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RESUMO

O uso de fungos micorrizicos arbusculares (FMA), como Rhizophagus clarus ¢ uma estratégia
sustentavel para melhorar o crescimento vegetal em solos do Cerrado, onde a baixa
disponibilidade de fosforo (P) limita o desenvolvimento das plantas. O FMA amplia a absor¢ao
de nutrientes, ¢ seus esporos precisam ser protegidos para manter a viabilidade. O
encapsulamento em alginato de sddio preserva os propagulos e favorece a colonizagdo
radicular. Este estudo avaliou esferas de alginato com esporos associadas a adubacao fosfatada,
visando melhorar o desenvolvimento inicial do milho. Os experimentos foram conduzidos na
UNESP de Ilha Solteira. Na Etapa I, multiplicou-se RA. clarus, cultivando Urochloa brizantha
por 80 dias para produzir o solo-inoculo. Na Etapa II, esporos foram extraidos, selecionados e
encapsulados em alginato gelificado com CaCl.. Na Etapa III, avaliou-se o desempenho das
esferas associadas ao superfosfato triplo em delineamento 4 x 2 com milho AG 7098. A
adubagdo fosfatada aumentou nimero de folhas, comprimento radicular e crescimento inicial.
A combinagao entre P e esporos encapsulados elevou massa seca, altura e colonizagao
micorrizica. O encapsulamento mostrou-se eficaz para manter a viabilidade dos propagulos,
resultando em plantas mais desenvolvidas e maior eficiéncia na absor¢do de nutrientes,

configurando uma estratégia sustentavel.

Palavras-chave: Micorriza; Alginato; Rhizophagus clarus; Cerrado; Zea mays L; Simbiose.
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ABSTRACT

The use of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF), such as Rhizophagus clarus, is a sustainable
strategy to improve plant growth in Cerrado soils, where low phosphorus (P) availability limits
plant development. AMF enhance nutrient uptake, and their spores must be protected to
maintain viability. Encapsulation in sodium alginate preserves the propagules and favors root
colonization. This study evaluated alginate spheres containing spores combined with phosphate
fertilization to improve early maize growth. The experiments were conducted at UNESP in Ilha
Solteira. In Stage I, Rh. clarus was multiplied by cultivating Urochloa brizantha for 80 days to
produce the inoculum soil. In Stage II, spores were extracted, selected, and encapsulated in
alginate gelled with CaCl.. In Stage III, the performance of the spheres combined with triple
superphosphate was evaluated in a 4 x 2 designs using AG 7098 maize. Phosphate fertilization
increased leaf number, root length, and early growth. The combination of P and encapsulated
spores enhanced shoot dry mass, plant height, and mycorrhizal colonization. Encapsulation
proved effective in maintaining propagule viability, resulting in better-developed plants and

greater nutrient uptake efficiency, representing a sustainable strategy for agricultural systems.

Keywords: Mycorrhiza; Alginate; Rhizophagus clarus; Cerrado; Zea mays L.; Symbiosis.
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1. INTRODUCAO

O uso de microrganismos promotores de crescimento de plantas ¢ uma pratica
sustentavel na agricultura. Dentre estes, a associagao com os fungos micorrizicos arbusculares
(FMA) vem sendo relatada como benéfica para o cultivo de milho no Cerrado (Silva et al.,
2022b). Visto que por meio de sua rede de hifas, estes fungos exploram o solo por agua e
nutrientes, que sdo transferidos aos hospedeiros, se necessario, incluindo os de baixa
mobilidade. Além de suas hifas, os esporos dos FMA também funcionam como estruturas de
propagacdo. Estes, por serem quiescentes, precisam ser ativados para desencadear suas fungodes
metabolicas de germinacao e crescimento (Lidoy et al., 2023).

Esses simbiontes sdo biotroficos obrigatorios, ou seja, se propagam apenas quando
associados a uma planta viva e em condigdes adequadas de umidade e temperatura (Delvian;
Rambey, 2019). No Cerrado, tais condi¢des sdo particularmente relevantes, ja que seus solos,
predominantemente Latossolos e Argissolos, possuem elevada acidez, baixa capacidade de
troca cationica e forte fixacdo de fosforo por 6xidos de ferro e aluminio, dificultando a
disponibilidade desse nutriente essencial (Dias et al., 2025). Desta forma, a manutencao destes
esporos e sua viabilidade devem ser preservadas para garantir o sucesso na colonizagao
radicular e os seus beneficios a planta hospedeira. Neste contexto, técnicas de encapsulamento
de microrganismos utilizando polimeros biodegradaveis, com boa compatibilidade e de baixo
custo, podem ser uma alternativa para aumentar a viabilidade destes propagulos no solo
(Delvian; Rambey, 2019).

Nesse contexto, técnicas de encapsulamento de microrganismos utilizando polimeros
biodegradaveis apresentam-se como alternativas promissoras para proteger, transportar e
favorecer a sobrevivéncia de propagulos no solo (Delvian; Rambey, 2019). Uma variedade de
materiais pode ser utilizada como matéria-prima para o encapsulamento de microrganismos,
como amido, quitosana, e o alginato. O alginato ¢ um polimero, extraido de algas marrons,
apresentando baixo custo e ¢ ambientalmente seguro (Machado et al., 2022).

O fungo Rhizophagus clarus, amplamente estudado no Brasil, destaca-se por sua
elevada eficiéncia simbiotica, contribuindo para o aumento da absorcdo de nutrientes,
tolerancia a estresses abioticos e melhoria no crescimento inicial de culturas como o milho
(Silva et al., 2022b; Tavares et al., 2024). Além disso, a inoculagdo com R. clarus tem sido
associada a maior aproveitamento de fosforo em solos com alta fixacdo desse elemento,
caracteristica tipica das areas de Cerrado (Radi et al., 2024).

Dessa forma, configura-se como uma alternativa sustentavel promissora para aumentar

a viabilidade de esporos dos FMA no solo. Este estudo esta alinhado a "Agenda 2030" da ONU,
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que visa promover os "17 Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel" (ODS), destacando-se
o "ODS2" — "Fome zero e agricultura sustentavel", o "ODS13" — "Acdo contra a mudanga
global do clima" e 0 "ODS15" — "Vida terrestre" (ONU, 2021).

Assim, testamos a seguinte hipotese: a utilizagdo de alginato de s6dio na construcao de
esferas poliméricas para o encapsulamento de esporos de Rh. clarus aumentara a viabilidade
desses propagulos no solo, promovendo beneficios as culturas, como a do milho, por meio da
colonizagao radicular e da maior aquisi¢ao de nutrientes do solo.

Dessa maneira, foi avaliado o efeito do alginato de so6dio na formacdo de esferas
poliméricas destinadas ao encapsulamento de esporos de RA. clarus, associadas a adubagdo

fosfatada, sobre a fertilidade do solo e o desenvolvimento inicial de plantas de milho.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. 0 CERRADO E A PRODUCAO VEGETAL DE MILHO

Considerada a savana mais rica do mundo, conforme o ICMBio (Brasil, 2024) o
Cerrado possui cerca de 6 mil espécies de plantas nativas, abrangendo uma area de 2.036.448
km?, cerca de 23,9% do territorio brasileiro. Como Bioma, € o segundo maior do Brasil, estando
presente em estados como Goias, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Parana e Sao Paulo (Colli;
Vieira; Dianese, 2020). A regido apresenta grande relevancia e potencial para a producao de
graos voltados a agricultura, como o milho, que se destina a alimentagao humana, na forma de
farinhas e 6leos (Tanumihardjo et al., 2020; Alves et al., 2021) e a producdo animal, como
ragoes e silagens (Alamnie et al., 2022).

No contexto do agroneg6cio mundial, o milho (Zea mays), uma graminea da familia
Poaceae origindria do México, ¢ atualmente uma das culturas mais expressivas do mundo,
destacando-se como um dos trés cereais mais relevantes. O Brasil, como um dos principais
atores globais, ocupa a terceira posi¢ao na producdo e a segunda na exportagdo do grao
(Gongalves et al., 2021; USDA, 2024).

Com no total duas safras anuais, o milho se consolida como um dos pilares do
agronegocio brasileiro, exercendo papel estratégico tanto no mercado interno, sendo a maior
parte ao consumo humano e o restante ficando nas propriedades, para o consumo animal, quanto
no externo com destino ao mercado, onde sera comercializada para induastrias quimicas, fabricas
de ragdo e exportacdo (Maciel; Tunes, 2021). A segunda safra, conhecida como safrinha, ¢
cultivada entre os meses de janeiro e maio, logo apds a colheita da soja, permitindo o

aproveitamento da mesma area produtiva e otimizando recursos. Assim mais do que uma



14

oportunidade econdmica, a safrinha representa o compromisso do setor com a inovacao,
sustentabilidade e o aumento da oferta de alimentos (Sou Agro, 2025).

Nos solos de Cerrado, no entanto, em funcao da intemperizacdo e baixa
disponibilidade de nutrientes, o desenvolvimento inicial de plantas de milho pode ser
prejudicado (Raniro et al., 2022). Destacando-se especialmente o fosforo, cuja baixa

disponibilidade representa um dos principais entraves ao crescimento vegetal.

2.2. FOSFORO NO SOLOS DO CERRADO

Dentre os macronutrientes essenciais as plantas, o fosforo (P) se destaca como um dos
mais limitantes ao crescimento vegetal, sobretudo pela sua baixa disponibilidade nos solos
(Aleixo et al., 2020). Trata-se de um elemento indispensavel ao metabolismo das plantas,
participando de reacdes bioquimicas fundamentais para o fluxo energético, ja que compde
moléculas como ADP (adenosina difosfato) e ATP (adenosina trifosfato) (Junior et al., 2022;
Wang et al., 2021; Lambers, 2022; Caballero; Durango; Pérez-Polo, 2023). Além da fungao
energética, o P desempenha papéis estruturais relevantes, pois integra membranas fosfolipidicas
e os acidos nucleicos (DNA e RNA), conferindo estabilidade e funcionamento adequado as
células (Wang et al., 2021; Lambers, 2022; Caballero; Durango; Pérez-Polo, 2023).

Por atuar em diferentes etapas do desenvolvimento, o P influencia diretamente nos
processos como divisao celular, crescimento inicial das raizes, perfilhamento, formagao de
sementes, atividades fotossintéticas e respiratorias. Sua disponibilidade, portanto, esta
intimamente ligada a produgdo de biomassa e a qualidade nutricional das culturas (Wang et al.,
2021; Lambers, 2022).

Apesar disso, a oferta desse nutriente nos solos agricolas especialmente nos solos do
Cerrado representa um dos maiores gargalos da agricultura moderna. As reservas naturais de
rochas fosfatadas, principal matéria-prima para a producdo de fertilizantes fosfatados, sao
finitas e apresentam queda gradual na qualidade, o que eleva custos de extragdo e
processamento (Alewell et al., 2020). Assim, a reposi¢ao continua do nutriente se torna
indispensavel para manter a produtividade, reforcando a necessidade de estratégias mais
eficientes e sustentaveis de manejo (Sulieman et al., 2021).

Essa dificuldade se intensifica devido a propria dinamica do P no solo. Grande parte dos
compostos fosfatados ocorre em formas insoluveis ou fortemente adsorvidas as particulas
minerais, dificultando a absorcao pelas plantas (Milic et al., 2019). Estimativas indicam que
entre 80 e 90% do P aplicado pode ser perdido por escoamento superficial ou lixiviacao,

agravada por chuvas e praticas de irrigagdo (Salama et al., 2023). Quando esse excesso alcanga
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corpos d’agua, contribui para processos de eutrofizacdo, estimulando a proliferacdo de
organismos aquaticos e a redu¢ao do oxigénio dissolvido, com impactos ambientais expressivos
(Alewell et al., 2020).

Nos solos brasileiros, esses desafios sdo ainda mais marcantes. O intenso intemperismo
tipico de regides tropicais reduz naturalmente os teores de P disponivel (Novais et al., 2007;
Vinha et al., 2021). A presenca de argilas de alta atividade e de elevados teores de 6xidos de
ferro (Fe) e aluminio (Al) favorece a forte adsor¢dao do nutriente, que pode ser gradualmente
convertido em formas nao labeis, indisponiveis as plantas (Novais et al., 2007; Vinha et al.,
2021; Milic et al., 2019). Somado aos baixos niveis de matéria organica, esse cenario contribui
para a predominancia de formas inorganicas pouco acessiveis aos vegetais (Pinto et al., 2020;
Alovisi et al., 2020).

Mesmo assim, o fosforo orginico constitui uma fragcdo relevante nos solos tropicais,
variando entre 15 ¢ 18% do total (Pinto et al., 2020). Originado principalmente da
decomposicdo de residuos vegetais e da biomassa microbiana, ele é continuamente
mineralizado e reciclado, desempenhando papel importante no suprimento de P em sistemas
pobres em formas inorganicas ou manejados com altas cargas de matéria organica (Pinto et al.,
2020; Sulieman et al., 2021).

Diante desse contexto, a definicdo adequada das doses de fertilizantes fosfatados ¢
essencial para atender as necessidades das culturas, evitar o desperdicio de um recurso nao
renovavel e minimizar os riscos ambientais decorrentes do escoamento superficial e da
contamina¢do de corpos hidricos (Ullah et al., 2023). Nesse cendrio, estratégias bioldgicas,
como o uso de fungos micorrizicos arbusculares, podem auxiliar na absor¢do de nutrientes de

baixa mobilidade como o P.

2.3.RHIZOPHAGUS CLARUS FUNCAO E ECOLOGIA DOS FMA

Rhizophagus clarus ¢ um fungo micorrizico arbuscular (FMA), pertencente ao filo
Glomeromycota, amplamente reconhecido pela capacidade de formar simbioses mutualisticas
obrigatdrias com as raizes da maioria das plantas terrestres (Radi et al., 2024; Tavares et al.,
2024). Essa relagdo se concretiza por meio da formacao de arbusculos e vesiculas no interior
das raizes, além de uma rede extensa de hifas extrarradiculares, que aumenta de forma
expressiva o volume de solo explorado. Essas estruturas sao fundamentais para a absor¢ao de
agua e nutrientes, refletindo diretamente no crescimento e no vigor das plantas (Silva et al.,

2022a; Tavares et al., 2024; Radi et al., 2024).
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No processo simbiotico, ha uma troca equilibrada: a planta fornece ao fungo o carbono
produzido pela fotossintese, enquanto o FMA disponibiliza d4gua e nutrientes essenciais,
especialmente aqueles de baixa mobilidade no solo, como fosforo (P), zinco (Zn) e cobre (Cu)
(Singh et al., 2010; Salgado et al., 2016; Storer et al., 2017; Gomes Junior et al., 2018). As hifas
micorrizicas conseguem ultrapassar a regido imediata da rizosfera, alcangando locais
inacessiveis ao sistema radicular, o que otimiza a absor¢do mineral (Sousa et al., 2021). Além
disso, a simbiose contribui para aumentar a tolerancia das plantas a condi¢des adversas, como
seca, salinidade e outros estresses ambientais ou fitopatogénicos (Costa et al., 2020).

Do ponto de vista morfologico, RhA. clarus apresenta esporos hialinos a amarelados, com
formato globoso a subgloboso e protegidos por uma parede formada por trés camadas: uma
camada mucilaginosa externa, outra laminada e hialina mais rigida e, por fim, uma camada
laminada pigmentada, responsavel pela coloragdo do esporo (Stlirmer et al., 2025). Essa
composi¢ao garante prote¢do ao material genético e contribui para a sobrevivéncia e dispersao
do fungo em diferentes ambientes.

Estudos biogeograficos mostram que RA. clarus possui distribuicdo cosmopolita, sendo
encontrado em praticamente todos os continentes € em biomas muito distintos, como desertos,
manguezais, florestas boreais, formag¢des temperadas e ambientes tropicais (Stiirmer et al.,
2025). Sua ocorréncia ¢ favorecida em locais com temperatura média anual proxima de 20 °C
e precipitagao em torno de 2.000 mm. Além disso, o fungo apresenta boa adaptagdo a solos
moderadamente acidos e pobres em P, uma condi¢gdo comum em regides tropicais fortemente
intemperizadas, nas quais a simbiose micorrizica oferece vantagens ecologicas significativas.

Sob a perspectiva funcional, o RA. clarus se destaca pela eficiéncia em promover
crescimento vegetal e melhorar o estado nutricional das plantas. Os arbusculos funcionam como
pontos de intensa troca metabdlica entre fungo e hospedeiro, permitindo maior eficiéncia na
absor¢do de nutrientes pouco moveis. A simbiose também contribui para melhorar o estado
hidrico da planta e reduzir danos provocados por estresses abioticos, particularmente em
ambientes salinos. Nessas condi¢des, o fungo auxilia no equilibrio i16nico, minimiza a
toxicidade por sodio e estimula enzimas antioxidantes, como catalases e peroxidases, reduzindo
o estresse oxidativo nos tecidos vegetais (Tavares et al., 2024).

A soma de caracteristicas, como a ampla distribui¢do geografica, capacidade de
colonizagdo radicular, eficiéncia em melhorar o crescimento e a nutricdo das plantas e
habilidade de mitigar estresses abioticos, coloca Rh. clarus entre os FMA mais promissores
para uso como biopolimeros em sistemas agricolas sustentaveis. Diante de desafios como

salinizagdo de solos, baixa disponibilidade de P em ambientes tropicais e impactos das
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mudangas climaticas, sua utilizagdo representa uma estratégia ecologicamente adequada e
agronomicamente vantajosa para manter e elevar a produtividade agricola (Stiirmer et al., 2025;
Radi et al., 2024; Tavares et al., 2024; Silva et al., 2022a).

Considerando esse potencial e a necessidade de tecnologias que garantam a estabilidade
e a eficiéncia do fungo no campo, torna-se fundamental empregar métodos capazes de proteger
0s esporos e preservar sua viabilidade. Entre as alternativas disponiveis, destacam-se os
biopolimeros naturais, como o alginato de s6dio, amplamente utilizado para o encapsulamento

de microrganismos (Costa, 2024).

2.4.BIOPOLIMEROS DE ALGINATO DE SODIO

Extraido principalmente de algas marrons da classe Phaeophyceae, o alginato ¢
amplamente utilizado nas industrias alimenticia, biomédica e farmacéutica devido a
biodegradabilidade, a baixa toxicidade e a capacidade de formar filmes (Santos, 2022; Soares,
2025).

O uso de biopolimeros ambientalmente sustentdveis tem ganhado destaque nos ultimos
anos, especialmente na producdo de embalagens biodegradaveis e filmes ativos (Amado, 2022).
Entre esses materiais, o alginato de sodio se destaca como um dos mais empregados em técnicas
de encapsulamento por gelificagdo i6nica. Essa popularidade se deve a sua grande versatilidade,
ao baixo custo, a biocompatibilidade e a capacidade de formar géis estaveis, caracteristicas que
o tornam especialmente adequado para diversas aplicagdes tecnologicas e biologicas (Costa,
2024). Por essas razdes, o uso do alginato de sodio no encapsulamento de esporos fungicos tem
ganhado espaco no desenvolvimento de biofungicidas e biopolimeros, contribuindo para manter
a viabilidade microbiana e ampliar a durabilidade dos produtos durante o armazenamento
(Costa, 2024; Celestino et al., 2022).

A encapsulacdo contribui diretamente para a estabilidade dos esporos ao minimizar
danos provocados por variacdes de temperatura, umidade ou pela exposi¢ao ao oxigénio, o
encapsulamento microbiano tem sido estudado como uma barreira eficaz contra estresses
térmicos, oxidativos e ambientais, especialmente em formulacdes de biopolimeros. Ensaios
com Trichoderma spp. imobilizado em alginato mostram que os conidios mantém elevada
viabilidade (= log 7/g) por até¢ 120 dias sob temperaturas entre 8 °C e 25 °C, tanto em esferas
intactas quanto em formulagdes liofilizadas (Lopes et al., 2018; Silva et al., 2024).

Outro avango importante envolve o co-encapsulamento com substancias que atuam

como crioprotetores ou fontes nutricionais, como trealose, manitol e acido humico. Esses
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compostos ajudam a preservar a integridade microbiana e a aumentar a taxa de sobrevivéncia
apos periodos de armazenamento ou criopreservagao (Costa, 2024; Santiago et al., 2020).

O processo quimico por tras da formagao das esferas de alginato ocorre pela gelificacdao
ionotropica, que depende da interagdo entre o alginato de sédio e os ions calcio presentes na
solugdo de cloreto de calcio (CaClz). O alginato ¢ um polieletrolito anidnico, soluvel em agua
devido aos grupos carboxilato das unidades de 4cido manurénico (M) e gulurénico (G). Quando
a solucao contendo o microrganismo ¢ gotejada em CaClz, os ions Na* sdo substituidos por
Ca?, que se ligam preferencialmente aos blocos G das cadeias poliméricas. Forma-se entdo o
conhecido modelo “egg-box”, no qual os ions Ca?" se organizam entre as cadeias como “ovos
em uma caixa”, promovendo ligacdes cruzadas que resultam em um hidrogel insoluvel de
alginato (Medeiros et al., 2022).

A técnica de gotejamento ¢ uma das mais utilizadas para a gelificacdo ionotrépica por
ser simples, econdmica e altamente reprodutivel, permitindo a produgdo de esferas uniformes
com elevada eficiéncia de encapsulamento (Medeiros et al., 2022). As dimensdes das macros,
micros ou nanoesferas dependem, sobretudo, da viscosidade da solugao polimérica, do diametro
do bico extrusor e da concentragdo de CaCl: (Costa, 2024).

Do ponto de vista estrutural, o alginato € formado por unidades de -D-manuronato (M)
e a-L-guluronato (G), ligadas por ligagdes glicosidicas 1—4, que podem se organizar em blocos
homogéneos ou heterogéneos. A propor¢ao M/G determina propriedades como viscosidade,
rigidez da matriz, seletividade ionica e capacidade gelificante caracteristicas essenciais em
aplicacdes de encapsulamento e na produgao de hidrogéis e filmes (Amado, 2022).

Assim, o alginato de sodio destaca-se como uma matriz eficiente para o encapsulamento
microbiano e como um biopolimero versatil na producao de hidrogéis e filmes. Sua estrutura,
aliada a capacidade de gelificagdo idnica e a compatibilidade com diferentes técnicas de
modificacdo, assegura ao material um potencial expressivo para aplicagdes agricolas,

ambientais e industriais (Amado, 2022).

3. MATERIAL E METODOS
As etapas de desenvolvimento dos experimentos foram realizadas nas dependéncias da
Faculdade de Engenharia, UNESP, Campus de Ilha Solteira, como no Laboratério de

Microbiologia do Solo e em casa-de-vegetagao.

Etapa I — Multiplica¢io do indculo do FMA
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A multiplicagdo do inoculo do Rh. clarus (Figura 1), foi conduzida em casa-de-
vegetacdo. Esta teve inicio com a desinfec¢do das jardineiras, com agua e sabao e uma solugao
de hipoclorito de sodio (10%), seguida pela preparacdo e peneiramento de uma mistura de solo
arenosa, composto de solo de barranco misturado com areia grossa lavada, na propor¢ado de 2:1.
O solo, segundo Santos et al., 2023, se trata de um LATOSSOLO Vermelho, textura argilosa o
qual foi coletado na Fazenda de Ensino, Pesquisa e Extensdao (FEPE) da UNESP, Campus de
Ilha Solteira. Separada a quantidade correta para 4 bandejas, a mistura foi autoclavado por 20
minutos, a 110 °C/ 1 atm, para eliminar microrganismos existentes, que poderiam interferir no

experimento.

Figura 1. Multiplicagdo do fungo micorrizico arbuscular Rhizophagus clarus. a) semeadura e

b) adubagao com ureia.

DS OATR I

Fonte: Autoria propria (2023).

Preenchidas as jardineiras, foi realizado a semeadura da graminea Urochloa brizantha,
mais conhecida como Capim Marandu, misturada com esporos do FMA. Assim preparadas,
foram transferidas para uma casa de vegetag¢do fechada, apds 19 dias houve aplicagdes de 15
gramas de ureia por vaso e aos 80 dias no total com monitoramento e irriga¢do diaria, a
multiplicagdo do fungo foi encerrada com a retirada da parte aérea. O solo, juntamente com as
raizes, foi deixado secar a sombra, temperatura ambiente, antes serem peneirados, resultando

no solo-indculo.

Etapa II — Separacio dos esporos de FMA e preparo das esferas

Para separagdo dos esporos do solo-indculo (Figura 2), amostras de 50g foram lavadas
para coleta dos esporos, sendo cada uma com uma média de 39 esporos. Para tanto, foi utilizada
a metodologia de decantacdo e peneiramento umido proposta por Gerdemann e Nicolson

(1963), seguida de centrifugagdo e flutuagao em solucdo por sacarose (Jenkins, 1964), a qual
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consiste na lavagem e peneiramento das amostras 4 vezes, centrifuga¢do por 5 minutos para
sedimentacdo, ¢ retirado o excesso de dgua e adicionado a solugdo de sacarose, foram agitadas
e centrifugadas por mais 1 minuto para os esporos flutuarem e entdo foi realizada a separag¢ao
(Figura 2) de 900 esporos viaveis de Rh. clarus sob microscopio estereoscopio, para posterior
encapsulamento.

As esferas poliméricas de alginato foram preparadas utilizando a metodologia adaptada
de gelificacdo, descrita por Sanli et al. (2008) e Bulut (2020). A técnica envolve a agitacdo de
uma solucdo contendo 0,4 g de alginato de sddio em 10 mL de 4gua com os esporos. Apos se
tornar homogénea, esta foi gotejada com uma seringa em uma solucao preparada com 1 g CaCl;
em 100 mL de 4gua, sob também agitacdo constante resultando na formacdo das esferas

(Figura2), com uma média de 2 esporo de FMA cada.

Figura 2. Processos para obtencdo dos esporos vidveis de Rhizophagus clarus e
encapsulamento. a) decantacdo e peneiramento umido; b) centrifugacdo das amostras; c)

esporos viaveis para separagdo e d) esporos encapsulados em solucao de CaCl..

-

Fonte: Autoria propria (2024).
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Etapa III - Potencial de esporos em esferas em combinacio com fertilizante superfosfato
triplo.

O experimento foi realizado para avaliar o potencial de esporos em esferas, em
combinagdo com o fertilizante superfosfato triplo, utilizando apenas uma dose da adubagdo
fosfatada, ou seja, 50% da dose indicada para a cultura do milho. O Neossolo foi coletado de
barranco na camada 0 - 0,20 m, na FEPE, UNESP, Campus de Ilha Solteira e, devido as suas
caracteristicas quimica antes da montagem do experimento (Tabela 1), foi necessaria a corregao

com 3,95 g de calcario.

Tabela 1. Atributos quimicos do solo arenoso (neossolo) na camada superficial (0,0 — 0,2 m),

utilizando metodologia proposta por Raij et al. (2001).

Atributos Unidade Atributos Unidade
P-resina mg dm? 2 B mg dm™ 0,06
S-S0 mg dm™ 9 Cu mg dm™ 0,9
MO g dm? 13 Fe mg dm? 14
pH(CaCl) - 5,7 Mn mg dm? 10,9
K mmol. dm™ 0,5 7n mg dm? 0,1
Ca mmol. dm™ 14 CTC mmol. dm™ 39,5
Mg mmol. dm’ 10 \Y% % 62

B = boro determinado em agua quente; o Cu= cobre, Fe = ferro, Mn = manganés ¢ Zn = zinco foram
determinados em DTPA (4cido dietilenotriaminopentaacético), CTC: capacidade de troca de cations; V
(%): saturagdo por base, MO: matéria organica.

Foram 9 repeti¢cdes por tratamento, totalizando 72 vasos, os quais foram devidamente
desinfetados com hipoclorito a 10% e preenchidos com neossolo e areia na propor¢do (2:1). A
semeadura consistiu na deposi¢do de quatro sementes de milho Ag 7098 por vaso, um hibrido
simples e precoce. O experimento foi estruturado em delineamento inteiramente casualizado,
em esquema fatorial 4 x 2, composto por 4 tratamentos de inoculagao (0, 10 e 20 esferas, com
aproximadamente 2 esporos por esferas e o controle com 50 g de indéculo FMA com
aproximadamente 39 esporos), e 2 niveis de adubacdo fosfatada, metade do experimento sem
adicao e a outra metade com 0,1 g de superfosfato triplo (P50) incorporado ao solo, conforme
recomendacdes de Cantarella et al. (2022) do Boletim 100.

Ap6s 40 dias foi realizado a andlise de clorofila foliar utilizando um clorofilometro

ClorofiLOG da FALKER (Figura 3).

Figura 3. Experimento da avaliagdo do potencial, analise de clorofila foliar, colonizagao

radicular das plantas de milho e andlise de multiplicagdo de esporos, sendo a) andlise de
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clorofila foliar com o ClorofiLOG da FALKER nas plantas de milho ap6s 40 dias de semeadura,

b) fragmento de raiz colonizada; ¢) quantificagdo de esporos com microscopio 6tico.

Fonte: Autoria propria (2024)

Aos 45 dias apos a semeadura, antes da desmontagem do experimento, foram
contabilizadas o numero total de folhas (NF), além de mensurados com auxilio de uma trena o
comprimento do sistema radicular (CR), a altura da parte aérea (ALT) e o didmetro do coleto
(DC). A parte aérea foi colocada em saco de papel e submetida a secagem em estufa a 56 °C
por 4 dias até estabilizagdo, para determinacdo da massa seca da parte aérea (MSPA).

Ap0s essas avaliagdes, as folhas das plantas foram agrupadas em amostra compostas por
trés repetigoes dentro de cada tratamento para andlise foliar. Da mesma forma o solo foi
disposto em porcdes de 50 g de cada uma das trés repetigoes para analise de fertilidade, o que
resultou de ambas as andlises 3 amostras por tratamento, cada uma composta de 3 repeti¢des,
sendo 24 amostras cada andlise.

Para a analise da colonizac¢do radicular por FMA, as raizes foram lavadas em agua
corrente e submetidas ao clareamento do tecido, seguido da coloracao das estruturas fungicas,
sempre em banho-maria a 90°C, como segue: KOH 10% por 30 minutos, novamente lavadas e

imersas em HCI por 20 minutos. Ap6s descartar o HCI, foi adicionado azul de metileno por 7
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minutos. As raizes foram lavadas novamente e armazenadas em lactoglicerol para conservagao.
A avaliagdo da colonizagao seguiu metodologia proposta por Phillips e Hayman (1970). Como
mostrado um pouco do processo na Figura 2, seguimentos de raiz foram transferidos para a
superficie de laminas de vidro para microscopia 6tica, totalizando 10 seguimento ¢ 100 pontos
de avaliacdo, com intervalos de 1 cm de distancia, por repeti¢do, por tratamento.

Por fim para quantificar os esporos vidveis de FMA foi seguida a mesma metodologia
descrita anteriormente de decantacdo e peneiramento Umido, seguida de centrifugagcdo e

flutuagao por solucao de sacarose.

3.1 ANALISE ESTATISTICA

Utilizando o programa AgroStat, os dados foram analisados estatisticamente por meio
de analise de variancia (ANOVA), e nos casos em que o teste F for significativo, Scott-Knott a

5%.

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Houve aumento no nimero de folhas (NF) e no comprimento das raizes (CR) do milho
com a adubacdo fosfatada, em comparagdo ao controle (sem adubacdo com P) (Tabela 2). A
adubacdo com P melhora o crescimento vegetativo do milho, pois o fésforo participa da sintese
de ATP, DNA e RNA, essenciais para divisdo celular e crescimento (Margenot et al., 2024).
Avaliando o crescimento inicial do milho sob doses de fosfato, Vitorino et al. (2020)
demonstraram que a planta respondeu a aplicagdio de 200 mg dm™ de P (via fosfito),
incrementando sua producao de biomassa seca aos 45 dias apds a germinacdo de sementes.
Neste estudo, resultados semelhantes foram observados com a aplicacdo de 50% da adubacao
fosfatada recomendada para a cultura, fornecida via superfosfato triplo, exemplificando a
importancia desse nutriente no crescimento inicial do milho.

Estudos corroboram com os resultados mostrando que a aplicagao de superfosfato triplo
favorece o crescimento radicular, ampliando a area de absor¢do e aumentando a eficiéncia na
captacdo de nutrientes. Esse sistema radicular mais vigoroso contribui para a maior absor¢ao
de agua e nutrientes, refletindo em folhas mais saudaveis e com maior teor de elementos
essenciais ao desenvolvimento da cultura. Além disso, evidéncias apontam que a aplicagao de
superfosfato triplo em doses proximas a 50% da recomendacgdo, ¢ suficiente para garantir o

desenvolvimento inicial e a produtividade satisfatoria, favorecendo a formagdo radicular e o
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vigor das plantas, especialmente em solos com baixa disponibilidade de fosforo (Revista FT,

2021; Embrapa, 2022).
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Tabela 2. Médias, valores de F e coeficientes de variacdo (CV) para massa seca da parte aérea (MSPA), altura de plantas (ALT), nimero de folhas
(NF), didmetro do coleto (DC), comprimento de raizes (CR), teor relativo de clorofila (SPAD), colonizag¢do radicular por fungo micorrizico
arbuscular (FMA) e nimero de esporos de FMA (NESP) em plantulas de milho cultivadas em vasos, para os fatores: Indculo, contendo esporos de

Rhizophagus clarus (Controle: sem esporos, 10 esferas, 20 esferas, Solo-indculo) e adubagao com P (com ou sem), aos 45 dias apos a germinagao.

MSPA ALT NF DC CR SPAD FMA NESP
Tratamentos N
g cm - mm cm - Yo 50g-solo
Inoculac¢io (Inoc)

Controle 1,36 b 52,58 a 6,83 a 0,27 a 31,27 a 20,70 a 1,44d 2,33 ¢
10 Esferas 1,30 b 50,33 b 7,33 a 0,31a 32,22 a 21,43 a 8,00 c 18,22 a
20 Esferas 1,70 a 53,75 a 7,33 a 0,30 a 30,00 a 20,42 a 17,88 a 16,50 a

Solo-Inéculo 1,21 b 49,72 b 7,16 a 0,20 b 32,44 a 17,92 a 11,22 b 11,83 b
Fosforo (P)
Sem P 0,87 b 46,94 b 6,72 b 0,18 b 23,88 b 21,45a 4.88b 16,19 a
Com P 1,91 a 56,25 a 7,61 a 0,35a 39,08 a 18,81 b 14,38 a 8,25b
Valores de F
Inoc 6,25 3,08" 1,26NS 7,65 0,27NS 2,40N8 81,50 97,15™
P 144,16™ 74,65 17,89 86,87 50,68 7,117 157,16™ 120,82"
Inoc x P 7,917 3,59" 0,79NS 3,04" 2,56NS 0,37NS 10,94 27,59
Média Geral 1,39 51,59 7,16 0,27 31,48 20,13 9,63 12,2
CV (%) 26,32 8,85 12,44 28,79 28,76 20,91 33,35 25,08

Meédias seguidas da mesma letra, na coluna, para cada variavel, ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade, ** e *: significativos a 1 € 5%, respectivamente,
NS: néo significativo.
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Na analise de interacdo (Tabela 3), a combinacdo de 20 esferas + fertilizagdo com
fosforo teve um valor mais alto que diverge significativamente para massa seca da parte aérea,
altura da planta e colonizacao por FMA, e resultados adequados semelhantes para o diametro
do coleto em plantas fertilizadas com P associadas a tratamentos inoculados com 10 e 20
esferas, indicando que P + in6culo encapsulado favoreceu o crescimento e vigor das mudas
onde a protecdo do indculo permitiu uma associagdo estavel com as raizes. Esses resultados
concordam com os mostrados por Lima (2020), que indicou a presenca de FMA para efeito de
absorcao eficiente de fosforo, mesmo em solos com grande capacidade de fixacao de nutrientes.
A contribui¢do das hifas extrarradiculares foi, portanto, fundamental para aumentar a zona de
absor¢do, o que ¢ imperativo para utilizar o P inacessivel as raizes.

Em relagao ao nimero de esporos de FMA, ocorreu uma diminui¢do quando eles foram
encapsulados e associados ao P; a encapsulacdo pode proteger os esporos, mas a liberagdo e

germinagdo podem ser afetadas por ambos os parametros (Berruti et al., 2016).

Tabela 3. Interagdes significativas para os fatores Inoculo, contendo esporos de Rhizophagus
claurus (Controle: sem esporos, 10 esferas, 20 esferas, Solo-in6culo) e adubagdo com P (com
ou sem), para massa seca da parte aérea, altura de plantas, didmetro do coleto, colonizagao
radicular por FMA e niimero de esporos de FMA em plantulas de milho cultivadas em vasos,

aos 45 dias ap6s a germinacao.

Tratamentos 0 Esferas 10 Esferas 20 Esferas Solo-Ino6culo

Fosforo Massa seca da parte aérea (g)

Sem Fosforo 0,76 bA 0,80 bA 0,92 bA 1,01 bA

Com Fosforo 1,95 aB 1,80 aB 2,48 aA 1,41 aC
Altura de plantas (cm)

Sem Fosforo 46,16 bA 45,33 bA 48,27 bA 48,00 aA

Com Fosforo 59,00 aA 55,33 aB 59,22 aA 51,44 aB
Diametro do coleto (cm)

Sem Fosforo 0,21 bA 0,20 bA 0,18 bA 0,14 bA

Com Fosforo 0,33 aB 0,42 aA 0,42 aA 0,25 aB

—— Colonizagao radicular por FMA (%)
Sem Fosforo 0,11 bC 3,11 bC 10,55 bA 5,77 bB
Com Fosforo 2,77 aD 12,88 aC 25,22 aA 16,66 aB
——— Numero de esporos de FMA (x 100 g solo)
Sem Foésforo 1,11 aD 26,11 aA 21,33 aB 16,22 aC
Com Fosforo 3,55 aC 10,33 bA 11,66 bA 7,44 bB

Meédias seguidas da mesma letra mintisculas na linha e maiuscula na coluna, para cada variavel, ndo diferem entre
si pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade.



27

A andlise da fertilidade do solo mostrou que os niveis de fésforo no solo foram maiores
nos tratamentos com adi¢do de P (9,08 mg kg™') em comparacio aos sem adi¢do de P (4,33 mg
kg'). No entanto, outros pardmetros ndo foram significativamente afetados (Tabela 4),
permitindo inferir que os efeitos positivos no crescimento e desenvolvimento das mudas seriam
principalmente devido ao aumento da relagdo bioldgica planta-microrganismos, mas nao
favorecendo a modificacdo das propriedades do solo. Esse resultado ¢ consistente com a
natureza biotréfica de RhA. clarus que, como as outras espécies de FMA, permite aumentar a
eficiéncia da absor¢do de P sem necessariamente afetar os niveis desse nutriente disponivel no

solo (Lima, 2020).

Tabela 4. Médias, valores de F e coeficientes de variagdo (CV) da fertilidade do solo para
Fosforo (P-resina), matéria organica (MO), pH, acidez potencial (H+Al), soma de bases (SB),
capacidade de troca de cations (CTC), saturacao de bases (V), para os fatores: Indculo, contendo
esporos de Rhizophagus clarus (Controle: sem esporos, 10 esferas, 20 esferas, Solo-inoculo) e
adubagdo com P (com ou sem), em plantulas de milho cultivadas em vasos, aos 45 dias apds a

germinagao.

P MO pH H+Al SB CTC \4

Tratamentos mg kg'l g kg'l CaCl, mmolc kg-l o

Ino6culo (Inoc)

Controle 7,33 a 11,83a 7,00a 8,00a 48,38 a 56,38a  85,16a
10 Esferas 6,16 a 11,50a 7,01a 8,00a 43,55 a 51,55a 84,00 a
20 Esferas 7,16 a 11,83a 698a 8,164 44,36 a 52,53a 84,33 a

Solo-Inodculo 6,16 a 11,50a 7,01a 8,00a 44,05 a 52,05a 84,50a
Fosforo (P)

Sem P 433b 11,58a 697a 8,08 4327a 5135a 83,83a
Com P 9,08a 11,75a 7,03a 8,00 4690a 5490a 85,16a
Valores de F

Inoc 1,468 0,418 0,098 1,008 0,52MS 0,51NS  0,24N8

P 83,31"  0,31NS 1208 1,008 1,37NS 1,328 1,79NS

Inoc x P 1,328 1,138 1 39NS 1 o0NS 0,930 0,968 0,888
Média Geral 6,70 11,66 7,00 8,04 45,08 53,12 84,50
CV (%) 19,00 6,30 1,86 2,53 16,80 14,21 2,88

Meédias seguidas da mesma letra, na coluna, para cada variavel, ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5%
de probabilidade, ** e ": significativos a 1 e 5%, respectivamente, NS: ndo significativo.

No que diz respeito a nutri¢do mineral, ¢ possivel observar na Tabela 5 que a adi¢do de
P estimulou um actimulo maior de P nos tecidos, mas reduziu a concentragdo de N, apontando
para o efeito de dilui¢do, uma vez que, como o crescimento vegetativo foi melhor induzido

devido a presenga de P, aumentando a demanda conjunta por N. Isso também pode ser relatado
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na meta-andlise global de El-Sabaar e Bai (2020), onde houve maior produtividade primaria
quando N e P foram fornecidos juntos, superando apenas o efeito isolado de cada nutriente.
Esse sinergismo deve-se ao fato de que ambos os nutrientes se complementam nos processos
metabolicos, crescimento das raizes e absor¢ao de nutrientes, proporcionando condigdes para
um maior uso de N quando P estd disponivel (El-Sabaar; Bai, 2020). O P est4 envolvido no
desenvolvimento do sistema radicular e na fisiologia do metabolismo do P em plantas, incluindo
a absor¢do (Tabela 1), translocacao e assimilagdo de microelementos, por exemplo, Mg, Fe,
Mn. O magnésio ¢ necessario para a formacdo da clorofila e importantes reacdes de energia,
enquanto o ferro e o manganés, sendo relativamente imoveis no solo, requerem um sistema
radicular ativo para absorc¢do efetiva. O fornecimento de P predispde tanto o desenvolvimento
das raizes quanto o acimulo na planta desses nutrientes, melhorando o desempenho fisiologico
e produtivo (Silva; Berti, 2022).

Em contrapartida adubagao fosfatada pode comprometer a disponibilidade ¢ absor¢do
do zinco pelas plantas, devido a formagao de compostos insoluveis de fosfato de zinco no solo
e ao desequilibrio metabdlico na relagdo fosforo/zinco (P/Zn) (Souza et al., 2021). Para os
autores, esse antagonismo nutricional pode induzir sintomas de deficiéncia de zinco, mesmo
em solos com teores adequados do micronutriente, prejudicando o desenvolvimento e a
produtividade das culturas. Portanto, a adubacdo sustentdvel em milho deve considerar ndo
apenas o fornecimento equilibrado de fosforo, mas também a suplementacao adequada de zinco,

a fim de evitar desequilibrios nutricionais e garantir o desempenho produtivo da cultura.
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Tabela 5. Médias, valores de F e coeficientes de variagdo (CV) da analise foliar em plantulas de milho cultivadas em vasos para nitrogénio (N),
fosforo (P), potéssio (K), calcio (Ca), magnésio (Mg), enxofre (S), boro (B), cobre (Cu), ferro (Fe), manganés (Mn) e zinco (Zn), para os fatores:
Indculo, contendo esporos de Rhizophagus clarus (Controle: sem esporos, 10 esferas, 20 esferas, Solo-in6culo) e adubagdo com P (com ou sem),

em plantulas de milho cultivadas em vasos, aos 45 dias apos a germinagao.

N P K Ca Mg S B Cu Fe Mn Zn
Tratamentos 1 1
gkg mg kg
Inéculo (I)
Controle 17,41 a 1,05a 2248a  4,66b 5,18a 1,80 a 72,16 a 8,66 a 214,26 a 42,00 a 8,66 a

10 Esferas 16,46 a 1,28 a 20,81 a 3,36 b 4,83 a 1,76 a 46,83 b 8,66 a 151,00 b 40,83 a 6,83 a
20 Esferas 15,48 a 0,98 a 20,35 a 4,16 b 5,06 a 1,65a 53,66 b 6,50 b 123,83 b 33,33 b 6,33 a
Solo-Inoculo 14,51 a 1,13 a 2235a 5,80 a 5,30 a 1,60 a 52,33 b 6,33 a 132,66 b 30,16 b 6,83 a

Fosforo (P)
Sem P 1846a  0,73b  22,05a 3,65b 467b 1,67a 4391b  7,50a  132,85b  31,75b  8,75a
Com P 13,47 b 149a 20,94a 535a 55la 1,73a 68,58a  7,58a 178,02a  41.4l1a  5,558Db
Valores de F
I 2,23N8 1,36NS 0,48NS 6,49 0,598 1,26NS 491" 2,94N8 13,73" 4,04 1,52N8
P 35577 46,79" 0,518 18,077 10,597 048N 24617 0,01 16,82 11,417 14,44™
IxP 1,40NS 0,43NS 1,50NS 3,49 0,67%S  0,85NS 4,56 0,98NS 0,91N8 1,14N8 1,56NS
Média Geral 15,97 1,11 21,50 4,50 5,09 1,70 56,25 7,54 155,44 36,58 7,16
CV (%) 12,83 24,41 17,76 21,76 12,43 12,09 21,65 24,65 17,35 19,15 28,48

Médias seguidas da mesma letra, na coluna, para cada variavel, ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade, ™ e *: significativos a 1 e 5%, respectivamente,
NS: ndo significativo. Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, para cada variavel, ndo diferem entre si pelo teste Dunnett a 5% de probabilidade.
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No tratamento com P, os teores de Ca e B aumentaram, Ca com destaque para o
solo-in6culo, o qual foi mais expressivo, indicando maior eficiéncia desse método na
absorcao desse nutriente, ja o boro os teores aumentaram em quase todos os tratamentos,
exceto com 10 esferas (Tabela 6). Estimulando o crescimento das raizes e a atividade
microbiana no solo, o P também ¢ benéfico na promog¢ao da mobilizagao e absor¢ao de B
e Ca do solo pelas plantas, assim como, possivelmente, aumentos no pH do solo, o que
torna esses nutrientes mais soluveis (Zhao et al., 2021; Irfan et al., 2019), portanto,
aumentando sua disponibilidade para absor¢ao pode finalmente ter um efeito positivo na

eficiéncia de uso de P, B e Ca pela planta.

Tabela 6. Interagdes significativas para os fatores: Esferas de alginato, contendo esporos
de Rhizophagus clarus (Controle: sem esporos, 10 esferas, 20 esferas, Solo-indculo) e
adubac¢do com P (com ou sem), para o teor nutricional de célcio e boro em plantulas de

milho, em plantulas de milho cultivadas em vasos, aos 45 dias ap6s a germinagao.

Tratamentos Controle 10 Esferas 20 Esferas  Solo-Inéculo

Fésforo Cilcio (gkg™)

Sem Fosforo 3,93 aA 3,10 aA 3,70 aA 3,86 bA

Com Fosforo 5,40 aB 3,63 aB 4,63 aB 7,73 aA
Boro (mg kg™)

Sem Fosforo 44,33 bA 43,00 aA 45,66 bA 42,66 bA

Com Foésforo 100,00 aA 50,66 aB 61,66 aA 62,00 aA

Meédias seguidas da mesma letra mintisculas na linha e maiuscula na coluna, para cada variavel, ndo diferem
entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade.

5. CONCLUSAO

Conclui-se com base nos resultados obtidos, que o encapsulamento dos esporos
de Rh. clarus em esferas de alginato associado a adubagao fosfatada e ao desenvolvimento
inicial de plantas de milho em vasos foi efetivo para manter a viabilidade dos propagulos,
permitindo sua aplicacdo no solo sem prejuizo as caracteristicas estruturais e fisioldgicas
do fungo.

Os dados mostraram que as plantas inoculadas apresentaram desenvolvimento
superior, especialmente no crescimento radicular, indicando que o fungo encapsulado foi
capaz de colonizar as raizes e exercer seus efeitos benéficos, representando uma estratégia
vidvel e sustentavel para melhorar o desenvolvimento das plantas, contribuindo para

préaticas agricolas mais eficientes em solos do Cerrado.
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