicular. Agregacao. Estrutura.
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ABSTRACT

He structure is one of the most important properties of the soil, composed of the arrangement
of the particles and the porous space between them forming the aggregates, which make up
the structure of the soil. These are influenced by ecological relationships that have an
important effect on the improvement and balance of cultivated areas. Among the existing
ecological relationships, arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) are important to assist in the
formation and stability of soil aggregates. In this context, the objective of this study was to
evaluate the inoculation of different AMF associated with Urochloa brizantha (A. Rich.)
Stapf and their effects on soil aggregate stability. The study was conducted in a greenhouse,
using Latossolo Vermelho distréfico (LVd) and washed sand, in a ratio of 2: 1 (v / v). Seven
treatments were used: five FMAs (Acaulospora colombiana, Acaulospora longula,
Acaulospora morrowiae, Paraglomus occultum and Gigaspora margarita) associated with U.
brizantha; treatments with no inoculation and with soil only, in a completely randomized
design with 5 replicates. The experiment was conducted during 180 days, evaluating: root
length (CR), aerial dry mass (MSPA) and root (MSR); spore number (NE); Mycorrhizal
colonization (COL); extrarradicular mycelium length (CM); production of soil protein related
to easily extractable glomalin (PSRG), in the soil and in the (interior) classes of aggregates;
the stability of aggregates through dry (s) and immersed in water (u), through the geometric
mean diameter (DMG) and weighted average diameter (WMD) and the Soil Aggregate
Stability Index (IEA). Increases in MSPA were observed for inoculation with A. longula, A.
morrowiae and P. occultum, higher NE for A. longula and lower COL for G. margarita, with
no effect of FMAs for CR and MSR. The inoculation with A. colombiana presented the
highest MC, DMG and PSRG production in the aggregates with @> 2.0mm, and for A.
colombiana and A. morrowiae in the aggregates with @ <0.105mm, when compared to the
treatment without inoculation. There was no influence of the FMAs for PSRG in the
aggregates with 2.0> >0.25 mm and in the soil samples. An important contribution of the
roots of U. brizantha to the IEA was verified, whose root action is potentialized by
inoculation with FMAs. These results show the important effect that mycorrhizal symbiosis
exerts on the formation process and stability of the soil aggregates.

Keywords: FMAs. Urochloa brizantha. Extraradicular mycelia. Aggregation. Structure.
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1 INTRODUCAO

A estrutura é considerada uma das propriedades mais importantes do solo, por ser
determinante do desenvolvimento das plantas e da atividade e equilibrio da biota, resultando
numa influéncia direta na qualidade do solo (MARSHALL, 1962; LEHMANN et al., 2017).
A formagdo da estrutura envolve processos diferentes e complementares, que sdo resultado
das interacdes dos agentes cimentantes e floculantes com as particulas solidas do solo
(CHAVES; CALEGARI, 2001). O arranjo das particulas e do espaco poroso entre elas
formam os agregados, os quais compdem a estrutura do solo (MARSHALL, 1962;
LEHMANN et al., 2017).

Uma boa estrutura fornece bases solidas para o armazenamento e estabilidade do
carbono organico do solo. Apresentam agregados estaveis e poros, com tamanhos e formas
diferentes, que favorecem a aeracdo do solo, 0 armazenamento e circulacdo de agua. Tem,
portanto, controle dos processos erosivos, maior disponibilidade de nutrientes/fertilidade e
permite o estabelecimento de relacfes ecoldgicas diversas (SIQUEIRA et al., 1994; BASTOS
et al., 2005; LEHMANN et al., 2017). A melhor estrutura do solo favorece o crescimento das
raizes eo aumento da atividade bioldgica e este ciclo se perpetua por meio da liberacdo de
exsudatos ou da morte das raizes e microrganismos, que resulta na entrada de agentes
cimentantes humicos, polissacarideos, hemicelulose, glomalina, etc. fortalecendo o0s
agregados do solo (TISDALL; OADES, 1982; RILLIG et al., 2010; LEHMANN et al., 2017).

O papel da atividade microbiana na estabilidade de agregado, associado aos beneficios
gue 0s microrganismos excercem no crescimento das plantas, tém contribuido para aumentar
0 interesse da inoculagdo de grupos microbianos, visando a melhoria da estabilidade dos
agregados nos solos agricolas e a promocao do crescimento vegetal. Entre esses grupos de
microrganismos destacam-se 0s fungos micorrizicos arbusculares (FMAS) que exercem
efeitos importantes na dinamica de formacdo e estabilizacdo dos agregados e promove
acentuados beneficios nutricionais, de suporte a estresses diversos e promog¢ado de crescimento
as plantas (ALLEN, 1991; SIQUEIRA et al., 1994; MOREIRA; SIQUEIRA, 2006;
PARNISKE, 2008).

A influéncia dos FMAs na agregacdo € atribuida principalmente as hifas
extrarradiculares e a producdo de glomalina (SIX et al., 2004; PURIN; RILLIG 2007,
PARNISKE, 2008; LEHMANN et al., 2017). As hifas favorecem a agregacdo atraves
da orientagdo das particulas de argila durante o crescimento dos micélios fungicos, pela

cimentacdo destas particulas com a exsudagdo de polissacarideos e glomalina e pelo efeito
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(mecénico) de pressao e enredamento das particulas formando microestrutura/microagregados
adjacente aos micélios (DORIOZ etal., 1993; RILLIG, 2004; BEDINI et al., 2009;
SIQUEIRA et al., 2010). Desta forma, as hifas extrarradiculares sdo consideradas a principal
“propriedade” dos FMAs que contibui para a formag¢ao dos agregados e estabilidade estrutural
do solo (SIX et al., 2004; PURIN; RILLIG 2007; LEHMANN et al., 2017; RILLIG et al.,
2017).

O crescimento e extensdo das hifas fungicas e a producao de glomalina dependem das
especies de FMAs envolvidas, a medida que diferentes espécies podem produzir micelios
extrarradiculares e glomalina de tamanhos e quantidades distintas (OEHL et al., 2009; HART;
READER, 2002). Essas caracteristicas estdo relacionadas as diferencas intrinsecas das
espécies de FMAs e aos efeitos da planta e do ambiente sobre elas (WRIGHT; NICHOLS,
2002; HART; READER, 2002; SOUSA et al., 2012; PIOTROWSKI et al., 2004,
ENKHTUYA; VOSATKA, 2005; KLIRONOMOS et al., 2005.

Nesse contexto, 0 objetivo desse estudo foi avaliar a inoculacdo de diferentes espécies
de fungos micorrizicos arbusculares (FMASs) associadas com Urochloa brizantha (A. Rich.)

Stapf e seus efeitos na estabilidade de agregados do solo.
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2 MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido em casa de vegetacdo do Departamento de Ciéncia do Solo da
Universidade Federal de Lavras — UFLA, em delineamento inteiramente casualizado (DIC)
com sete tratamentos: sendo cinco espécies de FMAs (Acaulospora colombiana, Acaulospora
longula, Acaulospora morrowiae, Paraglomus occultum e Gigaspora margarita); o
tratamento com planta sem inoculacao e o tratamento com apenas 0 solo (sem plantas e sem
inoculacdo), com 5 repeti¢cdes. O tratamento com auséncia de plantas foi utilizado para avaliar
o efeito positivo da presenca das raizes (associdas ou ndo a inoculagéo) sobre a agregacgédo do
solo. As espécies de FMAs utilizadas nesse estudo estdo depositadas na colecéo de culturas de
FMAs do Departamento de Ciéncia do Solo/UFLA.

O substrato utilizado nesse estudo foi preparado com a mistura na proporcao de 2:1
(v/v) de areia lavada e um Latossolo Vermelho distrofico tipico (EMBRAPA, 2013),
correspondente ao Oxisol (SOIL SURVEY STAFF, 1999). A caracterizagdo quimica do
substrato apresentou: pH (agua) = 5,4; H+Al= 2,9 cmol, dm™; Ca= 1,70 cmol, dm™; Mg =
0,10 cmol, dm™; K= 18 mg dm™; P= 1,13 mg dm™; MO= 2,11 dag kg*. E para andlise fisica
foi observado uma textura argilosa com 41 dag kg™ da fracdo argila, 53 dag kg™ da fracdo
areia e 6 dag kg™ da fracéo silte. O substrato foi autoclavado a 121 °C durante 1 h por 2 dias
consecutivos, em seguida, foi acondicionado em vasos com capacidade para 1 kg.

Foi realizada a inoculacdo a 5 cm de profundidade no vaso, utilizando solo-in6culo
proporcional a fornecer a densidade de 150 esporos por vaso, além das hifas e raizes
colonizadas que também atuam como propagulos infectivos do FMAs. A semeadura foi
realizada utilizando sementes de Urochloa brizantha (A. Rich.) Stapf, as quais foram
desinfestadas em solucdo de hipoclorito de sodio a 0,5 % (v/v) durante 5 min, lavadas com
agua destilada. Foram semeadas 20 sementes por vaso, realizando desbaste 15 dias apos a
germinacdo mantendo 10 plantas por vaso. Durante a conducdo do experimento foram
aplicados 20 mL da solugdo de Hoagland e Arnon (1950) em cada vaso, a cada 15 dias. A
solucdo nutritiva era composta de N, P e K nas concentracdes de 210 mg L™ de N, 234 mg L™
de K e 15,05 mg L™ de P correspondente a 50 % da concentracdo do P recomendada. Os
vasos foram casualizados e mantendo o substrato com umidade considerando 60 % do volume
total de poro VTP.

O estudo foi conduzindo durante 180 dias, sendo realizadas avaliagdes no solo e nas
plantas, analisando: comprimento raiz (CR), massa seca parte aérea (MSPA) e raiz (MSR),

numero de esporos (NE); colonizacdo micorrizica (COL); comprimento do micelio



63

extrarradicular (CM); producdo de proteina do solo relacionada & glomalina facilmente
extraivel (PSRG), no solo e nas classes (interior) de agregados; a estabilidade de agregados,
por meio do didmetro médio geométrico (DMG) e didmetro médio ponderado (DMP) e o
Indice de Estabilidade de Agregados do solo (IEA).

O ndmero de esporos foi quantificado apds sua extracdo de 50 mL do su bstrato pela
técnica do peneiramento Umido (GERDEMANN; NICOLSON, 1963) e centrifugaces em
agua e solucdo de sacarose (JENKINS, 1964). A contagem foi realizada diretamente em
placas reticuladas em estereoscopico.

A colonizagdo micorrizica foi quantificada em amostras de 1g de raizes finas. As raizes
foram lavadas, diafanizadas com KOH (10%) e H,0,, acidificadas com HCI (1%) e coradas
com azul de Tripano em lactoglicerol (0,05%) (PHILLIPS; HAYMAN, 1970). A
quantificacdo foi pela técnica de intersecdo em placas reticuladas (GIOVANNETTI; MOSSE,
1980; PHILLIPS; HAYMAN, 1970).

A quantificacdo do comprimento do micelio extrarradicular (CM) do solo, foi
determinada pelo método proposto por Melloni e Cardoso (1999). Para tanto, foram utilizados
10 g de solo suspendido num volume de 1,5 L de agua, em seguida o sobrenadante foi
transferido para peneiras sobrepostas (710 ¢ 180 um). O extrato obtido foi agitado em
liquidificador durante 30 s na menor velocidade, deixado em repouso por 2 min, retirada uma
oliquota de 500 mL do sobrenadante e filtrada novamente em peneira de 45 um. O extrato
obtido foi coletado utilizando agua destilada num volume de 11 mL, em seguida retirado uma
oliquota de 5 mL do extrato, adicionado 5 mL de uma solucdo de diacetato de fluoresceina-
FDA por 5 min, e corada por 10 min com 2 mL de Azul de Tripan 0,05 % (aquecido por 15 s
em micro-ondas). Em seguida submetida a filtragem a véacuo (em conjunto Kitassato)
utilizando membrana de triacetato de celulose, com didametro de 4,7 mm e porosidade de 0,45
um. Logo apds, foi realizada a avaliagdo em microscopio utilizando um aumento de 50x.

O comprimento do micélio foi determinado utlizando a equacéo a seguir:

C =[(0,23562 x N) / (10-U)]

Onde,
C = comprimento de micélio no solo seco (m g™ de solo);
N = soma do numero de intersecdes entre as hifas verticais e linhas horizontais do
gride, €;

U = umidade da amostra de solo (g de agua).
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A concentracdo de proteina do solo relacionada a glomalina facilmente extraivel —
PSRG foi determinada utilizando o método proposto por Wright e Upadhyaya (1998). Para
tanto, foi utilizada amostras de 1 g de solo adicionado 8 ml de solucéo de citrato de sodio (20
mM a pH 7,2), autoclavada por (121°C) por 30 minutos, seguida de centrifugagdo
(3.200rpm/20 minutos), sendo obtido o extrato da PSRG das amostras do solo e dos
agregados (WRIGHT; UPADHYAYA, 1998; BRADFORD, 1976). Em seguida, os
sobrenadantes foram quantificados em espectrofotdometro pelo método de Bradford, e
determinado as concentracdes de PSRG (mg g solo) utilizando a equacéo da curva padréo
(Figura 1). A qual foi obtida por meio da Albumina Bovina Sérica (BSA) como proteina
padrdo purificada (PURIN, 2005).

Figura 1 - Curva padrdo obtida por meio de diferentes concentragcdes (uL) de Albumina
Bovina Sérica (BSA) como proteina padrdo. Sendo utilizada a equacédo da curva
padrdo, para quantificar a producdo de proteina do solo relacionada a glomalina,
facilmente extraivel - PSRG.
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Fonte: Da autora.

A estabilidade dos agregados do solo foi determinada segundo Kemper e Chepil (1965),
utilizando os parametros de didmetro médio geometrico (DMG) e didametro médio ponderado
(DMP). Para tanto, foi determinado a distribuicdo de agregados do solo, utilizando os
métodos indiretos: através do peneiramento dos agregados pré-umedecimento (via Umida) e o
método de peneiramento dos agregados secos (via seco). Esses métodos permitem inferir
sobre os efeitos da eroséo edlica (via seca) e da erosdo hidrica (via imida) na estabilidade dos

agregados que influenciam na estrutura do solo.
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Para determinacdo do tamanho dos agregados, o solo foi previamente seco ao ar e
peneirado em malha de 8,0 e 4,76 mm. Em seguida, os agregados retidos na malha de 4,76
mm foram pesados 25 g e utilizados para determinacdo do DMG e DMP. As amostras foram
submetidas ao pré-umedecimento (via Umida) durante 15 min, antes do procedimento de
“fracionamento” dos agregados. O solo com e sem 0 pré-umedecimento foi adicionado no
conjunto de peneiras de malhas (@ >2,0; 2,0>0>0,25 e <0,105mm), adaptado a um
dispositivo mecanico de vibracdo (Solo Teste PBX 289-0211SP), segundo a metodologia de
Yoder (1936). O material retido em cada peneira foi classificado em macroagregados (&
>2,00mm), mesoagregados (2,0>0>0,25mm), e microagregados (&<0,105mm), partir dos
quais foram determinados o DMG, DMP e o IEA.

O DMG e DMP foram obtidos em (mm) utilizando as seguintes equacdes (KEMPER;
CHEPIL, 1965), onde X; é diametro médio das classes (mm) e W; é a propor¢do de cada

classe em relacdo ao peso total (%):

DMP = Zi_; (x;.w,) DMG = exp [—Zi=1wi logx‘]

n .
o Wi

Ap0s esses procedimentos fracionamento do solo, os agregados retidos nas peneiras de
malhas (@>2,0mm) macroagregados, (2,0>0>0,25mm) mesoagregados ¢ (@<0,105mm)
microagregados, foram utilizados para a determinacdo do teor de PSRG facilmente extraivel
do interior dos agregados.

E para o indice de Estabilidade de Agregados utilizou-se a seguinte equagéo, de acordo
com Silvia e Mielniczuk (1997).

Em que:
IEA = indice de estabilidade de Agregados;
DMPu = Diametro médio ponderado, obtido pelo peneiramento imido (mm);

DMPs = Diametro médio ponderado, obtido pelo peneiramento seco (mm);

De posse dos dados, foi realizada a normalizacdo da distribuicdo. Os dados de

colonizagdo micorrizica e numero de esporos foram transformados para Log (x+1). Em
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seguida realizou-se a analise variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas por meio do
teste Tukey a 5 % de probabilidade, utilizando o software SISVAR (FERREIRA, 2011).



67

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi observada uma variacdo na resposta da inoculacdo dos diferentes FMAS
associados as plantas de U. Brizantha, fato que indica que a eficiéncia simbidtica depende da
interacdo fungo/planta e das caracteristicas intrinsecas de cada espécie de FMAs
(KLIRONOMOS et al., 2005; PARNISKE, 2008). As caracteristicas de cada espécie flngica,
confere um maior ou menor feito do FMASs associados a mesma espécie vegetal, seja por
meio do grau de dependéncia micorrizica da espécie hospedeira, da qualidade e quantidade
dos exsudatos liberados pelas plantas, ou ainda da fisiologia do FMAs (KLIRONOMOS,
2003; SILVEIRA; CARDOSO, 2004; OEHL et al., 2006; CAVALCANTE et al., 2009).

O resultado do presente estudo, mostra que houve efeitos distintos da inoculacdo com
os diferentes FMAs para producdo de massa seca parte aérea (MSPA), colonizagdo
micorrizica (COL) e nimero de esporos (NE) (Tabela 1). Por outro lado, ndo houve resposta
da inoculacdo para o comprimento (CR) e massa seca das raizes (MSR). Nesse estudo foi
observada maior resposta para as espécies do Género Acaulospora seguido pelo P. occultum.
Normalmente, tem sido verificado uma melhor interacdo da inoculacdo com espécies de
Acaulospora, que estd relacionado com a ampla capacidade de adaptacdo do género as
diferentes condicgoes de cultivo (OEHL et al., 2006; STURMER; SIQUEIRA, 2011; ASSIS
et al., 2014; FERREIRA et al., 2012). Portanto, a inoculacdo com espécies do género
Acaulospora geralmente sdo mais responsivas, e excercem efeitos diversos nas diferentes

especies vegetais e no solo.

Tabela 1 - Avaliacdo da inoculacdo para: crescimento raiz - CR; massa seca raiz - MSR;
massa seca parte aérea — MSPA; numero de esporos - NE e colonizagdo
micorrizica das raizes — COL. De U. Brizantha, inoculadas com diferentes
espécies de FMAs.

CR MSR MSPA NE COL

FMAs cm (g vaso™) (gvaso™®) 50 dm?> (%0)
A. colombiana 13,680a 1,751a 1,757Db 41 c 24,80 a
A. longula 14966a 1,428 a 2,281 a 423 a 33,80 a
A. morrowiae 14,200a 1,726a 2,200a 36¢C 21,80 a
P. occultum 14,866a 1,340a 2,290a 138 b 30,00 a
G. margarita 12,790a 1,452a 1,469Db i10d 5,40 b
S/FMAs 11,800a 1,421a 1,494b (0] ¢}
S/plantas 0 --------- memmoom oeeom ommeeem oo

CV (20) 14,49 30,21 24,57 14,06 8,7

As médias seguidas de mesma letra ndo diferem pelo teste Tukey a 5% de significancia.
Fonte: Da autora.
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A micorriza favorece a maior absor¢do de nutrientes, disponibilizando-os para as
plantas e contribuindo para o incremento de nutriente parte aérea e raiz (CARNEIRO et al.,
1999; SIQUEIRA et al., 2010; COSTA et al., 2012). A biomassa é resultante do aumento da
atividade fotossintética das plantas, que favorece a absorcdo de nutrientes da solucao do solo e
o acumulo de carbono e nutrientes na biomassa vegetal (parte aérea e raiz) (MONTANEZ,
2005). A formacdo de biomassa e 0 acumulo e nutrientes sdo caracteristicas importantes,
particularmente, para producéo de pastagens e forragens, visando o balanceamento nutricional
da alimentacéo animal.

Para simbiose foi verificado que mesmo apresentando maior nimero de esporos (NE)
para A. longula e P. occultum, ndo houve diferenca para colonizacdo micorrizica (COL) entre
as espécies de Acaulospora e o P. occultum (Tabela 1). Por outro lado, a G. margarita
apresentou menor NE, COL e desenvolvimento das plantas de Urochloa. Em estudo realizado
por Miranda et al. (2008) também verificaram baixa colonizacdo micorrizica 10,8% em
plantas de U. brizantha cv. Marandu, quando inoculada com G. margarita. Os resultados do
presente estudo mostram que nem sempre a maior esporulacao resulta na maior colonizacéo
micorrizica. No entanto, a maior colonizacdo geralmente esta associada ao maior rendimento
das plantas.

O comprimento do micélio extrarradicular (CM) também foi influenciado pelos
diferentes FMAs inoculados (Figura 2A). Havendo maior destaque da A. colombiana que
apresentou aumento de até 4,4 vezes quando comparada com a espécie G. margarita que teve
0 menor CM. Por outro lado, ndo houve diferenca entre as espécies de Acaulospora e o P.
occultum (Figura 2A). Para a producédo de proteina do solo relacionada a glomalina (PSRG)
ndo houve distingdo entre os diferentes FMAs inoculados, no entanto, houve incremento de
PSRG no solo quando comparado com o tratamento sem inoculacdo (Figura 2B). Esse
incremento variou de 0,51 mg g™ de solo para G. margarita até 1,09 mg g™ de solo para A.
morrowiae, quando comparado com o teor de PSRG do solo sem inoculagdo. Esse resultado
ocorre devido o efeito residual/ recalcitrante da glomalina no solo, que foi produzida por
espécies de FMAs nativas do solo antes da execucdo desse estudo (Figura 2B). A deposicédo
de glomalina ao logo do tempo é uma caracteristica importante, por exercer fungéo relevante
no processo de agregacdo do solo (DRIVER; HOLBEN; RILLIG, 2005; PURIN; RILLIG,
2007).

O comportamento dos FMAs para CM e PSRG observado nesse estudo esta
relacionado com as caracteristicas inerente & espécie inoculada, que podem apresentar maior

ou menor potencial de producdo de hifas extrarradiculares e/ou produgdo de glomalina,
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conforme a fisiolégia do FMA (HART; READER, 2002; OEHL et al., 2006). Diversos
estudos, também tem mostrado que a producao de glomalina é bastante variavel, e depende da
sua interacdo com o hospederio e dos sistemas de uso e manejo do solo, sendo menor em
solos agricolas do que em solos nativos ou ndo cultivados (SOUSA et al., 2012; VILELA et
al., 2014; CARNEIRO et al., 2015; SOUZA et al., 2016).

Figura 2 - Comprimento do micélio extrarradicular - CM, (2A) e producdo de proteina do
solo relacionada a glomalina facilmente extraivel - PSRG, (2B) de diferentes
FMAs associados com plantas de U. brizantha.
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Fonte: Da autora.

A glomalina é produzida em sua maioria nas camadas mais internas da parede das
hifas e esporos e em menor propor¢do no citoplasma (WRIGHT; UPADHYAYA, 1996;
PURIN; RILLIG, 2007). O acumulo da glomalina no solo ocorre principalmente pela
decomposicdo de hifas e esporos (> 80%) e fracdo produzida pelas hifas extrarradiculares em
menor proporcdo (DRIVER; HOLBEN; RILLIG, 2005). No presente estudo foi observada
uma elevada correlacdo positiva de (r=0,69, p<0,05) entre 0 CM e PSRG. Esses dados
sugerem que quanto maior o comprimento do micélio, maior é a producdo e o acumulo de
glomalina no solo.

Esse efeito foi verificado no presente estudo para A. colombiana, a qual apresentou
esporulacdo relativamente baixo com 4lesporos em 50 dm™ de solo, por outro lado teve o
maior CM, portanto, ndo diferindo das demais espécies inoculadas para a producéo de PSRG
(Tabela 1 e Figura 2A e 2B). Para A. longula e P. occultum foi verificado efeito inverso, no
qual, as espécies apresentaram menor CM e maior NE com 423 e 138 esporos em 50 dm™ de

solo respectivamente, mostrando que a producéo de PSRG esta associada a esporulagéo, tendo
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em vista, que a glomalina também é resultante da degradacdo dos esporos de FMAs
(DRIVER; HOLBEN; RILLIG, 2005). Para A. morrowiae foi verificado baixa esporulacdo e
CM, no entanto, ndo diferiu dos demais FMAs inoculados para producdo de PSRG, que pode
estd associado a caracteristica intrinsecas da espécie, uma vez que, A. morrowiae
normalmente apresenta maior potencial de producdo de glomalina (WRIGHT; NICHOLS,
2002). Por outro lado, a G. margarita apresentou baixo CM e NE (10 esporos em 50 dm™ de
solo), contudo, ndo diferiu das demais espécies para producao de PSRG, esse resultado sugere
uma relacao de proporcéo, tendo em vita, que os esporos da G. margarita é bem maior que 0s
esporos das demais espécies estudadas, além disso, cada esporo da G. margarita emiti mais
de um tubo germinativo favorecendo a producdo da PSRG (Tabela 1 e Figura 2A e 2B).

No geral, foi verificado que houve maior incremento de glomalina nas amostras do
solo para A. morrowiae gquando comparado com o tratamento sem inoculacdo, a qual
apresentou um incremento de até 2.180 kg de PSRG ha™, seguida pelo P. occultum com 1.500
kg de PSRG ha, A. colombiana com 1.340 kg de PSRG ha™, A. longula com 1.240 kg de
PSRG ha™ e pela G. margarita com 1.020 kg de PSRG ha™. Levando em consideracéo, que a
glomalina tem em sua composicdo uma elevada quantidade de C, a inoculacdo com essas
espécies de FMAs representam um incremento importante de C orgéanico no solo (PENG et
al., 2013; CAVALCANTI et al., 2009; SOUSA et al., 2012; RILLIG et al., 2017). Portanto, o
manejo e uso do solo sdo de grande relevancia para multiplicar e/ou manter os propagulos
infectivos dos FMASs nativos do solo, de forma que, auxiliem para maior formacdo dos
agregados, melhor estabilidade estrutural e equilibrio funcional do solo.

Por outro lado, a producdo de glomalina nas classes de agregados (interior dos
agregados) houve maior destaque para inoculagdo com A. colombiana nos agregados com
@>2mm (Figura 3). Esse resultado esta associado ao maior CM verificado para a inoculagéo
com A. colombiana, tendo em vista, que o micélio estd diretamante relacionado com a
agregacdo do solo, como verificado nesse estudo uma alta correlagdo positiva (r=0,69,
p<0,05) entre 0 CMT e PSRG. Por outro lado, o efeito da inoculacdo para producdo de PSRG
nos agregados com @<0,105mm, certamente ocorre mais por influéncia do acumulo de
glomalina, do que mesmo pelo CMT (Figura 3). Uma vez que, o comprimento dos micélios
quase sempre estd associado com a formacdo dos macroagregados do solo, enquanto os
microagregados sdo formados sob influéncia das interagfes fisica-quimica do solo, que
certemente estd mais associada a producdo de glomalina (DRIVER; HOLBEN; RILLIG,
2005; BRAIDA et al., 2011; SOUSA et al., 2012; LEHMANN et al., 2017).
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Figura 3 - Producdo de proteina do solo relacionada a glomalina (PSRG) facilmente extraivel,
avaliadas nas classes de agregados: macroagregados (2>2,0mm), mesoagregados
(2,0>0>0,25mm) e microagregados (<0,105mm). Sob influéncia das diferentes
espécies de FMAs associadas as plantas de U. brizantha.
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Fonte: Da autora.

Para a agregacgao do solo por meio dos pardmetros DMGu e DMGs foi verificado que
ndo houve diferenca entre as espécies inoculadas, no entanto, quando comparado a inoculacdo
com o tratamento com planta e sem inoculacao, também foi verificado maior destaque para A.
colombiana (Figura 4A e 4B). Esse resultado mostra a importancia dos miceélios
extrarradiculares dos FMAs na agregacdo do solo, tendo em vista, que a inoculacdo com A.
colombiana também apresentou maior CM (Figura 2A). Por outro lado, ndo houve diferenca
para 0 IEA entre os FMAs inoculados e o tratamento com plantas e sem FMASs (Figura 4).
Esse resultado reportam a importancia das raizes de Urochloa na agregacdo do solo, e que a
acdo conjunta das raizas inoculadas com FMAs potencializam seus efeitos na agregacao e
estabilidade solo (TISDALL; OADES, 1982). A acdo das hifas extrarradiculares exercem
efeitos mecanico através do enredamento das particulas sélidas do solo e quimico através da
producdo de glomalina, favorecendo a formacdo e estabilidade dos agregados do solo
(WRIGHT; UPADHYAYA, 1998; RUBIN; STURMER, 2015; LEHMANN et al., 2017;
RILLIG et al., 2017).

No geral o CM exerceu melhor efeito para DMG, resultado que foi verificado por
meio da elevada correlagdo positiva (r=0,91, p<0,05) entre 0 CM e DMGs e uma correlacdo
positiva (r=0,51, p<0,05) entre 0 CMT e 0 DMGu. Podendo ser observado pela inoculacéo
com A. colombiana que apresentou maior CM e excerceu melhor efeito no DMGu e DMGs
(Figura 2A e Figura 4A). Mostrando que os micélios exercem agdo importante na protecdo

dos agregados contra os efeitos da energia cinética da dgua (DMGu) e da erosdo edlica
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(DMGs). Esse resultado também foi verificado em outros estudos, onde o crescimento
extensivo de hifas extrarradiculares tem sido amplamente correlacionado com parametros de
formacéo dos agregados do solo (WILSON et al., 2009).

Figura 4 — Diametro médio geométrico via seco - DMGs, diametro médio geométrico via
umido - DMGu - figura 4A e o IEA — indice de estabilidade de agregados figura
4B. Avaliacgéo da inoculagéo das espécies de FMAS associadas com U. Brizantha.
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Fonte: Da autora.

Para o comprimento (CR) e massa seca das raizes (MSR) U. brizantha foi verificado
que ndo houve diferenca entre as espécies de FMASs inoculadas, contudo, foi verificado uma
correlagdo positiva entre essas duas vaiaveis e 0 DMG. Esses resultados mostram que as
raizes exercem efeito mecanico importante na unido das particulas do solo, e a massa seca
representa uma importante fonte de entrada de C organico no solo, o qual exerce efeito direto
na estabilidade dos agregados do solo (SANTOS et al., 2008).
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De maneira geral, a melhor resposta da inoculacdo sobre as variaveis analisadas foi
verificado para inoculacdo com as espécies de Acaulospora, com destaque para A.
colombiana que apresentou maior CMT e consequentemente melhor DMGs e DMGu (Figura
5). Tendo em vista, que as hifas extrarradiculres sdo estruturas importantes do FMASs que
atuam no enredamento das particulas do solo, elém disso, cerca de 80% da glomalina (em
peso) esta contida na superficie das hifas flngicas e nos esporos, cuja a¢do conjunta das hifas
e glomalina favorecem a agregacéo do solo (DRIVER; HOLBEN; RILLIG, 2005; RUBIN;
STURMER, 2015; RILLIG et al., 2017).

Figura 5 - Resposta biologica da inoculacdo dos FMAs, sobre as variaveis analizadas nesse
estudo. Sendo: A. colombiana (Ac); A. longula (Al); A. morrowiae (Am); P.
occultum (Po); G. margarita (Gm) e tratamento sem inoculacgéo (C).
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Legenda: Indice de estabilidade de agregado (IEA); didmetro médio geométrico - Via Umido
(DMGu); massa seca raiz (MSR); diametro médio geométrico-Via Seco (DMGs); comprimento do
micélio total (MC); proteina do solo relacionada a glomalina (PSRG) o comprimento raiz (CR).

Fonte: Da autora.

Espécies do género Urochloa naturalmente apresentam sistema radicular abundante e
representa um importante dreno de CO, da atmosfera, por meio da elevada producgdo de
residuos vegetais e do estoque de C organico solo (ZINN et al., 2005). Conforme a
decomposicgdo das raizes ocorre a disponibilidade de nutrientes para as plantas e a liberagéo
dos coldides organicos, 0s quais se associam com particulas da fracdo mineral e favorece a

formagédo da agregacdo e a estruturacdo fisica do solo (SANTOS et al., 2008). Além do
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estoque de C no solo, as raizes das plantas de Urochloa também atuam na formacéo dos
agregados, por excercer agcdo mecanica atraves do enredamento das particulas do solo, e/ou
por meio da liberacdo de exsudatos que favorece a biodiversidade na rizosfera e melhora o
ambiente edafico (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; SANTOS et al., 2008).

Estudo tem mostrado que o acimulo de C no solo esta baseado nos mecanismos de
estabilizagéo, levando em consideracdo as interagcdes que ocorrem entre 0 material organico e
a superficie das particulas minerais, e que a formacédo dos agregados exerce efeito de protecédo
do C contra o ataque enzimatico de microrganismos decompositores (MOREIRA;
SIQUEIRA, 2006; SANTOS et al., 2008; SOUSA et al., 2012). Essas informagGes sustentam
a afirmacéo que o acimulo de C é maior nos macroagregados, os quais, geralmente estdo mais
correlacionados com o comprimento do micélio do que com a producdo de glomalina (SIX et
al., 2004; RUBIN; STURMER, 2015; LEHMANN et al., 2017; RILLIG et al., 2017).
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4 CONCLUSOES

N&o houve diferenca entre os FMAs inoculados para a producdo de proteina do solo
relacionada a glomalina facilmente extraivel, nas amostras do solo.

Houve correlacdo positiva entre 0 nimero de esporo e a producgdo de proteina do solo
relacionada a glomalina facilmente extraivel

Os maiores teores de producédo de proteina do solo relacionada & glomalina facilmente
extraivel foi verificado nos agregados com @ >2,0 mm, para inoculagdo com A. colombiana.

A A. morrowiae e A. colombiana apresentaram os maiores incrementos para producéo
de proteina do solo relacionada a glomalina facilmente extraivel nos agregados
2,0>0>0,25mm.

A A. colombiana apresentou maior comprimento do micélio extrarradicular e diametro
médio geométrico (via seco e Umido).

N&o houve diferenca entre os FMAs inoculados para o indice de estabilidade de
agregados do solo, comprimento e massa seca das raizes.

Houve correlacdo positiva entre o micélio extrarradicular e o didmetro médio

geomeétrico (via seco e umido).
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ARTIGO 3

FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES ASSOCIADOS COM Urochloa hibrido
(cv. CIAT BR 02/1752 “Cayman”) INFLUENCIAM A ESTABILIDADE DE
AGREGADOS DE UM GLEYSSOLO NODULAR FERRUGINOSO EM CUBA
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RESUMO

O uso intensivo e 0 manejo inadequado das areas de pastejo ocasionam a degradacdo da
estrutura do solo, reduzindo o seu potencial produtivo e o rendimento das pastagens. Contudo,
é necessario a adocdo de tecnologias alternativas que visam melhorar a capacidade de uso e
manejo do solo tornando esse sistema de cultivo mais sustentavel. Nesse contexto, o objetivo
desse estudo foi de avaliar em campo diferentes espécies de fungos micorrizicos arbusculares
(FMAS) inoculados em Urochloa hibrido (cv. CIAT BR 02/1752 “Cayman”) na influéncia
sobre a estabilidade de agregados de um Gleyssolo Nodular Ferruginoso em Cuba. O
experimento foi conduzido na Estacdo Experimental de Pastos e Forragens em Cuba,
ultilizando a espécie de Urochloa hibrido (cv. CIAT BR 02/1752) - Pasto Caymam, inoculada
com trés espécies de FMAs (Glomus cubense, Funneliformis mosseae e Rhizophagus
intraradices). O delineamento utilizado foi em blocos casualizados, em esquema fatorial 4 x
2, sendo: quatro tratamentos, duas épocas de coleta (novembro de 2014 e maio de 2017) e
quatro repeticdes. Foram avaliados: o nimero de esporos (NE), producdo de proteina do solo
relacionada a glomalina (PSRG), a quantificacdo dos micélios extrarradiculares (CM), o
coeficiente de estabilidade estrutural do solo através do peneiramento via seco (Kes) e imerso
em agua (Keh) e o indice de Estabilidade Estrutural do Solo (le). Foi verificado maior
estabilidade dos agregados (Kes) aos 140 e 876 dias de cultivo, no entanto, houve influéncia
da inoculagédo apenas aos 876 dias. Por outro lado, a menor estabilidade foi verificada para 0s
agregados imersos em agua (Keh) mostrando a influéncia da umidade “energia cinética” da
agua sobre a estrutura do solo. Esses resultados indicam que os agregados secos do solo em
estudo foram menos suscetiveis a erosdo. O efeito da inoculacdo sobre os agregados do solo,
certamente esta associado aos incrementos observados para (PSRG) aos 140 dias que possui
carater cumulativo e cimentante no solo e ao maior (CM) observado aos 876, que atuam no
direcionamento e enredamento das particulas minerais e orgénicas do solo, favorecendo a
agregacdo. A inoculacdo com FMAs associada as raizes de U. hibrido contribuiram para o
melhor (le) aos 876 dias de cultivo, com destaque para a espécie G. cubense. A qual, também
apresentou maior competitividade ao longo do tempo, sendo verificado maior (NE) quando
comparada as demais espécies inoculadas. Esses resultados mostraram a importancia da
inoculacdo e/ou do manejo dos FMASs nativos para formacdo e estabilidade da estrutura fisica
do solo.

Palavras-chave: Urochloa hibrido. Micélios extrarradiculares. Producdo de glomalina.
Agregacdo do solo.
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ABSTRACT

Intensive use and inadequate management of grazing areas leads to degradation of soil
structure, reducing its productive potential and pasture yield. However, it is necessary to
adopt alternative technologies that aim to improve the land use and management capacity,
making this cropping system more sustainable. In this context, the objective of this study was
to evaluate in the field different arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) species inoculated in
hybrid Urochloa (CIAT BR 02/1752 "Cayman™) on the influence on the stability of
aggregates of a Ferruginous Nodular Gleysol Cuba. The experiment was conducted at the
Experimental Station of Pastures and Forages in Cuba, using the hybrid Urochloa (CIAT BR
02/1752) - Pasto Caymam species, inoculated with three species of FMAs (Glomus cubense,
Funneliformis mosseae and Rhizophagus intraradices). The design was a randomized
complete block design, in a 4 x 2 factorial scheme, being: four treatments, two collection
seasons (November 2014 and May 2017) and four replications. The following variables were
evaluated: number of spores (NE), production of glomalin-related soil protein (PSRG),
quantification of extraradicular mycelia (CM), soil structural stability coefficient through dry
sieving (Kes) and immersion in (Keh) and the Soil Structural Stability Index (le). Greater
stability of the aggregates (Kes) was verified at 140 and 876 days of cultivation, however,
there was influence of the inoculation only at 876 days. On the other hand, the lower stability
was verified for the water immersed aggregates (Keh) showing the influence of the moisture
"kinetic energy" of the water on the soil structure. These results indicate that the dry
aggregates of the soil under study were less susceptible to erosion. The effect of inoculation
on the soil aggregates is certainly associated with the observed increases for the 140 days that
have a cumulative and cementitious character in the soil and the greater (CM) observed in the
876 that act on the targeting and entanglement of the mineral particles and soil organic matter,
favoring aggregation. The inoculation with FMAs associated with the roots of U. hybrid
contributed to the best (le) at 876 days of cultivation, with emphasis on the species G.
cubense. Which also showed greater competitiveness over time, being verified higher (NE)
when compared to the other inoculated species. These results showed the importance of
inoculation and/or management of native AMFs for formation and stability of soil physical
structure.

INDEX TER: Urochloa hibrido. Extraradicular mycelia. Glomalin production. Aggregate
stability.
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1 INTRODUCAO

Em Cuba as areas de pastagens ocupam cerca de 2,398 mil ha™, e constitui a principal
fonte da alimentacdo do rebanho bovino do Pais (HERRERA, 2005; MINAG, 2005).
Contudo, aproximadamente de 75% dessas areas apresentam limitac6es na fertilidade do solo
afetando o estabelecimento e rendimento das pastagens, principalmente pelo baixo nivel de P
e K disponivel (CRESPO, 2001). Esses atributos mostram que € necessaria a adocdo de
tecnologias e praticas de manejo do solo, para melhorar a formacdo e o rendimento das
pastagens, tornando essas areas mais sutentaveis.

A utilizacdo da biotecnologia é uma alternativa que visa melhorar o rendimento das
pastegens, e os fungos micorrizicos arbusculares (FMAS) pode ser uma estratégia viavel de
baixo custo, capaz de melhorar a eficiéncia da adubacdo e reduzir o uso de fertilizantes
(CANIZARES et al., 2015; GONZALEZ et al., 2015). Esse grupo de fungo habita a regi&o
rizosférica das plantas, e estabelece uma relacdo simbidtica mutualista com as raizes da
maioria das espécies vegetais (PARNISKE, 2008; MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Os FMAs
exercem funcdo importante por meio do crescimento extensivo de suas hifas extrarradiculares,
que aumentam o volume de solo explorado, auxilia na absorcdo e disponibilidade de agua e
nutrientes para as plantas, podendo melhorar a eficiéncia da adubacio (GONZALEZ et al.,
2015; ROSALES et al., 2014).

Em éareas sob cultivo de pastagens os FMAs associados a Urochloa atuam como uma
extensdo do sistema radicular, por meio da formacdo de uma rede de micélios
extrarradiculares que potencializam o efeito das raizes para maior absorcdo de &gua e
nutriente, favorecendo o rendimento das plantas (VEIGA, 2009; RILLIG et al., 2010;
CANIZARES et al., 2015; GONZALEZ et al., 2015). Além disso, auxiliam na formacdo e
estabilidade dos agregados do solo, por atuarem no direcionamento e enredamento das
particulas minerais e organicas, e da producdo de proteina do solo relacionada a glomalina
(ALLEN 1991; PARNISKE, 2008; RILLIG etal., 2017; LEHMANN et al., 2017).

Nas areas de pastagens, o uso dos FMAs associados as plantas de Urochloa ja € bem
documentado (CANIZARES et al., 2015; JENQUI et al., 2017), pois, podem potencializar o
efeito das raizes na agregacdo do solo e no acumulo de carbono orgénico, por meio das suas
hifas e da produgéo de glomalina (WRIGHT; NICHOLS 2002; RILLIG et al., 2017). Em
Cuba, estudos mostram a eficiéncia do uso e manejo de biofertilizantes com FMAs em areas

de pastagens, e seus efeitos na produgdo de biomassa e utilizagdo eficiente da adubagéo,
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podendo reduzir de 30% a 50% o uso de fertilizantes minerais e organicos (CRESPO
FLORES et al., 2014; GONZALEZ et al., 2015; JENQUI et al., 2017; ROSALES et al.,
2014). No entanto, pouco se sabe sobre a influéncia dos FMAs na agregacédo do solo em areas
de pastagens em Cuba, além disso, como as diferentes espécies de FMAs podem auxiliar na
agregacdo e melhoria da estrutura do solo, ainda ndo esta bem esclarecida.

Portanto, o objetivo desse estudo foi de avaliar em campo diferentes espécies de fungos
micorrizicos arbusculares (FMAS) inoculados em Urochloa hibrido (cv. CIAT BR 02/1752
“Cayman”) na influéncia sobre a estabilidade de agregados de um Gleyssolo Nodular

Ferruginoso em Cuba.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Localizacao, clima e solo da area experimental

Este estudo foi conduzido na Estacdo Experimental de Pastos e Forragens de Cascajal,
situada em Santo Domingo, Provincia de Villa Clara, Republica de Cuba (Figura 1).
Localizada a 22°35°07.33” N, 80°14°36.61” W, altitude de 60 metros ao nivel do mar,
temperatura variando de 22 °C a 27,8 °C, umidade 79 a 84% e precipitacdo pluviométrica em
torno de 1264 mm (OLIVERA et al., 2012).

Figura 1 - Localizacdo da area do estudo situada na Estacdo Experimental de Pastos e
Forragens de Cascajal, na Provincia de Villa Clara regido central da Republica de
Cuba. Cujo solo consistia num Gleyssolo Nodular Ferroginoso, representado pelo
perfil acima.

Foto: Barbosa, 2017

Fonte: Da autora.

O solo foi classificado como um Gleyssolo Nodular Ferruginoso, cujo sub tipo € GNF
arénico, albico e petroférrico, segundo o Sistema de Classificacdo Cubano de Solo de 2015



87

(HERNANDEZ et al., 2015) correspondente ao Entisols (SOIL SURVEY STAFF, 1999)
Apresentando as seguintes caracteristicas quimicas: pH (H,0) = 4,7; Ca= 3,5 cmol, dm™; Mg
=1,2 cmol. dm™; K= 0,11 mg dm™; P= 2,2 mg dm™; MO= 2,43 dag kg™.

O experimento foi conduzido em campo de junho de 2014 a maio de 2017, com o
propdsito de avaliar a influéncia dos FMAs nativos e inoculados, associados as plantas de
Urochloa hibrido cv. (CIAT BR 02/1752) - Pasto Cayman, na estabilidade dos agregados do
solo. Inicialmente foi avaliado a densidade de esporos nativos de FMASs na area em estudo,
para avaliar a possivel competitividade dos fungos nativos sobre a inoculagdo. Sendo

verificada uma densidade de 328 esporos em 50 g de solo.
2.2 Conducéo do experimento

Foi realizado o preparo convencional do solo, utilizando aragéo seguida pela gradagem.
Em seguida foi coletada uma amostra de solo considerada padréo, antes da aplicacdo dos
tratamentos (coleta anterior ao plantio - CAP), para avaliar as condic@es iniciais do estado de
agregacao do solo. O delineamento utilizado foi em blocos casualizados, em esquema fatorial
de 4x2 com quatro repeti¢Oes, sendo: quatro tratamentos (trés cepas de FMAs da EcoMic®
produzidos no INCA: Glomus cubense (Y. Rodr. & Dalpé) (RODRIGUEZ et al., 2011) cepa
INCAM-4; Funneliformis mosseae (Nicol. & Gerd.) Schuler e Walker (2001) cepa INCAM-2
e Rhizophagus intraradices (N. C. Schenck; G. S. Sm.) (SIEVERD., G. A. SILVA; OEHL)
cepa INCAM-11), e o tratamento controle sem inoculacdo) e duas épocas de avaliacdo aos
140 e 876 dias apds a inoculacéo.

A inoculagdo foi realizada no momento da semeadura, utilizando sementes de Urochloa
hibrido cv. através do método de cobertura da semente (mistura da semente/inoculante/agua).
O inéculo de FMAs aprensentava uma densidade de 30-35 esporos g™ de inoculante, sendo
utilizada uma quantidade equivalente a 10% do peso da semente e misturado com 600 mL de
agua (FERNANDEZ et al., 2001). Em seguida foi relizada a semeadura na linha de plantio,
com profundidade de 1,5 cm e distancia de 70 cm entre as linhas, seguindo um padrdo de
densidade de sementes equivalente a 10 kg™ de semente ha™. Sendo mantido em campo e

realizado os tratos culturais padréo, para eliminagéo de plantas invasoras.

2.3 Andlises realizadas



88

Para realizacdo das analises, as amostras de solo foram coletadas em novembro de
2014 (140 dias apos a inoculacdo) e em maio de 2017 (876 dias apos a inoculacao), formadas
por 5 sub amostras por parcelas na camada de 0-10 cm, que foram misturadas formando uma
amostra composta para cada parcela. O solo foi acondicionado, e em seguida realizado o
processamento das andlises, nos Laboratorios de Micorriza e Fisica do Solo do Instituto
Nacional de Ciéncia Agricola — INCA Cuba.

Foram relizadas as analises, determinando: o nimero de esporo (NE), a producédo de
proteina do solo relacionada a glomalina facilmente extraivel (PSRG), o comprimento dos
miceélios extrarradiculares total de solo (CM), a estabilidade dos agregados do solo por meio
dos coeficientes de estabilidade estrutural do solo, através do peneiramento dos agregados
secos (Kes) e agregados imersos em agua (Keh), e determinado o Indice de Estabilidade
Estrutural do Solo (le).

O numero de esporo foi determinado utilizado 50 gramas de solo, por meio da técnica
do peneiramento Umido (GERDEMANN; NICOLSON, 1963), combinada a técnica de
centrifugacdo em agua e sacarose Jenkins (1964).

Para a quantificacdo do comprimento do micélio extrarradicular total (CM) do solo,
foi utilizado o método proposto por Melloni e Cardoso (1999), com algumas adaptacdes. Para
tanto, foi utilizado 10 g de solo de cada amostra, realizado o peneiramento imido em malhas
de 710 e 180 um, em seguida o extrato foi agitado utilizando um Agitador de hélice (Modelo
AE-40) durante 30s em solucdo de sacarose. Logo apos, o extrato foi peneirado em malha de
39 um sendo coletado um volume de 11 ml, deixando em repouso por 2 min e realizado uma
mistura na propor¢do de 5:1, sendo 5 ml do filtrado e 1 ml de solucdo de HCL 1%. Apds 10
min em repouso, a mistura foi adicionada em membranas de triacetato de celulose, com
didmetro de 4,7 cm e porosidade de 0,45 um, realizando a filtragem das amostras a vacuo (em
conjunto Kitassato). Imediatamente foi adicionado 2 ml de Azul de Tripan 0,05 %, aquecido
por 15s em estufa de secagem e avaliada em microscopio, utilizando um aumento de 50x.
Esse procedimento foi utilizado apenas para amostras coletadas com 876 dias, a medida que,
os micélios extrarradiculares apresentam um curto periodo de permanéncia no solo.

O comprimento dos micélios foi obtido através da equacao:

C =1[(0,23562 x N) / (10-U)]
Em que:
C = comprimento de micélio no solo seco (m g de solo);

N = soma do numero de interse¢des entre as hifas e linhas horizontais do gride, e;
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U = umidade da amostra de solo (g de &gua).

Para obtencdo das concentraces de glomalina - PSRG (mg g* solo), foram
quantificadas utilizando 1 g de solo de cada amostra. Para tanto, foi adicionado 8 ml de
solucdo de citrato de sédio (20 mM; pH 7,2), autoclavada por (121°C) por 30 minutos,
sequida de centrifugacdo (3.200rpm / 20 minutos) e coletado o extrato das amostras do solo.
Em seguida, foi medido o volume do sobrenadante e realizado a quantificagdo do extrato em
espectrofotdmetro, pelo método de Bradford, utilizando albumina bovina como proteina
padrio (BRADFORD, 1976). Determinado as concentracdes de PSRG (mg g™ solo)
utilizando a equacgéo da curva padrdo (Figura 1). A qual foi obtida por meio da Albumina
Bovina Sérica (BSA) como proteina padréo purificada (PURIN, 2005). Esse procedimento foi
utilizado para determinar a concentracdo de glomalina (PSRG) na coleta anterior ao plantio -

CAP, aos 140 e 876 dias apds a implantacdo do experimento.

Figura 2 - Curva padrdo obtida por meio de diferentes concentragdes (L) de Albumina
Bovina Sérica (BSA) como proteina padrdo. Sendo utilizada a equacdo da curva
padrdo, para quantificar a producdo de proteina do solo relacionada a glomalina
facilmente extraivel — PSRG.
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Fonte: Da autora.

A estabilidade dos agregados do solo foi determinada através dos Coeficientes de
Estabilidade dos Agregados e do indice de Estabilidade Estrutural do solo, segundo o método
de Yoder (1936) com algumas adaptagdes Savinov (HERNANDEZ, 2007). Para a
determinacdo dos coeficientes de estabilidade dos agregados do solo, foi realizada pelos

métodos indiretos: através do peneiramento dos agregados imerso em agua (Keh) e o método
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de peneiramento dos agregados secos (Kes). Esses métodos permitem inferir sobre os efeitos
da erosdo edlica (via seca) e da erosdo hidrica (via umida) na estabilidade dos agregados e
estrutura do solo. Sendo obtido o indice de Estabilidade Estrutural do solo (le).

Para a determinacdo da estabilidade dos agregados, o solo foi previamente seco ao ar e
peneirados em malha de 8.0 e 4.0 mm. Em seguida, os agregados retidos na malha de 4 mm
foram pesados cerca de 25 g e colocado em um conjunto de peneiras (@ >2,0; 2,0>0>0,25 e
#<0,105mm), adaptado a um dispositivo mecénico de vibracdo (Sieve Sharker TRX-6), sendo
obtido a esabilidade dos agregados via seco. E para obtencdo dos agregados via umido, foi
utilizado um recipiente de 50L no qual, realizou-se movimentos repetidos (de mesma
frequequéncia) com o jogo de peneiras contendo a amostras.

Para obtencdo do coeficiente de estabilidade dos agregados através do peneiramento via
seco e imerso em agua, e do indice de Estabilidade Estrutural foram utilizadas as seguintes
equacdes (YODER, 1936; HERNANDEZ, 2007):

2% Ag10 mma 0.25 mm % Ag < 0.25 mm
Kes = 28 KehZOg—

% Ag>10 mm + < 0.25 mm 2% Ag > 0.25 mm

le = 2% Ag > 0.25 mm (Th)
- 2%Ag>0.25 mm (Ts)

Em que:
Kes= Coeficiente de estabilidade estrutural através do peneiramento via seco;
Keh= Coeficiente de estabilidade estrutural através do peneiramento via imido;
le= Indice de Estabilidade Estrutural;
Ag = % agregados;
Th = Peneirado imido (mm);
Ts = Peneirado seco (mm).

Os dados obtidos para nimero de esporos foram previamente transformados utilizando
(log x+1). Em seguida foi realizada comparagdo de medias e a analise de variancia, para o
namero de esporo, comprimento do micélio extrarradicular total, para os coeficientes de
estabilidade de agregados seco e Umido, o indice de estabilidade estrutural do solo e para a
producdo de glomalina. Para tanto, foi aplicado o teste Tukey a 5%, utilizado do software
SISVAR (FERREIRA, 2011).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi verificado que, os agregados imersos em agua Keh aos 140 e 876 dias,
apresentaram baixo coeficiente de estabilidade ndo havendo efeito da inoculacdo dentro da
mesma época e entre as duas épocas de coleta solo (Figura 3). Por outro lado, o maior
coeficiente de estabilidade foi verificado para o peneiramento seco Kes aos 140 e 876 dias
apos a inoculacao. Esse resultado sugere que os agregados desse solo foram menos suscetives
a erosdo edlica do que a erosdo hidrica, e que o efeito da erosdo pode ser minimizado pela
inoculacdo com FMAs, como verificado para o Kes aos 876 dias (Figura 3). O efeito positivo
do Kes aos 876 dias foi verificado para todos os FMAs inoculados, ndo havendo efeito
individual das espécies quando comparado ao controle. Por outro lado, ndo houve efeito da
inoculacdo para Kes aos 140 dias e para o Keh aos 140 e 876 dias (Figura 3). A estabilidade
dos agregados implica na maior resisténcia do solo aos processos erosivos, por meio da
erosao eodlica e erosao hidrica. No presente estudo foi possivel verificar esse efeito ao longo
do tempo, por meio dos coeficientes de estabilidade dos agregados do solo imerso em agua
(Keh) e via seco (Kes). Esse resultado mostrou haver uma maior suscetibilidade dos

agregados a erosdo hidrica do que erosdo edlica.

Figura 3 - Efeito da inoculacao de diferentes FMAS nos coeficientes de estabilidade estrutural
do solo, imerso em &gua - Keh e via seco - Kes. Analisados em duas épocas de
coleta do solo: aos 140 dias e 876 dias ap0s a inoculacgéo.
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Letras minusculas representam o efeito dos tratamentos dentro da mesma época de coleta, e letras
maiusculas representam o efeito dos tratamentos entre as doferentes épocas de coleta, pelo teste de
Tukey a 5 % de significancia.

Fonte: Da autora.
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A resposta positiva do Kes sob influéncia da inoculagdo esta relacionada aos efeitos
dos FMAs ao longo do tempo, principalmente pela producdo e acimulo de glomalina no solo
(Tabela 1). Por outro lado, houve efeito individual da inoculacdo dos FMASs para o indice de
estabilidade estrutural do solo le (Tabela 1). No qual, a espécie G. cubense apresentou 0 maior
incremento para o le, quando comparada aos demais tratamentos dentro da mesma época de
coleta (876 dias) e entre as épocas de coleta aos 140 e 876 dias. Ndo havendo influéncia da
inoculacdo para o le aos 140 dias (Tabela 1).

O resultado observado para o baixo Keh aos 140 e 786 dias apés a inoculacdo pode ter
ocorrido em funcdo das épocas de coletas do solo. Tendo em vista, que aos 140 dias a coleta
foi realizada no inicio do periodo chuvoso (maio-outubro) em maio, e a segunda coleta foi
realizada no final do periodo chuvoso (inicio de novembro) dos anos subsequente, ambos
estavam com o solo umidade. Nesse periodo do ano ocorre 75% da precipitacdo anual, cerca
de 948,75 mm com uma umidade relativa variando de 79 a 84 % (OLIVERA et al., 2012),
essas condicBes de maiores umidades no periodo das duas coletas, podem ter influenciado no
resultado desse estudo. Tendo em vista, que durante os procedimentos das andalises o0 solo
deve ser seco ao ar livre, e em seguida sumetido ao peneiramento Umido para obtencdo do
Keh. No entanto, esses ciclos de umidecimento e secagem s&o fatores que provocam a
desagregacéo da estrutura do solo (WENDLING et al., 2005), e contribuiu para o resultado do
presente estudo. Esse processo de desagregagdo ocorre devido a acdo da energia cinética da
agua, quando as amostras do solo sdo submetidas ao procedimento padrdo do peneiramaneto

umido, para determinacaodo do Keh.

Tabela 1 - Influéncia da inoculacdo de diferentes FMASs no indice de estabilidade estrutural do
solo - le, e na producdo de proteina do solo relacionada a glomalina — PSRG
(facilmente extraivel). Analisadas em duas épocas de coletas: aos 140 e 876 dias
apos a inoculagao.

Espécies le PSRG (mg g de solo)
140 dias 876 dias 140 dias 876 dias
G. cubense 0,93 aB 0,98 aA 1,95aB 2,43 aA
F. mosseae 0,95 aA 0,95 bA 1,95aB 2,43 aA
R. intrarradices 0,91 aA 0,94 bA 1,94 aB 2,42 aA
Cl/planta S/Inoculagao 0,94 aA 0,95 bA 1,91 bB 2,41 aA
CV (%) 2,9 1,8

Letras minusculas na coluna representam o efeito dos tratamentos na mesma época de coleta, e letras
maiusculas nas linhas representam o efeito dos tratamentos entre as épocas de coletas, pelo teste de
Tukey a 5 % de significancia.

Fonte: Da autora.
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Comumente, o aumento do indice de estabilidade estrutural do solo, é resultante de
uma sequéncia de eventos que pode ocorrer sob influéncia de fatores abioticos e bidticos,
principalmente quando se trata de uma pesquisa de campo. No presente estudo, foi verificado
influéncia abidtica por meio da umidade, e biotico pela inoculagdo com FMASs para todas as
espécies inoculacdo no Kes (aos 876 dias) e para o G. cubense no le (aos 876 dias) (Figura 3 e
tabela 1). O mesmo foi verificado para o comprimento dos micélios extrarradiculares CM aos
876 dias com destaque também para G. cubense, e da producdo de proteina do solo
relacionada a glomalina PSRG aos 140 dias, na qual foi verificado efeito dos FMAs para
todas as espécies inoculadas (Tabela 1 e figura 4). Essa sequéncia de resultados positivos para
a inoculacdo, associadas as raizes das plantas de U. hibrido (que naturalmente tem um sistema
radicular abundante e auxiliam na deposicdo de carbono organico no solo) possivelmente
contribuiram para o melhor le (Tabela 1). O efeito da PSRG sobre o le ocorreu ao longo do
tempo, que mesmo ndo havendo diferenga entre os tratamentos aos 876 dias, favoreceu o le.
Esse resultado confirma a caracteristica cumulativa da PSRG no solo, & medida que, a
glomalina ¢ uma molécula rica em C organico, recalcitrante e insollvel, que confere uma
maior permanéncia da glomalina no solo, excercendo efeito importante na estabilidade dos
agregados (SIQUEIRA; FRANCO, 1988; RILLIG etal., 2017; LEHMANN et al., 2017).

Figura 4 - Comprimento dos micélios extrarradiculares, sob efeito da inoculacdo dos FMAs,
sendo: CM — o comprimento do micélio extrarradicular total, determindo aos 876
dias apos a inoculagéo.
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0,00
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876 dias)

Letras iguais ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5%.

Fonte: Da autora.
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O comprimento dos micélios extrarradiculares e a producdo de glomalina tém sido
amplamente correlacionados com a melhoria da estabilidade dos agregados do solo (SIX et al
al., 2004; MORELL et al., 2009; RILLIG et al., 2017; LEHMANN et al., 2017). No presente
estudo, o melhor efeito da inoculacéo para o CM foi verificado com G. cubense aos 876 dias,
esse resultado ocorreu de forma proporcional ao nimero de esporos NE (Figura 4 e figura 5),
que aumentou de 170 para 492 esporos aos 876 dias apos a inoculagdo. A multiplicacdo dos
esporos que ocorre apos o estabelecimento da simbiose, depende da interacdo dos FMAS com
as plantas e das influéncias dos fatores de clima e solo (GERDEMANN, 1975). Além disso, a
competitividade entre os FMAs inoculados e as espécies nativas do solo, é um dos principais
fatores que influéncia no efeito da inoculacdo em campo. Uma vez que, as espécies nativas
estdo adaptadas as variagfes que ocorrem no ambiente, tornando-as bastante competitiva.

No presente estudo, a area experimental apresentou uma elevada densidade de esporos
nativos (328 esporos 50 g™* de solo), fato, que exerceu influéncia sobre o comportamento das
espécies inoculadas. Inicialmente foi observada uma maior competitividade da espécie F.
mosseae aos 180 dias, a qual foi perdendo esse efeito ao longo do tempo, havendo destaque
para a inoculacdo com G. cubense aos 876 dias, que mostrou um maior potencial competitivo
ao longo do tempo (Figura 5). Em estudo com area de pastagem, também utilizando
inoculagdo com as especies F. mosseae, G. cubense e R. intraradices, foi verificado um efeito
positivo da inoculacdo no rendimento de fitomassa com incremento de N, P e K, para G.
cubense aos 70 e 270 dias apds a inoculacdo (JENQUI et al., 2017). Nesse mesmo estudo, 0s
autores também relataram o potencial competitivo da espécie G. cubense, em area de
pastagem ao longo do tempo (270 dias). Contudo, no presente estudo foi verificado uma
reducdo do efeito da inoculagcdo aos 876 dias, sendo necessario realizar uma reinoculacao,
para que a micorrizacdo tenha um efeito continuo na melhoria do solo e no rendimento das
pastagens.

Nesse estudo, foi verificada uma correlacdo possitiva entre o0 NE e a PSRG (r=0,10;
p<0,05) aos 876 dias, indicando que o nimero de esporo favoreceu o aimulo de glomalina no
solo ao longo do tempo. A densidade de esporos de FMAs no solo é uma caracteristica
importante, por esta diretamente relacionados com a emissdo das hifas extrarradiculares e da
producdo de glomalina, os quais influenciam no processo de formacédo e estabilidade dos
agregados do solo (SIX et al.,, 2004; LEHMANN et al., 2017). Tendo em vista, que a
glomalina é produzida em sua maioria (>80%) pela decomposicéao de hifas e esporos, e menor

fragdo produzida de forma passiva nas paredes mais internas das hifas extrarradiculares
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(WRIGHT; UPADHYAYA, 1996; DRIVER; HOLBEN; RILLIG, 2005; PURIN; RILLIG,
2007).

Estudos apontam que a producdo de glomalina também é influenciada pelo estado de
agregacdo, em que, solo com maior agregacdo pode ter maior comprimento de hifas
extrarradiculares e menor produgdo de glomalina (RILLIG; STEINBERG, 2002). Esse
resultado parece contraditorio, no entanto, as hifas extrarradiculares apresentam maior
correlagdo com a agregacdo do solo, do que com s producdo de glomalina (RILLIG;
STEINBERG, 2002). Tendo em vista, que a agregacdo é uma caracteristica secundaria da
glomalina, que ocorre em funcdo das suas propriedades de pegajosidade cimentante que
auxilia na ligagdo das particulas minerais e orgénicas, favorecendo a melhoria da estrutura
fisica do solo (PURIN; RILLIG, 2007; PENG et al., 2013).

Além do efeito cimentante atribuido a glomalina, essa glicoproteina €é rica em carbono,
que compoem cerca de 27% da fase orgénica do solo, e atua como dreno de CO; e estoque de
C no solo, tendo em vista, que cerca de 10-20 % dos fotossitatos liberados pelas plantas é
utilizado pelos FMAs no processo simbiotico (WRIGHT; NICHOLS, 2002; SIDDIQUI et al.,
2008; BERBARA et al., 2006). Estimativas mostram que 0os FMAs sdo canais de drenagem de
C da atmosfera para o solo através da planta, que pode drenar até 5 Gt anual de C no solo
(BAGO et al., 2000). Portanto, a glomalina é considerada uma importante fonte de C organico
no solo, sendo correlacionada positivamente com a estabilidade dos agregados do solo
(WRIGHT et al., 1996; WRIGHT; UPADHYAYA, 1998; PENG et al., 2013). Por outro lado,
os micélios extrarradiculares atuam na agregacdo atravéz dos efeitos (mecanica/fisica), por
meio do enredamento e direcionamento das particulas minerais e organica do solo, formando
0s micro e macroagregados, e favorecendo o aumento da estabilidade fisica do solo (SIX et
al., 2004; CARNEIRO et al., 2015; RUBIN, STURMER, 2015; LEHMANN et al., 2017).
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Figura5 - Densidade de esporos dos FMAs inoculados em plantas de U. hibrido, sendo: NE
- numero de esporos. Analisados em duas épocas de avaliacdo: aos 140 e 876 dias

apos a inoculagéo.
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Letras minGsculas representam o efeito dos tratamentos na mesma época de coleta, e letras maiusculas
representam o efeito da inoculacdo entre as épocas de coleta, pelo teste de Tukey a 5 % de
significancia.

Fonte: Da autora.

Nesse estudo, foi verificado uma maior correlagéo entre 0 CM e o le (r=0,25, p<0,05),
do que para a PSRG e le (r=0,15; p<0,05). Esses resultados indicam que o comprimento dos
micélios, exerceram maiores influéncias no indice de estabilidade estrutural do solo, do que a
produgdo de glomalina. Em estudo realizado por Rillig e Steinberg (2002), também
verificaram uma maior correlacdo entre 0 comprimento dos micélios e a agregacdo do solo. O
mesmo tem sido relatado em outros trabalhos, que correlacionam de forma positiva a
producdo de hifas com a estabilidade de agregado de do solo (SIX et al., 2004; MORELL et
al., 2009; LEHMANN et al., 2017). Mostrando qua a contribuicdo priméria da micorriza na
agregacao, ocorre por meio da producédo de hifas extrarradiculares, que atuam diretamente no
enredamento e direcionamento das particulas do solo (MORELL et al., 2009; ROSIER et al.,
2008). Por outro lado, o efeito da glomalina na agregacéo ocorre ao longo do tempo, por meio
de suas propriedades de pegajosidade/cimentante e capacidade de acimulo de C organico do
solo.

O comportamento observado nesse estudo para CM, PSRG e NE é considerado
comum, & medida que, a interacdo dos FMAs com as plantas € influenciada por fatores
diverso de clima e solo, e inerente a propria espécie hospedeira ou das caracteristicas do
FMAs (GERDEMANN, 1975; SIQUEIRA; FRANCO, 1988; KLIRONOMOS et al., 2005;

PARNISKE, 2008). O qual pode apresentar maior ou menor expressao fisioldgica da espécie,
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resultando num maior potencial de multiplicacdo dos esporos, producdo de glomalina ou
emissdo de hifas extrarradiculares (KLIRONOMOS; HART, 2002; OEHL et al., 2006).

Naturalmente, as raizes das plantas de U. hibrido favorecem a estrutura do solo por
meio dos seus exsudatos, deposi¢do e acumulo de carbono organico, exercendo efeito fisico
através do enredamento das particulas do solo, contribuindo para formacdo dos
macroagregados (SALTON et al., 2008; VEZZANI; MIELNICZUK, 2011; SOUZA et al.,
2016a). Esse processo ocorre a medida que, a maior densidade das raizes das gramineas
perenes, apresentam uma melhor distribuicdo no solo, e favorecem as ligacGes dos pontos de
contato entre particulas minerais e organicas, auxiliando para formacdo dos agregados
(SILVA; MIELNICZUK, 1997). Portanto, essas raizes associadas a micorrizacdo
potencializam o efeito da agregacdo do solo, na medida que, as hifas extrarradiculares atuam
como uma extensdo do sistema radicular das plantas, exsudacdo de polissacarideos, producéo
de glomalina, dreno e estoque de carbono orgéanico no solo, favorecendo a estabilidade
estrutural do solo (DRIVER; HOLBEN; RILLIG, 2005; PURIN; RILLIG, 2007). Vérios
estudos também em regibes tropicais tem reportado o efeito benéfico da micorriza na
agragacao, que reflete na melhoria da estrutura fisica do solo, e ocorre ao longo do tempo e
das boas praticas de manejo (SIX et al., 2004; OEHL et al., 2010; VILELA et al., 2014;
CARNEIRO et al., 2015; RUBIN; STURMER, 2015; SOUZA et al., 2016a).

No presente estudo, foi verificado o carater cumulativo da PSRG ao longo do tempo,
em que o valor inicial de PSRG no solo referéncia (CAP) foi de 1,39 mg g™ de solo,
ocorrendo um incremento de até 43 % aos 876 dias apés a inoculacdo, fato, que representa um
importante acréscimo de C organico no solo (Tabela 1). O efeito cumulativo da PSRG
associado ao CM e as raizes das plantas de U. hibrido, contribuiram para o incremento
observado no le, que variou de 18,76 % a 23,81 % (Tabela 2). Esse aumento da PSRG
representa um incremento de até 860 (t ha™) de glomalina, que consiste numa importante
entrada de C organico no solo, podendo aumentar a CTC, favorecer a disponibilidade de
nutrientes P e N, atuar na complexacdo de metais pesados no solo, na retengcdo de agua e
agregacao do solo (HARNER et al., 2005). Na medida em que a glomalina possui propriedade
semenlhante aos agentes cimentantes do solo, e geralmente estd associada com humus

insoluveis ou fragdo mineral (MORELL et al., 2009).
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Tabela 2 - Incrementos observados para inoculacdo com FMAs, sendo: PSRG -Producéo de
proteina do solo relacionada a glomalina facilmente extraivel; le-indice de
estabilidade estrutural do solo; CAP — Coleta anterior ao plantio (amostragem
referéncia, para avaliar o estado inicial de agregacdo do solo). Analisados aos 876
dias apds a inoculacéo.

Espécies PSRG (mg g™ de solo) Incrementos (%) PSRG ~ PSRG (tha™) le Incrementos (%) le
G. cubense 243 4293 860 098 2381
F. mosseae 243 4294 858 0,95 20,02
R.intraradices 242 42,68 853 094 18,76
Clplanta S/Inoculagéo 241 4244 848 0% 20,02
CAP 1,39 0,791

Fonte: Da autora.

O maior acréscimo do le com 23,81 % foi verificado para inoculacdo com G. cubense
(Tabela 2). Esse efeito positivo na agregacdo do solo é resultante da acdo conjunta das raizes
das plantas de Urochloa (que ao longo do tempo atua como estoque de carbono organico no
solo, através da producdo de fitomassa principalmente das raizes), por meio da producao de
hifas extrarradiculares, que consisti num importante agente de agregacao, e da producdo de
glomalina que é rica C organico (27%) (WRIGHT; NICHOLS 2002; PARNISKE, 2008;
RILLIG etal., 2017; LEHMANN et al., 2017).

O efeito positivos da inoculagdo com G. cubense, também tem sido relatado em outros
estudos com pastagens, que mostram a eficiéncia e potencial competitivo da espécie (JENQUI
et al., 2017), seja de forma isolada ou através do efeito sinérgico, como foi verificado para a
interacdo tripartites com rizobios e leguminosas (GONZALEZ et al., 2012). Além da
contribuicéo da inoculagdo na agregacéo do solo verificada no presente estudo, outros autores
também tém relatado o efeito dos FMAs em plantas de Urochloa para o rendimento da
biomassa parte aérea e raiz, acimulo de nutrientes e aumento da eficiéncia da adubacéo
(GONZALEZ et al., 2011; VAZQUEZ et al., 2010; CANIZARES et al., 2015)

Esses resultados mostram o potencial biotecnolégico da inoculacdo FMAs, a ser
utilizada como uma estratégia viavel de baixo custo, que além de melhorar o rendimento das
pastegens e aumentar a eficiéncia da adubacéo, pode auxiliar na formacéo e estabilidade dos
agregados do solo. Portanto, a inoculacdo deve estd associda as boas préticas de manejo, de
forma que, favoreca a densidade e diversidade de espécies nativas de FMAs, auxilie no
rendimento das forragens aumentando o potencial produtivo das areas de pastagens, mantendo

e/ou melhorando a estabilidade estrutural do solo.
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4 CONCLUSOES

A inoculagcdo com F. mosseae apresentou 0 maior nimero de esporos aos 140 dias de
cultivo.
A inoculagdo com G. cubense apresentou 0 maior nimero de esporos e comprimento
dos micélios extrarradiculares aos 876 dias de cultivo.
Todas as epécies inoculadas apresentaram efeito positivo para producédo de proteina do
solo relacionada a glomalina aos 140 dias de cultivo.
N&o houve efeito da inoculacdo para producdo de proteina do solo relacionada &
glomalina aos 876 dias.
A inoculacdo com FMASs favoreceu a estabilidade de agregados via seco aos 876 dias.
A inoculacdo com G. cubense apresentou melhor indice de estabilidade estrutural aos

876 dias. Nao havendo efeito da inoculagéo aos 140 dias.
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