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X1
ATRIBUTOS MICROBIOLOGICOS DO SOLO SOB ROTACAO E SEQUENCIAS DE
CULTURAS EM SEMEADURA DIRETA

RESUMO - Sistemas conservacionistas favorecem as popula¢gées microbianas em
funcdo da conservacao e do aumento da matéria organica no solo. As plantas desses
sistemas favorecem o crescimento dos microrganismos principalmente pela influéncia
das raizes, através do efeito rizosférico. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da
rotacdo de culturas inverno (milho, girassol e guandu) e sequéncias de verao
(soja/milho, milho/milho e soja/soja), em um sistema de semeadura direta, na atividade
enzimdtica e atributos quimicos em solo rizosférico e nao rizosférico; na contagem dos
fungos e bactérias do solo rizosférico e nao rizosférico; e na habilidade metabdlica dos
fungos isolados do solo rizosférico atribuida a promocgao de crescimento de plantas. O
estudo foi realizado na safra de inverno de 2008 de uma &rea experimental com
sistema de semeadura direta e rotacao de culturas, da Faculdade de Ciéncias Agrarias
e Veterinarias/FCAV/UNESP de Jaboticabal. O delineamento experimental foi em
blocos casualizados no esquema de faixas e trés repeticdes. As culturas de inverno:
milho (Zea mays L.), girassol (Helianthus anuus L.) e guandu (Cajanus cajan (L.)
Millsp), foram rotacionadas com sobre as sequéncias de verdo: soja/soja (Glycine Max
L.), milho/milho e soja/milho. Foram conduzidos dois experimentos, no Experimento 1,
foram coletadas amostras de solo rizosférico (SR- solo aderido as raizes das plantas) e
solo nao rizosférico (SNR- solo da entrelinha de plantio) das culturas de inverno,
totalizando assim 18 tratamentos (3 culturas de inverno x 3 sequéncias de veréo x 2
posicdes de coleta no solo). Para o Experimento 2, foi utilizado o SR das culturas de
inverno e as sequéncias de verao (3 x 3), totalizando 9 tratamentos. Experimento 1: as
atividades da amilase, CMC-celulase, protease e urease do SR foram 16, 85, 62 e
100% maiores do que o do SNR e os conteudos de carbono organico total e de
proteinas totais ambos foram 21% maiores. Dentre as culturas de inverno, o milho
estimulou mais as atividades das enzimas amilase, CMC-celulase, urease e protease
do SR do que as outras culturas. De modo geral, os teores de proteinas totais nao

foram influenciados pelas culturas de inverno e nem pelas sequéncias de verao; os



xii
conteudos de carboidratos totais foram maiores no SR da culturas de inverno milho e
girassol e o carbono organico total foi influenciado apenas pela sequéncia de verao
milho/milho. Experimento 2: as médias das contagens dos fungos foram de 11,22 x 10°
ufc g” de solo seco e das bactérias de 19,29 x 10° ufc g solo seco. As sequéncias de
verdo ndo influenciaram essas contagens. O SR da cultura de inverno milho promoveu
as maiores contagens tanto de fungos como nas de bactérias em relacdo as demais
culturas. Dos 501 isolados avaliados, mais de 90% apresentaram habilidade metabdlica
em no minimo uma das atividades avaliadas. Observou-se maior frequéncia de fungos
celuloliticos do que os demais grupos, decrescendo na seguinte ordem: celuloliticos
(61%), produtores de sideréforos (48%), amiloliticos (47%), ureoliticos (45%),
proteoliticos (42%), solubilizadores de fosfato (39%), produtores de AIA (19%),
produtores de HCN (11%) e quitinoliticos (2,8%). A colonizacdo micorrizica das raizes
de milho, girassol e guandu n&o diferiram entre si, com média de 51%. P&de-se concluir
que a atividade enziméatica e atributos quimicos do solo avaliados foram aumentados no
solo rizosférico em relagdo ao nao rizosférico e grande diversidade nas funcoes
metabdlicas dos fungos isolados do solo rizosférico, relacionadas a promogao de

crescimento de plantas, foram observadas.

Palavras-chave: efeito rizosférico, atividade enzimatica, fungos promotores de

crescimento de plantas, contagem de fungos e bactérias



Xiii
ATTRIBUTES OF SOIL MICROBIOLOGY WITH ROTATION AND SEQUENCES OF
CULTURES IN A NO-TILLAGE SYSTEM

ABSTRACT- Self-sustaining systems support microbial populations by conserving and
increasing organic matter in the soil. Furthermore, plants help increase the microbial
population, due to the influence of roots through the rhizosphere effect. This study
evaluated the effect of winter crop rotation and summer sequences in no-tillage system
on biochemical and chemical attributes; the count of total bacteria and total fungi in
rhizospheric (RS) and non-rhizospheric soil (NRS); and metabolic ability of fungi isolated
from the rhizospheric soil that were promoted by plant growth. This study was conducted
in the winter crop of 2008 in an experimental area with no-tillage and crop rotation at the
Collage of Agriculture and Veterinary Sciences / FCAV / UNESP Jaboticabal. The
experimental design was randomized block scheme of plots and three repetitions.
Winter crops: corn (Zea mays L.), sunflower (Helianthus anuus L.), and pigeonpea
(Cajanus cajan (L.) Millsp) were rotated with summer sequences: soybean/soybean
(Glycine max L.), corn/corn, and soybean/corn. Two experiments were conducted. In
Experiment 1, samples were collected from rhizosphere soil (RS-soil adhering to plant
roots) and non-rhizosphere soil (NRS- soil between rows of planting) of winter crops,
totaling 18 treatments (3 winter crops x 3 summer sequences x 2 collect position of soil).
For Experiment 2, the RS of winter crops were used and summer sequences (3 x 3),
totaling nine treatments. Experiment 1: The activities of amylase, cellulase, protease,
and urease in RS were 16, 85, 62, and 100% higher than in the NRS, respectively, while
total organic carbon and protein were 21% higher in RS. Among the winter crops, corn
stimulated higher activities of amylase, cellulase, protease, and urease in RS than other
cultures. A similar effect was also observed with the activity of amylase, protease, and
urease in NRS. In general, the levels of total protein were not affected by winter crops or
the summer sequences. The total carbohydrates were influenced by winter crops of corn
and sunflower, and the total organic carbon was only influenced after the corn/corn
summer sequence. Experiment 2: the mean of total fungal counts of was 11.22 x 10°

CFU g in dry soil and total bacteria were 19.29 x 10° CFU g in dry soil. The summer
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sequences did not influence these numbers. The RS of the winter corn crop produced
the highest scores of both total fungi and bacteria in relation to other cultures. Of the 501
isolates, 90% had metabolic ability in at least one of the activities evaluated. A higher
frequency of cellulolytic fungi than the other groups was observed, decreasing in the
following order: cellulolytic (61%), syderophore producer (48%), amylolitic (47%),
ureolytic (45%), proteolytic (42%), solubilizing phosphate (39%), IAA producer (19%),
HCN producer (11%), and chitinolytic (2.8%). The mycorrhizal colonization roots of corn,
sunflower, and pigeonpea did not differ, averaging 51%. In conclution, the biochemical
and chemical attributes evaluated were increased in RS compared to NRS, and large
diverse metabolic functions of fungi isolated from RS, related to the promotion of plant

growth, were observed.

Key-words: rhizosphere effect, enzyme activity, plant growth promoting fungi, fungi and
bacteria counts.



1. INTRODUCAO

As pesquisas do setor agricola tém buscado estratégias de manejo para o
maximo aproveitamento dos recursos de produgcdo e, ao mesmo tempo, a
sustentabilidade baseando-se na protecdo ambiental. Efeitos desfavoraveis como
erosao, degradacao de agregados de solo, perda de matéria organica e redugao nas
comunidades de organismos do solo podem ser evitadas pelo emprego de sistemas
conservacionistas como o sistema de semeadura direta e a rotagcdo de culturas. A
rotacdo de culturas se baseia na alternancia de diferentes espécies de plantas em um
mesmo terreno visando a melhoria das condi¢cdes fisicas, quimicas e microbioldgicas do
solo, ndo apenas de modo imediato, mas principalmente ao longo do tempo. Sistemas
de cultivo que envolvem a rotagédo de culturas e 0 manejo minimo do solo sdo requisitos
necessarios para uma agricultura sustentavel.

Os microrganismos do solo aumentam e se diversificam nos sistemas
conservacionistas, sendo muito importantes para a qualidade do solo, participando das
transformacdes da matéria organica e dos ciclos biogeoquimicos dos nutrientes. As
plantas exercem influéncia decisiva nesse aumento e diversidade das populagdes
microbianas, devido aos restos de cultura ou a zona de influéncia das raizes.

O solo rizosférico, contiguo a raiz, diferencia-se do solo nao rizosférico devido a
influéncia direta fisica, quimica e biolégica. O efeito rizosférico € medido pela relacao
entre os atributos do solo rizosférico e o solo n&o rizosférico, e esta relacionado com a
espécie de planta e as caracteristicas ambientais. O efeito rizosférico pode favorecer o
aumento da atividade microbiana e modificagdo da comunidade microbiana na rizosfera
devido a producdo de secrecoes e exsudados organicos soluveis prontamente
utilizaveis pelos microrganismos.

O solo rizosférico e o solo ndo rizosférico estdao sujeitos a influéncia das
diferentes plantas e das condicdes de manejo do solo. Esse efeito pode ser medido
pela quantificacdo dos grupos funcionais de microrganismos no ambiente rizosférico,
bem como pela atividade microbiana utilizando-se as enzimas que participam do ciclo
do carbono e nitrogénio. Em adig¢éo, o carbono organico total, o teor de carboidratos e o

teor de proteinas totais do solo rizosférico e do solo néo rizosférico podem fornecer



informacdes sobre as alteragdes nos processos metabdlicos contribuindo para uma
melhor compreensao sobre os efeitos das praticas de manejo e uso empregadas no
solo.

A habilidade metabdlica dos fungos saprofiticos da rizosfera atribuida a
promocao do crescimento de plantas é outro aspecto importante a ser investigado, visto
ser um assunto ainda pouco explorado na literatura, onde ha muitas pesquisas em
relacao as rizobactérias e aos fungos micorrizicos arbusculares.

A atuacao dos fungos na promogao de crescimento de plantas pode ocorrer de
forma direta através da producédo de substancias como o horménio acido indolacético
que € uma auxina que atua no crescimento vegetal; ou de forma indireta, através da
solubilizacdo de nutrientes no solo, como a solubilizacdo de fosfatos inorgéanicos, e
ainda pela acdo antagonista através da producao de substancias pelos fungos. Entre
essas substancias, destacam-se as enzimas decompositoras como protease, celulase e
quitinase, e os compostos que impedem o desenvolvimento dos microrganismos
patogénicos, controlando-os no solo, como o acido cianidrico e os sideréforos.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da rotagédo de culturas inverno
(milho, girassol e guandu) e sequéncias de verdo (soja/milho, milho/milho e soja/soja)
em um sistema de semeadura direta na:

1) atividade enzimatica e atributos quimicos em solo rizosférico e nao rizosférico;

2) contagem dos fungos e bactérias totais do solo rizosférico e nao rizosférico; e

3) habilidade metabdlica dos fungos isolados do solo rizosférico atribuida a

promocao de crescimento de plantas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. SISTEMAS CONSERVACIONISTAS DE SEMEADURA

Visando a melhoria das caracteristicas e propriedades naturais do solo e
objetivando menor manipulagcdo do mesmo, inUmeras técnicas alternativas tém sido
adotadas que contribuem para o aumento da matéria organica do solo e melhoria da
fertilidade, incluindo rotacdo de culturas, manutencdo dos residuos de plantas e
utilizagao de fertilizantes organicos (BORIE et al., 2006).

As técnicas de manejo agricola podem ter impacto na quantidade e diversidade
microbiana e podem se refletir na sustentabilidade e produtividade das plantas.
Portanto, praticas que envolvem o minimo de disturbios no solo tém sido conduzidas de
modo a reduzir os efeitos sobre as propriedades fisicas como o conteudo de agua,
temperatura e aeracao do solo (KLEIN et al., 2008). Desta forma, efeitos desfavoraveis,
como erosao, degradacao de agregados de solo, perda de matéria organica e reducao
nas comunidades de organismos do solo podem ser evitadas pelo emprego de sistemas
de semeadura direta (BORIE et al., 2006). A rotacdo de culturas, fazendo parte do
sistema de semeadura direta, promove mudangas na qualidade e quantidade de
residuos comparada aos monocultivos, altera a biomassa microbiana e a dindmica da
comunidade microbiana afetando a ciclagem de carbono e nitrogénio por meio de
mudancas na decomposicao dos residuos vegetais (WRIGHT et al., 2008).

Os microrganismos tém um papel importante na ciclagem de nutrientes e na
nutricdo das plantas. Desta forma, sistemas que favorecam a conservagdo e aumento
da matéria organica como do plantio direto tendem a aumentar as populacdes
microbianas e como efeito o desenvolvimento das plantas (DORAN et al.,, 1998). A
matéria organica tem uma funcédo importante no aumento, diversidade e atividade
microbiana sendo esse efeito reduzido em condicdes limitantes de carbono (GARCIA &
NAHAS, 2007). O numero e a atividade dos microrganismos sao favorecidos por fatores
do ambiente como tipo de solo, fertilidade, pH e umidade, e fatores da planta, como
espécie e idade (CARDOSO & NOGUEIRA, 2007).



2.2. EFEITO RIZOSFERICO

Como estimulo ao crescimento da comunidade de microrganismos, a
produtividade é aumentada devido ao aumento da disponibilidade de nutrientes de
fontes organicas ou inorganicas antes indisponiveis. Como conseqléncia, as plantas
exercem influéncia decisiva no aumento e diversidade microbiana, devido aos restos de
cultura ou a zona de influéncia das raizes. O termo rizosfera tem sido atribuido a
HILTNER (1904) e caracteriza a regidao do solo contigua a raiz e, devido a influéncia
direta fisica, quimica e bioldgica da raiz, diferencia-se da regido nao rizosférica.

O ambiente da rizosfera é bastante complexo resultante da liberacdo de células,
mucilagens, exsudados e lisados que contém aminodcidos, proteinas, acgucares,
carboidratos complexos, alcoois, vitaminas e hormdnios (NANNIPIERE et al., 2007).
Dependendo da idade e estado fisioldgico da planta e das condi¢gdes do ambiente, mais
de 20% do peso seco da planta € liberado pelas raizes (KLUEPFEI, 1993). Na rizosfera,
0s microrganismos desempenham importante papel nos sistemas naturais e agricolas,
ja que participam das transformagdes da matéria organica e dos ciclos biogeoquimicos
dos nutrientes (ANDRADE, 1999). O nimero de microrganismos nos solos rizosféricos
€ normalmente de 5 a 20 vezes maior que naqueles nao rizosféricos, mas pode chegar
a mais de 100 (ANDERSON et al.,, 1993). NAHAS et. al (1997) verificaram que o
numero de microrganismos na rizosfera foi de 5 a 251 % superior ao do néo rizosfera.

O efeito rizosférico é medido pela relacdo entre os parametros destas duas
regides: solo rizosférico e néo rizosférico. O efeito rizosférico € o aumento da atividade
microbiana e modificacdo da comunidade microbiana na rizosfera, devido a producgao
de secrecgbes e exsudados organicos soluveis prontamente utilizaveis pelos organismos
(DAANE et al., 2001), o qual é também causado pela acédo direta de enzimas derivadas
das raizes e por diversas agdes indiretas, como a maior aeracao do solo em funcéo da
distribuicao das raizes (HERMAN et al., 2006). Na rizosfera sdo produzidas também
polissacarideos de alta viscosidade que auxiliam na agregacado e estabilidade dos
agregados, influenciando diretamente a microbiota (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006),
cuja composicao da comunidade rizosférica é formada por grupos com diferentes tipos



de metabolismo e respostas adaptativas a variagdes das condicoes ambientais (DAANE
et al., 2001).

Os exsudados radiculares influenciam o crescimento de bactérias e fungos que
colonizam a rizosfera pela alteragdo do ambiente do solo circundante, servindo como
substrato para crescimento seletivo de microrganismos do solo, capazes de utilizar
eficientemente determinado substrato. Por sua vez, os microrganismos influenciam a
composicdo e a quantidade de varios componentes dos exsudados radiculares, por
meio de seus efeitos no metabolismo das células da raiz, bem como no estado
nutricional das plantas (YANG & CROWLEY, 2000).

Os microrganismos da rizosfera, por sua vez, podem aumentar a producédo de
exsudados em mais que 100% através da produgcdo de reguladores de plantas,
vitaminas, toxinas, enzimas celuloliticas ou outros compostos ou pela alteracdo da
disponibilidade de nutrientes (KLUEPFEL, 1993).

2.3. ENZIMAS DO SOLO

A comunidade rizosférica é formada por microrganismos com diferentes tipos de
metabolismo e respostas adaptativas a variagdes em fungéo do tipo de solo, espécie de
plantas, estado nutricional, idade, estresse, doencas, dentre outros fatores (CARDOSO
& NOGUEIRA, 2007). O ensaio de uma variedade de enzimas do solo d4 uma
indicagdo da diversidade de fungbes que pode ser assumida pela comunidade
microbiana (CLAASENS et al., 2008).

As enzimas do solo séo utilizadas como parametro para medir a qualidade do solo
por serem sensiveis ao seu manejo e por estarem diretamente relacionadas com as
transformacdes dos nutrientes (YANG et al., 2008) e da comunidade microbiana
(ARAUJO et al., 2007). A quantificacdo da atividade enzimatica do solo pode fornecer
informacdes sobre as alteragcdes nos processos metabdlicos contribuindo para uma
melhor compreensao sobre os efeitos das praticas de manejo e uso empregadas no
solo (CARNEIRO et al., 2008). Sistemas considerados conservacionistas, como o



plantio direto, apresentam maiores valores de atividade enzimatica quando se compara
a sistemas convencionais (CARNEIRO, et al. 2008).

As enzimas de interesse na ciclagem de nutrientes sdo aquelas que hidrolisam os
constituintes da matéria organica do solo, servindo de fonte de energia como a celulase
e a amilase (ciclo do C), a protease e a uréase (ciclo no N). A celulase promove a
hidrélise da celulose que é a mais abundante estrutura polissacaridica da parede celular
da planta sendo importante na degradacdo de residuos vegetais e indicadora da
ciclagem de carbono (SHAN et al., 2008). A amilase € uma enzima amplamente
produzida pelos microrganismos que catalisa a hidrélise do amido, sendo muito
importante na ciclagem de carbono no solo.

As enzimas urease e protease participam do ciclo do nitrogénio, sendo a primeira
envolvida no fornecimento de nitrogénio as plantas, pois participa de forma direta na
hidrélise da ureia que é um fertilizante amplamente utilizado na agricultura (MAKOI &
NDAKIDEMI, 2008). J& a protease promove a mineralizagao do nitrogénio organico dos
compostos organicos (MONDINI et al., 2008).

2.4. QUANTIFICACAO DE MICRORGANISMOS DO SOLO

O cultivo de microrganismos em meios nutritivos nao representa o numero real de
microrganismos no solo, pois estima-se que apenas 1% dos organismos do solo seja
cultivavel, ou seja, apresentam crescimento em meio de cultura. Porém, as contagens
de grupos de microrganismos em meio de cultura sao ferramentas Uteis em estudos
comparativos ou para microrganismos especificos (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).

Os microrganismos estéo diretamente envolvidos nos ciclos dos nutrientes no solo
sendo sua quantificacdo importante, pois d4 a indicacdo de como estes processos
estdo ocorrendo (MELLONI et al., 2001). A quantificacdo de grupos microbianos do
solo, como solubilizadores de fosfato, microrganismos celuloliticos, proteoliticos,
amiloliticos, ureoliticos, entre outros, pode fornecer informacdes importantes sobre
processos de mineralizagdo, degradacgéo e solubilizacao de elementos e componentes

do solo.



A diversidade de espécies (genética) de uma comunidade microbiana também
ocasiona diversidade funcional, ou seja, a mesma funcao é executada por diferentes
espécies, o que € denominado redundancia funcional. Além disso, uma mesma espécie
pode ter varias funcdes (cada espécie participa de diferentes processos). A redundancia
contribui para a estabilidade dos ecossistemas do solo. Assim, solos com comunidade
diversa de organismos sdo mais resilientes, ou seja, recuperam-se melhor dos
estresses porque, quando condi¢cdes ambientais tornarem adversas para uma ou mais
populacées com a mesma funcao outras populacées adaptadas aquela nova condicao
ambiental poderdo substitui-las na realizacdo do mesmo processo, que assim tera
continuidade (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).

Os efeitos das mudancas do uso do solo, como a remocao da vegetacao nativa
para a introducdo de cultivos ou a formacdo de pastagens, sobre a diversidade
microbiana tém sido demonstrados sistematicamente para alguns grupos de
microrganismos (TOTOLA & CHAER, 2002). Essas praticas provocam alteracdes na
composicao de espécies vegetais, nos niveis de matéria organica e de nutrientes,
consequentemente na estrutura da comunidade microbiana, podendo causar danos a
biodiversidade do solo (TOTOLA & CHAER, 2002).

A camada superficial do solo € considerada o principal reservatorio de
microrganismos e qualquer fator que exerca impacto sobre esta, podera exercer
influéncia significativa na ecologia e nas funcées dos microrganismos (HABTE et al.,
1988). Desse modo, diferentes sistemas de manejo do solo podem exercer grande
influéncia nos microrganismos e seus processos (MELLONI et al., 2001).

A semeadura direta proporciona um ambiente mais favoravel a ocorréncia de
fungos na camada superficial. A maior influéncia da semeadura direta ocorre préximo a
superficie do solo onde a palhada permanece apds o ciclo das plantas de cobertura
principal. Esse ambiente é propicio aos fungos decompositores primarios de residuos
vegetais na superficie do solo, especialmente em condigbes de baixa umidade
(CARNEIRO et al., 2004).



2.5. HABILIDADE METABOLICA DE FUNGOS/ FUNGOS PROMOTORES DO
CRESCIMENTO DE PLANTAS (FPCP)

As rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCP) tém sido bastante
estudadas (van LOON, 2007) destacando-se as fixadoras bioldgicas de nitrogénio
atmosférico (FBN) que representam uma grande economia para agricultura pelo
suprimento do nitrogénio nas leguminosas, além de nao promover impacto ambiental
devido seus mecanismos naturais (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).

Quanto aos fungos promotores de crescimento de plantas (FPCP) destacam-se os
fungos micorrizicos arbusculares (FMA) que também sado amplamente estudados e
importantes na agricultura pelo aproveitamento dos fertilizantes fosfatados, entre outros
beneficios (MIRANDA & MIRANDA, 2007). Porém, alguns fungos saprébios nao
patogénicos do solo tém sido relatados por seus beneficios no crescimento e também
pela protecdo as doencas em plantas sendo considerados como FPCP (CHANDANIE et
al., 2006).

Fungos dos géneros Fusarium, Penicillum, Rhizopus, Trichoderma e Phoma tém
sido considerados como FPCP por diversos autores em diferentes trabalhos (MEERA et
al., 1994; HYAKUMACHI,1994; CHANDANIE et al., 2006; HORINOUCHI et al.,2008;
VINALE et al., 2008).

O mecanismo pelo qual os FPCP promovem o crescimento das plantas € algo
ainda nao entendido completamente, mas incluem efeitos diretos como a habilidade de
produzir ou alterar a concentragdo de horménios na planta como acido indolacético
(AlA), giberelina, citocinina e etileno que causam efeitos benéficos no seu crescimento
como o desenvolvimento da parte aérea, aumento do crescimento de raizes e numero
de pélos radiculares absorventes (CATTELAN, 1999; VINALE et al., 2008). Também
incluem efeitos indiretos como: a) a solubilizacdo de fosfatos e de outros elementos,
aumentando a disponibilidade de nutrientes no solo e b) o efeito antagbnico a
microrganismos fitopatogénicos por meio da produgao de metabdlitos como sideréforos,
acido cianidrico e antibiéticos (VINALE et al., 2008) e enzimas que atuam na lise de
células fungicas como as quitinases, p-1,3 glucanases, proteases e lipases (OLIVEIRA
et al., 2003).



2.5.1. Producao de acido indolacético (AlA)

A promocao de crescimento de plantas por bactérias e por fungos pode envolver
entre outros a producdo de horménios vegetais ou promover a alteracdo destes
hormdnios nas plantas (MELO, 1996).

Os hormbnios vegetais sdo substancias organicas biologicamente ativas
produzidas nas células vegetais com funcbes morfoldgicas e fisiologicas nas plantas
como: divisao, crescimento e diferenciacao celular, regulacdo de crescimento, floracdo
e ciclo celular, protecdo a estresses e injurias, desenvolvimento, dorméncia e
senescéncia de sementes, inducéo floral, epinastia de folhas, amadurecimento de frutos
entre outras (KERBAUY, 2004). Dentre os hormdnios estdo as auxinas, giberelinas,
citocininas, acido abscisico e etileno, além dos jasmonatos e do acido salicilico e muitas
desses estao relacionadas com fungos.

O acido indolacético (AlA) é a principal auxina encontrada nas plantas e relatos
da producdo desse hormoénio por fungos datam da década de 30, onde THIMANN
(1935) relata que em estudos do crescimento de Avena, Nielsen em 1930 e Dolk &
Thimann em 1932, verificaram a producao de AlA pelo fungo Rhizopus suinus.

HASAN (2002) em estudo com fungos isolados da rizosfera de diferentes
plantas na produgéo de giberelina e AlA, verificou que o fungo Fusarium oxysporum se
destacou na producao desses horménios. FURUKAWA & SYONO (1998) verificaram a
producéo de AlA por Rhizoctonia solani em estudo onde foram inoculados esses fungos
em células de arroz em suspensao.

Através da producao de fitohorménios, os microrganismos podem promover um
estimulo ao crescimento vegetal, além de aumentar a producdo de metabdlitos pelas
plantas que podem ser utilizados para o seu préprio crescimento (HASAN, 2002). A
capacidade dos microrganismos produzirem auxinas esta relacionada a fatores de

patogenicidade e de estimulos ao crescimento vegetal (OLIVEIRA et al., 2003).



2.5.2. Producao de substancias antagonicas (biocontrole)

O antagonismo entre microrganismos é uma forma indireta de promocao de
crescimento, onde fitopatégenos sao eliminados através de metabdlitos antifingicos
produzidos por microrganismos que sobrevivem no solo principalmente fungos e
bactérias (VINALE et al., 2008; MELO, 1996). Dentre essas substancias produzidas por
fungos antagonistas destacam-se as enzimas degradadoras de parede celular como as
quitinases, glucanases, celulases, proteases; e compostos como o acido cianidrico
(HCN) e sideréforos atuam no controle de microrganismos patogénicos.

Pesquisas tém demonstrado que alguns fungos dos géneros Fusarium,
Penicillium, Rhizopus, Trichoderma e Phoma isolados da rizosfera de plantas como
pimenta, batata, trigo, milho e grama tém promovido o crescimento dessas plantas e
suprimido varias doencas de solo através dos diferentes mecanismos de biocontrole
(MEERA et al., 1994; HYAKUMACHI, 1994; HORINOUCHI et al., 2008).

A enzima quitinase hidrolisa a quitina, que é o segundo biopolimero mais
abundante na natureza, inferior apenas a celulose. A parede celular de fungos é
constituida principalmente de quitina, proteinas e B 1,3-glucana, sendo assim a
degradacdo do micélio tém sido associadas a quitinases, proteases e glucanases
produzidas pelos microrganismos que atuam como agentes de biocontrole (OLIVEIRA
et al., 2003). Alguns fungos, como os do género Trichoderma, desempenham atividade
micoparasitica em patégenos através da habilidade de produzir enzimas que degradam
esta barreira primaria que é a parede celular (ALVARENGA et al., 2007).

Os sideroforos, definidos como ligantes especificos de Fe®*, sdo amplamente
produzidos por espécies aerbébicas onde desempenham a funcdo de sequestrar e
transportar Fe®*". Sdo quelantes de baixo peso molecular, excretados sob condigées de
deficiéncia de ferro por microrganismos dentre eles diversos fungos de solo (BENITE &
MACHADO, 2002). A competicao por ferro, mediada pela producao de sideréforos, é
considerada como um mecanismo importante no biocontrole de patégenos em solos em
que o ferro disponivel encontra-se em baixas concentragdes (OBEREGGER et al.,

2001). Os sideroforos produzidos por agentes de biocontrole sequestram o ferro do

10



ambiente, tornando-o indisponivel aos fitopatdgenos e/ou microrganismos deletérios,
ocasionando, dessa forma, uma inibicdo no seu crescimento (CATTELAN, 1999).

O acido cianidrico (HCN) é um potente inibidor de heme-proteinas, tais como as
citocromo-oxidases e as cloreto-dismutase, que sdo enzimas envolvidas nos principais
processos metabdlicos, incluindo respiracdo e o transporte de elétrons, possibilitando o
controle de microrganismos patogénicos (DEVI et al., 2007; SONG & LOGAN, 2004).
KNOWLES (1976) relata que uma ampla gama de fungos produz HCN e que atua no
controle de bactérias e outros fungos de solo, porém ha poucos estudos explorando
esse potencial nos fungos. Na literatura atual ha uma variedade de estudos sobre a
producéo de HCN por rizobactérias do solo.

O biocontrole de patégenos de plantas tem sido bastante estudado, pois € uma
alternativa atrativa para a forte dependéncia da agricultura moderna a pesticidas o que
podem causar poluicdo ambiental, toxicacdo de homem e animais e o desenvolvimento
de resisténcia dos patégenos a esses produtos (GRIGOLETTI Jr et al., 2000).

Apesar de muitos estudos destacarem uma grande variedade de agentes de
biocontrole, no que se referem a fungos os relatos de espécies de Trichoderma sao
dominantes na literatura, talvez refletindo as facilidades de isolamento e quantificagcao
de propagulos em meios de cultura, ao desenvolvimento de novas técnicas de
sobrevivéncia e proliferacdo no solo e na rizosfera, a existéncia de novos bibtipos
resistentes a fungicidas e a sua gama de hospedeiros (WHIPPS, 2001; RESENDE et
al., 2005).

2.5.3. Solubilizacao de fosfato

Outra forma de atuacgao indireta no crescimento de plantas promovido por fungos
€ a solubilizagdo de nutrientes no solo, como a solubilizacdo de fosfatos. Diversos
microrganismos do solo tém a capacidade de solubilizar diferentes formas de fosfatos
inorganicos, podendo contribuir para o aproveitamento de fontes menos solUveis
(SILVA FILHO et al., 2001; NAHAS et al., 1994).

11



A utilizagdo de microrganismos solubilizadores tem sido sugerida como
alternativa para a solubilizacao dos fosfatos naturais, propiciando fosfato soltvel, além
da necessidade dos mesmos, que é aproveitado pelas plantas (SILVA FILHO et al.,
2002).

Com relacdo aos microrganismos solubilizadores, 0 nimero de bactérias € maior
que o de fungos, porém os ultimos sao potencialmente mais promissores no processo
de solubilizacao de fosfato (BARROTI & NAHAS, 2000; MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).
Muitos fungos apresentam acdo solubilizadora, como dos géneros Aspergillus,
Penicillium, Fusarium, Curvularia, Humicola, Pythium, Acrothecium, Mortierella,
Rhizoctonia e Cladosporium (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). A grande maioria dos
estudos, porém, destaca a maior eficiéncia de algumas espécies de fungos dos géneros
Aspergillus e Penicillium (SILVA FILHO et al., 2002, NARLOCH et al., 2002; SOUCHIE
& ABBOUD, 2007).

Fungos envolvidos nos processos de solubilizagcdo do fésforo inorganico excretam
acidos organicos que atuam dissolvendo diretamente o material fosfatico ou quelando
os cations que acompanham o anion fosfato, a producado de acidos organicos e/ou
polissacarideos extracelulares pelos microrganismos € um dos mecanismos da
solubilizacao (SILVA FILHO et al., 2002).

A populacado de microrganismos solubilizadores de fosfato e sua capacidade de
solubilizagao estdo intimamente relacionadas ao tipo e ao manejo do solo. SOUCHIE &
ABBOUD (2007) verificaram que determinadas combinacbes de solo e planta,
possibilitam maiores numeros de solubilizadores. Nesse mesmo estudo, foi verificado
que os fungos tiveram maior potencial na solubilizagdo do fosfato natural de Araxa que
as bactérias, e que dentre estes isolados, o género Aspergillus foram predominantes.

Em estudo da solubilizacao de fosfato em solo submetido a diferentes sistemas
de cultivo, BARROTI & NAHAS (2000) verificaram que os fungos solubilizadores de
fosfatos foram favorecidos principalmente na auséncia de plantio ou da adubacao
fosfatada, também foram favorecidos na interagdo guandu e fosfato de rocha.
CARNEIRO et al. (2004) estudando esses fungos sob plantio convencional e plantio

direto no cerrado, verificaram que a ocorréncia de fungos solubilizadores na camada
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superficial das areas de plantio direto foram superiores aos das areas de plantio
convencional, atribuindo tal resultado a palhada que permanece na superficie e propicia

os fungos.

2.5.4. Fungos micorrizicos arbusculares (FMA)

Como ja relatado anteriormente, os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) séo
habitantes da rizosfera das plantas, amplamente estudados e de grande importancia na
promocao do crescimento de plantas. Os FMA sao simbiotroficos obrigatérios
pertencentes ao filo Glomeromycota (SCHUBLER et al., 2001) e ordem Glomerales que
colonizam as raizes da maioria das plantas terrestres formando uma associacao
simbidtica mutualistica denominada micorriza. Por meio dessa associagao, o fungo
recebe da planta fotoassimilados e transferem nutrientes e agua da planta hospedeira,
promovendo modificacdes fisioldégicas, metabdlicas e nutricionais na planta (SIQUEIRA,
1994). Os FMA, através de suas hifas, permitem a absorcdo de nutrientes fora do
alcance das raizes, promovendo, portanto maior area de exploracéo do solo (MOREIRA
& SIQUEIRA, 2006). Além disso, os FMA aumentam a atividade bioldégica em torno das
raizes das plantas, como por exemplo, o favorecimento da nodulagdo e fixagédo
biolégica de nitrogénio nas leguminosas (JESUS et al.,, 2005), promovem maior
tolerancia as plantas a estresses ambientais como o estresse hidrico (PAULA &
SIQUEIRA, 1987) e toxicidade de metais pesados (KLAUBERG-FILHO et al., 2005).

A maioria das plantas apresenta simbiose com os FMA e contribuices
substanciais vém sendo observadas, incluindo as plantas cultivadas de interesse
econdmico como soja, milho, feijdo, sorgo, trigo, arroz, café, citros, mandioca, espécies
arboreas entre outras (SIQUEIRA et al., 2002).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Caracterizacao da area experimental e manejo cultural

O estudo foi conduzido em 2008 na safra de inverno, no campo experimental da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Campus de Jaboticabal (FCAV-
UNESP), localizada ao norte do Estado de Sao Paulo, geograficamente definida pelas
coordenadas 21° 15’'S e 48° 18'W, sob solo classificado como Latossolo Vermelho
eutréfico (EMBRAPA, 2006), cujas caracteristicas quimicas e granulométricas da
camada de 0-0,15 m estédo descritas na Tabela 1. O clima, segundo a classificacdo de

Kdppen, € Cwa, denominado clima mesotérmico com inverno seco, e chuvoso no verao.

Tabela 1. Analises quimicas e fisicas do solo da area experimental na camada de 0-

0,15 m.
pH . .
MO P resina K Ca Mg H+Al CTC V Areia Silte Argila
(CaCl,)
(@dm”) (mgdm®)  ---eeeeee (mmol; dm™)----emenme % g kg”
5,4 25 36 40 35 18 30 87 65 370 65 565

MO: matéria orgénica; H+Al: acidez potencial; CTC: capacidade de troca catiénica; V%: saturag@o por
bases do solo.

A area experimental foi cultivada com milho e soja em sistema convencional
utilizando-se de revolvimento do solo com grades de disco e arado por mais de 20
anos. Antes da instalagdo do experimento, realizaram-se operacdes de subsolagem a
40 cm de profundidade e de calagem para elevacao da saturacéo por bases do solo
para 70%. A incorporacao do calcario com PRNT de 100%, aplicado na dose de 1,5 Mg
ha”, foi realizada por operacdes de aracdo e de gradagem. Em 2002 foi implantado o
sistema de semeadura direta utilizando-se de blocos casualizados no esquema com
faixas e trés repeticoes (Figura 1). As parcelas experimentais ocupam uma area de 600
m? (40 m de comprimento por 15 m de largura cada), nas avaliacdes foi respeitado o
efeito bordadura, tornando assim a area util da parcela de 20 m de comprimento por 10

m de largura que corresponde a 200 m?.
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Figura 1. Croqui de um bloco da area experimental com as sequéncias de verao e
culturas de inverno.

Nas faixas foram semeadas as culturas de verao soja, milho e em uma delas
foram alternados a cada safra, soja e milho, denominadas, respectivamente,
sequéncias de verdo: soja/soja, milho/milho e soja/milho. No ano seguinte a
implantacdo desse sistema, fez-se a rotagdo com as culturas de inverno (milho,
girassol, nabo forrageiro, milheto, guandu, sorgo e crotalaria). Essa sequéncia de
cultivos esta persistindo até a presente data. Dessa forma, no més de novembro de
2007, foram semeadas as sequéncias de verao que foram colhidas no més de marco de
2008, em seguida foi realizada a semeadura das culturas de inverno (ainda no més de
marco) das quais foram coletadas amostras de solo para este estudo. Na sequéncia de
verao SM, cultivou-se milho no ano agricola 2007/2008.

Em julho de 2005, efetuou-se aplicacdo de 1,0 Mg ha™' de calcario com PRNT de
70%, na superficie do solo e sem a incorporagao do corretivo. As recomendacdes das
adubacbes de semeadura das culturas de verdo basearam-se nos resultados das
andlises quimicas do solo, provenientes das avaliacbes do ano agricola anterior,
seguindo recomendacbes de CANTARELLA et al. (1997) para milho, e de
AMBROSANO et al. (1997) para soja. Na tabela 2 esta apresentado o histérico de
adubacao da safra de verao desde a implantacao até a safra 2007/2008.
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Tabela 2. Historico com as quantidades de fertilizantes aplicados nas culturas de verao.

Sequéncia  Modo de Safra
deverdo  Aplicagdo 2002/2003 2003/2004 2004/2005
Milho/milho Linha (milho) (milho) (milho)
350 kg ha™ 350 kg ha™ 350 kg ha™
8-28-16 (NPK)+Zn 0,5% 8-28-16 (NPK)+Zn 0,5%  8-28-16 (NPK)+Zn 0,5%
Cobertura 300 kg ha™ 300 kg ha™ 300 kg ha™
30-00-10 30-00-10 30-00-10
Soja/soja Linha (soja) (soja) (soja)
300 kg ha” 300 kg ha” 300 kg ha”
00-20-20 (NPK) 00-20-20 (NPK) 00-20-20 (NPK)
Cobertura - - -
Soja/milho Linha (soja) (milho) (soja)
300 kg ha™ 350 kg ha™ 300 kg ha™
00-20-20 (NPK) 8-28-16 (NPK)+Zn 0,5% 00-20-20 (NPK)
Cobertura - 300 kg ha” -
30-00-10 (NPK)
Continuagao...
Sequéncia Local de Safra
deverdao  Aplicagao 2005/2006 2006/2007 2007/2008
Milho/milho Linha (milho) (milho) (milho)
350 kg ha” 100 kg ha™ 300 kg ha”
8-20-20 (NPK)+Zn 0,5%  8-28-16 (NPK)+Zn 0,5%  8-20-20 (NPK)+Zn 0,3%
Cobertura 480 kg ha 200 kg ha™ 450 kg ha™
Sulfato de aménio 20-00-20 (NPK) Sulfato de aménio
Soja/soja Linha (soja) (soja) (soja)
330 kg ha” 200 kg ha™ 250 kg ha™
00-20-20 (NPK) 00-20-20 (NPK) 00-20-20 (NPK)
Cobertura - - -
Soja/milho Linha (milho) (soja) (milho)
350 kg ha” 200 kg ha” 300 kg ha”
8-20-20(NPK) +Zn 0,5% 00-20-20 (NPK) 8-20-20 (NPK)+Zn0,3%
Cobertura 480 kg ha™ 450 kg ha”

Sulfato de amonio

Sulfato de amonio
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Nas sequéncias de verado, da safra 2007/2008, foram semeados os hibridos de
milho DKB 330 com 90 cm de espagamento entrelinhas, visando a uma populacao de
aproximadamente 66 mil plantas ha'. Para as sequéncias com soja foi semeada a
cultivar de soja Butia BMX-TITAN RR bésica S2, com 45 cm de espagamento
entrelinhas, visando a uma populacéo final de aproximadamente 480 mil plantas ha™.
As sementes de soja foram inoculadas com Bradyrhizobium japonicum (inoculante
turfoso Masterfix Soja, na dosagem 200 mL/ 50 kg sem).

O milho (hibrido Impacto NK- precoce) e o girassol (hibrido Hélio 251-
Helianthus) cultivados na safra de inverno foram semeados mecanicamente com 90 cm
de espagamento entrelinhas, visando a atingir populacdes finais de 55 mil e 88 mil
plantas ha’, respectivamente. A cultura do guandu (cultivar ando- Bonamigo) foi
semeada mecanicamente com 45 cm de espagamento entrelinhas visando a atingir
populacdo de 665 mil plantas ha™'. As culturas de inverno néo receberam adubagées de
semeadura e cobertura. Foram registrados dados diarios de temperatura e de
precipitagao pluviométrica da area experimental, e na Figura 2, estdo apresentadas as
médias mensais de temperatura (°C) e a precipitacdo mensal (mm), de novembro de
2007 (quando foi realizada a semeadura das sequéncias de verdo) a novembro de
2008.

Figura 2. Médias mensais de temperatura (°C) e precipitagdo (mm) de novembro de
2007 a novembro de 2008 na area experimental.
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Durante a condugao das culturas de verdo e de inverno, o controle de pragas,
doencas e plantas daninhas foi realizado quando necessario, utilizando-se de produtos

e doses recomendados pelos fabricantes.

3.2. Delineamento experimental e analise estatistica

Para este estudo foram selecionadas trés culturas: graminea (milho), oleaginosa
(girassol) e leguminosa (guandu). O delineamento da area experimental foi em blocos
casualizados no esquema com faixas e trés repeticdes, como descrito anteriormente.

No Experimento 1 foi estudado os atributos quimicos e bioquimicos do solo
rizosférico (SR) e do solo néo rizosférico (SNR). Dessa forma, foi constituido de 18
tratamentos, ou seja, a combinagédo 2 x 3 x 3 - duas posicdes de coleta do solo (SR e
SNR), trés culturas de inverno (milho, girassol e guandu,) e trés sequéncias de verao
(soja/milho, milho/milho e soja/soja).

No Experimento 2 foi estudada a habilidade metabdlica dos fungos apenas do
solo rizosférico, de onde os mesmos foram isolados, e a porcentagem de colonizacao
micorrizica. Assim, esse experimento foi constituido de 9 tratamentos, ou seja, a
combinagdo 3 x 3 - trés culturas de inverno (milho, girassol e guandu) e trés as
sequéncias de verao (soja/milho, milho/milho e soja/soja).

As contagens do numero de bactérias e fungos, seguiram a mesma constituicao
do Experimento 1, visto terem sido avaliadas em SR e SNR, porém esses dados estao
descritos no Experimento 2 (Resultados - ltem 4.2).

Todos os dados foram submetidos a analise de varidncia e as médias
comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade pelo programa estatistico
SISVAR, versao 5.1 Build (FERREIRA, 2008).
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3.3. Amostragem e tratamento das amostras de solo

No inicio do florescimento das culturas de inverno, em junho de 2008, foram
retiradas 20 amostras simples de cada parcela experimental para compor uma amostra
composta. Para a amostragem do solo rizosférico (SR), 20 plantas inteiras de milho,
girassol e guandu foram retiradas e realizadas a separacao cuidadosa das raizes em
laboratorio, sendo o solo aderido as mesmas, considerado como solo rizosférico. As
raizes com solo aderido foram colocadas em sacos plasticos e agitadas manualmente
para o maximo aproveitamento do solo rizosférico.

As amostras do solo nao rizosférico (SNR) foram coletadas nas entrelinhas da
parcela util na profundidade de 0-0,15 m com auxilio de um trado holandés. Todas as
amostras foram peneiradas (2 mm), retirando-se material estranho (folhas, insetos,
galhos etc.). Parte foi mantida em geladeira até o momento de uso e parte foi seca ao

ar (TFSA) e conservada em temperatura ambiente para as analises.

3.4. EXPERIMENTO 1 - ANALISES BIOQUIMICAS E QUIMICAS DO SOLO

3.4.1. Atividade da amilase

Determinou-se a atividade da amilase no solo pelo método descrito por COLE
(1977). Pesaram-se 2,0 g de solo (Terra fina seca ao ar - TFSA) em tubo de 18 x 180
mm ao qual foi acrescido 0,3 mL de tolueno e 5,0 mL de solugcdo contendo 50 mg de
amido soluvel em tampao acetato 0,1 M pH 5,0 nos testes. Nos tubos controles, apenas
o tolueno foi adicionado no solo. Em seguida incubou-se a 37 C por 24 h. Apos
incubacgédo, acrescentou-se o tampao acetato com amido nos controles e procedeu-se a
centrifugacao (8900 G - forga centrifuga por 10 minutos). O sobrenadante foi filtrado em
papel filtro comum para em seguida fazer a determinacédo da quantidade de agucar pelo
método de Somogyi - Nelson (SOMOGY]I, 1952). Utilizou-se 0,1 mL do sobrenadante ao
qual foi adicionado 0,9 mL de agua destilada e 1,0 mL de reagente cuprico alcalino
(28,0 g de NapHPO42H,0; 40,0 g de tartarato de K e Na; 100,0 mL de NaOH 1,0 M;
80,0 mL de solucado de CuSO4 ; 180,0 g de sulfato de Na anidro e H,O 1000 mL).
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Agitou-se vigorosamente e incubou-se em banho-maria em ebuligdo por 20 minutos.
Em seguida adicionou-se 1,0 mL de reagente arsenomolibdato (25,0 g de molibdato de
amoénio; 450 mL de H.O; 21,0 mL de H.SO4 concentrado; 3,0 g de NaxHAsO4.7H20),
5,0 mL de H>O destilada e procedeu-se a leitura da absorbancia em espectrofotdmetro
no comprimento de onda de 660 nm. Para calcular a quantidade de agucar produzido
com a hidrélise do amido, concentracdes crescentes de glicose de 0, 20, 40, 60, 80 e
100 ug mL™ foram tratadas como descrito para as amostras. A curva padréo resultante
permitiu determinar as concentracbes de glicose produzidas. Considerou-se uma
unidade de atividade enzimatica como sendo a quantidade de enzima que hidrolisa 1 pg
glicose por 24h a 37°C. A atividade especifica foi dada em micrograma de glicose por

grama de solo por 24 horas.

3.4.2. Atividade da urease

A atividade da urease foi determinada segundo a metodologia descrita por
MCGARITY & MYERS (1967). Pesaram-se 2,0 g de solo (TFSA) em tubo de 18 x 180
mm e acrescentou-se 0,2 mL de tolueno, 2,0 mL de tampéao fosfato 0,1 M; pH 6,7; 1,0
mL de solugdo de ureia 10% (p/v) e incubou-se a 37°C em banho-maria por 3 horas.
Apés incubacdo, acrescentaram-se 3,0 mL de agua destilada e procedeu-se a
centrifugacao (8900 G/ 10 minutos). Para a determinacado da urease adicionou-se 0,1
mL do centrifugado, 2,1 mL de agua destilada, 0,5 mL de fenolato (fenol: 62,5 g fenol,
volume minimo de alcool etilico para dissolver o fenol, 18,6 mL de acetona, alcool etilico
g.s.p. 100 mL; NaOH 27% (p/v) € H2O na proporgéo 1:1:3) e 0,3 mL de hipoclorito 0,9%
(v/v). Incubou-se por 60 minutos a temperatura ambiente e realizou-se a leitura da
absorbéancia em espectrofotémetro no comprimento de onda de 630 nm. Para calcular a
atividade da urease, concentracdes crescentes de 0, 2, 4, 6, 8 e 10 pg N-NH, mL™" a
partir de uma solucdo padréo de (NH4).SO4 foram tratadas conforme o procedimento
descrito para as amostras de solo e a partir dessa curva padrao os resultados foram
calculados. Uma unidade de atividade enzimatica correspondeu a quantidade de
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enzima que hidrolisa 1 pg ureia por 3 ha 37°C. A atividade especifica foi expressa em

micrograma NH,* por grama de solo por 3 horas.

3.4.3. Atividade da CMC - celulase

O método descrito por KANAZAWA & MIYASHITA (1986) foi utilizado para a
determinagdo da atividade da carboximetil celulose (CMC) - celulase no solo. Pesou-se
1,0 g do solo umido equilibrado a 60% da capacidade de campo em tubo de ensaio (18
x 180 mm), adicionou-se 0,2 mL de tolueno e 10,0 mL de substrato contendo 10,0 mg
de carboximetil celulose (CMC) mL™' em tampao acetato de sédio 0,2 M, pH 5,0.
Agitou-se e incubou-se a 50°C por 24 horas. Apds incubacgado, procedeu-se a
centrifugacdo. Do sobrenadante foi retirada uma aliquota de 1,0 mL e determinou-se a
quantidade de acucar pelo método de Somogyi - Nelson (SOMOGY]I, 1952) conforme
descrito anteriomente (atividade da amilase, item 3.4.1). Para calcular a quantidade de
acucar produzido com a hidrélise da celulose foi utilizado o mesmo procedimento citado
anteriormente (atividade da amilase, item 3.4.1). A curva padrdo resultante permitiu
determinar as concentracbes de glicose produzidas com a hidrolise da CMC.
Considerou-se uma unidade de atividade enzimatica como sendo a quantidade de
enzima que hidrolisa 1 ug CMC por 24 a 50°C. A atividade especifica foi dada em

micrograma de glicose por grama de solo por 24 horas.

3.4.3. Atividade da protease

A atividade da protease no solo foi determinada pelo método de NANNIPIERI et
al. (1979). Pesou-se 1,0 g do solo umido equilibrado a 60% da capacidade de campo
em tubo de ensaio (18 x 180 mm), acrescentou-se 2,5 mL de substrato contendo 1% de
caseina (p/v) em tampao tris-HCI 0,1 M, pH 8,1. Incubou-se por 1 hora em banho-maria
a 52°C. Acrescentou-se 1 mL de acido tricloroacético 17,5% (v/v) e procedeu-se a
centrifugacao a 8900 G / 10 minutos. Ap6s a centrifugacdo, pipetou-se 1,0 mL do

sobrenadante, acrescentou-se 7,0 mL de solugdo de Na,COs 3,7% (p/v) e 1,0 mL de
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CuS0,4.5H,0 0,06% (p/v). Agitou-se o tubo e incubou-se a temperatura ambiente por 30
minutos. Apos incubacao, acrescentou-se 1,0 mL de reagente de Folin na propor¢ao de
1:4. Incubou-se novamente por mais 5 minutos a 37°C em banho-maria. Em seguida, a
hidrolise da protease foi determinada através da leitura da absorbédncia em
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 578 nm. Para calcular da atividade da
protease concentracdes crescentes de tirosina de 0, 5, 10, 15, 30, 50 e 100 pg mL™"
tirosina foram tratadas como descrito para as amostras de solo. A partir da curva
padrdo resultante pode-se determinar as concentragcdes de tirosina da reagéo
enzimatica. Considerou-se uma unidade de atividade enzimatica como a quantidade de
enzima que hidrolisa 1 ug caseina por hora a 52°C. Expressou-se a atividade especifica

em micrograma de tirosina por grama de solo por hora.

3.4.5. Carbono organico total

Determinou-se a quantidade de carbono organico total de acordo com o método
descrito por SIMS & HABY (1971). Pesou-se 1,0 g de solo (TFSA) em erlenmeyer de
125 mL. Em seguida, acrescentaram-se 10,0 mL da solugdo de K.Cr.O7 0,15M, 20,0
mL de H>SO4 concentrado e incubou-se por 20 minutos a temperatura ambiente. ApGs
incubacéo, o volume foi ajustado para 100 mL com agua destilada, filtrado e a leitura da
absorbancia foi feita em espectrofotometro no comprimento de onda de 600 nm. O teor
de carbono organico total foi calculado com base em uma curva padrao realizada com
solucao de sacarose 7% (p/v).

3.4.6. Carboidratos totais

Para a determinacéo das quantidades de carboidratos totais utilizou-se 0 método
da antrona (ANGERS & MEHUYS, 1989). Pesou-se 1,0 g de solo (TFSA) em tubo 18 x
180 mm ao qual foram acrescentados 10 mL de solugdo de H>SO4 1,5M. Os tubos
foram tampados com papel aluminio e incubados a 80°C por 24 horas. Em seguida,
filtrou-se ainda quente o conteddo do tubo em papel de filtro comum que foi

previamente lavado com 5 mL de agua destilada quente por trés vezes. O volume do
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filtrado foi ajustado para 100 mL em uma proveta. Apds filiracdo colocaram-se 2 mL do
extrato em tubo de ensaio 18 x 180 mm ao qual foi acrescentado, com uma bureta, 5
mL de solugcéo de antrona (0,1 g de antrona para cada 50 mL de H,SO,4 concentrado).
Em seguida, o conteudo foi agitado e deixado em repouso por 15 minutos quando foi
entdo feita a leitura da absorbancia em espectrofotbmetro no comprimento de onda de
607 nm antes de completar 30 minutos. Os célculos foram efetuados com base em uma
curva padrdo com solugao de glicose 0,11 g L™(glicose monohidratada).

3.4.7. Proteinas totais

O conteudo de proteinas totais foi determinado conforme metodologia descrita
por WRIGHT & UPADHYAYA (1996). Pesou-se 0,25 g de TFSA em tubo de ensaio 16 x
150 mm ao qual foram acrescentados 2 mL da solucdo de citrato 30 mM pH 8,0 e
aquecido em autoclave a 121°C por 90 minutos. Em seguida, procedeu-se a
centrifugacao (8900 G por 10 minutos). Ap6s a centrifugacao, colocou-se 0,1 mL do
extrato em tubo 18 x 180 mm e 1 mL de 4gua deionizada ao qual foi adicionado 0,9 mL
de uma solugcdo constituida por: 2,0 g de tartarato duplo de sédio e potassio
tetrahidratado; 100 g de Na,COgs; 20,0 g de NaOH e o volume final ajustado com H,O
destilada para 1000 mL. Em seguida, incubou-se o tubo em banho-maria a 50°C por 10
minutos. Apos incubacao adicionou-se 0,1 mL da seguinte solug¢do: 2,0 g tartarato de
sédio e potassio tetrahidratado; 1,0 g CuSO45H,0; 10,0 mL de solugdo de NaOH 1M e
o volume final para 100 mL ajustado com H,O destilada. Incubou-se o tubo a
temperatura ambiente por 10 minutos. Apds incubagéo, acrescentaram-se 3,0 mL de
solugéo de reagente de Folin 1:15 e incubou-se novamente em banho-maria a 50 C por
10 minutos. Deixou-se esfriar e procedeu-se a leitura da absorbancia em
espectrofotdmetro no comprimento de onda de 650 nm. A partir de uma curva padrao
com soro albumina bovina (10 mg mL™) obteve-se a curva padrdo que foi utilizada para

calcular o teor de proteinas totais no solo.
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3.5. EXPERIMENTO 2 - HABILIDADE METABOLICA DOS FUNGOS RIZOSFERICOS

3.5.1. Contagem de bactérias e fungos

Para a contagem do numero de bactérias e fungos aplicou-se a metodologia de
diluicao em série conforme WOLLUM (1982), utilizando-se de:
a) Meio de BUNT & ROVIRA (1955), para contagem de bactérias:

Glicose 509
KoHPO4 0,449
(NH4)2H2PO4 0,59
MgSQO,4.7HO 0,05¢g
MgCl,.6H-0 0,19
FeCl3.6H20 0,01 ¢
CaCl,.2H.0 019
Peptona 1,09
Extrato de levedura 1,09
Extrato de solo 250 mL
H20 750 mL
Agar 15,09
pH 7,4

b) Meio de MARTIN (1950) acrescido de 60 ug mL™" de penicilina e 40 pg mL™" de

estreptomicina para contagem de fungos:

Glicose 10,0 g
KoHPO,4 0,59
KH2PO4 0,59
MgS04.7H.0 0,59
Peptona 509
Extrato de levedura 0,59

Rosa bengala 0,03 ¢
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H.O qg.s.p 1000 mL
Agar 15,09
pH 5,6

Incubaram-se os fungos a temperatura de 30°C por 24 h para as bactérias e 72 h

para os fungos.

3.5.2. Isolamento dos fungos

Os fungos foram isolados do solo rizosférico em meio Sabouraud (peptona 10,0
g, glicose 40,0 g, 4gua 1000 mL, Agar 15,0 g e pH 7,0), a temperatura 30°C por 2-5
dias. Foram obtidos 501 isolados, previamente classificados por avaliagdo morfolégica:
cor, forma, estrutura etc. Esses isolados estavam distribuidos nos nove tratamentos

deste estudo.

3.5.3. Manutencao dos isolados

Os isolados foram cultivados em tubos de ensaio (18 x 180 mm) contendo meio
de cultura Sabouraud, sendo conservados em geladeira a temperatura de 4°C até o
momento de serem utilizados, contudo pelo periodo maximo de 30 dias quando foram
renovados (NAHAS et al., 1994).

3.5.4. Atividade amilolitica

Para a avaliacdo da atividade amilolitica utilizou-se do meio BDYA. Apés a
incubacao a temperatura 30°C por 96 h foi utilizado reagente de iodo* para revelacao
da atividade enzimadtica, caracterizada por um halo hialino ao redor da colénia
(modificado de MELO & CAMPOS -TAKAKI, 1989):

Extrato de batata** 1000 mL
Glicose 20,0 ¢
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Extrato de levedura 0,59
Agar 15,09

pH 7,0
*Reagente de lodo: KI 2,0 g, I, 0,2 g e agua 100 mL.

**200 g de batatas cozidas em 1000 mL de agua, ori-
ginando uma suspensao que foi filtrada em gaze, e
novamente ajustada para 1000 mL.

3.5.5. Atividade ureolitica

Para a avaliacdo da atividade ureolitica utilizou-se da ureia 1% como substrato
apds a esterilizacdo da mesma por filtragdo em membrana filtrante (filtro de celulose
acetato 0,45 um). Logo em seguida, essa solucao foi adicionada ao meio de cultura
devidamente esterilizado e resfriado (+ 48°C), conforme metodologia de HANKIN &
ANAGNOSTAKIS (1975). Apods incubagao a 30°C por 96 h, a formagéo de um halo azul
em volta da coldnia caracterizava a atividade ureolitica. O meio de cultura conforme

abaixo descrito:

Triptona 5,09

Glicose 1,09

Extrato de levedura 25¢g

H-O g.s.p 1000 mL

Agar 15,09

pH 6,0

Azul de bromotimol 5 mL de uma solucao 1%

3.5.6. Atividade celulolitica

Para a avaliacdo da atividade celulolitica utilizou-se como substrato carboximetil -
celulose (CMC), conforme método de HENDRICKS et al. (1995). Apds a incubacéao a
temperatura de 30°C por 168 h foi utilizado uma solucao de HCI 0,5 M sobre o0 meio de
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cultura por 10 minutos para revelacao da atividade enzimatica, caracterizada por um

halo hialino ao redor da col6nia. A composicdo do meio de cultura foi a seguinte:

KH2PO4 0,59
MgSQO,.7H20 0,25¢g
Carboximetil celulose 1,889
Vermelho congo 0,29
Gelatina 209
Extrato de solo 100 mL
H20 1000 mL
Agar 15,09
pH 7,0

3.5.7. Atividade proteolitica

Para avaliacdo da atividade proteolitica, utilizou-se como substrato a caseina,
conforme método descrito por CAPLAN & FAHEY (1982). Apés a incubacdo a
temperatura de 30°C por 168 h foi utilizado uma solugéo de HCI 0,5 M sobre o meio de
cultura por 10 minutos para revelacao da atividade enzimatica, caracterizada por um

halo hialino ao redor da colénia. A composi¢do do meio foi conforme descrito abaixo:

KH2PO4 3,09
Na,HPO.2H,0 7,45 ¢
NaNO3 1,09
NaCl 059
Extrato de levedura 0,59
Glicose 10,0 g
NaCl 019
NH4CI 0,1g
MgS04.7H.0O 0,29
Glicose 10,09
Caseina 10,0 g
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H>O 1000 mL
Agar 15,09
pH 7,0

3.5.8. Atividade quitinolitica

Foi determinada conforme metodologia descrita por RENWICK et al. (1991),
onde os isolados foram inoculados em meio de Czapeck, suplementado com quitina
coloidal, como unica fonte de carbono. Apés incubacao a 30°C por 120 h, a formagao
de um halo hialino em torno das colénias, caracterizava a atividade quitinolitica.

A quitina coloidal foi obtida apdés deixar a quitina em acido fosférico em
refrigerador (4°C) por 24 h, em seguida a suspensao foi lavada por meio da adi¢ao de
agua deionizada, homogeneizada e centrifugada. Esse procedimento de lavagem foi
realizado seguidas vezes, posteriormente foi adicionado uma solucédo de NaOH 1 M, até
a elevacao do pH da quitina peletizada para 5,0. A quitina peletizada foi armazenada
em refrigerador até sua utilizagdo. O pellet continha em torno de 4% de quitina coloidal,
calculada por meio de secagem em estufa a 50°C até peso constante.

NaNOs 2,09
KClI 0,59
MgS0,4.7H,0 0,59
KoHPO, 1,09
FeS0,.7H,0 0,01 g
Quitina coloidal* 1,09
H-O 1000 mL
Agar 15,0 ¢
pH 6,0
Quitina Coloidal

Quitina 25¢
HsPO, (85%) 250 mL
NaOH 1M
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3.5.9. Solubilizacao de fosfato

Foi utilizada metodologia descrita por NAHAS et al. (1994). Para cada 50 mL de
meio de solubilizacao foi adicionado 1,5 mL de solucéo de CaCl, 13,25%, e 1 mL de
solucdo de K:HPO4 10%, devidamente esterilizados separadamente para a produgao
de precipitado de fosfato inorganico, CaHPO,4. Apds incubagédo a 30°C por 120 h, a
formacdo de um halo incolor em volta da colbnia caracterizava a solubilizagédo de

fosfato. O meio de cultura segue descrito:

Glicose 10,0 g
NaCl 0,19
NH,CI 1,09
MgS04.7H.0 1,29
KCI 0,29
Extrato de levedura 0,5¢
CaCl,.2H.0 019
H-O 1000 mL
Agar 15,09
pH 7,0

Calculo do indice de atividade enzimatica

Apds a incubacdo dos fungos para a avaliacdo das atividades amiloliticas,
ureoliticas, celuloliticas, proteoliticas, quitinoliticas e solubilizagdo de fosfatos foram
calculados os indices de atividade enzimatica (IE). O IE é um dos parametros
semiquantitativos mais usados para se avaliar a capacidade de producdao de enzimas
pelos microrganismos em meio solido. O calculo é realizado através da relagao entre o
didmetro médio do halo de degradacao (®h) e o di@metro da coldnia (@c) - ©@h/@c
(HANKIN & ANAGNOSTAKIS, 1975), medidos com o auxilio de uma régua em mm.
Alguns autores recomendam um |E = 2,0 para considerar um microrganismo bom
produtor de enzimas em meio solido (OLIVEIRA et al., 2006; STAMFORD et al., 1998).
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3.5.10. Producao de acido indolacético (AlA)

Para a avaliacdo da producao de acido indolacético (AIA) utilizou-se metodologia
adaptada de BRIC et al. (1991), onde o meio Sabouraud foi suplementado com L-
Triptofano. Apés a inoculagéo do isolado fungico no centro da placa, foi colocado sobre
o0 meio de cultura papel filtro comum funcionando como uma membrana. Esse papel
filtro foi previamente cortado no tamanho da placa de Petri, esterilizado em autoclave e
com posterior secagem em estufa a 40°C. Depois de incubados a 30°C por 72 h, a
membrana foi removida para outra placa e saturada em solugdo de Salkowiski
(GORDON & WEBER, 1951). A formacdo de um halo réseo (avermelhado) na
membrana, no periodo de 30 minutos a 2 h, caracterizava a produgdo de AIA pelos

isolados. A composicao do meio de cultura e da solugéo de Salkowiski foi a seguinte:

Glicose 40,09
Peptona 10,0 g
L-Triptofano 1,02 g
H.O 1000 mL
Agar 15,0 g
pH 7,0
Solucao de Salkowski

FeCl36H.0 (0,5M) 1 mL
HCIO4 35% 50 mL

3.5.11. Producao de acido cianidrico (HCN)

Para avaliagcado da producéao de acido cianidrico (HCN) utilizou-se de metodologia
adaptada de BAKKER & SCHIPPERS (1987), onde o meio Sabouraud foi suplementado
com glicina e cloreto de ferro. Apds inoculacdo dos isolados fungicos no centro das
placas, foi colocado na tampa de cada placa de Petri uma membrana (papel filtro
comum devidamente esterilizado em autoclave a 121°C por 15 minutos e seco em

estufa a 40°C) saturada com uma solucéo de acido picrico (esterilizada a 121°C por 15
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minutos). Em seguida, as placas foram envoltas com plastico parafilime e levadas para
incubacédo a 30°C por 7 dias. A mudanca da coloragdo do papel de filtro de amarelo

para marrom/alaranjado caracterizava a produgéao de HCN.

Glicose 40,09
Peptona 10,09
Glicina 449
FeCl36H.0 0,081g
H20 1000 mL
Agar 15,09
pH 7,0
Solucao de acido picrico

Acido picrico 509
NapCOs 2,09
H.O 100 mL

3.5.12. Producao de sideroforos

Para a avaliacdo da producdo de sideroforos foi utilizada metodologia descrita
por MILAGRES et al. (1999) modificada de SCHWYN & NEILANDS (1997). A
composicao das solucdes e do meio de cultura foram os seguintes:

Solucao 1

Cromo azurol S (CAS) 60,5 mg
H>O deionizada 50 mL
Solucao 2

Solucao Ferro llI: 10 mL
FeCl6 H,O (1 mM) 0,27 g
HCI (10 mM) 0,365 ¢
H20 1000 mL
Solucao 3

Hexadeciltrimetii  aménio  brometo
(HDTMA) 72,9 mg
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Hgo 40 mL
Meio de cultura

Pipes 30,24 g
H20 750 mL
pH 6,8

Elevar pH com solugao 50% NaOH

As trés solugdes foram feitas separadamente. Misturou-se a Solugao 2 com a
Solugcdo 1 e em seguida adicionou-se a Solugdo 3, agitando-as vigorosamente. Foi
obtida uma solucdo corante que foi posteriormente autoclavada a 121°C por 15
minutos. Também foi autoclavado o meio de cultura descrito, bem como o meio
Sabouraud (composicao ja descrita anteriormente- Item 3.6) que também foi utilizado
nessa avaliacao.

A solucdo corante foi adicionada no meio de cultura acima descrito (ainda
quente) e agitados cuidadosamente, dando origem ao meio CAS-agar. Placas de Petri
foram preparadas com meio de cultura Sabouraud. Apéds solidificacdo, 0 mesmo foi
cortado em duas metades, com auxilio de uma espatula esterilizada na chama aquecida
no bico de Bunsen. Uma das metades foi substituida pelo meio CAS-4gar. O in6culo foi
colocado no centro da placa, na por¢gdo com meio Sabouraud, em seguida foi incubado
a 30°C no escuro por 6 dias. A producao de sideréforos foi medida pelo avanco da

coloracao do azul original para amarelo, rosa ou rosa intenso expressando em mm/dia.

3.5.13. Colonizacao micorrizica

Para a avaliagdo da colonizagdo micorrizica foram utilizadas raizes das culturas
de inverno milho, girassol e guandu que foram dispensadas quando da separacéo do
solo rizosférico. Aproximadamente 1 g de raizes finas foram retiradas, lavadas,
clarificadas em KOH (10%), lavadas novamente em agua corrente, colocadas em HCI
(2%) por 5 minutos, em seguida coradas solucao de latoglicerol com azul de tripano
(solucédo 1:1:1 de acido latico: glicerina: agua + 0,05 % de azul de tripano) segundo
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PHILLIPS & HAYMANN (1970). Para determinar a porcentagem de colonizacao
micorrizica das raizes foi utilizado o método da placa quadriculada, de acordo com
GIOVANNETTI & MOSSE (1980), e observacao em microscépio estereoscédpio (40x).

33



4. RESULTADOS

4.1. EXPERIMENTO 1- ANALISES BIOQUIMICAS E QUIMICAS DO SOLO

A atividade da amilase do SR e SNR variou de 148,9 a 250,9 ug glicose g solo
24h™" (Figura 3, Tabela A1, pag. 94). Maior atividade da enzima foi observada apenas
no SR, em relagdo ao SNR, para cultura de girassol (Figura 3A) e na sequéncia
soja/soja (Figura 3B). Tanto no SR como SNR das culturas de inverno, a maior
atividade foi observada no solo sob milho que diferiu significativamente (Tukey, p <
0,05) da atividade do solo sob girassol (Figura 3A). A atividade da amilase foi maior no
SR do que no SNR da sequéncia soja/soja. Foram verificados resultados semelhantes
entre o SR das sequéncias de verdo, porém foi maior (p < 0,05) no SNR das
sequéncias soja/milho e milho/milho que soja/soja (Figura 3B).

Exceto na sequéncia soja/milho, o SR tanto das culturas de inverno (Figura 4A)
como das sequéncias de verado (Figura 4B) mostrou maior (p < 0,05) atividade da
urease que o SNR (Tabela A2, pag. 95). Em média, a atividade do SR foi 100% maior
do que o SNR. O milho promoveu os maiores valores da atividade da urease tanto no
SR como no SNR quando comparado ao guandu, sendo a atividade significativamente
igual a observada no solo sob girassol (Figura 4A). No SR das sequéncias milho/milho e
soja/soja foram observados valores superiores aos obtidos no solo milho/soja, sendo
que no SNR as atividades de todas as sequéncias foram significativamente iguais
(Figura 4B).
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Figura 3. Efeito das culturas de inverno (A) e das sequéncias de verao (B) em sistema
de semeadura direta, na atividade da amilase encontrada em solo rizosférico
(SR) e solo nao rizosférico (SNR). Médias seguidas da mesma letra minuscula
(SR e SNR) e maiuscula (culturas de inverno e sequéncias de verdo) nao diferem
entre si pelo Teste Tukey p < 0,05.
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Figura 4. Efeito das culturas de inverno (A) e das sequéncias de verao (B) em sistema
de semeadura direta, na atividade da urease encontrada em solo rizosférico (SR) e solo
nao rizosférico (SNR). Médias seguidas da mesma letra minascula (SR e SNR) e
maidscula (culturas de inverno e sequéncias de verdao) nao diferem entre si pelo Teste
Tukey p < 0,05.
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A semelhanca da atividade da urease, o SR tanto das culturas de inverno (Figura
5A) como das sequéncias de verdo (Figura 5B) mostrou maior (p < 0,05) atividade da
CMC-celulase que o SNR, exceto na cultura do guandu (Tabela A3, pag. 96). Também,
a atividade do SR foi consideravelmente maior, 85%, do que o SNR. O SR da cultura do
milho promoveu o maior valor dessa enzima (334,4 9 ug glicose g solo 24h™) e foi
significativamente maior que as demais culturas de inverno (Figura 5A). Nenhum efeito
das sequéncia de verao foi verificado sobre a atividade da CMC-celulase, tanto no SR
como no SNR (Figura 5B).

A atividade da protease variou de 16,7 a 67,1 ug tirosina g solo h™' no SNR e de
34,8 a 84,1 ug tirosina g solo h™ no SR (Tabela 3). Esses resultados mostram que a
atividade da enzima foi em média 62% maiores no SR em relacdo ao SNR. A analise de
variancia mostrou efeito significativo na tripla interacdo (culturas de inverno x
sequéncias de verao x SR e SNR). Assim, comparacdes significativas (p < 0,05) entre
SR e SNR foram encontradas nos solos sob as culturas milho e guandu, ambos nas
sequéncias de verao milho/milho e girassol na sequéncia soja/milho e soja/soja (Tabela
3). A cultura de inverno milho proporcionou a maior atividade da protease no SR (84,1
ug tirosina g solo h') e SNR (67,1 ng tirosina g solo h”) sob as sequéncias
milho/milho, soja/milho, respectivamente. A menor atividade da enzima foi encontrada
tanto no SR como no SNR sob a influéncia da sequéncia soja/soja.

De maneira geral, os maiores valores do carbono orgénico total (p < 0,05) foram
observados no SR em comparagédo ao SNR (Tabela 4). Os teores de carbono orgéanico
total foi em média 21% maior no SR em relagcdo ao SNR. Tanto as interagdes dentro de
SR como de SNR proporcionaram pouca variagdo nos valores do carbono organico,
respectivamente, de 14,5 a 19,3 mg C g” solo e de 11,6 a 13,6 mg C g solo. Porém,

foi maior no SR da sequéncia milho/milho em relagéo as demais.
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Figura 5. Efeito das culturas de inverno (A) e das sequéncias de verao (B) em sistema
de semeadura direta, na atividade da CMC-celulase encontrada em solo
rizosférico (SR) e solo ndo rizosférico (SNR). Médias seguidas da mesma letra
minuscula (SR e SNR) e maiuscula (culturas de inverno e sequéncias de verao)

nao diferem entre si pelo Teste Tukey p < 0,05.
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Tabela 3. Efeito das culturas de inverno e das sequéncias de verdo em sistema de
semeadura direta, na atividade da protease encontrada em solo rizosférico (SR)
e solo néo rizosférico (SNR).

SEQUENCIAS DE CULTURAS DE INVERNO
VERAO

PROTEASE (ug tirosina g™ solo h™")
SOLO RIZOSFERICO

Milho Girassol Guandu Médias
Soja/milho 77,4 Aa(a) 79,6 Aa(a) 59,8 Aa(a) 72,3 A
Milho/milho 84,1 Aa(a) 55,9 Bb(a) 70,2 Aab(a) 70,1 A
Soja/soja 52,2 Ba(a) 52,9 Ba(a) 34,8 Ba(a) 46,6 B
Médias 71,2a 62,8 ab 549 b
SOLO NAO RIZOSFERICO

Soja/milho 67,1 Aa(a) 20,3 Bb(b) 45,9 Aa(a) 444 A
Milho/milho 55,4 Aab(b) 55,7 Aa(a) 23,9 Bb(b) 45,0 A
Soja/soja 40,9 Ba(a) 16,7 Bb(b) 24,8 ABab(a) 27,5B
Médias 54,5 a 30,9b 31,5b

Teste F Coeficiente de variacao %
Sequéncia de verao (V) 31,15 CV (V) 17
Culturas de inverno () 11,34’ CV (I) 25
Posicao de coleta do solo (R) 97,89 CV (VxI) 12
Vxl 1,67™ CV (VxI xR) 7
VxR 1,04"
IxR 3,15™
VxIxR 12,43

Médias seguidas da mesma letra mindscula na linha, maildscula na coluna e minuscula entre
parénteses comparando SR e SNR, nao diferem entre si pelo Teste Tukey a 5% de
probabilidade. ‘(p < 0,05), ™ (ndo significativo).
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Tabela 4. Efeito das culturas de inverno e das sequéncias de verdao em sistema de
semeadura direta, no teor de carbono orgéanico total encontrado em solo
rizosférico (SR) e solo nao rizosférico (SNR).

SEQUEN(EIAS DE CULTURAS DE INVERNO
VERAO

CARBONO ORGANICO TOTAL (mg C g™ solo)
SOLO RIZOSFERICO

Milho Girassol Guandu Médias
Soja/milho 15,6 Aa(a) 14,7 Aa(a) 16,3 Aa(a) 1556B
Milho/milho 16,7 Ab(a) 19,3 Aa(a) 15,4 Ab(a) 17,1 A
Soja/soja 14,8 Aa(a) 15,9 Aa(a) 14,5 Aa(a) 15,1 B
Médias 15,7 a 16,6 a 15,4 a
SOLO NAO RIZOSFERICO

Soja/milho 12,5 Aa(b) 12,7 Aa(b) 12,5 Aa(b) 12,6 A
Milho/milho 11,6 Ab(b) 13,2 Aab(b) 14,6 Aa(a) 13,1 A
Soja/soja 13,6 Aa(a) 13,2 Aa(b) 13,1 Aa(b) 13.3A
Médias 12,6 a 13,1 a 13,4 a

Teste F Coeficiente de variacao %
Sequéncia de verao (V) 6,96 CV (V) 6
Culturas de inverno () 2,62 CV () 6
Posicao de coleta do solo (R) 80,44 CV (VxI) 14
Vxl 0,70"™ CV(VxI xR) 8
VxR 3,98
I xR 1,95ns
VxIxR 3,97

Médias seguidas da mesma letra minuscula na linha, mailscula na coluna e mindscula entre
parénteses comparando SR e SNR, nao diferem entre si pelo Teste Tukey a 5% de
probabilidade. ‘(p < 0,05), ™ (ndo significativo).

Houve uma variagdo nos teores dos carboidratos totais 1295,5 a 1550,6 ug C g
solo (Figura 6, Tabela A4, pag. 97), porém diferenga significativa entre os conteudos do
SR e SNR apenas foi constatada na cultura de girassol (Figura 6A). Enquanto o
aumento da quantidade de carboidratos totais do SNR para o solo SR foi em média de
5%, na cultura de girassol foi de 15%. Observou-se que o SR das culturas milho e
girassol apresentaram valores superiores (p < 0,05) aos encontrados do guandu, porém

nao houve efeito do SNR das culturas de inverno (Figura 6A). Nenhum efeito das
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sequéncias de verao foi verificado sobre os teores de carboidratos totais, tanto no SR
como no SNR (Figura 6B).

Diferengas significativas dos teores das proteinas totais foram verificadas entre o
SR e SNR (aumento médio de 23%) em todas as culturas de verado e inverno, exceto o
guandu (Figura 7, Tabela A5, pag. 98). Porém, nenhum efeito significativo foi verificado

tanto das culturas de inverno (Figuras 7A) como das de verdo (Figuras 7B).
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Figura 6. Efeito das culturas de inverno (A) e das sequéncias de verao (B) em sistema
de semeadura direta, no teor de carboidratos totais encontrado em solo
rizosférico (SR) e solo nao rizosférico (SNR). Médias seguidas da mesma letra
minuscula (SR e SNR) e maiuscula (culturas de inverno e sequéncias de verao)

nao diferem entre si pelo Teste Tukey p < 0,05.
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Figura 7. Efeito das culturas de inverno (A) e das sequéncias de verao (B) em sistema
de semeadura direta, no teor de proteinas totais encontrado em solo rizosférico
(SR) e solo nao rizosférico (SNR). Médias seguidas da mesma letra minuscula
(SR e SNR) e maiuscula (culturas de inverno e sequéncias de verao) nao diferem
entre si pelo Teste Tukey p < 0,05.
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Na Tabela 5 foram incluidas as médias gerais dos resultados com a finalidade de
verificar o efeito do solo rizosférico (SR/SNR) sobre as variaveis estudadas. Excetuando
os teores de carboidratos totais, os valores observados no SR foram significativamente
maiores, em média 45%, do que no SNR. As atividades da celulase, protease e urease
no SR foram 85, 62 e 100% maiores do que no SNR. O efeito da rizosfera para as
demais variaveis variou de 16 a 21%.

Tabela 5. Efeito rizosférico sobre a atividade das enzimas amilase, celulase, protease e
urease e valores das analises quimicas carboidratos totais, proteinas totais,

carbono organico.

Variaveis SR SNR SR/SNR Probabilidade

Amilase (ug glicose g™ solo 24h™) 221,0 a 191,2b 116 9,45
Celulase (ug glicose g™ solo 24h™) 276,1 a 149,4 b 185 75,83
Protease (ug tirosina g~ solo h™) 63,1a 39,0b 162 97,51
Urease (ug N-NH, g solo 3 h'™) 64,7 a 32,4b 200 64,45
Carboidratos totais (ug C g solo) 1550,6 a 1419,0 a 109 2,46™
Proteinas Totais (mg proteina g™ solo) 29a 2,4b 121 24,10
Carbono organico Total (mg C g solo) 15,9 a 13,1b 121 80,44
Média 145

Médias seguidas da mesma letra mintscula na linha nao diferem entre si pelo Teste Tukey a
5% de probabilidade. "(p < 0,05), ™ (n&o significativo).
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4.2. EXPERIMENTO 2- HABILIDADE METABOLICA DOS FUNGOS RIZOSFERICOS

Os resultados obtidos na Tabela 6 mostram que comparando as contagens de
fungos e de bactérias do SR em relacdo ao SNR: a) o numero de UFC de fungos do SR
foi em média 2,6 vezes maior do que o do SNR e o de bactérias de 1,8. b) o SR da
cultura de inverno milho promoveu as maiores contagens de fungos e de bactérias em
relagcdo ao SNR; c¢) o numero de UFC de fungos e de bactérias foi maior (p < 0,05) no
SR do milho em relagdo ao SR das demais culturas de inverno, nas sequéncias de
verao milho/milho e soja/soja; d) O guandu e o girassol, respectivamente nas
sequéncias de verao soja/milho e milho/milho, influenciaram nas maiores contagens dos
fungos totais no SR em relacdo ao SNR (Tabela 6); e) nenhuma diferenca significativa
foi observada nas contagens de fungos e de bactérias no SNR das culturas de inverno
e f) ndo foram observadas diferencas significativas no numero de UFC de fungos e
bactérias quando comparadas as sequéncias de verao.

Apoés a quantificagao dos fungos e bactérias do solo rizosférico e néo rizosférico
foram isolados apenas os fungos do solo rizosférico. Foram obtidos 501 isolados
distribuidos nos nove tratamentos (combinagcdes das trés sequéncias de verdo com as
trés culturas de inverno) e a habilidade metabdlica desses isolados foi estudada. A
Tabela 7 mostra os numeros das unidades formadoras de col6nias dos fungos
envolvidos nas transformacdes de diferentes compostos no solo por meio da atividade
amilolitica, ureolitica, celulolitica, proteolitica e quitinolitica.

Exceto para os fungos com atividade ureolitica, as contagens dos fungos para as
demais atividades nao foram influenciadas pelas sequéncias de verao (p < 0,05). Sendo
assim, os fungos ureoliticos foram influenciados pelas sequéncias de verao soja/milho e
milho/milho que promoveram maiores contagens que a sequéncia soja/soja (Tabela 7).

A cultura de inverno milho promoveu os maiores valores de contagem (p < 0,05)
para os fungos amiloliticos e celuloliticos em relacdo as demais culturas de inverno.
Também o milho, promoveu os maiores niumeros dos fungos proteoliticos na sequéncia
soja/soja, dos ureoliticos nas sequéncias soja/milho e milho/milho e dos quitinoliticos na
sequéncia milho/milho (Tabela 7).
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Tabela 6. Fungos e bactérias do solo rizosférico das culturas de inverno em rotacao

com sequéncias de verao em sistema de semeadura direta.

Tratamentos Solo Solo nao Solo Solo nao
rizosférico rizosférico rizosférico rizosférico
Sequéncia Cultura de Fungos Bactérias
de verao inverno
ufc x 10° g”' solo seco ufc x 10° g solo seco

Soja/milho Milho 19,86 a 9,30 b 31,91 a 13,37 b
Girassol 7,74 a 6,04 a 27,22 a 15,08 a
Guandu 17,45 a 6,65 b 18,57 a 13,22 a

Milho/milho Milho 32,81 aA 6,19b 36,61 aA 12,53 b
Girassol 17,77 a 6,93 b 23,60 a 14,67 a
Guandu 9,94 a 7,67 a 15,42 a 13,17 a

Soja/soja Milho 22,18 aA 4,03b 35,44 aA 11,75b
Girassol 6,76 a 4,43 a 20,37 a 16,25 a
Guandu 7,95 a 4,55 a 14,81 a 13,26 a

Teste F

Fungos Bactérias

Sequéncia ns ns

de verao (V) 3:24 0.13

Culturas de . .

inverno (1) 7,98 6.37

Posicédo no . .

solo (R) 32,79 30,40

Vxl 0,93™ 0,15

VxR 1,16"*S 0,12”*S

I xR 6,86 6,37

VxIxR 1,63™ 0,34™

CV % 56 38

Letras iguais minusculas na linha (comparando solo rizosférico e solo nao rizosférico) nao
diferem entre si pelo Teste Tukey a 5% de significancia. Médias com a letra ‘A’ sdo maiores que
as demais (p < 0,05) na coluna (comparando as culturas de inverno dentro de cada sequéncia
de verdo). (p < 0,05), ™ (ndo significativo).
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Tabela 7. Fungos amiloliticos (AMIL), ureoliticos (URE), celuloliticos (CEL), proteoliticos
(PROT) e quitinoliticos (QUIT) isolados de rizosfera de culturas de inverno em

rotacdo com sequéncias de verao em sistema de semeadura direta.

Tratamentos AMIL URE CEL PROT QUIT
Sequen~0|a de C_ultura de UFC x 10* g"'solo seco
verao inverno
Soja/milho Milho 4,5A 4,4Aa 6,3A 2,8 0,20
Girassol 1,8 1,6 2,5 1,5 0,10
Guandu 2,3 2,6 3,2 2,6 ND
Milho/milho Milho 4.2A 4.1Aa 5,0A 3,5 0,40A
Girassol 1,9 2,0 1,9 2,2 0,03
Guandu 1,5 1,5 2,4 1,6 ND
Soja/soja Milho 4,0A 2,7 4,9A 3,0A 0,10
Girassol 1,0 1,0 1,3 1,1 0,07
Guandu 1,3 1,1 1,5 1,1 0,10
Teste F
SeqUénC|aS de Vel’é.o (V) 0,97I‘IS 3’73* 2,1 Ons 1 ,25ns 0,36ns
Cultivos de inverno (1) 14,74 12,38' 14,18 5,85 3,38
(V) x (I) 0,14" 0,55" 0,10™ 0,83" 1,34™
CV % 47 44 47 48 148

Médias com a letra ‘A’ sdo maiores que as demais (p < 0,05) na coluna (comparando as
culturas de inverno dento das sequéncias de verdao) e com a letra ‘a’ sdo maiores que as

* ns

demais (p < 0,05) na coluna (comparando as sequéncias de verdo). (p < 0,05); (n&o

significativo); ND- n&o detectada.
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A atividade relativa dos fungos amiloliticos isolados do solo rizosférico das
culturas de inverno em rotacdo com as sequéncias de verdo esta apresentada na
Tabela 8. Foi observado que do total de fungos isolados 47% apresentaram atividade
amilolitica, e que porcentagens decrescentes foram observadas a partir do menor indice
de atividade enziméatica (IE de 1,00-1,49), que representou 39,58%, para maior (IE =
2,00) com 1,28% do total. A Figura 8a mostra o halo hialino de degradacédo promovido
pela amilase. A maior frequéncia de fungos com atividade amilolitica (IE de 1,00-1,49)
acima da média (39,58%) foi observada no SR do guandu cultivado ap6s a sequéncia
soja/soja e SR de girassol e guandu cultivados apds a seqiéncia soja/milho. Verificou-
se, também, maior numero de fungos com IE de 1,50-1,99 no SR de guandu apés a
sequéncia soja/soja e SR de milho e girassol apdés a sequéncia milho/milho,
respectivamente. Os isolados com maior IE = 2,00 foram verificados no SR de milho
apos soja/soja e SR de milho e guandu apos milho/milho (Tabela 8).

Para a atividade relativa dos fungos ureoliticos foi observado que mais de 45%
do total de isolados apresentaram essa atividade. A maior frequéncia foi observada na
menor faixa de IE de 1,01-1,99, sendo que as culturas de inverno guandu sobre as
sequéncias de verdao soja/milho e milho/milho e a cultura do girassol sobre soja/soja
apresentaram as maiores porcentagens de fungos ureoliticos. Os IE's 2> 2,00 (IE de
2,00-2,99 e IE = 3,00) somaram-se mais de 20% do total dos isolados com alta
atividade ureolitica, sendo que o SR das culturas de girassol e guandu sobre a
sequéncia soja/milho apresentaram as maiores porcentagens no IE = 2-2,99 e o SR
das culturas de inverno milho e girassol sobre soja/milho e guandu sobre soja/soja
apresentaram as maiores porcentagens de fungos ureoliticos com IE = 3,00 (Tabela 9).
A atividade ureolitica foi detectada pelo halo azul em volta da colénia decorrente da
diminuicdo do pH do meio de cultura pela presenca da enzima urease (Figura 8b).

Dos 501 isolados, mais de 61% apresentaram atividade celulolitica, conforme
descrito na Tabela 10. A maior frequéncia relativa foi observada no IE de 1,01-1,49 com
33,67% decrescendo até a maior faixa (IE = 2,00) com 13,05% do total. As culturas de
inverno girassol e guandu apds a sequéncias soja/milho apresentaram as maiores

porcentagens para esses fungos com IE = 1,01-1,99. Para IE = 1,50 a 1,99, as maiores
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porcentagens foram observadas nas culturas o milho sobre milho/milho e girassol sobre
soja/soja e a maior porcentagem dos fungos celuloliticos com IE = 2 foi verificada na
cultura de inverno guandu sobre a sequéncia de verao milho/milho (Tabela 10). A
atividade celulolitica foi detectada por meio da formagédo do halo hialino em torno da
colénia devido a degradacado do substrato carboximetilcelulose pela enzima celulase
(Figura 8c).

Para a atividade relativa dos fungos proteoliticos foi observado que 58,05% dos
isolados ndo apresentaram essa atividade e que a maioria dos isolados proteoliticos
(40,42%) apresentaram atividade na menor faixa de IE (1,01-1,49), sendo que a
culturas de inverno guandu apo6s a sequéncia de verao soja/milho e as culturas girassol
e guandu sobre a sequéncia soja/soja apresentaram as maiores porcentagens desses
isolados (Tabela 11). A cultura de inverno milho sobre soja/soja apresentou a maior
porcentagem de isolados de fungos proteoliticos no IE = 1,50-1,99. A atividade
proteolitica dos fungos foi detectada pela formacao de um halo hialino de degradacao
da caseina promovida pela enzima protease (Figura 8d).

Do total de fungos isolados, a grande maioria (mais de 97%) nao apresentou
atividade quitinolitica, e os 2,79% que apresentaram essa atividade retiva estdo na
menor faixa do IE (1,01-1,49). A cultura de inverno guandu nas sequéncias soja/milho e
milho/milho ndo foram detectados nenhum isolado com atividade quitinolitica, € na
sequéncia soja/soja apresentou a maior porcentagem (Tabela 12). Na Figura 8e esta o
isolado 648 com halo ao redor da colénia indicando a atividade quitinolitica.
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Tabela 8. Porcentagem de fungos amiloliticos isolados do solo rizosférico de culturas

de inverno em rotagao com culturas de verao no sistema de semeadura direta.

indice de atividade enzimatica (gh/@c) — mm

Tratamentos
ND 1,01-1,49 1,50-1,99 >2,00 Amiloliticos

Sequéncias Culturas de Total de %

de Verao Inverno isolados

Soja/Milho  Milho 92 55,43 38,04 5,43 1,09 44,57
Soja/Milho  Girassol 63 50,79 46,03 3,17 0,00 49,21
Soja/Milho  Guandu 49 53,06 40,82 4,08 2,04 46,94
Milho/milho  Milho 42 52,38 38,10 7,14 2,38 47,62
Milho/milho  Girassol 43 60,47 27,91 11,63 0,00 39,53
Milho/milho  Guandu 56 55,36 41,07 1,79 1,79 44,64
Soja/soja Milho 64 54,69 39,06 6,25 0,00 45,31
Soja/soja Girassol 48 54,17 37,50 4,17 417 45,83
Soja/soja Guandu 44 40,91 47,73 11,36 0,00 59,09
Média 53,03 39,58 6,11 1,28 46,97

ND- nao detectada.

Tabela 9. Porcentagem de fungos ureoliticos isolados do solo rizosférico de culturas de

inverno em rotacdo com culturas de verao no sistema de semeadura.

Indice de atividade enzimatica (gh/@c) — mm

Tratamentos
ND 1,01-1,99 2,00-2,99 > 3,00 Ureoliticos

Sequéncias Culturas de Total de %

de Verao Inverno isolados

Soja/Milho  Milho 92 46,74 9,78 15,22 28,26 53,26
Soja/Milho Girassol 63 55,56 14,29 20,63 9,52 44,44
Soja/Milho  Guandu 49 44,90 34,69 20,41 0,00 55,10
Milho/milho  Milho 42 54,76 26,19 16,67 2,38 45,24
Milho/milho  Girassol 43 60,47 30,23 9,30 0,00 39,53
Milho/milho  Guandu 56 57,14 32,14 10,71 0,00 42,86
Soja/soja Milho 64 68,75 18,75 10,94 1,56 31,25
Soja/soja Girassol 48 54,17 33,33 8,33 417 45,83
Soja/soja Guandu 44 50,00 22,73 15,91 11,36 50,00
Média 54,72 24,68 14,24 6,36 45,28

ND- nao detectada.
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Tabela 10. Porcentagem de fungos celuloliticos isolados do solo rizosférico de culturas

de inverno em rotagdao com culturas de verao no sistema de semeadura direta.

indice de atividade enzimatica (gh/@c) — mm

Tratamentos
ND 1,01-1,49 1,50-1,99 >2,00 Celuloliticos

Sequéncias Culturas de Total de %

de Verao Inverno isolados

Soja/Milho  Milho 92 38,04 36,96 14,13 10,87 61,96
Soja/Milho Girassol 63 23,81 49,21 15,87 11,11 76,19
Soja/Milho  Guandu 49 36,73 42,86 6,12 14,29 63,27
Milho/milho  Milho 42 42,86 21,43 21,43 14,29 57,14
Milho/milho  Girassol 43 60,47 18,60 9,30 11,63 39,53
Milho/milho  Guandu 56 32,14 32,14 7,14 28,57 67,86
Soja/soja Milho 64 43,75 35,94 15,63 4,69 56,25
Soja/soja Girassol 48 41,67 25,00 25,00 8,33 58,33
Soja/soja Guandu 44 29,55 40,91 15,91 13,64 70,45
Média 38,78 33,67 14,50 13,05 61,22

ND- nao detectada.

Tabela 11. Porcentagem de fungos proteoliticos isolados do solo rizosférico de culturas

de inverno em rotagao com culturas de verao no sistema de semeadura direta.

indice de atividade enzimatica (gh/@c) — mm

Tratamentos ND 1,01-1,49 1,50-1,99 =200 Proteoliticos

Sequéncias Culturas de Total de %

de Verao Inverno isolados

Soja/Milho  Milho 92 72,83 27,17 0,00 0,00 27,17
Soja/Milho Girassol 63 55,56 41,27 3,17 0,00 44,44
Soja/Milho  Guandu 49 53,06 46,94 0,00 0,00 46,94
Milho/milho  Milho 42 61,90 38,10 0,00 0,00 38,10
Milho/milho  Girassol 43 58,14 41,86 0,00 0,00 41,86
Milho/milho  Guandu 56 55,36 41,07 3,57 0,00 44,64
Soja/soja Milho 64 65,63 29,69 4,69 0,00 34,38
Soja/soja Girassol 48 50,00 50,00 0,00 0,00 50,00
Soja/soja Guandu 44 50,00 47,73 2,27 0,00 50,00
Média 58,05 40,42 1,53 0,00 41,95

ND- nao detectada.
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Tabela 12. Porcentagem de fungos quitinoliticos isolados de solo rizosférico de culturas

de inverno em rotagao com culturas de verao no sistema de semeadura direta.

indice de atividade enzimatica (gh/@c) — mm

Tratamentos
ND 1,01-1,49 1,50-1,99 >2,00 Quitinoliticos

Sequéncias Culturas de Total de %

de Verao Inverno isolados

Soja/Milho  Milho 92 95,65 4,35 0,00 0,00 4,35
Soja/Milho  Girassol 63 96,83 3,17 0,00 0,00 3,17
Soja/Milho  Guandu 49 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Milho/milho  Milho 42 95,24 4,76 0,00 0,00 4,76
Milho/milho  Girassol 43 97,67 2,33 0,00 0,00 2,33
Milho/milho  Guandu 56 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Soja/soja Milho 64 98,44 1,56 0,00 0,00 1,56
Soja/soja Girassol 48 97,92 2,08 0,00 0,00 2,08
Soja/soja Guandu 44 93,18 6,82 0,00 0,00 6,82
Média 97,21 2,79 0,00 0,00 2,79

ND- nao detectada.
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Figura 8. Producdo de enzimas extracelulares pelos diferentes isolados de fungos
indicada pela formagéo do halo ao redor da colbnia do isolado. a) amilase-
isolado 618; b) celulase- isolado 84; ¢) protease- isolado 507; d) urease- isolado

388; e, e) quitinase- isolado 648.
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As contagens dos fungos envolvidos na promogao direta ou indireta de
crescimento de plantas como os solubilizadores de fosfato, os produtores de &acido
indolacético (AlA), produtores de &cido cianidrico (HCN) e produtores de sideréforos, e
ainda, a porcentagem de colonizagdo micorrizica das culturas de inverno, estao
apresentadas na Tabela 13.

Nao foram observadas diferencgas significativas (p < 0,05) entre as sequéncias de
verao sobre as contagens desses grupos de fungos, bem como para a colonizagao
micorrizica (Tabela 13). A cultura do milho, novamente se destacou, influenciando as
maiores contagens (p < 0,05) dos fungos solubilizadores de fosfato, dos produtores de
AlA e dos produtores de sideréforos quando comparadas as demais culturas de
inverno. Para os fungos produtores de HCN n&o foram observadas diferencas
significativas (p < 0,05) entre as culturas de inverno, assim como para as sequéncias de
verdo. Também ndo foram verificadas diferencas significativas (p < 0,05) para a
porcentagem de colonizacdo micorrizica das culturas de inverno milho, girassol e

guandu.
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Tabela 13. Fungos solubilizadores de fosfato (SOL), produtores de acido indolacético
(AlA), produtores de &cido cianidrico (HCN) e produtores de sideréforos (SID)
isolados do solo rizosférico e porcentagem de colonizagédo micorrizica (MIC) de
culturas de inverno em rotagdo com sequéncias de verdo em sistema de

semeadura direta.

SOL AlA HCN SID MIC
Sequen~cla de C_ultura de UFC x 10° g"'solo seco .
verao inverno %
Soja/milho Milho 4,4A 2,0A 1,0 5,9A 53,60
Girassol 1,1 0,5 0,7 1,5 54,96
Guandu 1,3 1,1 1,2 2,8 50,24
Milho/milho Milho 4.8A 2,1A 1,1 4, 7A 44,40
Girassol 1,3 0,4 1,2 1,9 50,22
Guandu 1,5 0,3 0,5 1,2 53,53
Soja/soja Milho 4.0A 1,8A 0,8 4.4A 55,03
Girassol 1,0 0,5 0,6 1,0 54,07
Guandu 0,9 0,4 0,2 1,1 46,98
Teste F
SeqUénC|aS de Vel‘é.o (V) 0,39ns 1 ,43ns 1 ’91 ns 1 ,4Ons 1 ,1 9ns
CUlt'VOS de |nVern0 (I) 18,94* 38,31 * 1 ’42ns 14,08* 0,75ns
(V) x (1) 0,03" 1,43" 1,62" 0,33"™ 2,34
CV % 58 39 96 57 9

Médias com a letra ‘A’ sdo maiores que as demais na coluna (comparando as culturas de
inverno) pelo Teste Tukey a 5% de significancia. (p > 0,05); " (n&o significativo).
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A solubilizacao de fosfato relativa dos isolados de fungos esta representada na
Tabela 14. Aproximadamente 40% dos isolados avaliados foram solubilizadores de
fosfato, apresentando porcentagens decrescentes a partir da menor faixa de IE (IE de
1,01-1,49), que apresentou 36,26% para maior (IE = 2,00) com 1,09% do total. As
culturas milho sobre a sequéncia de verdao milho/milho e girassol sobre soja/soja
apresentaram as maiores porcentagens de isolados solubilizadores de fosfato no IE =
1,01-1,49. As culturas de inverno milho e girassol sobre a sequéncia de verao
soja/milho apresentaram as maiores porcentagens de solubilizadores na no | = 1,50-
1,99 e a cultura milho sobre as sequéncias soja/milho e soja/soja apresentaram as
maiores porcentagens dos isolados solubilizadores de fosfato com IE = 2,00 (Tabela
14). A solubilizacdo de fosfato esta representada na Figura 9a por meio da formagao do
halo hialino em torno da colénia devido a producéo de acidos orgéanicos pelo fungo que
solubilizou o fésforo do precipitado CaHPO,.

A producéo AlA relativa dos isolados de fungos estdo na Tabela 15. Verificou-se
que aproximadamente 19% do total de isolados fungicos produziram AIA, sendo
divididos em rosa com 17,75% e rosa intenso com 1,23%. A intensidade da coloragao
no papel filtro sobre os isolados pode estar relacionada com a maior producao de AlA, e
a maior porcentagem de isolados que apresentou essa maior intensidade na coloragao
rosa foi verificada na cultura de inverno guandu sobre a sequéncia de verao milho/milho
(Tabela 15). A producao de AlA esta representada na Figura 9b por meio da coloracéo
rosa intenso no papel filtro, promovida pela reagdo com a solugao de Salkowiski, que é
uma solucao reveladora da producédo de AlA pelos fungos através do precursor desse
horménio L-Tryptofano que foi previamente adicionado ao meio de cultura.

A producao de HCN relativa dos isolados estdo na Tabela 16. Foram observados
que em média 10,8% do total dos isolados fungicos produziram HCN, sendo 7,5%
apresentando coloracdo laranja e 3,3% laranja intenso. As maiores porcentagens de
isolados produtores de HCN foram verificadas no SR das culturas girassol e guandu
sobre as sequéncias de verao milho/milho. A producao de HCN foi detectada através da
coloragdo laranja do papel filtro previamente embebido em solugédo de acido picrico,
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que reagiu com a glicina e o ferro, que sao substancias que estimulam a producao
desse composto pelos fungos (Figura 9c).

As porcentagens relativas dos isolados que produziram sideréforos por meio do
avanco na coloracao/dia nos diferentes tratamentos estdo representados na Tabela 17.
Foram observados que aproximadamente 48% dos isolados estudados produziram
sideroforos, e que a maior frequéncia dos isolados (16,97%) estdo na maior faixa de
avanco da coloragdo/dia (= 3,00 mm). A cultura de inverno milho sobre a sequéncia de
verdo milho/milho apresentou as maiores porcentagens de fungos produtores de
sider6foros nas faixas de avanco 0,10-1,00 mm e 1,01-2,00 mm. O SR do milho sobre
soja/soja promoveu a maior porcentagem de isolados produtores desse composto na
faixa 2-2,99 mm. As culturas de inverno milho e girassol sobre a sequéncia soja/milho
apresentaram as maiores porcentagens de fungos siderdéforos com avanco da
coloragao diario =2 3,00 mm. A producéao de sideréforos foi detectada na porcéo azul do
meio de cultura (CAS-4gar) por meio do avango da coloragao rosea ou amarela devido
a complexacao do ferro presente no meio de cultura pelos sideréforos produzidos pelos
fungos (Figura 9d).
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Tabela 14. Porcentagem de fungos solubilizadores de fosfato isolados do solo rizosférico de

culturas de inverno em rotagdo com culturas de verdo no sistema de semeadura direta.

indice de atividade enzimatica (¢h/@c) - mm

Tratamentos -
ND 1,01-1,49 1,50-1,99 =2,00 Solubilizadores
de Fosfato

Sequéncias Culturas de Total de %

de Verao Inverno isolados

Soja/Milho  Milho 92 58,70 34,78 3,26 3,26 41,30
Soja/Milho  Girassol 63 74,60 23,81 0,00 1,59 25,40
Soja/Milho  Guandu 49 73,47 26,53 0,00 0,00 26,53
Milho/milho  Milho 42 45,24 50,00 4,76 0,00 54,76
Milho/milho  Girassol 43 72,09 23,26 4,65 0,00 27,91
Milho/milho  Guandu 56 58,93 37,50 1,79 1,79 41,07
Soja/soja Milho 64 51,56 43,75 1,56 3,13 48,44
Soja/soja Girassol 48 54,17 45,83 0,00 0,00 45,83
Soja/soja Guandu 44 59,09 40,91 0,00 0,00 40,91
Média 60,87 36,26 1,78 1,09 39,13

ND- nao detectada.

Tabela 15. Porcentagem de fungos produtores de acido indolacético (AlA) isolados do solo
rizosférico de culturas de inverno em rotacdo com culturas de verdo no sistema de
semeadura direta.

Coloracao
Tratamentos
ND Rosa Rosa AIA
intenso

Sequéncias de Culturas de Total de %

Verao Inverno isolados

Soja/Milho Milho 92 73,91 26,09 0,00 26,09
Soja/Milho Girassol 63 84,13 14,29 1,59 15,87
Soja/Milho Guandu 49 81,63 18,37 0,00 18,37
Milho/milho Milho 42 76,19 23,81 0,00 23,81
Milho/milho Girassol 43 88,37 11,63 0,00 11,63
Milho/milho Guandu 56 85,71 10,71 3,57 14,29
Soja/soja Milho 64 82,81 15,63 1,56 17,19
Soja/soja Girassol 48 79,17 18,75 2,08 20,83
Soja/soja Guandu 44 77,27 20,45 2,27 22,73
Média 81,02 17,75 1,23 18,98

ND- nao detectada.
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Tabela 16. Porcentagem de fungos produtores de &cido cianidrido (HCN) isolados do solo
rizosférico de culturas de inverno em rotacdo com culturas de verdo no sistema de

semeadura direta.

Coloracéo
Tratamentos
ND Laranja Laranja HCN
intenso

Sequéncias de Culturas de Total de %
Verao Inverno isolados
Soja/Milho Milho 92 93,5 5,4 1,1 6,5
Soja/Milho Girassol 63 96,8 0,0 3,2 3,2
Soja/Milho Guandu 49 83,7 8,2 8,2 16,3
Milho/milho Milho 42 88,1 9,5 2,4 11,9
Milho/milho Girassol 43 74,4 14,0 11,6 25,6
Milho/milho Guandu 56 85,7 10,7 3,6 14,3
Soja/soja Milho 64 92,2 7,8 0,0 7,8
Soja/soja Girassol 48 97,9 2,1 0,0 2,1
Soja/soja Guandu 44 90,9 9,1 0,0 9,1
Média 89,2 7,5 3,3 10,8

ND- nao detectada.

Tabela 17. Porcentagem de fungos produtores de sideréforos isolados do solo rizosférico de
culturas de inverno em rotagdo com culturas de verao no sistema de semeadura direta.

Avanco da coloracao/dia (mm)

Tratamentos ND 0,1-1,0 1,01-2,00 2,01-2,99 >3,00 Sideroforos

Sequéncias Culturas Total de

de Verao de isolados %
Inverno

Soja/Milho  Milho 92 41,30 7,61 16,30 13,04 21,74 58,70
Soja/Milho  Girassol 63 46,03 6,35 9,52 15,87 22,22 53,97
Soja/Milho  Guandu 49 55,10 8,16 12,24 8,16 16,33 44,90
Milho/milho  Milho 42 47,62 9,52 21,43 7,14 14,29 52,38
Milho/milho  Girassol 43 58,14 2,33 13,95 9,30 16,28 41,86
Milho/milho  Guandu 56 66,07 0,00 8,93 10,71 14,29 33,93
Soja/soja Milho 64 53,13 1,56 14,06 18,75 12,50 46,88
Soja/soja Girassol 48 54,17 0,00 14,58 16,67 14,58 45,83
Soja/soja Guandu 44 47,73 2,27 15,91 13,64 20,45 52,27
Média 52,14 4,20 14,10 12,59 16,97 47,86

ND- nao detectada.
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Figura 9. Producdo de substincias promotoras de crescimento de plantas pelos diferentes
isolados de fungos: a) solubilizacdo de fosfato indicada pela formagao do halo hialino ao
redor da colbnia do isolado 487; b) producédo de AIA indicada pela coloracao résea no
papel filtro; ¢) producdo de HCN indicada pela coloracao laranja no papel filiro e d)
produgao de sideréforos indicada pelo avango da coloragao résea no meio CAS-agar (na

porcao azul).
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Na Tabela A6 (Apéndice, pag. 99) foram incluidos os resultados das atividades
amilolitica, celulolitica, proteolitica, ureolitica, quitinolitica, solubilizacdo de fosfato,
producéo de AlA, produg¢do de HCN e produgéo de sideréforos dos isolados. Do total de
501 fungos, 455 isolados apresentaram uma ou mais atividades, assim distribuidas: 67
isolados apresentaram uma atividade, 94 apresentaram duas atividades, 84 isolados
apresentaram trés atividades, 73 isolados apresentaram quatro atividades, 70 isolados
apresentaram cinco atividades, 60 isolados apresentaram seis atividades, 6 isolados
apresentaram sete atividades e 1 isolado apresentou oito atividades. Portanto, apenas
46 dos isolados avaliados ndo apresentaram resposta em nenhuma das atividades
avaliadas nesse estudo (isolados ndo apresentados na Tabela A6).

Do total de isolados, observou-se maior porcentagem de fungos celuloliticos do
que os demais grupos estudados (Tabela A6, pag. 99), decrescendo na seguinte
ordem: celuloliticos (61%), produtores de sideroforos (48%), amiloliticos (47%),
ureoliticos (45%), proteoliticos (42%), solubilizadores de fosfato (39%), produtores de
AlA (19%), produtores de HCN (11%) e quitinoliticos (2,8%).
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5. DISCUSSAO

5.1. EXPERIMENTO 1 ANALISES BIOQUIMICAS E QUIMICAS DO SOLO

Efeito do solo rizosférico

As enzimas avaliadas fazem parte do ciclo do carbono (amilase e CMC-celulase)
e do ciclo do nitrogénio (urease e protease) e sao responsaveis por catalisar
importantes rea¢cdées no solo como a hidrélise da ureia pela urease, a degradagéao de
residuos vegetais pela CMC-celulase e amilase (SHAN et al, 2008) e a mineralizagéo
do nitrogénio organico pela protease (MONDINI et al.,, 2008). Estudos prévios
mostraram que a atividade dessas enzimas foi maior no SR em relagdo ao SNR
(DINESH et al., 2010; ABDALLA & LANGER, 2009; NANNIPIERI et al., 2007; PANDEY
& PALNI, 2007). Em acordo com esses estudos, as atividades da urease, CMC-
celulase e protease foram estimuladas no SR das culturas de inverno quando
comparadas ao SNR (Figuras 4 e 5 e Tabela 3). Em adicdo, maiores quantidades de
carbono organico total e proteina, foram observadas no SR comparado ao SNR (Tabela
4 e Figura 7). Esse resultado esta de acordo com KORANDA et al. ( 2011), que relatam
a disponibilidade de alto conteddo de carbono e de nitrogénio no SR comparado ao
SNR em estudo com solo SR e SNR de arvores de floresta na Europa. Interessante
ressaltar que o efeito rizosférico sobre a atividade da amilase apenas ocorreu na cultura
do girassol (Figura 2). Provavelmente, esta resposta foi decorrente do acumulo de
carboidratos ter ocorrido apenas nessa cultura.

A fracdo rizosfera atua como componente auxiliando na manutencdo e
desenvolvimento das plantas. O material depositado no SR inclui compostos de baixo e
alto peso molecular como monémeros tais como glicose e aminoacidos, polimeros, tais
como polissacarideos e proteinas, que sdo substancias prontamente utilizadas pelos
microrganismos, favorecendo a atividade enzimatica (PANDEY & PALNI, 2007), além

de restos e células de raiz, residuos e células microbianas e enzimas extracelulares
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(NANNIPIERE et al., 2007), o que explica a maior atividade microbiana observada no
SR (Tabela 4).

No sistema de cultivo minimo e de rotacdo de culturas esse efeito decorre
também das interagbes dos residuos vegetais que afetam o fluxo de energia e
nutrientes das raizes das plantas (BAREA et al., 2005). Em estudo de BALOTA et al.
(2004), avaliando a biomassa e a atividade microbiana em solo sob sistema de
semeadura direta e as rotagcdes de culturas soja/trigo, milho/trigo e algodao/trigo,
verificaram o aumento da atividade enzimatica bem como o aumento da biomassa
microbiana, atribuindo esse aumento a melhoria das condicdes fisicas e quimicas do
solo.

Efeito das culturas

Dentre as culturas de inverno, a cultura do milho estimulou mais as atividades
das enzimas amilase, CMC-celulase, urease e protease do SR do que as outras
culturas (Figuras 3, 4 e 5 e Tabela 3). Efeito semelhante também foi observado com a
atividade das enzimas amilase, urease e protease do SNR. No SR da sequéncia
milho/milho também foi constatado os mais altos teores de carbono organico em
comparagao com as demais sequéncias (Tabela 4).

Esse resultado pode ser atribuido ao sistema radicular da cultura do milho por
ser mais denso e agressivo, que promove beneficios ao solo como em sua
estruturacao, umidade e na deposicdo de exsudados e dessa forma beneficiam de
forma direta os microrganismos (TEIXEIRA et al., 2003). Além disso, as plantas também
constituem fontes de enzimas para o solo sendo possivel que a composi¢do quimica
das culturas cultivadas influencie nesse aspecto (MENDES & REIS JUNIOR, 2004).

As atividades da amilase e da CMC-celulase do SR n&o foram influenciadas
pelas sequéncias de verao. Contudo, efeito diferenciado ocorreu sobre as atividades da
urease e da protease: a atividade da urease foi mais estimulada pelas sequéncias
milho/milho e soja/soja, a da protease aumentou mais sob a influéncia das sequéncias

milho/milho e soja/milho (Figura 5 e Tabela 3). Em geral, os resultados da atividade das
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enzimas do SNR foram similares aos obtidos no SR das sequéncias de verdo. As
divergentes respostas apresentadas pelas diferentes plantas sobre a atividade das
enzimas podem ser decorrentes do estimulo diferenciado da comunidade microbiana ao
efeito da rizosfera (CARAVACA et al., 2004). A rotacdo de culturas e o sistema de
semeadura direta avaliados nesse estudo sdo manejos que podem influenciar a
composicao dos exsudados através do tipo e a idade das plantas utilizadas, do
metabolismo, da condi¢cdo nutricional e outros fatores ambientais (OLIVEIRA et al,
2009). Além disso, as quantidades de residuos vegetais incorporados ao solo, incluindo
o sistema radicular morto e a taxa de decomposicao desses residuos, também afetam
os fluxos de energia e nutrientes para comunidade microbiana (NANNIPIERE et al.,
2007).

As plantas sdo as principais responsaveis pela adicdo ao solo de compostos
organicos primarios sintetizados no processo de fotossintese, que dependendo da
quantidade de residuos depositados no solo podera resultar em aumento no teor de
carbono organico do solo (FARIA et al., 2008), bem como de carboidratos e proteinas
totais, que sdo constituintes da matéria organica do solo, oriundos da decomposicao
dos residuos organicos e do metabolismo microbiano (GUERRA et al., 2008). Neste
estudo, no entanto, ndo foram observadas diferencas significativas entre as culturas de
inverno e sequéncias de verado para as proteinas totais. Os carboidratos totais foram
influenciados pelas culturas de inverno milho e girassol (Figura 6).

A falta de significancia observada para os teores de carbono organico total nas
culturas de inverno esta de acordo com varios trabalhos. D’ANDREA et al. (2004) nao
observaram diferengas para o carbono organico total em superficie na comparagéo de
sistemas de manejo como plantio direto de milho, feijao e arroz. STEINER et al. (2011)
avaliando sistema de producao em rotagcdo ou ndo com culturas de cobertura (aveia +
ervilhaca + nabo/milho/trigo/mucuna + brachiaria + crotalaria/milho/soja) nao verificaram
influéncias significativas nos teores de carbono organico do solo, atribuindo tal efeito a
rapida mineralizagdo da matéria organica dos residuos vegetais em funcdo das altas
temperaturas e umidade. J& o resultado superior no teor de carbono orgéanico total

observado para sequéncia de verao milho/milho em relacdo as demais sequéncias
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(Tabela 4), pode estar relacionado com a menor taxa de decomposicao dos residuos de
milho, comparado a soja (MARCELO et al., 2009), tratando-se de um efeito residual da
safra de veréo. Culturas com sistema radicular abundante e agressivo, que alocam uma
fracdo maior do carbono fotossintetizado para as raizes, podem ser mais eficientes em
aumentar os estoques do carbono organico total no solo e consequentemente no
carbono residual (CARNEIRO et al., 2009).

5.2. Experimento 2- Habilidade metabdlica dos fungos rizosféricos

Contagem de fungos e bactérias

As contagens de fungos e bactérias obtidas neste estudo (Tabela 6) foram
semelhantes as encontradas por MELLONI et al. (2001) em um estudo realizado com
solo de mata ciliar, onde obtiveram 7,0 x 10° e 13 x 10° ufc g"' solo seco,
respectivamente, para fungos e bactérias. A mata ciliar € um sistema estavel e com
aportes de nutrientes no solo de maneira continua. Portanto, pode-se sugerir que o
sistema de semeadura direta e rotacao de culturas vém promovendo influéncia positiva
nas condicdes bioldgicas do solo da area em estudo, visto que mesmo no SNR as
contagens foram altas.

As contagens de fungos e bactérias no SR da cultura do milho foram
respectivamente, até 5 vezes e 3 vezes maiores que aos das demais culturas (Tabela
6). Esta resposta pode estar relacionada ao sistema radicular denso e de renovagao
continua apresentado pelas gramineas (SPERA et al., 2004). Outros fatores que podem
influenciar o aumento do numero de microrganismos sdo a composicdo € a
complexidade quimica dos exsudados radiculares, que sao diferenciadas de acordo
com a espécie de planta, estado nutricional, manejo do solo dentre outros fatores
ambientais (CARDOSO & NOGUEIRA, 2007).
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Fungos amiloliticos, ureoliticos, celuloliticos, proteoliticos e quitinoliticos

Em geral, os fungos apresentam a capacidade de produzir e secretar enzimas
para o meio ambiente com finalidades diversas, incluindo a mineralizagédo da matéria
organica, disponibilizagdo de nutrientes do solo para plantas e no controle biolégico. O
uso de meios de cultura solidos, como os utilizados neste estudo, permite uma triagem
rapida de grandes populacdes de fungos, permitindo a detec¢do de enzimas especificas
e ajudando na diferenciacdo dos grupos de microrganismos (ALVES et al., 2002).

Para este trabalho, de maneira geral, o numero de unidade formadora de
col6nias dos fungos amiloliticos, ureoliticos, celuloliticos, proteoliticos e quitinoliticos foi
mais estimulado no SR da cultura do milho do que nas demais culturas de inverno. Em
estudo de SANOMIYA & NAHAS (2003) o numero de UFC de fungos amiloliticos,
ureoliticos, celuloliticos e proteoliticos foi maior em solo sob braquiaria do que sob
guandu e em pousio. Embora as contagens dos fungos celuloliticos tenham sido
semelhante, o numero de fungos amiloliticos, ureoliticos e proteoliticos neste estudo em
questao foi 2 a 4 vezes maior que os encontrados por SANOMIYA & NAHAS (2003).
Apesar das plantas braquiaria e milho serem da mesma familia, a superioridade
observada neste estudo para a cultura do milho pode ser atribuida ao efeito rizosférico
em razdo da presenga de exsudados e secrec¢des radiculares que representam as
maiores fontes de carbono prontamente disponiveis para os microrganismos (ZILLI et
al., 2003).

Ficou evidenciado que a cultura de inverno milho também proporcionou 0 maior
namero de isolados de fungos (valores absolutos) com atividade amilolitica, ureolitica,
celulolitica e quitinolitica em relacdo as culturas do girassol e guandu,
independentemente da sequéncia de verdo (Figura 10). Em adigdo, o numero de
isolados com atividade proteolitica foi menor na rizosfera do milho do que nas culturas

girassol e guandu, que apresentaram o mesmo numero de isolados.
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Figura 10. Habilidade metabdlica dos fungos isolados da rizosfera das culturas de
inverno milho, girassol e guandu. Atividade amilolitica (AMIL), ureolitica (URE),
celulolitica (CEL), proteolitica (PROT) e quitinolitica (QUIT).

A porcentagem de fungos amiloliticos obtidos no SR das culturas de inverno
milho, girassol e guandu foi de aproximadamente 47% do total de isolados (Tabela 8).
MOREIRA & SIQUEIRA (2006) relatam que ha poucos microrganismos aptos a
degradar o amido, porém o que se observou neste estudo foi o contrario, ou seja, quase
metade dos fungos isolados apresentou atividade amilolitica, estando presente em
todos os tratamentos avaliados. Em trabalho de MISHRA & DADHICH (2010), com
quinze isolados de fungos de solos da india, verificaram que todos produziram amilase
extracelular, dentre eles: Aspergillus niger, Penicillium sp., Fusarium sp., Rhizopus sp.
e Trichoderma sp., com destaque para o Aspergillus niger, considerado altamente
produtor dessa enzima. O amido € uma mistura de dois polimeros de glicose, a amilose
e a amilopectina, sendo 0 mais importante composto organico de reserva das plantas
(SPIER et al., 2004), portanto, a presenca de microrganismos que degradam esse
substrato é imprescindivel nos sistemas agricolas, como a semeadura direta e rotagéo

de culturas utilizadas neste estudo, onde ha a presenca abundante desse substrato.
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Os fungos com atividade ureolitica representaram mais de 45% dos isolados
estudados (Tabela 9). Esse resultado foi muito superior ao encontrado por SANOMYIA
& NAHAS (2003) em estudo com microrganismos produtores de hidrolases em
diferentes sistemas de cultivo (pousio, guandu e braquiaria), onde verificaram que
13,1% do total de isolados fungicos obtidos possuiam atividade ureolitica. Essa
superioridade pode ser explicada pelo efeito rizosférico mencionada anteriormente,
visto que os fungos deste estudo foram isolados da rizosfera das culturas de inverno. O
manejo do solo também pode ter influenciado na alta porcentagem de fungos
ureoliticos, pois de acordo com CARNEIRO et al. (2008) a atividade da urease é
superior em sistemas conservacionistas do solo, como na area deste estudo, que esta
sob sistema de semeadura direta com rotagcao de culturas a seis anos. Apesar de nao
ter sido utilizada ureia nas adubacbdes das culturas deste estudo, a presenca dos
microrganismos ureoliticos é essencial nos solos agricolas que utilizam esse fertilizante,
pois para aumentar sua eficiéncia e minimizar as perdas de nitrogénio ha a necessidade
da presenca da urease no solo (OLIVEIRA et al., 2006).

Foi verificada uma alta porcentagem de fungos celuloliticos neste estudo, 61%
do total, e destes, mais de 13% do total dos isolados apresentaram alta atividade (IE >
2,0), distribuidos em todos os solos rizosféricos das culturas estudadas (Tabela 10).
RUEGGER & TAUK-TORNISIELO (2004) em estudo da atividade celulolitica de 80
linhagens de fungos isolados do solo de uma estacdo ecoldégica em Sao Paulo,
verificaram que 45% desse total apresentaram atividade celulolitica e que alguns
isolados, como Penicillium herquei e Trichoderma hamatum apresentaram |E > 4,
portanto, altamente produtores de celulases. BALDRIAN et al. (2011) avaliando 29
linhagens de fungos isolados de solo de floresta verificaram que metade desses fungos
foram capazes de degradar celulose. A celulose € o polissacarideo mais abundante na
biomassa vegetal, sendo degradado por uma série de microrganismos por meio da
acao de enzimas celuloliticas (MURASHIMA et al., 2002). Os fungos celuloliticos, ao
atacarem a celulose, clivam sua molécula de alto peso molecular, desdobrando-a, apés
uma sequiéncia de reacdes, em celobiose (um dissacarideo, produto da hidrélise

incompleta da celulose) e glicose livre. Sendo assim, sdo microrganismos importantes
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na decomposicao da matéria organica de solos agricolas, assim como sao importantes
na promog¢ao de crescimento de plantas por meio da mineralizagdo de nutrientes.
Também podem agir como agentes de biocontrole de microrganismos que possuem
celulose na composicdo da parede celular como alguns géneros de fungos
fitopatogénicos, como Phytophthora e Pythium (LIMA, 1998).

Dos isolados estudados, 42% apresentaram atividade proteolitica, porém nao foi
observado nenhum isolado com IE > 2,0 mm, considerado bom produtor de enzima
(Tabela 11). Apesar disso, esses resultados sdo bem superiores aos encontrados por
SANOMYIA & NAHAS (2003), que verificaram em estudo com isolados de fungos de
diferentes sistemas de manejo, que 92,6% dos mesmos ndo apresentaram atividade
proteolitica, e que 0s 8,4% dos isolados restantes apresentaram IE de 1 a 3 mm. As
proteases incluem todas as enzimas que sdo capazes de hidrolisar as ligacdes
peptidicas (CO-NH) de uma molécula de proteina em peptideos ou aminoacidos livres
(SANDHYA et al., 2005). Participam do ciclo do nitrogénio por meio da mineralizagao do
nitrogénio organico no solo (MONDINI et al., 2008), portanto, essas enzimas sao
importantes em solo com a presenca abundante de residuos vegetais, como na area
com sistema de semeadura direta e rotacdo de culturas deste estudo. Além disso, as
proteases atuam na lise de células de alguns fungos fitopatogénicos, como Fusarium
solani, Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii entre outros, atuando como
biocontroladores de doencas (OLIVEIRA et al., 2003).

Diferentemente das outras enzimas, baixo niumero de isolados quitinoliticos (2,8
% do total de isolados) foi encontrado neste estudo, inclusive, nenhum representante
desse grupo de microrganismos foi verificado no solo da cultura de inverno guandu, nas
sequéncias soja/milho e milho/milho (Tabela 12). Resultado contrario foi relatado por
BALDRIAN et al. (2011) que verificaram capacidade de degradacao de quitina em 24 de
29 linhagens de fungos isolados de solo de floresta. O baixo niumero de isolados
quitinoliticos encontrados neste trabalho ndo diminui a importancia da presenca desses
fungos no solo, pois a quitina é o biopolimero mais importante em solos que nao se
origina da biomassa vegetal. Pesquisas com genomas de fungos filamentosos mostram

que os esses possuem entre 10 e 25 quitinases diferentes em comparagao com as
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bactérias que possuem de 2 a 4 (BALDRIAN et al., 2011). Essa diversidade indica um
importante papel desse grupo de fungos na transformagado da quitina em solos. Além
disso, a producgao de quitinase pelos fungos, assim como pelos demais microrganismos,
pode ser um mecanismo utilizado no biocontrole, principalmente de fungos
fitopatogénicos, considerando que a parede celular desses € composta basicamente
por polissacarideos, como a quitina e glucana, desempenhando importante atividade
micoparasitica (ALVARENGA et al., 2007). Varias espécies de fungos como
Trichoderma harzianum, Gliocladium virens, Fusarium chlamydosporum tém sido
relatadas como produtoras de quitinase e eficientes no micoparasitismo de patégenos
de solo, assim como Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae também tém sido
destacadas como fungos entomopatogénicos, devido a presenca de quitinases que
paralisam o desenvolvimento de ovos de nematédides no solo (DUO-CHUAN, 2006).

Fungos solubilizadores de fosfato, produtores de AlA, produtores de sideroforos
e micorrizicos arbusculares.

Como ja relatado anteriormente, a cultura do milho comparada as culturas do
girassol e guandu, apresenta sistema radicular fasciculado, que caracteriza maior
densidade e, ainda, renovagao continua no solo (SPERA et al., 2004), podendo
beneficiar os grupos de microrganismos pelo seu efeito rizosférico. Portanto, € provavel
que essas caracteristicas tenham promovido os maiores numeros de solubilizadores de
fosfatos, produtores de AlA e produtores de sideréforos no solo rizosférico da cultura de
inverno milho comparado as demais culturas (Tabela 13).

Independentemente da sequéncia de verao, a mesma resposta foi observada, ou
seja, a cultura de inverno milho promoveu o maior numero de isolados com capacidade

de solubilizar fosfato, produzir AlA e produzir sideroforos (Figura 11- dados absolutos).
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Figura 11. Habilidade metabdlica dos fungos isolados da rizosfera das culturas de
inverno milho, girassol e guandu. Solubilizagdo de fosfato (SOL), produgcdo de

AlA (AlA), producgéo de acido cianidrico (HCN) e producéao de sideréforos (SID).

A porcentagem de colonizagdo micorrizica foi semelhante entre as culturas
estudadas, em média 51, 53 e 50%, respectivamente, para milho, girassol e guandu
(Tabela 13). Esses resultados estdo de acordo com outros estudos, como por
MIRANDA et al. (2001) que em uma area no sistema de plantio direto encontraram 51 e
52%, respectivamente, para girassol e guandu. Em estudo em area com diferentes
manejos, CORDEIRO et al. (2005) encontraram em média 42% de colonizagédo
micorrizica em milho. A simbiose entre os fungos micorrizicos arbusculares e as plantas
possibilitam a promogao do crescimento das mesmas. Os FMA, por meio de suas hifas,
permitem a absorcdo de nutrientes fora da zona de absor¢édo das raizes (especialmente
o fésforo que € um elemento imével no solo), a absorcao de agua, o favorecimento da
nodulacdo e a fixacao biolégica (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006), o que destaca a
importancia desses fungos para o estabelecimento e sucesso da cultura nos sistemas
agricolas.

Quanto a solubilizacado de fosfatos, 39% dos fungos isolados apresentaram essa
habilidade metabdlica (Tabela 14). Em estudo de HOYOS-CARVAJAL et al. (2009) com
101 fungos do género Trichoderma isolados de solo rizosférico de diferentes plantas e
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de solo nao rizosférico, verificaram que 96 foram solubilizadores de fosfato, através da
avaliacdo em meio de cultura, observando que os mesmos produziram &cidos que
diminuiram o pH do meio. Segundo SILVA FILHO et al. (2002), fungos envolvidos nos
processos de solubilizagdo do fésforo inorganico excretam 4cidos organicos que atuam
dissolvendo diretamente o material fosfatico ou quelando os cations que acompanham o
anion fosfato. A porcentagem de isolados solubilizadores de fosfato encontrada neste
estudo, 39%, estd de acordo com SOUCHIE & ABBOUD (2007), que relata que o
numero de microrganismos solubilizadores é muito variavel, podendo ser de 0,1 a 50%
da populagdo da microbiota do solo. A alta porcentagem de fungos solubilizadores de
fosfato observada no estudo de HOYOS-CARVAJAL et al. (2009), 95%, refere-se
apenas a espécies do fungo Trichoderma, que € uma espécie tida como promissora na
promoc¢ao de crescimento de plantas e no biocontrole de patégenos no solo (MELO,
1996). Os fungos solubilizadores de fosfatos sdo de grande importancia para os
sistemas agricolas, pois atuam de maneira direta na promocao de crescimento de
plantas, possibilitando as mesmas o aproveitamento de fontes menos sollveis de
fosforo do solo (SILVA FILHO et al., 2001; NAHAS et al., 1994).

Os fungos produtores de AIA representaram 19% do total de isolados e estédo
distribuidos em todos os tratamentos (Tabela 15). HOYOS-CARVAJAL et al. (2009) em
estudo com isolados de fungos de solo rizosférico e nao rizosférico de diferentes tipos
de plantas em solo tropical, verificaram que 60% do total de isolados avaliados
apresentaram producdo de AIA em meio de cultura, porém, apenas fungos do género
Trichoderma foram avaliados. A producao de reguladores de crescimento ativos como
fitohorménios faz parte do metabolismo de algumas espécies de fungos associadas aos
vegetais causando modificagdes na morfologia das raizes, influenciando a absorgao de
nutrientes e agua e, consequentemente, promovendo o crescimento vegetal (HASAN,
2002; FURUKAWA & SYONO, 1998). Como os fungos produtores de AIA encontrados
neste estudo sao habitantes do solo rizosférico, estes podem ter utilizado metabdlitos
das plantas que eles proprios estimularam o crescimento em virtude de sua producao
de fitohorménios, ou seja, os fungos beneficiam as plantas por meio da promocéao de
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crescimento pelo AIA e estas beneficiam os fungos pelo aumento da producdo de
exsudados (OLIVEIRA et al., 2003).

Aproximadamente 11% dos isolados apresentaram a producao &cido cianidrico
(HCN) que estd envolvido indiretamente na promocao do crescimento de plantas
(Tabela 16). O HCN age no controle de fungos e bactérias patogénicas do solo através
da inibicdo das enzimas envolvidas nos principais processos metabdlicos, incluindo
respiracao e o transporte de elétrons (DEVI et al., 2007). A presenca de microrganismos
no solo capazes de produzir essa substancia é importante para o biocontrole de
patégenos em areas agricolas, onde a quantidade de fitopatégenos é grande devido a
baixa diversidade de organismos provocada pelas mudangas do sistema de uso da
terra.

Os fungos produtores de sideréforos representaram aproximadamente 48% do
total de isolados (Tabela 17). Esses resultados assemelham-se aos encontrados por
HOYOS-CARVAJAL et al. (2009) em estudo com isolados de fungos de solo rizosférico
e nao rizosférico de diferentes tipos de plantas em solo tropical, onde observaram que
55% dos isolados avaliados produziram sideréforos, porém apenas fungos do género
Trichoderma foram avaliadas, o que diferencia deste estudo em questédo, pois apesar
de n&o ter sido realizada a identificagdo dos isolados, estes parecem representar
diferentes géneros de fungos. A presenca de produtores de sideroforos € muito
importante para a promocao do crescimento de vegetais, pois confere aos mesmos,
maior competitividade no solo, uma vez que os sideréforos atuam como moléculas
sequestradoras de ferro, excretados por microrganismos em resposta a baixa
disponibilidade de Fe®* (OLIVEIRA et al., 2003). Esses compostos atuam do lado
externo da membrana celular, capturando moléculas de ferro em solucéo e ligando-as
especificadamente em receptores do complexo localizado na membrana, por onde sao
absorvidos, tornando assim o ferro disponivel para o crescimento dos vegetais
(NEILANDS & LEONG, 1986). Ao mesmo tempo, os microrganismos sideroforos inibem
a proliferacdo de fitopatdégenos no ambiente rizosférico, devido a retengdo do Fe**,
tornando-o indisponivel para os patdgenos (WEI et al., 1996). A presenca de isolados

que produzem sideréforos ocorreu em todas as culturas estudadas.
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Na Tabela A6 (Apéndice, pag. 98) foram relacionados os 455 isolados da
rizosfera das culturas de inverno sobre as sequéncias de verdo no sistema de
semeadura direta que tiveram uma ou mais habilidades metabdlicas avaliadas nesse
estudo, representando mais de 90% do total de isolados de fungos.

Por exemplo, o isolado n° 6 apresentou atividade amilolitica, celulolitica,
proteolitica, ureolitica, solubilizacdo de fosfato, producdo de AIA e producdo de
sideroforos; portanto sete atividades distintas. O isolado n° 264 apresentou seis
atividades diferentes: amilolitica, celulolitica, proteolitica, ureolitica, solubilizacdo de
fosfato e produgéo de AIA e o isolado 167, excetuando a producdo de HCN, apresentou
atividade em todas as demais avaliacbes realizadas neste estudo. A diversidade
funcional dos microrganismos, segundo TOTOLA & CHAER (2002), permitem maior
compreensdo do funcionamento da comunidade microbiana, uma vez que permitem
averiguar a redundancia funcional do solo, isto €, a existéncia de populacbes que
desempenham o mesmo papel funcional. Quanto maior a redundancia funcional e a
diversidade de microrganismos, mais rapido o ecossistema pode retornar as condicdes
originais, ou seja, maior resiliéncia dos processos (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).

Praticas conservacionistas no solo como a rotacao de culturas e o sistema de
semeadura direta, utilizados nesse estudo, promovem mudancas na qualidade e
quantidade de residuos comparada aos monocultivos, altera a biomassa microbiana e a
dindmica da comunidade microbiana afetando a ciclagem de nutrientes (WRIGHT et al.,
2008) podendo aumentar ou garantir sua biodiversidade do solo. A perda dessa
biodiversidade pode acarretar a perda de redundancia funcional do ecossistema,
levando também a uma menor resiliéncia, comprometendo talvez a funcionalidade e
sustentabilidade do mesmo (TOTOLA & CHAER, 2002).

A maior frequéncia dos fungos celuloliticos em relacdo aos demais grupos
avaliados nesse estudo pode estar relacionada com presencga continua de substrato
para esses microrganismos, que sao os residuos vegetais aportados pelo sistema de
semeadura direta e pela rotagdo de culturas, utilizados na area experimental ha mais de
seis anos. Segundo BALDRIAN et al. (2011), fungos saprofiticos sdo considerados os

decompositores mais eficientes da celulose e que estes parecem dominar esse nicho
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de decomposicdo. Portanto, a presenca desse grupo de fungos representa grande
importancia no processo de transformagao do carbono de areas agricolas, pois como ja

relatado anteriormente, a celulose é o biopolimero mais abundante nos biomas
terrestres.
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—

. CONCLUSOES

. A atividade enzimatica (amilase, urease, celulase e protease) e os atributos

quimicos (conteudos de carbono organico total e proteinas totais) foram aumentados
no solo rizosférico em relacdo ao nao rizosférico.

O milho, dentre as culturas de inverno, foi o0 que mais estimulou a atividade das
enzimas amilase, CMC-celulase, urease e protease do solo rizosférico e também, a
atividade das enzimas amilase, urease e protease do solo nao rizosférico.

Dentre as sequéncias de verdo, a sequéncia milho/milho promoveu os maiores
teores de carbono organico total.

As contagens de fungos e bactérias foram maiores no solo rizosférico da cultura de
inverno milho quando comparadas ao solo néo rizosférico.

A frequéncia de fungos com habilidade metabdlica decresceu na seguinte ordem:
celuloliticos (61%), produtores de sideréforos (48%), amiloliticos (47%), ureoliticos
(45%), proteoliticos (42%), solubilizadores de fosfato (39%), produtores de AIA
(19%), produtores de HCN (11%) e quitinoliticos (2,8%).
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APENDICE

Tabela A1. Efeito das culturas de inverno e das sequéncias de verdao em sistema de

semeadura direta, na atividade da amilase do solo rizosférico e solo néao

rizosférico.
Sequéncjias de Culturas de inverno
verao
Amilase (g glicose g™ solo 24h™)
Solo rizosférico
Milho Girassol Guandu Médias
Soja/milho 261,68 185,68 196,46 214,61 A
Milho/milho 228,79 193,70 204,67 209,05 A
Soja/soja 262,49 212,63 243,20 239,44 A
Médias 250,99 A 197,34 B 214,77 AB
Solo nao rizosférico

Soja/milho 260,68 161,88 210,94 211,17 A
Milho/milho 224,68 177,67 237,75 213,42 A
Soja/soja 175,29 139,64 131,93 148,95 A
Médias 220,27 A 159,73 B 193,53 AB

Teste F Coeficiente de variacédo %
Sequéncia de verdo (V) 1,11™ CV (V) 20
Culturas de inverno (l) 24,57 CV (I) 11
Posigéo de coleta do solo (R) 9,45 CV (Vxl) 22
Vxl 0,69™ CV(VxIl xR) 17
VxR 9,81
I xR 0,24"
VxIxR 0,71"

Médias seguidas da mesma letra maiuscula na coluna e na linha nao diferem entre si pelo Teste

Tukey a 5% de probabilidade. ‘(p < 0,05), "™ (ndo significativo).
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Tabela A2. Efeito das culturas de inverno e das sequéncias de verao em sistema de
semeadura direta, na atividade da urease do solo rizosférico e solo nao

rizosférico.
Sequéncias de verao Culturas de inverno
Urease (ugN-NH; g™ solo 3h™)
Solo rizosférico
Milho Girassol Guandu Médias
Soja/milho 64,02 51,63 24,87 46,84 B
Milho/milho 94,80 57,71 65,82 72,77 A
Soja/soja 77,40 89,21 57,10 74,47 A
Médias 78,65 A 66,18 AB 4925B
Solo nao rizosférico

Soja/milho 52,28 26,05 22,39 33,57 A
Milho/milho 30,64 31,84 22,88 28,45 A
Soja/soja 40,80 44,95 20,26 35,32 A
Médias 41,23 A 34,28 AB 21,84 B

Teste F Coeficiente de variacao %
Sequéncia de verdo (V) 3,96™ CV (V) 33
Culturas de inverno (1) 7,74 CV (I) 38
Posicao de coleta do solo (R) 64,45 CV (VxI) 19
Vxl 3,71™ CV(VxIl xR) 30
VxR 5,72
xR 0,52"™
VxIxR 1,54"

Médias seguidas da mesma letra mailscula na coluna e na linha nao diferem entre si

pelo Teste Tukey a 5% de probabilidade. (p < 0,05), ™ (n&o significativo).
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Tabela A3. Efeito das culturas de inverno e das sequéncias de verao em sistema de
semeadura direta, na atividade da CMC-celulase do solo rizosférico e solo nao

rizosférico.
Sequéncias de verao Culturas de inverno
CMC-Celulase (ug glicose g™ solo 24h™)
Solo rizosférico
Milho Girassol Guandu Médias
Soja/milho 319,98 190,41 256,19 255,52 A
Milho/milho 372,75 356,83 218,35 315,94 A
Soja/soja 310,57 262,61 197,58 256,92 A
Médias 334,41 A 269,95 B 224,04 B
Solo nao rizosférico

Soja/milho 128,09 127,35 214,64 131,22 A
Milho/milho 143,18 115,98 221,56 160,24 A
Soja/soja 140,95 118,69 134,02 156,69 A
Médias 137,41 AB 120,67 B 190,08 A

Teste F Coeficiente de variacao %
Sequéncia de verao (V) 3,65™ CV (V) 23
Culturas de inverno (1) 2,78™ CV (I) 25
Posigéo de coleta do solo (R) 75,83 CV (VxI) 21
Vxl 2,41™ CV(VxIl xR) 25
VxR 1,27™
I xR 11,05
VxIxR 1,98™

Médias seguidas da mesma letra mailscula na coluna e na linha nao diferem entre si

pelo Teste Tukey a 5% de probabilidade. '(p < 0,05), ™ (n&o significativo).
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Tabela A4. Efeito das culturas de inverno e das sequéncias de verao em sistema de
semeadura direta, no teor de carboidratos totais do solo rizosférico e solo nao

rizosférico.
Sequéncfias de Culturas de inverno
verao
Carboidratos totais (ug C g™ solo)
Solo rizosférico
Milho Girassol Guandu Médias
Soja/milho 1618,43 1273,82 1540,63 1379,87 A
Milho/milho 1619,31 1715,16 1317,45 1550,64 A
Soja/soja 1313,88 1535,62 1321,74 1390,41 A
Médias 1517,21A 1508,20A 1295,52B
Solo nao rizosférico
Soja/milho 1200,14 1189,41 1247,35 1310,06 A
Milho/milho 1438,34 1410,44 1408,30 1419,03 A
Soja/soja 1441,91 1346,06 1312,45 1366,81 A
Médias 1360,13A 1315,31A bA 1420,46A
Teste F Coeficiente de variacao %
Sequéncia de verao (V) 2,09™ CV (V) 15
Culturas de inverno (1) 2,13™ CV (l) 8
Posigéo de coleta do solo (R) 2,47™ CV (VxI) 8
Vxl 3,86™ CV(VxI xR) 12
VxR 0,43™
I x R 4,42
VxIxR 2,49™

Médias seguidas da mesma letra mailscula na coluna e na linha nao diferem entre si

pelo Teste Tukey a 5% de probabilidade. '(p < 0,05), ™ (n&o significativo).
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Tabela A5. Efeito das culturas de inverno e das sequéncias de verao em sistema de
semeadura direta, no teor de proteinas totais do solo rizosférico e solo nao

rizosférico.
Sequéncias de verao Culturas de inverno
Proteinas totais (mg proteina g™ solo)
Solo rizosférico
Milho Girassol Guandu Médias
Soja/milho 3,16 2,64 2,73 2,71 A
Milho/milho 3,10 3,32 3,31 3,24 A
Soja/soja 3,08 2,66 2,39 2,84 A
Médias 3,11 A 2,87 A 2,81 A
Solo nao rizosférico

Soja/milho 2,56 2,05 2,56 2,24 A
Milho/milho 2,51 2,38 2,66 2,52 A
Soja/soja 2,32 2,11 2,30 2,38 A
Médias 2,46 A 2,18 A 251 A

Teste F Coeficiente de variacao %
Sequéncia de verdo (V) 2,10™ CV (V) 22
Culturas de inverno (1) 1,31™ CV () 17
Posigéo de coleta do solo (R) 24,11 CV (Vxl) 15
Vxl 1,13™ CV(VxI xR) 15
VxR 0,64™
I xR 1,20™
VxIxR 0,32"™

Médias seguidas da mesma letra mailscula na coluna e na linha nao diferem entre si

pelo Teste Tukey a 5% de probabilidade. '(p < 0,05), ™ (n&o significativo).
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Tabela A6. Atividade metabdlica dos fungos isolados do solo rizosférico das culturas de
inverno sobre as sequéncias de verdo em sistema de semeadura direta.
Atividade amilolitica (Amil), celulolitica (Cel), proteolitica (Prot), ureolitica (Ure),
quitinolitica (Quit), solubilizagdo de fosfato (Sol), producéo de &cido indolacético
(AlA), producao de &cido cianidrico (HCN) e produgéao de sideroforos (Sid).

Tratamentos N“do Amil Cel Prot Ure Quit Sol AIA HCN Sid Tot
Isolado
Seq.de  Culturas
Verao Inverno

Soja/milho milho 1 X X X X X 5
Soja/milho milho 2 X X X X X X 6
Soja/milho milho 3 X X X X X X 6
Soja/milho milho 4 X X X X X X 6
Soja/milho milho 6 X X X X X X X 7
Soja/milho milho 7 X X X X X X 6
Soja/milho milho 8 X 1
Soja/milho milho 9 X X X 3
Soja/milho milho 10 X X X X X 5
Soja/milho milho 11 X X X X X X 6
Soja/milho milho 12 X 1
Soja/milho milho 13 X X X X X 5
Soja/milho milho 14 X X X X X X 6
Soja/milho milho 15 X X 2
Soja/milho milho 16 X X 2
Soja/milho milho 17 X X X X 4
Soja/milho milho 18 X X X X 4
Soja/milho milho 19 X X 2
Soja/milho milho 20 X X X X X 5
Soja/milho milho 21 X X X X 4
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Continuacao...

Tratamentos N®do Amil Cel Prot Ure Quit Sol AIA. HCN Sid Tot
Isolado
Seq.de  Culturas
Verao Inverno

Soja/milho milho 22 X X X X X 5
Soja/milho milho 23 X X 2
Soja/milho milho 24 X X X X 4
Soja/milho milho 25 X X X 3
Soja/milho milho 26 X X X X X 5
Soja/milho milho 27 X X 2
Soja/milho milho 28 X X X X X 5
Soja/milho milho 29 X X 2
Soja/milho milho 31 X X X X X 5
Soja/milho milho 32 X X X 3
Soja/milho milho 33 X 1
Soja/milho milho 34 X X X X 4
Soja/milho milho 35 X X X X 4
Soja/milho milho 36 X X X X 4
Soja/milho milho 37 X X X X X 5
Soja/milho milho 38 X X X 3
Soja/milho milho 39 X X X X X )
Soja/milho milho 40 X X X X X 5
Soja/milho milho 41 X X X X 4
Soja/milho milho 42 X X X X 4
Soja/milho milho 43 X X 2
Soja/milho milho 44 X 1
Soja/milho milho 45 X 1
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Continuacéo...

Tratamentos N*do Amil Cel Prot Ure Quit Sol AIA HCN Sid Tot
Isolado
Seq.de  Culturas
Verao Inverno

Soja/milho milho 46 X X X X 4
Soja/milho milho 47 X X 2
Soja/milho milho 48 X X X 3
Soja/milho milho 49 X X X X 4
Soja/milho milho 50 X X X X 4
Soja/milho milho 51 X X 2
Soja/milho milho 52 X X X 3
Soja/milho milho 53 X X 2
Soja/milho milho 54 X 1
Soja/milho milho 55 X X X X 4
Soja/milho milho 56 X X X X X 5
Soja/milho milho 57 X X X X X 5
Soja/milho milho 58 X X 2
Soja/milho milho 59 X X X X X 5
Soja/milho milho 60 X X 2
Soja/milho milho 61 X X X 8
Soja/milho milho 62 X X X 3
Soja/milho milho 63 X X X g
Soja/milho milho 64 X X 2
Soja/milho milho 65 X X X 3
Soja/milho milho 66 X X X 3
Soja/milho milho 67 X 1
Soja/milho milho 68 X X 2
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Continuacéo...

Tratamentos N°do Amil Cel Prot Ure Quit Sol AIA HCN Sid Tot
Isolado
Seq.de  Culturas
Verao Inverno

Soja/milho milho 69 X X X g
Soja/milho milho 70 X X 2
Soja/milho milho 71 X X X 8
Soja/milho milho 72 X X 2
Soja/milho milho 75 X X X g
Soja/milho milho 76 X X 2
Soja/milho milho 77 X X 2
Soja/milho milho 78 X X 2
Soja/milho milho 80 X X X X 4
Soja/milho milho 81 X X X X 4
Soja/milho milho 82 X X X 3
Soja/milho milho 83 X X X 3
Soja/milho milho 84 X X X 3
Soja/milho milho 86 X X X 3
Soja/milho milho 88 X X X g
Soja/milho milho 89 X X 2
Soja/milho milho 92 X X 2
Soja/milho milho 93 X X X 3
Soja/milho milho 95 X X 2
Soja/milho milho 96 X X X X 4
Soja/milho girassol 97 X X X 3
Soja/milho girassol 98 X X X 3
Soja/milho girassol 99 X 1
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Continuacéo...

Tratamentos N°do Amil Cel Prot Ure Quit Sol AIA HCN Sid Tot
Isolado
Seq.de  Culturas
Verao Inverno

Soja/milho girassol 100 X X X 3
Soja/milho girassol 103 X 1
Soja/milho girassol 105 X X X 3
Soja/milho girassol 106 X X 2
Soja/milho girassol 107 X X X 3
Soja/milho girassol 108 X X 2
Soja/milho girassol 109 X X X X X 5
Soja/milho girassol 114 X X X X X 5
Soja/milho girassol 115 X X X 3
Soja/milho girassol 116 X X X X 4
Soja/milho girassol 117 X 1
Soja/milho girassol 118 X X X X 4
Soja/milho girassol 119 X X 2
Soja/milho girassol 121 X X X X X 5
Soja/milho girassol 122 X X X X 4
Soja/milho girassol 123 X X X X 4
Soja/milho girassol 124 X X 2
Soja/milho girassol 125 X X X X 4
Soja/milho girassol 126 X X 2
Soja/milho girassol 129 X X X X 4
Soja/milho girassol 131 X X X 3
Soja/milho girassol 132 X 1
Soja/milho girassol 134 X X X X X 5
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Continuacéo...

Tratamentos N°do Amil Cel Prot Ure Quit Sol AIA HCN Sid Tot
Isolado
Seq.de  Culturas
Verao Inverno

Soja/milho girassol 135 X 1
Soja/milho girassol 136 X X X X 4
Soja/milho girassol 137 X X X X X 5
Soja/milho girassol 138 X X 2
Soja/milho girassol 139 X 1
Soja/milho girassol 141 X 1
Soja/milho girassol 143 X 1
Soja/milho girassol 145 X X 2
Soja/milho girassol 146 X X X 3
Soja/milho girassol 148 X 1
Soja/milho girassol 149 X X X 3
Soja/milho girassol 150 X X 2
Soja/milho girassol 151 X 1
Soja/milho girassol 153 X X X X X 5
Soja/milho girassol 154 X X X 8
Soja/milho girassol 155 X X X X X 5
Soja/milho girassol 158 X X X 3
Soja/milho girassol 159 X 1
Soja/milho girassol 160 X 1
Soja/milho girassol 163 X X 2
Soja/milho girassol 164 X X X X X X 6
Soja/milho girassol 167 X X X X X X X X 8
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Continuacgao...

Tratamentos N®do Amil Cel Prot Ure Quit Sol AIA HCN Sid Tot
Isolado
Seq.de  Culturas
Verao Inverno

Soja/milho girassol 168 X X X X X 5
Soja/milho girassol 169 X X X X 4
Soja/milho girassol 171 X X X X 4
Soja/milho girassol 172 X X X X X X 6
Soja/milho girassol 173 X X X X X 5
Soja/milho girassol 174 X X 2
Soja/milho girassol 175 X X X X X 5
Soja/milho girassol 176 X X 2
Soja/milho girassol 177 X X X 3
Soja/milho girassol 178 X X X X X 5
Soja/milho girassol 179 X 1
Soja/milho girassol 180 X X 2
Soja/milho girassol 182 X X X X X X 6
Soja/milho girassol 183 X X X 3
Soja/milho girassol 184 X X X X X X 6
Soja/milho guandu 185 X 1
Soja/milho guandu 186 X 1
Soja/milho guandu 187 X X X 3
Soja/milho guandu 188 X X X X X X 6
Soja/milho guandu 190 X X X X X 5
Soja/milho guandu 194 X X X X X X X 7
Soja/milho guandu 195 X X X X 4
Soja/milho guandu 196 X X X 3
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Continuacéo...

Tratamentos N°do Amil Cel Prot Ure Quit Sol AIA HCN Sid Tot
Isolado
Seq.de  Culturas
Verao Inverno

Soja/milho guandu 197 X X 2
Soja/milho guandu 199 X X X X X 5
Soja/milho guandu 201 X X X X 3
Soja/milho guandu 202 X 1
Soja/milho guandu 207 X X X X 4
Soja/milho guandu 208 X X X X 4
Soja/milho guandu 209 X X X X X 5
Soja/milho guandu 210 X X X X X 5
Soja/milho guandu 212 X 1
Soja/milho guandu 213 X X 2
Soja/milho guandu 215 X X X X 4
Soja/milho guandu 217 X X 2
Soja/milho guandu 220 X X X 3
Soja/milho guandu 222 X X X 8
Soja/milho guandu 224 X X 2
Soja/milho guandu 225 X X X X X 5
Soja/milho guandu 227 X X X X 4
Soja/milho guandu 232 X X X X 4
Soja/milho guandu 233 X X X 3
Soja/milho guandu 234 X X X X X 5
Soja/milho guandu 235 X X X X X 5
Soja/milho guandu 236 X 1
Soja/milho guandu 237 X X X X X X 6
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Continuacéo...

Tratamentos N°do Amil Cel Prot Ure Quit Sol AIA HCN Sid Tot
Isolado
Seq.de  Culturas
Verao Inverno

Soja/milho guandu 238 X 1
Soja/milho guandu 240 X X 2
Soja/milho guandu 242 X X X X 4
Soja/milho guandu 243 X X 2
Soja/milho guandu 244 X X X 3
Soja/milho guandu 248 X 1
Soja/milho guandu 249 X X X 3
Soja/milho guandu 250 X X X X X X 6
Soja/milho guandu 252 X 1
Soja/milho guandu 254 X 1
Soja/milho guandu 256 X X X X 4
Soja/milho guandu 257 X 1
Soja/milho guandu 258 X 1
Soja/milho guandu 259 X 1
Soja/milho guandu 261 X 1
Soja/milho guandu 263 X X X X X X 6
Soja/milho guandu 264 X X X X X X 6
Milho/milho milho 265 X X X 3
Milho/milho milho 266 X X 2
Milho/milho milho 267 X X 2
Milho/milho milho 268 X X X X 4
Milho/milho milho 271 X 1
Milho/milho milho 272 X X X X 4
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Continuacéo...

Tratamentos N®do Amil Cel Prot Ure Quit Sol AIA HCN Sid Tot
Isolado

Seq.de  Culturas
Verao Inverno
Milho/milho milho 275 X X X X X X 6
Milho/milho milho 277 X X X 3
Milho/milho milho 280 X X X X X X 6
Milho/milho milho 285 X X X X X X 6
Milho/milho milho 286 X 1
Milho/milho milho 289 X X X X X 5
Milho/milho milho 293 X X X X 4
Milho/milho milho 294 X 1
Milho/milho milho 296 X X X 3
Milho/milho milho 298 X X X X 4
Milho/milho milho 299 X X X 3
Milho/milho milho 300 X X X X X 5
Milho/milho milho 301 X X 2
Milho/milho milho 302 X X X X X 5
Milho/milho milho 304 X X X X X X 6
Milho/milho milho 308 X X X X X X 6
Milho/milho milho 310 X X 2
Milho/milho milho 313 X X X X X X 6
Milho/milho milho SHIS) X X X X 4
Milho/milho milho 316 X X X X X X 6
Milho/milho milho 317 X X X X X X 6
Milho/milho milho 319 X X 2
Milho/milho milho 321 X X X X X X X 7
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Continuacéo...

Tratamentos N°do Amil Cel Prot Ure Quit Sol AIA HCN Sid Tot
Isolado
Seq.de  Culturas
Verao Inverno

Milho/milho milho 324 X X 2
Milho/milho milho 327 X X 2
Milho/milho milho 328 X X X X X X 6
Milho/milho milho 331 X X 2
Milho/milho milho 332 X X X X X 5
Milho/milho milho 333 X X X X 4
Milho/milho girassol 334 X 1
Milho/milho girassol 336 X X 2
Milho/milho girassol 338 X X X 3
Milho/milho girassol 339 X X X X 4
Milho/milho girassol 340 X X 2
Milho/milho girassol 341 X 1
Milho/milho girassol 342 X 1
Milho/milho girassol 347 X X X X X 5
Milho/milho girassol 348 X 1
Milho/milho girassol 350 X X X X X X 6
Milho/milho girassol 352 X X X X X X X 7
Milho/milho girassol 353 X X 2
Milho/milho girassol 355 X X 2
Milho/milho girassol 356 X X X X 4
Milho/milho girassol 358 X 1
Milho/milho girassol 359 X X X X 4
Milho/milho girassol 360 X X 2

109



Continuacéo...

Tratamentos N*do Amil Cel Prot Ure Quit Sol AIA HCN Sid Tot
Isolado
Seq.de  Culturas
Verao Inverno

Milho/milho girassol 361 X X X 3
Milho/milho girassol 362 X X X X X X 6
Milho/milho girassol 364 X 1
Milho/milho girassol 365 X X 2
Milho/milho girassol 366 X X X 3
Milho/milho girassol 368 X 1
Milho/milho girassol 369 X X X X X 5
Milho/milho girassol 370 X X X 3
Milho/milho girassol 372 X X X 3
Milho/milho girassol 373 X 1
Milho/milho girassol 374 X X X X 4
Milho/milho girassol 375 X X X 3
Milho/milho girassol 381 X X X X X 5
Milho/milho girassol 382 X X X 3
Milho/milho girassol 384 X X X X 4
Milho/milho girassol 386 X X X X X 5
Milho/milho girassol 388 X 1
Milho/milho girassol 390 X X X 3
Milho/milho girassol 391 X X X 3
Milho/milho girassol 392 X X X X 4
Milho/milho girassol 394 X X X 3
Milho/milho girassol 395 X X 2
Milho/milho girassol 396 X X 2
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Continuacéo...

Tratamentos N*do Amil Cel Prot Ure Quit Sol AIA HCN Sid Tot
Isolado
Seq.de  Culturas
Verao Inverno

Milho/milho guandu 397 X X X 3
Milho/milho guandu 399 X X X X X X 6
Milho/milho guandu 401 X X X X 4
Milho/milho guandu 402 X 1
Milho/milho guandu 403 X X X X X X 6
Milho/milho guandu 404 X X X 3
Milho/milho guandu 405 X X X X 4
Milho/milho guandu 406 X X X X 4
Milho/milho guandu 408 X X X X 4
Milho/milho guandu 409 X X X 3
Milho/milho guandu 410 X X X X X X 6
Milho/milho guandu 411 X X 2
Milho/milho guandu 412 X X 2
Milho/milho guandu 415 X X X 3
Milho/milho guandu 416 X X 2
Milho/milho guandu 418 X X X X 4
Milho/milho guandu 419 X X 2
Milho/milho guandu 420 X X 2
Milho/milho guandu 421 X X 2
Milho/milho guandu 422 X X X X X X 6
Milho/milho guandu 423 X X X 3
Milho/milho guandu 424 X X 2
Milho/milho guandu 426 X X X X X 5
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Continuacéo...

Tratamentos N*do Amil Cel Prot Ure Quit Sol AIA HCN Sid Tot
Isolado
Seq.de  Culturas
Verao Inverno

Milho/milho guandu 427 X X X 3
Milho/milho guandu 429 X X 2
Milho/milho guandu 430 X X X X X X 6
Milho/milho guandu 431 X X 2
Milho/milho guandu 433 X X X 3
Milho/milho guandu 435 X X 2
Milho/milho guandu 437 X X 2
Milho/milho guandu 438 X X X 3
Milho/milho guandu 439 X X 2
Milho/milho guandu 440 X X X X 4
Milho/milho guandu 441 X X X 3
Milho/milho guandu 442 X X 2
Milho/milho guandu 443 X X X 3
Milho/milho guandu 444 X X 2
Milho/milho guandu 445 X X 2
Milho/milho guandu 446 X X X X X 5
Milho/milho guandu 448 X X X 9
Milho/milho guandu 451 X X X X 4
Milho/milho guandu 453 X X X X 4
Milho/milho guandu 455 X X 2
Milho/milho guandu 456 X X 2
Milho/milho guandu 457 X X 2
Milho/milho guandu 458 X X X X X 5
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Continuacéo...

Tratamentos N°do Amil Cel Prot Ure Quit Sol AIA HCN Sid Tot
Isolado
Seq.de  Culturas
Verao Inverno

Milho/milho guandu 459 X X X 3
Milho/milho guandu 460 X X 2
Milho/milho guandu 461 X X X 3
Milho/milho guandu 462 X 1
Milho/milho guandu 464 X X X X 4
Milho/milho guandu 465 X X X X X X 6
Milho/milho guandu 466 X X 2
Milho/milho guandu 468 X 1
Milho/milho guandu 469 X X X 3
Soja/soja milho 470 X X X X X X 6
Soja/soja milho 471 X X X X 4
Soja/soja milho 472 X X X X X 5
Soja/soja milho 473 X X X X X X 6
Soja/soja milho 477 X X X X 4
Soja/soja milho 479 X X X X X X 6
Soja/soja milho 480 X X X X 4
Soja/soja milho 481 X X X X 4
Soja/soja milho 482 X X X 3
Soja/soja milho 483 X X X X X 5
Soja/soja milho 484 X X X X 4
Soja/soja milho 486 X 1
Soja/soja milho 487 X X 2
Soja/soja milho 488 X X X X X X 6
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Continuacéo...

Tratamentos N°do Amil Cel Prot Ure Quit Sol AIA HCN Sid Tot
Isolado
Seq.de  Culturas
Verao Inverno

Soja/soja milho 490 X 1
Soja/soja milho 493 X X 2
Soja/soja milho 494 X X X X 4
Soja/soja milho 495 X X X 3
Soja/soja milho 496 X 1
Soja/soja milho 497 X X X 3
Soja/soja milho 498 X X X X X X 6
Soja/soja milho 499 X X 2
Soja/soja milho 500 X X X S
Soja/soja milho 504 X X 2
Soja/soja milho 505 X X X X X X X 7
Soja/soja milho 506 X X 2
Soja/soja milho 507 X X X X X X 6
Soja/soja milho 509 X X X X 4
Soja/soja milho 510 X X 2
Soja/soja milho 514 X X X X 4
Soja/soja milho 515 X X X X 4
Soja/soja milho 519 X X X 3
Soja/soja milho 520 X X X X X 5
Soja/soja milho 521 X X X 3
Soja/soja milho 523 X X X X 4
Soja/soja milho 524 X X 2
Soja/soja milho 529 X X X X X X 6
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Continuacéo...

Tratamentos N°do Amil Cel Prot Ure Quit Sol AIA HCN Sid Tot
Isolado
Seq.de  Culturas
Verao Inverno

Soja/soja milho 531 X 1
Soja/soja milho 532 X X X 3
Soja/soja milho 533 X X X 3
Soja/soja milho 536 X X X X X X 6
Soja/soja milho 539 X X X 3
Soja/soja milho 546 X X X X 4
Soja/soja milho 547 X X X X X 5
Soja/soja milho 548 X X 2
Soja/soja milho 552 X X X X X X 6
Soja/soja milho 557 X 1
Soja/soja milho 558 X X X X X 5
Soja/soja milho 559 X X X X X 5
Soja/soja milho 560 X X 2
Soja/soja girassol 561 X X X X X 5
Soja/soja girassol 566 X X X X X 5
Soja/soja girassol 567 X 1
Soja/soja girassol 568 X X X 3
Soja/soja girassol 569 X 1
Soja/soja girassol 571 X X X X X X 6
Soja/soja girassol 572 X 1
Soja/soja girassol 574 X X X X X 5
Soja/soja girassol 575 X X X X X 5
Soja/soja girassol 579 X X X X X X 6
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Continuacéo...

Tratamentos N°do Amil Cel Prot Ure Quit Sol AIA HCN Sid Tot
Isolado
Seq.de  Culturas
Verao Inverno

Soja/soja girassol 580 X X X 3
Soja/soja girassol 582 X X X 3
Soja/soja girassol 583 X X X X X X 6
Soja/soja girassol 584 X X 2
Soja/soja girassol 586 X X X X X X 6
Soja/soja girassol 587 X X 2
Soja/soja girassol 588 X X 2
Soja/soja girassol 590 X X X 3
Soja/soja girassol 592 X X X X X X 6
Soja/soja girassol 593 X X X X X X 6
Soja/soja girassol 595 X X X X X 5
Soja/soja girassol 596 X X X X X 5
Soja/soja girassol 597 X X X X 4
Soja/soja girassol 602 X X X X X 5
Soja/soja girassol 603 X X X X X X 6
Soja/soja girassol 604 X X X X X 5
Soja/soja girassol 613 X X 2
Soja/soja girassol 617 X X X X X X 6
Soja/soja girassol 618 X X 2
Soja/soja girassol 619 X X X X X 5
Soja/soja girassol 620 X X X X X X 6
Soja/soja girassol 622 X X X X X 5
Soja/soja girassol 626 X X X X X 5
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Continuacéo...

Tratamentos N°do Amil Cel Prot Ure Quit Sol AIA HCN Sid Tot
Isolado
Seq.de  Culturas
Verao Inverno

Soja/soja girassol 627 X X X 3
Soja/soja girassol 628 X X 2
Soja/soja girassol 630 X X X X X X 6
Soja/soja girassol 631 X X 2
Soja/soja guandu 632 X X 1
Soja/soja guandu 634 X X X X X 5
Soja/soja guandu 635 X X 1
Soja/soja guandu 636 X X X X X 5
Soja/soja guandu 637 X X X X X X 6
Soja/soja guandu 638 X X 2
Soja/soja guandu 641 X 1
Soja/soja guandu 642 X X X X X 5
Soja/soja guandu 643 X X X X X X X 7
Soja/soja guandu 644 X X X X X X 6
Soja/soja guandu 646 X X X X X 5
Soja/soja guandu 647 X X X X 4
Soja/soja guandu 648 X X X X 4
Soja/soja guandu 649 X X X X 4
Soja/soja guandu 650 X X X X X X 6
Soja/soja guandu 651 X X X 3
Soja/soja guandu 652 X X X X 4
Soja/soja guandu 653 X X X X 4
Soja/soja guandu 654 X X X X X 5
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Continuacéo...

Tratamentos N°do Amil Cel Prot Ure Quit Sol AIA HCN Sid Tot
Isolado
Seq.de  Culturas
Verao Inverno

Soja/soja guandu 656 X 1
Soja/soja guandu 657 X X X X X 5
Soja/soja guandu 658 X X X X X 5
Soja/soja guandu 659 X X X X X X 6
Soja/soja guandu 660 X X X X X X 6
Soja/soja guandu 661 X X X X X 5
Soja/soja guandu 662 X X X X X X 6
Soja/soja guandu 664 X 1
Soja/soja guandu 665 X X X X X X 6
Soja/soja guandu 666 X 1
Soja/soja guandu 669 X X X X X X 6
Soja/soja guandu 670 X 1
Soja/soja guandu 672 X X 2
Soja/soja guandu 674 X X X X 4
Soja/soja guandu 675 X X X X X X 6
Soja/soja guandu 677 X 1
Soja/soja guandu 678 X 1
Soja/soja guandu 685 X X X X X 5
Soja/soja guandu 687 X 1
Soja/soja guandu 688 X X X X 4
Soja/soja guandu 690 X X X X X 5
Soja/soja guandu 693 X 1
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Total de

Atividade metabdlica (n°isolados)

isolados NDA* DA**
Amil Cel Prot Ure Quit Sol AIA HCN Sid
501 46 455 235 306 210 226 14 196 95 54 239
% %
100 9,2 90,8 47 61 42 45 2,8 39 19 11 48

*NDA- nao detectado atividade e **DA- detectado ao menos uma atividade
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