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Resumo

objetivou-se com esse trabalho avaliar a influéncia da utilizagdo de bactérias fixadoras
de nitrogénio do género Azospirillun sobre as interacdes entre os fungos micorrizicos
arbusculares em sete espécies de hortalicas em solo de Cerrado. O experimento foi
realizado na é&rea experimental da Faculdade Evangélica de Goianésia. O
delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com os tratamentos
dispostos em esquema fatorial 7x4 com cinco repeticdes, sendo o primeiro fator
composto por 7 espécies de hortalicas: Alface, Cebolinha verde, Cenoura, Coentro,
Couve, Espinafre e Rabanete. O segundo fator foi composto pelos tratamentos:
Inoculacdo de Azospirillum, Aplicacdo de Esterco Bovino e Inoculacéo de Azospirillum
com aplicacdo de Esterco Bovino e Controle. Desta forma foi avaliado a interacdo de
fungos micorrizicos em 7 especies de hortalicas, na presenca e auséncia de fontes de
nitrogénio, na expectativa de se obter os resultados que possam comprovar se fontes
de nitrogénio auxilia ou se prejudica a interacdo dos fungos micorrizicos com as
plantas. A utilizacdo de bactérias diazotroficas nao influenciam as interacdes
micorrizicas em hortalicas. Foi verificado valores superiores em cebolinha, coentro e
couve, quando comparado a alface, rabanete, cenoura e espinafre. A densidade de
esporo foi maior em alface, rabanete, couve e espinafre do que em cebolinha, cenoura

e coentro.

Palavras-chave: Simbiose, FBN, FMA



Abstract

This work aimed to evaluate the influence of the use of nitrogen fixing bacteria of the
genus Azospirillun on the interactions between arbuscular mycorrhizal fungi in seven
species of vegetables under Cerrado soil. The experiment was carried out in the
experimental area of the Faculdade Evangelica de Goianésia. The experimental
design was completely randomized with the treatments arranged in a 7x4 factorial
scheme with five replications. The first factor was composed of 7 species of
vegetables: Lettuce, Green Onion, Carrot, Coriander, Cabbage, Spinach and Beet.
The second factor was composed by the treatments: Inoculation of Azospirillum,
Application of Bovine Spittle and Inoculation of Azospirillum with application of Bovine
Spittlement and Control. In this way the interaction of mycorrhizal fungi in 7 species of
vegetables was evaluated, in the presence and absence of nitrogen sources, in the
expectation of obtaining the results that can prove if nitrogen sources aids or is
detrimental to the interaction of mycorrhizal fungi with plants.

The use of diazotrophic bacteria does not influence the mycorrhizal interactions in
vegetables. It was verified higher values in chives, coriander and cabbage, when
compared to lettuce, beet, carrot and spinach. The spore density was higher in lettuce,
beet, cabbage and spinach than in chives, carrots and coriander.

Keywords: Symbiosis, FBN, FMA



1. INTRODUCAO

O Cerrado é conhecido por sua biodiversidade, com especial atencdo a
microbiota do solo que desempenha diversas fungdes essenciais para a manutencao
natural deste ecossistema (RODRIGUES et al.,, 2016), tais como a ciclagem de
nutrientes com fungos micorrizicos arbusculares (ARTURSSON et al., 2006; YAMATO
et al., 2008; HILDERMANN et al., 2010) e a fixacdo biolégica de nitrogénio
(Steenhoudt e Vanderleyden, 2000; Melo, 2015), além da interagcdo com respostas
positivas que estes organismos trazem.

A Agroecologia € definida como um novo paradigma produtivo, a
sustentabilidade € a chave para a manutencao de processos produtivos através do
tempo. Esse tipo de manejo ndo deve ser exclusivo de sistemas extensivos de
producdo. A agricultura familiar, gquando bem estruturada, sai do nivel de subsisténcia
e passa a ser responsavel pela producéo, manutencéo e comercializagdo de produtos,
como as hortalicas, (CAPORAL e COSTABEBER, 2002).

Nas ultimas décadas, novos conceitos de sistemas de producdo agricola,
baseados na conservacdo do solo, diversificagdo de culturas, reciclagem de
nutrientes, uso sistematico de adubos organicos e outras praticas alternativas, tém
sido desenvolvidos na tentativa de equilibrar a produtividade com a conservacao do
meio ambiente (ROSCOE et al., 2006).

A producdo de hortalicas é fonte principal de renda de subsisténcia na
agricultura familiar que é a responséavel pelo abastecimento dos centros urbanos com
estes produtos. A utilizacdo de uma tecnologia barata, sem danos ao produto final e
sem impacto ambiental € uma alternativa para este meio de producao. A utilizacdo de
fungos micorrizicos arbusculares junto com a fixagéo biolégica de nitrogénio ja é uma
técnica de manejo dominada e utilizada na producéo de hortalicas, se faz necesséria
a pesquisa para elucidacdo desta técnica em demais tipos de producdo agricola
(SOUZA et al., 2014).

A importancia do uso sustentavel dos recursos naturais, especialmente do solo
e da agua, tem-se constituido em tema de crescente relevancia. O aumento da
atividade humana em ecossistemas tem grande impacto sobre a dinamica dos
organismos do solo (FOLLI-PEREIRA et al., 2012).



Uma alternativa para o0 manejo destas areas de maneira sustentavel é a
utilizacao do potencial da biodiversidade local com a finalidade de diminuir impacto e
custos de producéao.

A fixacdo biolégica de nitrogénio (FBN) perde apenas para a fotossintese em
se tratando de processo biolégico mais importante para as plantas. Estes organismos,
além de realizarem o processo de FBN, também sdo capazes de produzir alguns
hormoénios que ajudam no crescimento da planta. Isso faz com que a planta apresente
maior superficie radicular e maior densidade dos seus pelos radiculares, sendo assim,
a planta consegue absorver mais agua e mais nutrientes (STEENHOUDT e
VANDERLEYDEN, 2000; HUNGRIA, 2011).

Os fungos micorrizicos arbusculares formam associa¢cdes com as raizes das
plantas, atuando como uma extensao das raizes e aumentando a area de exploracao
e absorcao radicular (BORIE et al.,, 2006; KAHILUOTO ET AL., 2009; VAN DER
HEYDE et al., 2017), alguns destes géneros também possuem a habilidade de
solubilizar o fosfato adsorvido pelos coloides do solo auxiliando também na nutricao
deste nutriente que é problemético (EZAWA e SAITO, 2018).

A atuacao combinada destes organismos traz beneficios ao vegetal de maneira
sustentavel sem nenhum impacto ao meio ambiente. Se faz necessaria a elucidacéo
deste tipo de informacédo com a finalidade de aperfeicoar o manejo aumentando a
produtividade com a reducéo da degradacéo aliado a uma producao de baixo custo
(MOURA et al., 2018).

Objetivou-se com este trabalho avaliar a influéncia da utilizacdo de bactérias
fixadoras de nitrogénio do género Azospirillun sobre as interacdes entre os fungos

micorrizicos arbusculares em sete espécies de hortalicas sob solo de Cerrado.
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2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na area experimental da Faculdade Evangélica de
Goianésia. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com os
tratamentos dispostos em esquema fatorial 7x4 com cinco repeticbes, sendo o
primeiro fator composto por 7 espécies de hortalicas: Alface, Cebolinha verde,
Cenoura, Coentro, Couve, Espinafre e Rabanete. O segundo fator foi composto pelos
tratamentos: Inoculagdo de Azospirillum, Aplicacao de Esterco Bovino, Inoculagéo de
Azospirillum com aplicagéo de Esterco Bovino e Controle.

O solo da area do experimento foi preparado com aracdo, gradagem e
levantamento de canteiros. Nao foi realizada nenhuma adubacao quimica. As mudas
foram preparadas em bandejas com duzentas (200) células e substrato comercial com
excecao das espécies cenoura, cebolinha verde, rabanete e coentro, que foram
introduzidas por semeadura em linha e desbaste apdés a emergéncia. Apds o
transplante das mudas foi aplicado via aspersao a bactéria Azospirillum Brasilense na
dosagem de 2x1078 ufc/ml.

Foram levantados 4 canteiros de 4 metros de comprimento por 1 metro de
largura. Cada canteiro representa um bloco diferente sendo que cada um deles foram
divididos em 4 parcelas iguais de 1ImX1m para o estudo de quatro tratamentos. apos
a divisdo das parcelas foi adicionada uma lata de esterco de 18 litros nas parcelas que
contém esterco. O transplante ocorreu no dia 10 de outubro segunda feira na parte da
tarde.

O espacamento utilizado entre linhas e plantas foi de 25x 25 no bloco de 4m x
1m lembrando que as linhas externas e divisas de parcelas serdo desconsideradas.
O desbaste das ervas daninhas aconteceu diariamente nos canteiros. No dia 12 de
outubro de 2016 devido a incidéncia de cupins nos experimentos vizinhos foi aplicado
neste experimento em todos os blocos o inseticida a base de Fipronil chamado
(Poderoso), o mesmo foi diluido 15 ml em 2,5 litros de agua. No dia 15 de novembro,
terca-feira as 16 horas foram coletado as amostras de solo e de raizes de quatro

plantas em cada tratamento

Os esporos de fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) foram extraidos de 500
cm3 solo rizosférico pela técnica de peneiramento Uumido (GERDEMANN e

NICOLSON, 1963) seguida por centrifugacdo em agua e solucao de sacarose 50 %.
11



Os esporos foram separados de acordo com suas caracteristicas fenotipicas como
cor, tamanho e forma, compondo os diferentes morfotipos, sob lupa binocular
estereoscopica.

Para a determinacdo da porcentagem de colonizacdo, as raizes foram
clarificadas e coradas com 0,05% de Azul-de- Trypan em lactoglicerol (PHILLIPS E
HAYMAN, 1970) e a avaliagdo da colonizacdo foi feita em microscopio
estereoscopico, seguindo a técnica de interse¢do dos quadrantes (GIOVANNETTI e
MOSSE, 1980).

Para a identificacdo dos géneros de FMAs a partir das caracteristicas
morfologicas, os esporos foram separados de acordo com seus morfotipos e
montados em laminas com polivinil-lacto-glicerol (PVLG) puro e PVLG misturados com
Melzer (1:1 v/v). Para subsidiar o trabalho de identificagdo, foi utilizado artigos
originais da descricdo das espécies e descricbes das espécies fornecidas no site da
“International Culture Collection of Arbuscular and Vesicular-Arbuscular Mycorrhizal
Fungi” (INVAM, 2018).

Os dados foram submetidos ao teste de Tukey, a 5% de probabilidade pelo
software Assistat (SILVA, 2008) e as andlises de componentes foram realizadas pelo
software Past (HAMMER, 2018).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O teste F apontou diferenca minima significativa somente na variavel hortalicas.

Nao foi verificado diferencas significativas na variavel fonte de nitrogénio e na
interacdo entre as variaveis (Tabela 1).

Tabela 1. Teste F de significancia de taxa de coloniza¢cao micorrizica e densidade de
esporos em hortalicas sob aplicacéo de diferentes fontes de nitrogénio.

Fonte de Variagéo Colonizagao Densidade de
Micorrizica Esporos
Hortalicas 4,24 * 2,29 *
Fontes de N 1,24 ns 0,73 ns
Hortalicas x Fontes de N 1,19 ns 1,20 ns
CV(%) 25,25% 35,30%

*significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)
ns — N&o significativo.

Ao se investigar a taxa de colonizacao micorrizica nas diferentes hortalicas, foi
verificado valores superiores em cebolinha, coentro e couve, quando comparado a

alface, rabanete, cenoura e espinafre (Figura 1).

Figura 1. Taxa de Colonizacdo micorrizica em diferentes hortalicas sob solo de
Cerrado (%).
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A interacdo micorrizica em hortalicas € bastante conhecida e relatada. A
associacdo traz diversos beneficios as plantas colonizadas. Aroca et al. (2013)
relataram que a associacdo em alface melhora a resisténcia contra ambientes salinos.
Kapoor et al. (2002) verificaram que a coloniza¢do micorrizica em coentro aumenta os
teores 0leos essenciais das plantas inoculadas com fungos do genero Glomus.

Ao analisar a influéncia da associacao micorrizica na produtividade de cebola,
alface, e rabanete, Ocampo et al. (1980) verificaram alteracdes positivas na
produtividade de plantas que foram inoculadas com Glomus spp.

A fonte de nitrogénio utilizada nao influencia a taxa de colonizacdo micorrizica
em hortalicas. Por padrdo a deficiéncia de fosforo € que tem maior influéncia sobre a
taxa de colonizagdo em plantas (EZAWA e SAITO, 2018). A adubacé&o organica é uma
pratica comum na producéo de hortalicas, por ser um meio de fertilizacdo acessivel a
agricultura familiar, parcela importante na producdo e abastecimento deste tipo de
produto (BATISTA et al., 2016)

A densidade de esporo foi maior em alface, rabanete, couve e espinafre quando

comparadas a cebolinha, cenoura e coentro (Figura 2).

Figura 2. Densidade de esporos em diferentes hortalicas sob solo de Cerrado (N° de
esporos/50mL de solo.)
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As espécies de hortalicas que obtiveram maiores resultados em relacdo a
densidade de esporos, como a alface, couve, e espinafre possuem um maior volume
de raizes quando comparados as demais espécies estudadas e citadas na Figura 2.

Logo as hortalicas que apresentam uma maior quantidade de raizes também
possuem uma melhor exploracdo do solo e consequentemente tendem a apresentar
maior densidade de esporos como verificado por (JAMES; OLIVARES, 1998).

Como observados nas Figuras 1 e 2, maiores valores de taxa de colonizagao
nao estdo necessariamente ligados ao maior nimero de esporos no solo. Pois se 0s
mesmos apresentassem uma correlacdo positiva todos os tratamentos também
possuiriam uma alta taxa de colonizacdo ao invés de couve somente. A esporulacao
esta ligada ao volume de raiz do vegetal e as condicbes de estresse apds a
colonizagdo. J4 a colonizacao esta ligada a condicbes ambientais em que a planta se
encontrava antes da formacéo da associacado simbiotica. De modo geral, condicdes
de estresse nutricional proporcionam maior taxa de colonizagdo (Moreira e Sigueira,
2006).

Foram identificados os géneros Acaulospora, Claroideglomus, Diversispora,
Scutellospora, Sclerocystis, Glomus, Funneliformis Gigaspora e Scrobiculata na

rizosfera das hortalicas analisadas (Tabela 2).

Tabela 2. Géneros de fungos micorrizicos arbusculares identificados em rizosfera de
hortalicas em solo de cerrado.

EIBZ(IE\;I]KLC))S de Alface Rabanete Cebolinha Cenoura Coentro Couve Espinafre
Acaulospora + + + + + + +
Claroideglomus + + - - - - -
Diversispora + + + + + + +
Scutellospora - + + - + + -
Sclerocystis + + + + + - -
Glomus + + + + + + +
Funneliformis + + - - - - -
Gigaspora + + - + - - -
Scrobiculata - + - - - - -

15



Os géneros Acaulospora, Diversispora e Glomus foram identificados em todas
as espécies de hortalicas investigadas. Sclerocystis foi encontrado em rizosfera de
todas as hortalicas com excec¢éo de couve e espinafre. J& Scrobiculata foi identificado
somente em rizosfera de rabanete.

A analise de componentes principais apresenta a proximidade entre os géneros
identificados e as espécies de hortalicas investigadas (Figura 3). A distribuicdo
espacial das culturas estudadas em relacdo aos géneros de fungos identificados
evidéncia afinidade entre alguns grupos.

Os géneros de fungo Scrobiculata, Sclerocystis, Clareidoglomus, Gigaspora e
Funneliformis possuem mais afinidade pela alface e pelo rabanete.

J& o género Scutellospora possui uma leve proximidade com as hortalicas
coentro, cebolinha e couve e se distancia de todas as demais espécies de hortalicas
estudadas. Glomus, Acaulospora e Diversispora sdo comuns a todas as hortalicas
investigadas.

A cultura do espinafre apresenta pouca afinidade com os géneros de fungos
micorrizicos identificado, se aproximando mais dos géneros Glomus, Acaulospora e
Diversispora.

A analise de correspondéncia candnica aponta a influéncia das fontes de
nitrogénio sobre os géneros de fungos micorrizicos identificados na rizosfera das

hortalicas (Figura 4).
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Figura 3. Andlise de componentes principais dos géneros de fungos micorrizicos arbusculares e hortalicas em solo de cerrado.
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Figura 4. Analise de correspondéncia canodnica dos géneros de fungos micorrizicos arbusculares em diferentes fontes de
Nitrogénio. A: Inoculacdo de bactérias, B: Esterco, C: Esterco e Inoculacdo de bactérias e D: controle.
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No tratamento sob inoculacao de bactérias fixadoras de nitrogénio (Figura 4A),
0s géneros Glomus, diversispora, Clareidoglomus e Acaulospora foram encontrados
associados a rizosfera das hortalicas estudadas. Este tratamento prejudicou a
ocorréncia das demais espécies identificadas. Comportamento semelhante foi
verificado no tratamento sob inoculagéo e aplicacéo de esterco bovino (Figura 4C) e
no tratamento controle (Figura 4D).

O tratamento somente com aplicacdo de esterco (Figura 4B), somente 0s
géneros Glomus e Diversispora foram encontrados na rizosfera das hortalicas
submetidas a esse tratamento. A aplicacédo de esterco sem a inoculacao prejudicou a
associacao dos Géneros Clareidoglomus e Acaulospora.

Ao se estudar fungos micorrizicos em vegetais folhosos, Pagano et al. (2009)
também verificaram a presenca de Glomus e Diversispora em todas as hortalicas
estudadas.

Os fungos micorrizicos, por ndo possuirem especificidade, possuem facilidade
de se associarem a uma gama muito grande de espécies vegetais (MOURA, 2015).
Sua associacao simbiotica traz beneficios como maior eficiéncia na absor¢cdo de
nutrientes (JIANG et al., 2013), solubilizacédo de fosfato adsorvido pela argila (EZAWA
e SAITO, 2018), absorcéo de agua e tolerancia a situacdes de stress hidrico (MORTE
et al., 2000) e promocdo de crescimento através da producdo de fito hormdnios
(STEENHOUDT e VANDERLEYDEN, 2000).
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4. CONCLUSOES

A utlizacdo de bactérias diazotroficas néo influenciam as interacdes
micorrizicas em hortalicas.

Foi verificado valores superiores para a taxa de colonizacdo micorrizica em
cebolinha, coentro e couve, quando comparado a alface, rabanete, cenoura e
espinafre.

A densidade de esporo foi maior em alface, rabanete, couve e espinafre do que

em cebolinha, cenoura e coentro.
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