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Resumo

Resumo

Avaliou-se o efeito de diferentes niveis de fosforo e condigdes de micélio micorrizico
(intacto ou fragmentado) na intensidade de colonizagdo, crescimento e aquisi¢do de

nutrientes na planta de milho.

Realizou-se um ensaio em estufa, em vasos com 8 Kg de solo. O micélio foi previamente
desenvolvido pelo crescimento da serradela, que apds 8 semanas foi cortada. Para ter duas
condi¢gdes de micélio, em metade dos vasos crivou-se o solo, permanecendo a outra
metade n3o perturbada, de seguida foi plantado o milho, suplementado com 4 niveis de
fosforo (equivalente a 0, 15, 30 e 45 kg.P.ha!).

A colonizagdo do milho a partir de micélio intacto, iniciou-se mais cedo possibilitando
um desenvolvimento mais rapido da planta, uma maior extragéo e eficiéncia na aquisigéo
de fosforo. A colonizagdo arbuscular tende a reduzir com a adubagao fosfatada, conforme

referido na literatura, mas a densidade de raiz colonizada ndo foi afetada.

Palavras-Chave: Fungos micorrizicos arbusculares; Micélio extra radicular; Taxa de

colonizagdo micorrizica; Densidade de raiz colonizada; Fosforo; Zea Mays L..
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Abstrat

Effect of Phosphorus Application and Type of Mycorrhizal Propagules in

Parameters of Colonization and Growth of Maize.

Abstrat

The effect of P levels and mycorrhizal inoculum source (intact and disrupted extra radical
mycelium - ERM) of propagules on the colonization, growth and nutrient acquisition in
maize was evaluated. A greenhouse pot experiment was performed, using 8 kg of soil per
pot. Serradella was previously grown, for 8 weeks, to develop the mycelium. Before
planting the maize the soil was disturbed in half of the pots and left undisturbed in the
rest. Four levels of P were applied (equivalent to 0, 15, 30 e 45 kg.P.ha!) at planting.

When an intact ERM was the preferential source of inoculum the colonization started
earlier and developed faster, and the growth and nutrient acquisition of maize was
enhanced. The application of P reduced the mycorrhizal colonization rate, but not the

colonised root density.

Keywords: Arbuscular mycorrhizal fungi, Extra radical mycelium, Colonisation rate,

Colonised root density, Phosphorus,Zea Mays L..
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Introdugao

I - Introdugio

As plantas s3o por definigdo organismos superiores que conseguem converter a energia
solar em energia quimica utilizavel, esta pode ser utilizada pelas prdprias plantas assim
como por outros organismos, entre os quais os fungos micorrizicos arbusculares (AMF)
(Wildermuth & MacNamara, 1987 citados por Sj6berg, 2005).

As relagdes de simbiose mutualista que se estabelecem na associagdo das plantas
hospedeiras com fungos sdo um processo complexo (Hetrick et al., 1995 citados por
Miller & Kling, 2000) e dindmico que conferem uma série de beneficios a ambos os
simbiontes (Abbott et al., 1995). Intimeros estudos evidenciam a importincia desta
simbiose para a produgdo agricola e sustentabilidade dos ecossistemas. Uma alternativa
econOmica a adotar passa por maximizar a atividade dos fungos indigenas do solo
(Siqueira et al.,1991a citados por Silva-Junior & Siqueira, 1997). Observagdes feitas por
Evans & Miller (1990) evidenciam que se a rede de hifas de fungos micorrizicos
arbusculares (AMF) néo for interrompida, a colonizagfo da cultura seguinte estabelece-
se mais rapidamente e consequentemente a capacidade de absor¢do de nutrientes

aumenta.

Tendo em conta que no Alentejo predominam solos relativamente pobres e de baixa
fertilidade, escassos em fosforo disponivel, o potencial de aumentar os beneficios
resultantes da simbiose entre plantas hospedeiras ¢ AMF ¢ elevado, dado estas
constituirem uma importante via para a exploragdo mais adequada dos nutrientes do solo

em condigGes adversas (Brito, 2008).

As préticas agricolas como as rotagdes de culturas, mobilizagdo do solo e a aplicagdo de
fertilizantes, provocam mudangas nas caracteristicas quimicas, fisicas ¢ bioldgicas do
solo. Essas alteragdes podem influenciar a relagdo entre os AMF e a planta, o potencial

produtivo € o balango entre as comunidades de AMF no solo (Brito et al., 2008).

O solo em sistemas agricolas de baixo input (nomeadamente em agricultura de
conservagdo) tem uma maior populagio de AMF do que solos em agricultura
convencional (Douds et al.,1995). Em sistemas com aplicagio generosa de fosforo, tem-
se verificado uma redugfo da intensidade de colonizagio das culturas, questionando-se

assim a importancia das micorrizas arbusculares em sistemas mais intensivos.

Eferto da Aplicagio de Fosforo e Tipo de Propagulo Micorrizico nos Parametros da Colonizagio e Crescimento do Milhe 1



Introdugio

A presente dissertagdo teve como objetivo estudar o efeito da aplicagdo de diferentes
niveis de fésforo (correspondente a 0, 15, 30 e 45 kg.ha™) e condigdo do micélio estra-
radicular (micélio extra radicular intacto ou fragmentado) no momento da plantagfo, no

progresso da simbiose, crescimento e aquisi¢do de nutrientes na cultura de milho.
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Revisdo Bibliografica

II - Revisio Bibliografica

2.1 - Micorrizas Arbusculares (AM)

As micorrizas s3o simbioses mutualistas que se estabelecem entre certos fungos
existentes no solo e a raiz das plantas. O primeiro registo de que fungos encontrados nas
raizes podiam ser benéficos para as plantas foi feito em plantas da espécie Monotropa
uniflora L. (Kamienski, 1881 citado por Sjéberg, 2005), tendo o termo micorriza (do
Grego: mykes = fungo e rhiza = raiz) sido utilizado pela primeira vez em 1885 pelo
bidlogo alemdo Albert Bernard Frank. Existem vérios tipos de micorrizas de acordo com
as caracteristicas do fungo envolvido e da planta hospedeira (endomicorrizas,
ectomicorrizas, micorrizas ericoides, micorrizas orquidéides, micorrizas arbutoides e as
micorrizas monotrepdides), sendo que as mais estudadas sdo as ectomicorrizas € as
endomicorrizas (Schachtman et al., 1998). Contudo as que tém mais expressio no reino
vegetal sdo as endomicorrizas do tipo arbuscular (Smith & Read, 1997). As micorrizas
arbusculares (AM) s3o a simbiose mais comum no que diz respeito as relagdes que se
estabelecem entre fungos do solo e a raiz de uma planta hospedeira, estando presentes em
cerca de 80% das espécies vegetais (Smith & Read, 1997). Os AMF s3o omnipresentes
nos solos agricolas (Kabir, 2005), tendo ja sido relatada a sua presenga em todos os

continentes (Sjéberg, 2005).

As simbioses que os AMF estabelecem com as plantas hospedeiras séo biotroficas
obrigatorias. O que significa que estes fungos apenas completam o seu ciclo de vida na
presen¢a de uma planta hospedeira ou das suas raizes, desde que estejam metabolicamente
ativas (Moreira & Siqueira, 2006 citados por Gomide, 2013). Estes recebem da planta
hidratos de carbono resultantes da fotossintese, necessdrios a sua sobrevivéncia (Smith &
Read, 1997).

A tinica forma de reprodugfio conhecida deste fungo ¢é assexuada, sendo assegurada por
esporos (estruturas de resisténcia a longo prazo, que permanecem vidveis mesmo quando
a planta hospedeira n3o esta presente) (Kabir, 2005). Na maioria das espécies, estes
desenvolvem-se do micélio extra radicular (ERM) (Klironomos & Hart, 2002), embora

em alguns casos o seu desenvolvimento possa dar-se intraradicularmente.

Segundo Simon et al. (1993) a origem dos AMF remonta ao Paleozéico, pois pensa-se

que o fungo tenha surgido algures entre 353 a 462 milhdes de anos € que a simbiose que
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Rewvisdo Bibliografica

se estabeleceu com as plantas hospedeiras tenha tido um papel fundamental na

colonizagdo da terra por plantas vasculares.

Os fungos micorrizicos arbusculares constituem um filo préprio, os Glomeromycota, que
estd dividido em quatro ordens, oito familias e dez géneros. Os géneros que incluem a
maioria das espécies descritas sdo Acaulospora, Gigaspora, Glomus e Scutellospora
(SchiiBler, 2005 citado por Sjoberg, 2005). Com base nas caracteristicas morfolégicas dos
esporos estio atualmente descritas cerca de 217 espécies, no entanto € atendendo a
distribuicdo quase ubiquitdria destes fungos e ainda a informag¢do quanto a sua
diversidade percecionada pelos estudos de biologia molecular, pensa-se que existirdo
muitas mais espécies. A diversidade de espécies de AMF num determinado local varia
com vérios fatores ambientais, entre os quais se destacam fatores bidticos nomeadamente
as espécies de plantas hospedeiras disponiveis nesse local, ou abidticos (pH,
disponibilidade de nutrientes, salinidade, agregagdo do solo...) (An et al., 1993). Dado a
prolificidade das plantas hospedeiras, cada planta pode estabelecer simbioses com mais
que uma espécie ou isolado de AMF uma vez que na mesma raiz podem coexistir varias
espécies deste fungo (McGonigle & Fitter, 1990). No entanto, certas plantas t€ém mais
afinidade com determinados isolados do que com outros (Koide, 2000), pelo que ndo
havendo grande grau de especificidade entre o fungo € a planta hospedeira existem

ligages preferenciais.

Na sequéncia dum didlogo bioquimico conducente ao reconhecimento entre a raiz da
planta hospedeira e 0 AMF, forma-se um apressorio a partir do qual o fungo vai colonizar
intra € inter-celularmente a zona cortical da raiz da planta. Os arbusculos, que
caracterizam este tipo de micorrizas e por isso estio diretamente associados ao seu nome,
sdo ramificagGes profusas de hifas que ocorrem intra-celularmente, julgando-se que
correspondem a uma superficie de troca entre os dois simbiontes. Podem ocupar cerca de
90% do volume da célula, através da redugfo de espago vacuolar (Bago et al., 2000) e
tém um tempo de vida relativamente curto (cerca de 2 a 3 semanas), ap6s o qual colapsam
(Smith & Read,1997). Alguns géneros de AMF podem formar inter-celularmente
estruturas de armazenamento que contém lipidos abundantes ¢ numerosos nicleos que se
designam por vesiculas, estas podem ocorrer na extremidade ou a meio de uma hifa.
Ligada a rede de micélio que se desenvolve dentro da raiz da planta hospedeira, vai
simultanecamente desenvolver-se uma rede de micélio no solo circundante a raiz

colonizada, o micélio extra radicular (ERM). Este tem a capacidade de translocar 4gua e
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Revisdo Bibliografica

nutrientes do solo até & planta hospedeira (Smith & Read, 1997). A representagio
esquematica das principais caracteristicas das micorrizas arbusculares pode ser consultada na
Figura 1.

A capacidade dos AMF em colonizar as raizes das plantas hospedeiras, pode variar de
acordo com diversos fatores, nomeadamente: afinidade entre simbiontes, quantidade de
hifas na superficie radicular (Abbott & Robson, 1984), condi¢do do micélio € a sua
capacidade para colonizar as raizes (Pearson & Schweiger, 1993), suscetibilidade da raiz
a formar micorrizas (Hepper, 1985; Sanders, 1993) e as condi¢des do solo (citados por
Abbott et al., 1995).

As diferentes fontes de indculo podem ser: esporos, raiz de uma planta hospedeira
colonizada e micélio extra radicular (Smith & Read, 1997). O micélio extra radicular
prolifera externamente a partir das raizes colonizadas, sendo a principal fonte de inoculo
de plantas hospedeiras quando estas estfio presentes em solo ndo perturbado (Jasper et al.,
1989b). Numa rotagdo de culturas ou na presenga de culturas de cobertura, a cultura
precedente (developer) a cultura principal, desenvolve micélio extra radicular, que ao
ficar intacto, coloniza mais rapidamente a planta hospedeira seguinte, acelerando desta
forma o desenvolvimento micorrizico assim como todo o desenvolvimento da planta

(Brito, 2008).

Os AMF encontram-se naturalmente nos solos agricolas nas diversas formas descritas
anteriormente, contudo pode ser utilizando indculo comercial e embora a inoculagdo com
fungos micorrizicos tenha potencial para a produgio agricola sustentavel, incluindo a
conservagio ambiental, esta € ainda uma tecnologia com limita¢des. Tendo em conta a
natureza obrigatoria da simbiose, a produgdo de inéculo comercial acarreta custos
elevados, tornando a sua aquisi¢do pouco competitiva, comparativamente com a

aquisigdo de fertilizantes (Saito & Marumoto, 2002).

Outro problema com que os agricultores se deparam & a escolha de um in6culo
apropriado, dado que as informagdes fornecidas pelos fornecedores sobre um indculo
podem ser enganadoras, pois a sua eficicia pode variar de acordo com o tipo de solo e/ou

as condi¢des que se fazem sentir (Gianinazzi & Vosatka, 2004).
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Figura 1 - Representa¢@o esquematica das principais caracteristicas das micorrizas
arbusculares, (adaptado de Moore et al, 2011), disponivel em
http://www.davidmoore.org.uk/assets/mostly mycology/diane_howarth/am.htm,
(consultado a 22 de Agosto de 2014).

2.2 - Beneficios Decorrentes da Micorrizaciao

S3o varios os beneficios decorrentes da micorrizagdo do qual as plantas hospedeiras
podem usufruir. Contudo ha diversos fatores a interagir, que podem ser de natureza

bidtica ou abidtica, o que compromete e altera o desenrolar de todo o sistema.

O micélio extra radicular por ser mais fino que as raizes, 2- 4 um (Barley, 1970 citado
por Bolan, 1991), consegue penetrar em poros do solo inacessiveis aos pélos radiculares
da planta, 10 pm (Bjorkmann, 1949 citado por Bolan, 1991), aumentando assim o volume

de solo que pode ser explorado (Rhodes & Gerdemann, 1975).

Sieverding (1991) citado por Brito (2008) estimou que por cada centimetro de raiz
colonizada, h4 um aumento de 15 cm® no volume de solo explorado por via do micélio
extra radicular, podendo este valor aumentar até 200 cm® dependendo das condigdes
ambientais. A rede de micélio pode ainda fazer a conex@o entre as raizes de plantas
diferentes, sendo os AMF capazes de equilibrar as interacdes de relagdes inter e
intraespecificas das diversas plantas presentes num solo (Smith & Read, 1997). Sendo
que plantas micorrizadas ja demonstraram ter mais resisténcias a stresses bioticos,

nomeadamente a patogénicos existentes no solo (Graham, 2001).

O ERM esta diretamente ligado a formacao de microagregados, o que consequentemente
melhora a estrutura, arejamento e permeabilidade do solo (Horn & Dexter, 1989 e Horne

et al.,1994 citados por Rilling & Mummey, 2006). O ERM influéncia ainda a
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decomposigéo das raizes e a natureza dos produtos decompostos (Gadgil & Gadgil, 1971
e 1975 citados por Rilling & Mummey, 2006).

A micorrizagio proporciona a planta hospedeira uma redugio do stress hidrico (Augé,
2004) tolerancia a temperaturas adversas, salinidade e pH elevado ou baixo ( Sannazzaro
et al., 2006, Yano & Takaki, 2005).

Heggo et al. (1990) e Ahmed (2006) relataram que os AMF tém capacidade de crescer
em locais com elevados teores de metais pesados. Aparentemente os elementos toxicos
sdo sequestrados pelos AMF nas hifas, nos granulos de polifosfato, minimizando a sua

transferéncia para a planta hospedeira.

Brito et al. (2014) avaliaram que houve uma redugéo da toxicidade em Manganés quando
a planta hospedeira se encontrava micorrizada logo desde uma fase precoce do seu

desenvolvimento.

Podendo ainda ser dado como exemplo a minimizagdo do choque de transplante, que

ocorre em plantas micorrizadas (Subhan et al., 1998).

2.3 — Fungos Micorrizicos Arbusculares e a Absor¢io de Nutrientes

A provisdo adequada de nutrientes é fundamental para garantir o potencial de produgéo

das culturas. Contudo ¢ importante fazer a sua gestdo de forma consciente e sustentavel.

2.3.1 - Fésforo

O fé6sforo é um macronutriente principal, este pode tornar-se limitante ao crescimento e

desenvolvimento das plantas nos ecossistemas naturais (Miller & Kling, 2000).

O suplemento deste nutriente & cultura € influenciado pelo fosforo presente no solo, pela
adubag@o, pelo meio ambiente e pela capacidade que o solo tem de reabastecer a zona de
deplecio, que se situa entre 1 a 2 mm das raizes das plantas, sendo que apenas 1 a 2 % do
fosforo aplicado ao solo € absorvido (Barber, 1995 citado por Bolan, 1991). Muitas
plantas tém mostrado beneficios por estarem associadas a microrganismos em condigdes
de baixos niveis de fésforo (Gyaneshwar et al., 2002), conseguindo assim melhorar a

absor¢do deste nutriente.
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O fésforo existe no solo na forma orgénica e inorgénica (Dalal, 1977 e Larsen, 1967
citados por Bolan, 1991). A distribuigéo relativa destas duas formas nos solos depende de
varios fatores, entre os quais: tipo de vegetagdo, historial de fertilizagdo, atividade
microbiana, tipo de cultura e tipo de solo (Anderson, 1980; Dalal, 1977 e Hedley et al.,
1982a citados por Bolan, 1991).

As plantas adquirem o fosforo na forma inorgénica (preferencialmente na forma de ifio
POy (Brito, 2008), contudo o fésforo nesta forma pode ocorrer na solugo do solo, mas
numa pequena por¢do do fosforo total (<1%), este € facilmente adsorvido na superficie
do solo, precipitado como ferro ¢ aluminio em solos é4cidos, ou calcio € magnésio em
solos alcalinos ou calcérios. Assim a disponibilidade deste elemento depende em grande

medida do pH do solo (Sample et al., 1980 citados por Bolan, 1991).

O fosforo orginico é geralmente convertido em fésforo inorgdnico através da
mineralizagdo, que € causada quer pelos microrganismos, quer por enzimas originadas
nas suas proprias autolises (Cosgrove, 1977 citado por Bolan, 1991). O fésforo nesta
forma ocorre tanto solivel na solugéo do solo como insolavel adsorvido nas particulas do

solo ou na matéria organica (Anderson, 1980 citado por Bolan, 1991).

As préaticas agricolas convencionais, com a utilizagdo de pesticidas (fungicidas,
inseticidas e herbicidas), t€ém marginalizado o papel da biota do solo, (incluindo tanto
saprofitas como fungos micorrizicos) assim como os adubos, na reciclagem de nutrientes
(Brito, 2008).

Os depositos de fosforo sdo finitos, estando estes gradualmente a esgotar-se (Tiessen,
1995 citado por Grant et al., 2004) sendo a sua utilizag@io suscetivel de causar perigos,
nomeadamente: esgotamento de fontes de energia fossil, polui¢io do ar e fundo dos
oceanos ¢ alteragdes climaticas. Os AMF associados as plantas cultivadas t€ém o potencial
de reduzir as necessidades de aplicag@o deste nutriente, reduzindo em certo modo os

perigos referidos anteriormente (Kahiluoto et al., 2000).

Read (1991) refere que os AMF evoluiram no sentido de se especializaram na captagéo
de fosforo. Esta hipotese explica o aumento do micélio extra radicular, permitindo assim
a planta adquirir fosforo a partir de zonas longinquas da raiz. O que torna as plantas
micorrizadas menos dependentes de adubagdes fosfatadas (Freitas et al., 2006). Neste
sentido ha uma certa dependéncia das plantas hospedeiras em estabelecer simbioses

micorrizicas (Manjunath & Hable, 1992 citados por Abbott et al., 1995).
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A taxa de entrada de fosforo nas micorrizas, pode ser seis vezes superior 3 que ocorre nas
raizes (Sanders & Tinker, 1973). Sendo este rapido movimento no interior das hifas
alcangado pelo aumento da afinidade por ides de fésforo e pela diminuigdo da

concentragdo limiar necessaria para a absorgéo deste nutriente (Bolan, 1991).

A colonizagdo de raizes por AMF modifica a resposta do crescimento da planta por
aumentar a absor¢fo de fosforo sendo o grau de modificag¢do dependente do nivel inicial
de P e a forma do indculo (Abbott & Robson, 1981 e Abbott et al., 1995).

A concentragdo de fosforo inorgénico no interior das hifas micorrizicas é
aproximadamente 1000 vezes superior & que se encontra na solugdo do solo (Pearson &
Gianinazzi, 1986). Este ¢ absorvido pelas hifas e armazenado sob trés formas: Ortofosfato
soluvel (Harley & Loughman, 1963), polifosfato soluvel (Loughman & Ratcliff, 1984;
Martin et al., 1983) e granulos de polifosfato (Chilvers & Harley, 1980; White & Brown,
1979). Posteriormente este passa para as raizes das plantas através de trés passos, sdo eles:
transporte ativo em fungos fora da raiz; transporte passivo a partir de fungos até a
interface entre fungo/raiz e transporte ativo na raiz (Woolhouse, 1975) (citados por Bolan,
1991).

Desde ha muito est4 generalizada e veiculada por varios autores a ideia de que uma alta
fertilizagdo em fésforo pode limitar a colonizagéio micorrizica da planta hospedeira, na
medida em que hé uma redug@o da infecciosidade e da eficiéncia da colonizagido por AMF
(Kahiluoto et al., 2000), da produgdo de hifas (Bruce et al., 1994), da germinagdo de
esporos (Miranda & Harris, 1994 citados por Kahiluoto et al., 2000) ¢ da formagdo de
arbusculos (Smith & Read, 1997), evidenciando que a micorrizagdo pode ser
imediatamente melhorada através da omissio da aplicagdo de fosforo (Kahiluoto et al.,
2000).

Estas observagdes indicam que a simbiose entre planta e fungo, € capaz de detetar a
concentragio de fosforo no ambiente e que isso pode influenciar a regulagdo da expressdo
de genes envolvidos na formagdo do arbusculo. Contudo, paradoxalmente, se o fésforo
disponivel no solo ¢ muito baixo, a colonizag8o e produgdo de esporos micorrizicos pode

ser restrita, tendo de se aumentar a sua aplicagdo (Ezawa et al., 2002).
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2.3.2 — Outros Nutrientes

Séo varios os nutrientes necessarios as plantas. Considera-se que um nutriente & essencial
se este desempenhar na planta um papel fisiologico distinto e se a planta ndio conseguir
completar o seu ciclo de forma adequada na sua auséncia sofrendo uma deficiéncia
especifica (Arnon & Stout, 1939).

Apesar das plantas necessitarem dos macronutrientes em maiores quantidades, os

micronutrientes ndo sio menos importantes, estes sdo igualmente necessarios.

A aquisi¢do de nutrientes do solo e a taxa a que estes sdo adquiridos depende de varios
fatores, nomeadamente: do pH; da temperatura, do arejamento do solo, da concentragdo

e mobilidades na solugdo do solo.

Os nutrientes podem alcangar a superficie das raizes por trés processos distintos, s3o eles:

interce¢do radicular, fluxo de massa e difusdio (Barber, 1984 citado por Bolan, 1991).

A maioria dos nutrientes ¢ adquirido pelas plantas através de fluxo de massa, contudo o
fosforo, que € considerado um nutriente pouco mével ¢ adquirido maioritariamente
através da intersegfo radicular, é principalmente neste, assim como no zinco e cobre que

se tem verificado a agéo benéfica da presenga de AMF na sua aquisicdo (Varennes, 2003).

Apds o hidrogénio, o carbono e o oxigénio, que fazem parte da estrutura de moléculas
orgénicas ¢ sdo obtidos a partir da 4gua, oxigénio molecular e diéxido de carbono, o azoto
(N) € o elemento mais abundante nas plantas e aquele que mais frequentemente limita o

seu crescimento (Varennes, 2003).

Os AMF tém pouca capacidade de aumentar a absor¢do dos ides méveis (NOs"), mas
transportam o NH4" (Smith & Read, 1997). Foi ainda observado que as comunidades de
AMF séo inferiores em solos fertilizados com N, que em solos n#o fertilizados (Corkidi
et al., 2002).

No entanto pesquisas realizadas sugerem que ha beneficios se houver colonizagdo
simultdnea de leguminosas por AMF e por bactérias fixadoras de azoto, ficando-se

perante uma simbiose tripartida (El-Hassanin & Lynd, 1985; Niemi & Eklund, 1988).

Namaioria das investigacSes verificam-se valores mais baixos de potassio (K) em tecidos
de plantas micorrizadas do que em plantas ndo micorrizadas (Smith et al., 1981 citados
por Varma, 2008).
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Clark & Zeto (2000) analisaram uma série de estudos onde observaram que a aquisi¢o
de enxofre (S) foi melhorada em plantas hospedeiras de AMF relativamente a plantas ndo

colonizadas.

A disponibilidade dos micronutrientes catides (ferro (Fe), manganés (Mn), zinco (Zn) e
cobre (Cu)) depende do pH, do potencial redox e do teor de matéria orgénica dos solos.
As deficiéncias em ferro, manganés e zinco s3o vulgares em solos calcarios, enquanto,
que a toxicidade de manganés ¢ frequente em solos acidos ou alagados, desta forma o
aumento ou redugdo da aquisi¢do destes nutrientes depende em parte das condi¢Ges
(Varennes, 2003).

As absorgbes de zinco e cobre sdo refor¢adas na presenga de AMF nas plantas

hospedeiras, mas em menor grau do que o relatado para o fosforo (Varennes, 2003).

De uma forma geral, plantas micorrizadas adquirem menos manganés do que as plantas
ndo micorrizadas, contudo em solos acidos, 0 manganés é mais solavel, o que se traduz
num aumento da sua absorgdo, pelo que a redugio da sua absorgdo provocada pelas

micorrizas pode ser um beneficio (Brito et al., 2014).

Ortas & Akpinar (2006) relataram que altos teores de boro (B) na solugdo do solo pode
ter efeitos negativos nas raizes colonizadas com AMF, contudo estes resultados sdo
inconsistentes, pois Kothari et al. (1990) relataram que houve melhorias, Clarke et al.
(1999) relataram que houve redugéo e Lu & Miller (1989) relataram que ndo afetou a
parte aérea de plantas colonizadas com AMF. O mesmo tipo de inconsisténcia tem sido
relatado na aquisigdo de outros nutrientes como célcio, magnésio e sédio também porque

ha variag3es de fatores bidticos e edéficos (Clark & Zeto, 2000).
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2.4 — Beneficios Decorrentes da Micorrizagéio para o Sistema Agricola

Um sistema agricola € constituido por varios componentes que interagem entre si, € que
ndo devem ser analisados isoladamente. Desta forma as decisdes tomadas em relagdo a
cada um dos seus componentes véo afetar todo o sistema, cujo desempenho se pretende

que seja maximizado.

O solo é um dos componentes centrais dos sistemas agricolas, pelo papel que desempenha
no fornecimento de nutrientes, dgua e oxigénio as plantas. Em relag#io a qualquer destas
fungBes a estrutura € uma propriedade importante ¢ a sua qualidade, nomeadamente a

estabilidade dos agregados, ¢ influenciada pelas praticas agricolas (Kabir, 2005).

A rotagdo de culturas é uma pratica agricola que ao ser utilizada pode influenciar a
comunidade de AMF presente nos solos. Consoante esta ¢ ou ndo praticada hd uma
alteragdo da biodiversidade (Johnson et al., 1991 ¢ Hendrix et al., 1995). Também a

mobilizagdo influencia fortemente o solo, a nivel quimico, fisico e biolégico.

A mobilizagio é parte integrante da agricultura moderna (Kabir, 2005). Com o
surgimento dos tratores, os agricultores passaram a ter de exercer menos esfor¢o e
convenceram-se de que quanto mais mobilizassem mais rentdvel seria a sua produgdo.
Em sistemas de agricultura tradicional, associada a mobilizagéo profunda (CT) (superior
a 15 centimetros), onde se verifica o reviramento do solo (lavoura), reduz a estabilidade
dos agregados, o que torna o solo mais vulneravel & erosfo e dificulta a formagdo de
micorrizas, pela redugio da densidade de propagulos na zona de enraizamento (Kabir et
al., 1998 e McGonigle & Miller, 2000).

Um estudo levado a cabo por Kabir et al. (1998) durante 12 anos consecutivos, afirma
que a diversidade de espécies de fungos micorrizicos em solo perturbado ¢ também
significativamente menor que em solo ndo perturbado, selecionando assim os AMF
presentes, levando 2 eliminagfio de uns em beneficio de outros. A mobilizagdo destr6i
ainda a rede de micélio extra radicular criada e a sua conexdo com as raizes das plantas
hospedeiras, consequentemente reduz a infe¢éio micorrizica que se traduz numa menor
capacidade de absorgdo de nutrientes (entre os quais o fosforo), para além de destruir os
canais criados por raizes de plantas precedentes € o seu contacto com as raizes das novas
plantas (Evans & Miller, 1988). Nestes sistemas agricolas, a colonizag¢do micorrizica de
novas culturas depende de forma mais acentuada da germinagdo de esporos. Contudo,

esta é uma colonizagdo micorrizica menos eficiente para o estabelecimento de novas
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micorrizas, dado que a colonizagdo a partir da germinag8io de esporos ¢ um processo mais

lento do que a partir de uma rede de micélio pré-estabelecida (Brito, 2008).

Os sistemas de agricultura de conservagdo associados a ndo mobilizagdo (NT) ou a
mobilizagdo reduzida, eram utilizados em tempos remotos nas culturas indigenas, pois a
forga muscular do Homem n#o era suficiente para mobilizar grandes 4reas nem a grande
profundidade (Derpsch, 1998). Tendo este entrado em desuso com o surgimento da

mecanizago.

Nos tempos atuais a ndo mobiliza¢do s6 passou a ser praticivel com o aparecimento de

herbicidas totais ndo residuais (Derpsch, 1998).

Esta pratica, ao manter residuos a superficie, protege o solo da erosdo € aumenta o seu
teor de matéria orginica (MO), o que consequentemente aumenta os niveis de fertilidade

(Cole et al., 1987 e Smith, 1987 citados por Follett & Schimel, 1989).

Os AMF, especialmente as hifas intactas que estabelecem ligagSes entre as particulas de
solo, tém um contributo direto na agrega¢io e estabilidade dos agregados (Kabir & Koide,
2000) e consequentemente tém influéncia na sua estrutura (Kabir, 2005; Abbott et al.,
1995). Entre outros fatores porque apresentam grandes quantidades de glomalina, uma

glicoproteina, que se encontra localizada na superficie das hifas (Rillig et al., 2001).

Numa perspetiva de produgfo agricola sustentavel, ¢ muito importante compreender a
dindmica dos AMF nos solos agricolas e a influéncia que a mobilizagéo do solo tem nestes
fungos (Kabir, 2005), assim como a sua importincia para programas de reabilitagio dos

solos (Siqueira et al., 1994 e Janos, 1996 citados por Pouyu-Rojas & Siqueira, 2000).

Segundo Rilling et al. (1999) a agregagéo do solo para além de ser importante em terrenos
agricolas é também em contexto de recuperagio de dreas degradadas, de forma a prevenir
a eros3o e promover o armazenamento de carbono no solo. Pode dar-se como exemplo a
situagiio que se faz sentir em condigdes de clima mediterraneo, onde predominam solos

pobres.

Neste contexto é evidente o potencial que o uso de simbioses micorrizicas apresentam no
aumento da eficiéncia dos sistemas agricolas (Abbott et al., 1995), podendo mesmo

tornar-se decisivas (Brito et al., 2014).
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O clima mediterranico apresenta um padrio conhecido de invernos amenos € chuvosos e
verbes quentes e secos, havendo uma exposigido dos microrganismos do solo a extremos
de frio e calor (Abbott et al., 1995 e Brito, 2008).

A sobrevivéncia e a persisténcia de formas menos resistentes de indculo, neste tipo de
clima (como € o caso do micélio extra radicular), assume uma importincia cada vez

maior como unidade infecciosa nesta regifio do globo ( McGee et al., 1997).

De acordo com Douds & Miller (1999) a compreensio dos impactos das préticas agricolas
sobre as comunidades de AMF ajudaria a garantir uma oportunidade para a utilizagfio da

simbiose e contribuir assim para o éxito de praticas sustentaveis.

2.5 — Quantifica¢do da Colonizagéio Micorrizica

H4 varias décadas que as medigGes da presenca dos AMF sdo determinadas pela
percentagem de comprimento radicular infetado (taxa de colonizagfio). A taxa de
colonizag¢do micorrizica é o parimetro normalmente usado para avaliar a influéncia das
condi¢des de crescimento no progresso da colonizagdo ou a micotroficidade de
determinada planta. Contudo este ¢ um pardmetro pouco diferenciador, pois integra o
crescimento de dois individuos diferentes, que podem ter velocidades de crescimento
distintas (Allen, 2001). Assim, de modo a discriminar a influéncia de um ou outro
simbionte no progresso da colonizag¢do, no presente estudo, propde-se a adogéo de um
novo pardmetro para aferir da capacidade de cada planta comportar determinado grau de
micorriza¢do em fungdo da densidade radicular (comprimento da raiz por unidade de
volume do solo) e taxa de colonizagio, a que se chamou densidade de raiz colonizada
(CRD), e que reflete a presenga de arbusculos por unidade de comprimento de raiz

colonizada e volume de solo.

Efeo da Aplicagio de Fosforo e Tipo de Propdgulo Micorrizico nos Pardmetros da Colomizagio e Crescimento do Mitho 14



Revisao Bibliografica
2.6 - O Milho como Planta Hospedeira

O milho (Zea Mays) pertence 3 familia Poaceae, tratando-se de uma planta herbacea,

anual, altamente micotréfica e com ciclo de primavera/verio.

A cultura do milho tem sido impulsionada no Alentejo nos wltimos anos, pelas novas
areas de regadio do Alqueva e pela tendéncia de aumento da sua cotagdo, apesar de
alguma volatilidade sempre presente nos mercados. Em 2012 a area nacional cultivada de
milho para grdo foi de 102196 ha, (aumento de 2,2% relativamente a 2011). Tendo a
produtividade sido de 848 034 toneladas (aumento de 2,5% relativamente a 2011), dos
quais 472 372 toneladas foram produzidos no Alentejo, 0 que corresponde a uma

percentagem de 56% (INE, 2013).

Tendo em conta que o micélio extra radicular dos fungos micorrizicos consegue
sobreviver ao inverno, instalar esta cultura num solo ndo mobilizado onde esteve uma
planta micotréfica pode ser uma estratégia a seguir, de forma a conseguir uma
colonizagdo mais rapida e eficaz das raizes, o que permite uma melhor instalagéio da

cultura e aumento do seu rendimento (McGonigle & Miller, 2000).
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III - Material e Métodos

Para a realizagdo do presente estudo utilizou-se como planta hospedeira o milho (Zea
mays) da variedade EL 6627, por varios motivos, sendo de destacar: O facto de esta ser
uma planta de elevado valor comercial; ser considerada uma planta com elevado grau de

micotroficidade e ser uma planta de facil manuseamento experimental.

3.1. — Localizacdo do Ensaio

O ensaio decorreu na Universidade de Evora (polo da Mitra), (38° 31°N; 8°00°O; 244 m),
entre 2 de Maio e 29 de Julho de 2013.

Este foi conduzido em estufa (Figura 2), onde as condi¢des ambientais foram registadas
diariamente, uma vez que facilita a interpretagdo da resposta das plantas as condigdes
ambientais que se fazem sentir no meio onde estdo inseridas. Tendo sido a temperatura
minima absoluta de 9°C, a temperatura minima média de 16,3°C, a temperatura maxima

absoluta de 39,4°C e a temperatura maxima média de 35,6°C.

Figura 2 - Estufa onde decorreu o ensaio (foto da autora, 2013).

3.2 — Colheita e Caracterizacao do Solo

O tipo de solo utilizado foi um solo litélico ndo himico de granitos ou rochas afins (Pg),

na classificagdo Portuguesa.

Este solo ¢ franco-arenoso, tem um baixo teor de matéria organica, um pH ligeiramente

acido e é mal estruturado (Cardoso, 1965).

O solo foi colhido na Herdade da Mitra, podendo a sua caracterizagdo quimica ser
consultada na Tabela 1. A colheita foi realizada cuidadosamente, tendo em conta a baixa

fertilidade deste, optou-se por utilizar apenas a camada superficial (até 20 cm). De seguida



procedeu-se a sua secagem ao ar durante alguns dias, antes do processo de crivagem

(utilizagdo de um crivo com 4 mm de malha).

Tabela 1 - Caracterizagdo quimica do solo.

Elementos (mg.kg™")

P20s 7
K:0 68
Na:0 25
SOs 20
Zn 0.4
Mn 22.6
Cu 0.9
Fe 65.8
B 0.1
Al 2
CaO 912
MgO 200
Materia organica (%) 1.1
pH (acidez ativa) 6.0
Salinidade soluvel 0.1

(mmhos.cm)

Fonte: Agro-systemes
3.3 — Procedimento Experimental e Condug¢ido do Ensaio

Na primeira semana de Maio de 2013 (02/05/2013), antes de instalar as culturas, efetuou-
se uma calagem com calcario dolomitico, correspondente a 2 ton.ha!, de forma a corrigir
o pH do solo. Assim ao fornecer célcio e magnésio, conseguiu-se eliminar o efeito toxico
do manganés e aumentar a disponibilidade de grande parte dos nutrientes necessarios as
plantas, aumentar a eficiéncia dos fertilizantes e consequentemente da produtividade da
cultura. De seguida procedeu-se ao enchimento de 64 vasos de 8 L com solo (8 kg de solo

por vaso).

O ensaio decorreu em duas fases. Numa primeira fase fez-se crescer a serradela
(Ornithopus compressus) para desenvolver um micélio extra radicular, pelo que se
designou esta planta por Developer. Para o efeito procedeu-se a plantagdo de quatro
sementes pré-germinadas de serradela por vaso, como ilustra a figura 3. Fez-se o
acompanhamento diario do desenrolar do ensaio e sempre que necessario regou-se com
dgua desmineralizada. Ao fim de 8 semanas as plantas de serradela tinham o aspeto que
se pode observar na Figura 4, periodo apos o qual a parte aérea foi cortada e removida.
Na ultima semana de Junho de 2013 (24/06/2013), iniciou-se a segunda fase do ensaio,

com a perturbagio de metade dos vasos por crivagem do solo, utilizando uma malha de 4
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mm, como ilustra a Figura 5, tendo as raizes sido cortadas e o solo sido devolvidos ao
respetivo vaso. Nestes vasos recolheu-se uma amostra aleatoria de raizes para analise e
avaliagdo da taxa de colonizagdo micorrizica. A outra metade permaneceu nao perturbada
(Figura 6), criando-se assim duas condi¢des contrastantes de formas de propagulos: ERM
fragmentado nos vasos perturbados e ERM intacto nos nio perturbados. Apds alguns dias
(28/06/2013), procedeu-se a plantagdo de 3 sementes de milho pré-germinadas por vaso

(figuras 7 e 8), tendo estas sido acertadas a duas apds uma semana.

Figura 3 - Plantacdo de sementes de serradela pré- Figura 4 - Plantas de serradela com oito
germinadas (foto da autora, 2013). semanas (foto da autora, 2013).

Figura 5 - Crivagem do solo (foto da autora, Figura 6 - Representacdo de vasos com solo nédo
2013). perturbado (A) e com solo crivado (B) (foto da
autora, 2013).

Figura 7 - Milho pré-germinado (foto da autora, 2013). Figura 8 - Plantagdo de milho pré-
germinado (foto da autora. 2013).
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No mesmo dia, apds a plantagdo, procedeu-se a suplementacdo das mesmas através de

fertiliza¢do (as varias solugdes aplicadas foram misturadas e diluidas em agua destilada).

Os nutrientes aplicados foram: Fésforo (solugdo 1M na forma de NH4H2PO4) com quatro
diferentes dosagens 0, 6, 12 ou 18 mg P.kg"!, (o que corresponde a 0, 15, 30 e 45 kg de

P.ha!, respetivamente).

Como se aplicou fésforo na forma supramencionada, houve a necessidade de ajustar os
niveis de Azoto a 63 mg de N.kg"!' de solo (valor aplicado na dosagem mais elevada, que

corresponde a 163,8 kg de N.ha!), para tal utilizou-se a solugdo 1M de NH4sNOs,

Aplicou-se potassio na dose de 32 mg de K.kg ~! de solo, (corresponde a 83 kg de K.ha®
1, para tal utilizou-se a solugdo 0,2 M de K»SOs.

Fez-se ainda a aplicagio de uma solugdo de Boro 0,76 mg de B.kg ~ ' de solo
(correspondente a 2 kg de B.ha') na forma de borax 20% [w / w]) a 5% e Zinco 3,8 mg
de Zn.kg "' de solo (correspondente a 20 kg de ZnSOs.ha"), para tal utilizou-se a solugdo
1M de ZnSO4.7H:0.

O milho cresceu durante 21 e 31 dias, tendo a avaliagdo dos parametros sido realizada
apos cada um destes tempos, podendo ser observado na figura que se segue o aspeto do

milho aos 31 dias.

Figura 9 - Milho com 31 dias (foto da autora, 2013).

A escolha dos 21 dias para a realizagdo da primeira avaliagdo deve-se ao facto de este ser
o tempo considerado necessario para encontrar diferengas expressivas na taxa de

coloniza¢do micorrizica naquele volume de solo, tendo sido a segunda colheita realizada
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aos 31 dias apds a plantagdo, uma vez que nesta altura as plantas de milho j4 tinham

atingido um tamanho consideravel e caso se prolonga-se esta segunda data de colheita

poderia haver interferéncia na taxa de crescimento da raiz dado estas estarem confinadas

a um espago limitado.

De forma a facilitar a condug¢do do ensaio foi atribuido um niimero a cada vaso, na tabela

que se segue pode consultar-se a correspondéncia a cada tratamento e repetigao.

Tabela 2 - Esquema experimental do ensaio.

TRATAMENTO REP | REP II

UND PI1DI 1 17 33 49
UND P2D1 2 18 34 50
UND P3Dl1 3 19 35 51
UND P4D1 4 20 36 52
DIST P1D1 5 21 37 33
DIST P2D1 6 22 38 54
DIST P3D1 [ 23 39 55
DIST P4D1 8 24 40 56
UND P1D2 9 25 41 57
UND P2D2 10 26 42 58
UND P3D2 11 27 43 59
UND P4D2 12 28 44 60
DIST P1D2 13 29 45 61
DIST P2D2 14 30 46 62
DIST P3D2 15 31 47 63
DIST P4D2 16 32 48 64

P1-0ml sol. 1 M NH4H2POs4 (0 Kg de P.ha'!)
P2 - 1,5 mlsol. 1 M NH4H2PO4 (15 Kg de P.ha')
P3 -3 mlsol. | M NH4H2PO4 (30 Kg de P.ha'')
P4 - 4,5 mlsol. | M NH4H2PO4 (45 Kg de P.ha")

DI - 1* data de colheita - 3 semanas

D2 - 2* data de colheita - 6 semanas

UND - Solo ndo perturbado a quando da planta¢do do milho (micélio intacto)

DIST - Solo perturbado a quando da plantagdo do milho (micélio fragmentado)

REP I — Repetigio 1
REP II - Repeti¢ao 2
REP III - Repetigdo 3
REP IV - Repeticdo 4
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3.4 — Procedimento Laboratorial para Analise de Parametros

Em cada uma das datas de colheita do milho, procedeu-se do seguinte modo:
- Corte da parte aérea e colocagdo da mesma em saquetas de papel;

- Recolha de todas as raizes presentes em cada um dos vasos (este processo constituiu em
colher cuidadosamente as raizes do solo com o auxilio de agua corrente e posterior

separagdo entre raizes do milho e da serradela.

3.4.1 - Peso Seco da Parte Aérea (SDW)

Para determinar o peso seco da parte aérea (g), colocou-se a mesma a secar em estufa a
60°C durante 72 horas. Apds esse periodo a mesma foi pesada com o auxilio de uma

balanca semi-analitica (Figura 10).

A parte aérea apds pesada foi triturada e enviada para andlise de nutrientes na
Universidade de Tras os Montes ¢ Alto Douro (UTAD). Na preparagdo das amostras

juntou-se as repeti¢des de cada um dos tratamentos duas a duas.

As analises foram feitas por ICP-OES (Inductively Coupled Plasma Optical Emission
Spectrometry, espectrometria de emissdo atomica por plasma acoplado indutivamente),
este método permite a partir de uma s6 amostra relativamente pequena de material
vegetal, a analise de uma serie de elementos, nomeadamente: Azoto, Fosforo, Potéssio,

Calcio, Magnésio, Boro, Ferro, Cobre, Zinco, Manganés e Enxofre.

Figura 10 - Pesagem da parte aérea do milho
(foto da autora, 2013).
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3.4.2 - Peso Fresco da Raiz (FRW)

Para determinar este parametro utilizou-se uma balanga semi-analitica, onde as raizes de
cada uma das amostras foram pesadas apos limpas e removido o excesso de agua. A figura
11 ilustra o tamanho atingido pelas raizes de milho aos 31 dias no nivel zero de fosforo,

em cada uma das condi¢des do micélio.

Figura 11 - Raizes frescas de milho aos 31 dias, para o nivel 0 kg.P.ha"! (9 - micélio intacto; 13 - micélio
fragmentado) (foto de Brito, 2013).

3.4.3 -Comprimento de Raiz (RD)

O comprimento de raiz por amostra foi determinado utilizando o equipamento descrito

por Goubran & Richards (1979) (Figura 12).

Neste foi colocado a raiz cortada aos pedagos e espalhada. O equipamento conta 0 nimero

de intercegdes e converte-o em comprimento de raiz em metros.

Tendo em conta o elevado nimero de amostras para medir e o comprimento de cada uma
destas, apenas se mediu uma repeticdo de cada tratamento, tendo o comprimento das
restantes repeti¢des sido encontrado através duma equac@o que relacionou o peso fresco
da raiz com o comprimento. Tendo-se chegado as seguintes equagdes para cada uma das

datas de amostragem:
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Data1-Y =8,2291 X +4,7331 (* = 0,9929) (p<0.01)

Data2—Y =6,1187 X +26,647 (* = 0,9608) (p<0,01)

Figura 12 - Medi¢@o do comprimento da raiz (foto da autora, 2013).

3.4.4 - Colonizacao Arbuscular (AC)

Antes de efetuar a quantificagdo de colonizagdo arbuscular, ¢ necessario efetuar a

coloragio das raizes a observar de modo a colocar em evidéncia as estruturas fingicas,

uma vez que o corante usado se liga apenas a estruturas de fungos, mas ndo a material

vegetal.

O procedimento de coloragdo consistiu em:

a)
b)
c)
d)

g)

Colocar numa cassete de histologia cerca de um grama de amostra;

Repetir este procedimento para cada uma das amostras;

Mergulhar todas as cassetes em hidroxido de potassio (KOH) a 10% (w / v);
Autoclavar durante 13 minutos a uma temperatura de 121 ° C para eliminar
conteudos citoplasmaticos;

Lavar abundante com agua corrente para remover o excesso de KOH;
Colorag¢do numa solugdo contendo 0,1 % de Azul de Tripano em lactoglicerol
na propor¢do de (1:1:1) (glicerol, acido lactico a (80%) e 4gua) durante 10
minutos a 70 ° C, em banho de agua;

Retirar as cassetes com as raizes coradas da solug¢do descrita anteriormente e

guarda-las em glicerol a 50 % (v / v).
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As raizes podem ser observadas ao microscopio apds 48 horas, contudo podem
permanecer submersas na soluggo de glicerol a 50 % (v / v) por longos periodos (mesmo
anos), esta solugdo dissolve o azul Tripano que ndo esteja ligado a estruturas de fungos,
consequentemente consegue obter-se um melhor contraste entre as raizes e as estruturas
fingicas.

Para determinar a taxa de colonizag¢do por AM utilizou-se o método de interse¢do descrito

por McGonigle, et al. (1990).

Esta técnica consiste em colocar as raizes (apos coloragdo) numa ldmina, como ilustra a
Figura 13, alinhadas paralelamente ao eixo mais longo, cobertas com lamela e observadas

ao microscopio otico (ampliagdo de 200 x) com uma mira vertical.

Figura 13 - Laminas preparadas para observagdo
microscopica (foto da autora, 2013).

A quantificagdo ¢ feita percorrendo a lamina na totalidade de forma perpendicular ao seu

eixo longitudinal, devendo a mudanga do campo de visdo ser constante.

S3o contabilizados o niimero de interse¢des de raizes com a mira vertical, podendo ser

intersetados arbusculos, hifas, vesiculas ou raiz ndo colonizada.

Esta contagem ¢é convertida em percentagem conforme descrito no artigo McGonigle, et

al. (1990). Efetuou-se observagio de trés laminas por amostra, tendo sido feito o esfor¢o

Efeito da Aplicagao de Fosforo e Tipo de Propagulo Micorrizico nos Parametros da ( olonizacao e Crescimento do Milho 24



Material e Métodos

de néo contabilizar outros fungos, aquando da quantificagfo de hifas, ja que os arblsculos

sdo caracteristicos do tipo de fungos em estudo.

A proporgdo de cada estrutura do fungo foi calculada como se ilustra na Tabela que se

segue.

Tabela 3 - Célculo da colonizagéo arbuscular (AC), da colonizag#o vesicular (VC) e da
colonizagdo por hifas (HC).

Amostra Lamina Numero de intercegSes
Vesiculas Hifas Arbusculos  Negativo Total
A 2 4 78 13 97
10 B 1 5 76 15 97
C 0 7 75 24 106
z 3 16 229 52 300

O valor para AC é 229/ 300 = 0,763; para VC ¢ de 3/ 300 = 0,01 e para o HC é (300-52)/300 = 0,826 . (Adaptado de
McGonigle et al. 1990).

De todas as formas de colonizagio micorrizica possiveis, para efeito de calculos é
considerando apenas a presenga de arbusculos. Pois esta, por si s6, é representativa do
grau de colonizagdo da raiz de uma planta, nesta situagio (tabela 2), considera-se uma

taxa de colonizagdo de 76%.
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3.5 — Delineamento Experimental, Recolha e Analise de Dados

Os dados foram analisados através do programa MSTAT-C (versdo 1.42), tendo o
tratamento estatistico seguido uma ANOVA de trés fatores em blocos casualizados. Os

fatores estavam em combinagio fatorial € o ensaio teve quatro repeti¢des.

Para verificar a interagdo entre os diferentes fatores em estudo utilizou-se o teste de
Fisher, tendo sido utilizado o teste de Student-Newman-Keuls (SNK) na separagdo das

médias que demonstraram ter diferengas significativas.

As observagdes seguiram uma distribui¢do normal, e teve-se em consideragdo um nivel

de significincia de (a = 0,05).

As tabelas das analises de varidncia podem ser consultadas em anexo.

Os fatores em estudo foram:

1- Tempo de crescimento do milho (21 e 31 dias);

2- Condi¢do do micélio (solo perturbado — micélio fragmentado e solo ndo
perturbado — micélio intacto);

3- Nivel de fésforo utilizado (0,15,30 € 45 kg.P.ha™).

Tendo em conta que houve duas datas de colheita, dois tipos de mobilizagéo e quatro
niveis de fosforo o numero total de tratamentos foi 16, tendo sido efetuadas quatro

repetigdes de cada tratamento, o que perfez um total de 64 amostras.
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IV — Resultados

Os resultados obtidos onde é evidenciado o efeito dos fatores em estudo em cada um dos

pardmetros analisados sero apresentados nas tabelas que se seguem.

Tabela 4 - Efeito do nivel de fosforo, condi¢do do micélio e tempo de crescimento no

peso seco da parte aérea (SDW) (g/planta).

Condicio do Tempo de Condigiio do
Micélio Crescimento Micélio
(Dias) Fésforo (kg.P.ha) (Média)
0 15 30 45
Micélio Intacto 21 1,285 3,245 4,842 4,61
31 4,565 5,598 7,822 11,015 5373A
MEDIA 2,925d 4421c 6,332b 7,813 a
Micélio 21 0,455 1,62 3,167 4,503
Fragmentado 31 0,475 2,998 6,067 7,23 3,314B
MEDIA  0465e  2,309d 4,617 ¢ 5,866 b
Fosforo (Média) 1,695D 3,365C 5475 B 6,839 4

Letras maitisculas — Separam as médias referentes ao efeito primério da condigdo do micélio.
Letras maivisculas em italico — Separam as médias referentes ao efeito primério do nivel de fosforo.
Letras minisculas — Separam as médias referentes & interagdo entre o nivel de fésforo e a condigdo do mic€lio.

Na Tabela 4, verifica-se que houve diferengas significativas entre todos os niveis de

fosforo, sendo que quanto mais alto o nivel de fésforo maior foi 0 SDW.

Houve diferengas significativas entre as diferentes condi¢des do micélio, sendo o SDW

superior na condi¢do de ERM intacto.

A interago entre o nivel de fésforo e a condi¢do do micélio ndo foi significativa, sendo
que para todos os niveis de fosforo o SDW foi sempre superior quando o mic€lio estava

intacto, sendo estes resultados consistentes em ambos os tempos de crescimento.

A diferenga entre a condigdo do micélio atenuou-se & medida que o nivel de fosforo
aumentou. No nivel inferior de fosforo com micélio intacto o crescimento médio foi 6,27
vezes superior, relativamente ao crescimento médio que ocorren com micélio
fragmentado, enquanto que no nivel superior de fésforo com micélio intacto o
crescimento médio foi 1,3 vezes superior, relativamente ao crescimento médio que

ocorreu com o micélio fragmentado.
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No segundo tempo de crescimento os valores de SDW foram superiores aos do primeiro

tempo, em todos os niveis de fosforo e nas duas condigdes do micélio.

A interago tripla ndo foi significativa.

Tabela S - Efeito do nivel de fosforo, condi¢do do micélio e tempo de crescimento na
relag@io Raiz/ Parte Aérea (R/S).

Condicdo do Tempo de Condigdo do
Micélio Crescimento Micélio
(Dias) Fésforo (kg.P.ha™) (Média)
0 15 30 45
Micélio Intacto 21 6,902 4,692 4,063 5,323
31 4,270 3,940 3,200 2,680 4,384 B
MEDIA 5586b  4316bc  3,631c¢ 4,001 be
Micélio 21 8,920 6,013 4,860 4,143
Fragmentado 31 6,653 5,335 4,960 4,310 5,649 A
MEDIA 7,786a  5,674b 4910bc 4,226 bc
Fésforo (Média) 66864 4,995B 4,271 B 4,114 B

Letras maitisculas — Separam as médias referentes ao efeito primario da condigfio do micélio.
Letras maidsculas em itdlico — Separam as médias referentes ao efeito primario do nivel de fésforo.
Letras mimisculas — Separam as médias referentes a interagdo entre o nivel de fosforo e a condig@o do micélio.

Na tabela 5, verifica-se que a aplicagio de fosforo diminui a razdo R/S, ndo tendo havido

diferencas entre os trés niveis de aplicag¢do mais elevados.

Houve diferengas significativas entre as diferentes condi¢gdes do micélio, sendo o R/S

superior quando o micélio estava fragmentado.
A interag@o entre o nivel de fosforo e a condigdo do micélio nio foi significativa.

No segundo tempo de crescimento a relag@o R/S foi inferir aos do primeiro tempo, em

todos os niveis de fosforo e nas duas condi¢des do micélio.

A interag@o tripla ndo foi significativa.
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Tabela 6 - Efeito do nivel de fosforo, condigdo do micélio e tempo de crescimento na
densidade de Raiz (RD) (cm raiz/cm? de solo).

Condigdio do Tempo de Condigdio do
Micélio Crescimento Micélio
(Dias) Fosforo (kg.P.ha™) (Média)
0 15 30 45
Micélio Intacto 21 2455ef 4,095 de 5,217 cd 5,283 cd
31 6,257 bd 6,947 bc 7.878 ab 9,035a 5,896 A
MEDIA  4356c  5,521b 6,548ab  7,159a
Micélio 21 LIS8f 2,733 ¢f 4,230 de 5,093 cd
Fragmentado 31 1,337 f 5,233 c¢d 9,163 a 9,383 a 4,791 B
MEDIA 1,248d 3,983 ¢ 6,696 ab 7,238 a
Fésforo (Média) 2802C 4,752B 6,622 4 7,198 4

Letras maitisculas — Separam as médias referentes ao efeito primério da condigfio do micélio.

Letras maitisculas em italico — Separam as médias referentes ao efeito primario do nivel de fosforo.

Letras minasculas — Separam as médias referentes 3 interagfio entre o nivel de fosforo e a condigio do micélio.
Letras minusculas em italico — Separam efeito da interagdo tripla.

Na tabela 6, verifica-se que houve diferengas significativas entre os niveis um, dois e trés
de fosforo, ndo havendo entre os niveis trés € quatro, sendo que quanto mais alto o nivel

de fésforo maior o RD.

Houve diferengas significativas entre as diferentes condi¢des do micélio, sendo o RD

superior quando o micélio estava intacto.

A interagdo entre o nivel de fésforo e a condigdo do micélio foi significativa. Enquanto
que para os dois niveis mais altos de fésforo a condigdo do micélio ndo teve influéncia
significativa na RD, quando considerados os niveis mais baixos de fosforo, o valor da RD
no nivel um e dois de fosforo quando o micélio estava intacto foi significativamente mais

alto que quando o micélio estava fragmentado.

No segundo tempo de crescimento os valores de RD foram superiores aos do primeiro

tempo, em todos os niveis de fosforo e nas duas condigdes do micélio.

O RD aumenta com o decorrer do tempo, € com o aumento do nivel de foésforo, sendo

superior quando o micélio estava intacto.

Verificaram-se interagdes triplas, indicando que o aumento de RD ao longo do tempo foi

mais dependente do nivel de fosforo aplicado na condig@o de micélio fragmentado.
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Tabela 7 - Efeito do nivel de fésforo, condigdo do micélio e tempo de crescimento na

colonizagéo arbuscular (AC).

Condigéio do Tempo de Condicdo do
Micélio Crescimento Micélio
(Dias) Fésforo (kg.P.ha™) (Média)
0 15 30 45
Micélio Intacto 21 0,825 0,785 0,612 0,580
3] 0,920 0,880 0,808 0,667 0,760 A
MEDIA 0,872 a 0,832 a 0,710 b 0,624 b
Micélio 21 0,117 0,067 0,060 0,032
Fragmentado 31 0,350 0,203 0,208 0,075 0,139B
MEDIA 0,234 ¢ 0,135 cd 0,134 cd 0,054 d
Fésforo (Média) 0,553 4 0,484 AB 0,422 B 0,339C

Letras maitisculas — Separam as médias referentes ao efeito priméario da condigdo do mic€lio.
Letras maiGsculas em italico — Separam as médias referentes ao efeito primério do nivel de fosforo.
Letras mintisculas — Separam as médias referentes 2 interago entre o nivel de fosforo e a condigdo do micélio.

Na tabela 7, verifica-se que a AC foi baixando & medida que o nivel de fosforo aumenta,

mas apenas se observaram diferengas significativas do nivel trés para o quarto de fosforo.

Houve diferencgas significativas entre as diferentes condigdes do micélio, sendo a AC

superior quando o micélio estava intacto.

A interagfo entre o nivel de fosforo e a condigio do micélio ndo foi significativa, pois a
reduciio da AC com o aumento do nivel de fosforo aplicado verificou-se para as duas

condig¢des do micélio.

No segundo tempo de crescimento os valores de AC foram superiores aos do primeiro

tempo, em todos os niveis de fosforo e nas duas condigdes do micélio.

A AC aumentou com o decorrer do tempo, € diminuiu com o aumento do nivel de fosforo,

sendo superior quando o micélio estava intacto.

A interago tripla n3o foi significativa.
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No que diz respeito a relagdo entre a taxa de colonizagdo e o crescimento do milho, esta
foi-se atenuando a medida que aumentou o nivel de fosforo, indicando que a medida que
a fertilizagao fosfatada se intensificou a dependéncia do crescimento do milho da taxa de
colonizagdo foi sendo menor. Podendo estes resultados serem observados nos graficos

que se seguem.
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Tabela 8 - Efeito do nivel de fosforo, condi¢do do micélio e tempo de crescimento na

densidade de raiz colonizada (CRD) (cm raiz colonizada/cm? de solo).

Condicdo do Tempo de Condi¢dio do
Micélio Crescimento Micélio
(Dias) Fésforo (kg.P.ha™) (Média)
0 15 30 45
Micélio Intacto 21 2,043 3,310 3,280 2,955
31 5,728 6,165 6,395 6,015 4,486 A
MEDIA 3885a 4,738 a 4,837 a 4,485a
Micélio 21 0,138 0,168 0,238 0,165
Fragmentado 31 0470 1,027 1,972 0,697 0,609B
MEDIA 0,304 b 0,597 b 1,105 b 0,431b
Fosforo (Média) 20944 2,668 4 2,971 4 2,458 4

Letras maitsculas — Separam as médias referentes ao efeito primério da condigéio do micélio.
Letras maitsculas em itdlico — Separam as médias referentes ao efeito primario do nivel de fésforo.
Letras mintisculas — Separam as médias referentes 3 interagio entre o nivel de fosforo e a condigdo do micélio.

Na tabela 8, verifica-se que n3o houve diferengas significativas da CRD entre os

diferentes niveis de fosforo.

Houve diferengas significativas entre as diferentes condigdes do micélio, sendo o CRD

acentuadamente superior quando o micélio estava intacto.

Néo houve interagéo entre o nivel de fosforo e a condigdo do micélio, pois ndo houve

efeito significativo do fosforo neste pardmetro em nenhuma das condi¢des do micélio.

No segundo tempo de crescimento os valores de CRD foram superiores aos do primeiro

tempo, em todos os niveis de fosforo e nas duas condigdes do micélio.

O CRD aumentou com o decorrer do tempo, manteve-se constante em todos os niveis de

fosforo, sendo superior quando o micélio estava intacto.

A interagdo tripla ndo foi significativa.
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Tabela 9 - Extraggo de fosforo (mg P/Vaso).

Condigiio do Tempo de Condigfio do
Micélio Crescimento Micélio
(Dias) Fésforo (kg.P.ha?) (Média)
0 15 30 45
Micélio Intacto 21 2,230gh 6,000 dg 8,910 bd 9,220 bd
31 6,322cf 9,290 bd 11,1855 16,193 a
MEDIA 4276 ¢ 7,645 cd 10,048 b 12,706 a 8,669 A
Micélio 21 0,655k 2,560 5,290 dg 10,265 bc
Fragmentado 31 0,568 h 4,090 eh 7,403 be 8,605 bd
MEDIA 0,611 f 3,325¢ 6,346 d 9,435 be 4,929 B
Fosforo (Média) 2444D 5485C 8,197 B 11,071 4

Letras maitsculas — Separam as médias referentes ao efeito primario da condi¢io do micélio.

Letras maidsculas em itilico — Separam as médias referentes ao efeito priméario do nivel de fosforo.

Letras minusculas — Separam as médias referentes 3 interagfo entre o nivel de fésforo e a condigiio do micélio.
Letras minmisculas em italico — Separam efeito da interag3o tripla.

Na tabela 9, verifica-se que houve diferengas significativas entre todos os niveis de

fosforo, sendo que quanto mais alto o nivel de fésforo maior foi a extrag@o deste nutriente.

Houve diferengas significativas entre as diferentes condig¢des do micélio, sendo a extragdo

de foésforo superior quando o micélio esta intacto.

A interagdo entre o nivel de fosforo e a condigdo do micélio ndo foi significativa, sendo
que para todos os niveis de fésforo a extragdo de P foi sempre superior quando o micélio

estava intacto, sendo estes resultados consistentes em ambos os tempos de crescimento.

No segundo tempo de crescimento os valores de extrag@io foram superiores aos do

primeiro tempo, em todos os niveis de fosforo e nas duas condi¢des do micélio.

A interagdo tripla foi significativa, pois o aumento da extragdo de P provocado pela
adubagdo na segunda data de crescimento verificou-se principalmente na condi¢do de

micélio intacto.
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Tabela 10 - Concentragio de fosforo na parte aérea (g.kg™?).

Condigdo do Tempo de Condigiio do
Micélio Crescimento Micélio
(Dias) Fésforo (kg.P.ha) (Média)
0 15 30 45
Micélio Intacto 21 1,735 1,850 1,840 2,000
31 1,385 1,660 1,430 1,470
MEDIA 1,560ab 1,755a 1,635 ab 1,735a 1,671 A
Micélio 21 1,435 1,580 1,670 2,280
Fragmentado 31 1,195 1,365 1,220 1,190
MEDIA 1,315b 1,472 ab 1,445 ab 1,735a 1,492 B
Fésforo (Média) 1437B 1,614 4B 1,5404B 1,7354

Letras maitsculas — Separam as médias referentes ao efeito primario da condigfio do micélio.
Letras maiisculas em italico — Separam as médias referentes ao efeito primario do nivel de fésforo.
Letras mintsculas — Separam as médias referentes a interago entre o nivel de fosforo e a condigfio do micélio.

Na tabela 10, verifica-se que apenas houve diferencas significativas entre o nivel maximo
e minimo de fosforo.

Houve diferengas significativas entre as diferentes condigdes do micélio, sendo a

concentragdio de fosforo superior quando o micélio estava intacto.

A interagdo entre o nivel de fosforo e a condigdo do micélio ndo foi significativa, sendo
que para todos os niveis de fosforo a concentragdo de P foi semelhante em ambas as

condi¢des do micélio.

Nas duas condigdes do micélio a concentragio de fésforo foi ligeiramente superior no

primeiro tempo de crescimento relativamente ao segundo.

A interag@o tripla néo foi significativa.
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Tabela 1 - Concentragio de nutrientes na parte acrea.

Condigdio do Azoto Fésforo Potassio Cilcio Magnésio Boro Ferro Cobre Zinco Manganés Enxofre
Micelio (gkg) (gkg") (gkgh)  (gkgh) (k) (mgkg') (mgkg!) (mgkg') (mgkg!) (mg.ke') (mg.ke™)
Micélio Intacto 27,665a 1,671 a 36,137b 6,453 a 5,107a 61,3062 247,710a  25427a 59,063 a 127,756 a 1,654 a
Micélio

Fragmentado 29,299 a 1,492b 45938a 5,432b 3281b 37,263b 207.838b  20,177b 62438 a 110,067 b 1,181 b

Letras mintisculas — Separam as médias referentes ao efeito primario da condi¢@o do micélio.

Na tabela 11, verifica-se que para todos os elementos analisados, 4 excegdo do azoto e do zinco foram encontradas diferengas significativas, da sua
concentragio quando comparadas as plantas a crescer nas diferentes condigdes de micélio, sendo a média sempre superior quando o micélio esta

intacto, exceto para o potassio onde se verifica o inverso.
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V - Discussio de Resultados

Quando o micélio extra radicular foi mantido intacto, servindo de fonte preferencial de
indculo, a colonizagdio das raizes do milho iniciou-se mais cedo e desenvolveu-se de
forma mais réapida, qualquer que tenha sido o parmetro usado para a avaliagdo do nivel
de micorrizagdo (AC e CRD). A colonizagdo mais precoce e ripida conferiu vantagens a
planta relativamente & aquisi¢io de nutrientes, particularmente o fosforo, e ao seu
crescimento, tanto da parte aérea como da raiz. Estes resultados estdo de acordo com o
apresentado por outros autores para a planta de milho (Kahilouto, et al., 2000; Smith &
Read, 1997). No entanto, os resultados deste trabalho levam mais longe o conhecimento
j4 existente, particularmente no que diz respeito ao beneficio da presenga de micélio
intacto & sementeira de milho, mesmo para niveis muito elevados de fésforo, assim como
sobre o efeito da adubagio fosfatada no processo da simbiose entre a planta de milho € os

fungos micorrizicos.

Em termos da evolugio da simbiose é normalmente afirmado que a aplicagéo de fosforo
prejudica a colonizagdo pela redugio do crescimento do fungo (Kahilouto et al., 2000).
Estas afirmagdes sdo baseadas na evolugio da taxa de colonizaggo (AC). De facto, os
resultados indicam a mesma tendéncia de redugdo da AC com a adubagio fosfatada. No
entanto o processo de colonizagdo nas duas condigdes do micélio nunca se iguala a
medida que os teores de fosforo aumentam, mesmo para o nivel mais elevado de P,
mantendo-se sempre uma AC mais altas nas plantas em que a colonizag@o se iniciou por
micélio extra radicular intacto. A resposta a questdo do efeito do nivel de P no solo sobre
o progresso da colonizagio micorrizica depende do pardmetro utilizado para a sua
avaliagdo. A taxa de colonizagdo integra simultaneamente o efeito das condigdes sobre o
crescimento dos dois parceiros da simbiose: a planta e o fungo. Assim a sua variagdo €
dificil de interpretar. Uma redugdo da AC pode néo significar condigdes desfavoraveis ao
crescimento do fungo, mas somente ser o resultado de um maior crescimento do sistema
radicular da planta. Uma forma de resolver esta dificuldade seré utilizar a densidade de
raiz colonizada (CRD), uma vez que este pardmetro poderd descriminar o efeito das
condig¢es de crescimento sobre cada um dos simbiontes. O aumento do nivel de fosforo
fez baixar a taxa de colonizagdo, mas ndo alterou os valores de CRD, isto porque o
aumento do nivel de fosforo fez aumentar a densidade radicular. Assim a presenga do

fungo micorrizico ficou dissipada por um maior comprimento de raiz, mas o facto de os
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valores de CRD se terem mantido constantes, evidenciam que a taxa de crescimento do
fungo nfo diminuiu. Este pardmetro serd mais indicado quando se pretende estudar o
efeito das condi¢des de crescimento sobre o nivel de colonizagdo micorrizica de uma

planta.

A maior colonizag@o micorrizica do milho traduziu-se numa maior eficiéncia da aquisig¢éo
de fésforo, ja que o méximo SDW observado em condig@o do micélio fragmentado foi
atingido com uma aplicagdo de 45 kg.P.ha"!, enquanto que em condigdo de micélio intacto
o mesmo nivel de crescimento foi atingido com uma aplicagdo de 30 kg.P.hal. O
beneficio de uma colonizagfio micorrizica mais precoce continuou a verificar-se na

segunda data de crescimento, evidenciando que o efeito benéfico se mantém no tempo.

Quando considerado o crescimento da cultura e a sua correlagio com a AC para os
diferentes niveis de P (consultar graficos 1, 2, 3 e 4), verifica-se que essa correlag¢do vai
sendo cada vez menos expressiva, no entanto continua a verificar-se um maior
crescimento das plantas colonizadas mais precocemente (micélio intacto) mesmo para o
nivel mais alto de P aplicado, indicando que para além das vantagens na aquisigéo de P,
outros benéficos decorrentes da micorrizagdo se traduzem num maior crescimento da

planta, nomeadamente na aquisigdo de outros nutrientes.
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VI - Conclusdes Gerais

A colonizag¢8o micorrizica iniciada por micélio extra radicular foi mais precoce € mais

rapida independentemente do nivel de fésforo aplicado.

O efeito negativo do fésforo na colonizagio micorrizica € aparente e resulta do pardmetro
utilizado na sua avaliagdo. A utilizagdo de CRD permite concluir que a redugéo da AC
normalmente associada a elevados niveis de P resulta do seu efeito no aumento do

crescimento da raiz ndo na redugdo do crescimento do fungo.

A presenga de ERM intacto 4 sementeira do milho ¢ uma estratégia com beneficios para
a planta, quer no seu crescimento, quer na absorgio de P e outros nutrientes, mesmo para
niveis elevados de P no solo, pelo que terd aplicagdio em sistemas de culturas mais

intensivos, sem necessidade de recorrer a indculos comerciais.
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Anexo I - Anilise de variincia relativa a tabela 3 (SDW)

Fonte G.L. | Quadrado F (teste de Prob.
Médio Fisher)

Rep. 3 0.927 0.6967

Fator A 1 121.468 91.2974 0.0000

Fator B 1 67.795 50.9556 0.0000

AB 1 15.970 12.0033 0.0012

Fator C 3 82.569 62.0603 0.0000

AC 3 7.104 5.3395 0.0031

BC 3 0.393 0.2953

ABC 3 3.046 2.2896 0.0912

ERRO 45 1.330

Coeficiente de variagdo: 26.56%

Fator A: Tempo de crescimento do milho

Fator B: Condigfo do micélio

Fator C: Nivel de fosforo

Anexo II - Andlise de varifincia relativa a tabela 4 (R/S)

Fonte G.L. Quadrado F Prob.
Médio

Rep. 3 1.768 1.1990 0.3210

Fator A 1 22.884 15.3658 0.0003

Fator B 1 25.616 17.2002 0.0001

AB 1 4.436 2.9788 0.0912

Fator C 3 22.186 14.8967 0.0000

AC 3 3.293 2.2108 0.0999

BC 3 2.619 1.7588 0.1686

ABC 3 1.508 1.0128 0.3959

ERRO 45 1.489

Coeficiente de variagfo: 24.33%

Fator A: Tempo de crescimento do milho

Fator B: Condi¢fo do micélio

Fator C: Nivel de fésforo

Anexo III - Anilise de variincia relativa a tabela 5 (RD)

Fonte G.L. Quadrado F Prob.
Meédio

Rep. 3 2.460 2.0785 0.1164

Fator A 1 155.875 131.6912 0.0000

Fator B 1 19.536 16.5053 0.0002

AB 1 0.339 0.2867

Fator C 3 63.380 53.5466 0.0000

AC 3 3.654 3.0871 0.0365

BC 3 9.568 8.0839 0.0002

ABC 3 6.120 5.1707 0.0037

ERRO 45 1.184

Coeficiente de variagéo: 20.36%

Factor A: Tempo de crescimento do milho
Factor B: Condigio do micélio

Factor C: Nivel de fésforo
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Anexo iV - Andlise de varidncia relativa a tabela 6 (AC)

Fonte G.L. | Quadrado F Prob.
Meédio

Rep. 3 0.035 3.0707 0.0372

Fator A 1 0.265 23.1127 0.0000

Fator B 1 6.163 537.0507 0.0000

AB 1 0.002 0.1574

Fator C 3 0.133 11.5912 0.0000

AC 3 0.010 0.8464

BC 3 0.014 1.2514 0.3024

ABC 3 0.008 0.6676

ERRO 45 0.011

Coeficiente de variagfio: 23.84%

Fator A: Tempo de crescimento do milho

Fator B: Condi¢3o do micélio

Fator C: Nivel de fésforo

Anexo V - Anélise de variincia relativa a tabela 7 (CRD)

Fonte G.L. | Quadrado F Prob.
Médio

Rep. 3 1.790 1.7779 0.1649

Fator A 1 65.408 64.9649 0.0000

Fator B 1 240.483 238.8545 0.0000

AB 1 21.414 21.2688 0.0000

Fator C 3 2.172 2.1574 0.1062

AC 3 0.321 0.3186

BC 3 0.278 0.2765

ABC 3 0.699 0.6947

ERRO 45 1.007

Coeficiente de variagio: 39.38%

Fator A: Tempo de crescimento do milho

Fator B: Condig3o do micélio

Fator C: Nivel de fosforo

Anexo VI - Anélise de variincia relativa a tabela 8 (Extragio de fosforo)

Fonte G.L. | Quadrado F Prob.
Meédio

Rep. 3 2.208 0.6301

Fator A 1 85.794 24.4814 0.0000

Fator B 1 223.727 63.8409 0.0000

AB 1 54.280 15.4889 0.0003

Fator C 3 218.110 62.2381 0.0000

AC 3 0.317 0.0905

BC 3 0.751 0.2143

ABC 3 13.612 3.8842 0.0149

ERRO 45 3.504

Coeficiente de variagdo: 27.53%

Fator A: Tempo de crescimento do milho

Fator B: Condigfo do micélio
Fator C: Nivel de fosforo
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Anexo VII - Anélise de varincia relativa a tabela 9 (Concentragio de fosforo na parte aérea)

Fonte G.L. | Quadrado F Prob.
Meédio

Rep. 1 0.046 1.7085 0.2109
Fator A 1 0.257 9.6118 0.0073
Fator B 3 0.125 4.6862 0.0168
AB 3 0.031 1.1758 0.3520
Fator C 1 1.509 56.3654 0.0000
AC 1 0.033 1.2380 0.2834
BC 3 0.143 5.3350 0.0106
ABC 3 0.044 1.6282 0.2249
ERRO 15 0.027

Coeficiente de variagéo: 10.35%

Fator A: Condi¢éo do micélio

Fator B: Nivel de fosforo

Fator C: Tempo de crescimento do milho

Anexo VIII - Anilise de variancia relativa 4 tabela 10 (Concentragiio de Azoto na parte aérea)

Fonte G.L. Quadrado F Prob.
Médio

Rep. 1 33.171 1.6722 0.2155

Fator A 1 21.353 1.0765 0.3159

Fator B 3 33912 1.7096 0.2078

AB 3 12.951 0.6529

Fator C 1 767.732 38.7042 0.0000

AC 1 0.025 0.0013

BC 3 60.011 3.0254 0.0624

ABC 3 30.089 1.5169 0.2508

ERRO 15 19.836

Coeficiente de variaggo: 15.64%

Fator A: Condig3o do micélio

Fator B: Nivel de fosforo

Fator C: Tempo de crescimento do milho

Anexo IX - Analise de variéncia relativa a tabela 10 (Concentragio de Potassio na parte

adrea)

Fonte G.L. | Quadrado F Prob.
Meédio

Rep. 1 51.511 0.6394

Fator A 1 768.320 9.5372 0.0075

Fator B 3 174.879 2.1708 0.1340

AB 3 85.229 1.0580 0.3961

Fator C 1 41.405 0.5140

AC 1 17.701 0.2197

BC 3 230.433 2.8604 0.0720

ABC 3 145.254 1.8031 0.1898

ERRO 15 80.560

Coeficiente de variagio: 21.87%

Fator A: Condigdo do micélio

Fator B: Nivel de fosforo

Fator C: Tempo de crescimento do milho
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Anexo X - Andlise de varidncia relativa a tabela 10 (Concentragio de Célcio na parte aérea)

Fonte G.L. | Quadrado F Prob.
Médio

Rep. 1 1.217 0.8327

Fator A 1 8.344 5.7102 0.0304

Fator B 3 5.198 3.5574 0.0400

AB 3 23.519 16.0956 0.0001

Fator C 1 0.557 0.3809

AC 1 1.361 0.9316

BC 3 3.226 2.2076 0.1295

ABC 3 1.597 1.0931 0.3824

ERRO 15 1.461

Coeficiente de variagdo: 20.34%

Fator A: Condig3o do micélio
Fator B: Nivel de fosforo
Fator C: Tempo de crescimento do milho

Amexo XI - Analise de varidncia relativa a tabela 10 (Concentragdo de Magnésio na parte

aérea)
Fonte G.L. Quadrado F Prob.
Médio
Rep. 1 0.503 12.6141 0.0029
Fator A 1 26.663 669.3178 0.0000
Fator B 3 1.265 31.7524 0.0000
AB 3 4.640 116.4811 0.0000
Fator C 1 13.742 344.9578 0.0000
AC 1 0.131 3.2967 0.0895
BC 3 0.454 11.3856 0.0004
ABC 3 0.268 6.7163 0.0043
ERRO 15 0.040

Coeficiente de variagio: 4.76%

Fator A: Condi¢8o do micélio

Fator B: Nivel de fosforo

Fator C: Tempo de crescimento do milho

Anexo XII - Anélise de varidncia relativa a tabela 10 (Concentragio de Boro na parte aérea)

Fonte G.L. | Quadrado F Prob.
Meédio
Rep. 1 10.695 0.0996 0.0000
Fator A 1 4624.815 43.0766 0.0000
Fator B 3 2614.749 24.3544 0.0158
AB 3 511.763 4.7667 0.0094
Fator C 1 951.570 8.8631 0.0361
AC 1 568.688 5.2969 0.1531
BC 3 217.831 2.0289 0.2750
ABC 3 152.862 1.4238
ERRO 15 107.363

Coeficiente de variagio: 21.02%

Fator A: Condi¢3o do micélio

Fator B: Nivel de f6sforo

Fator C: Tempo de crescimento do milho
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Anexo XIII - Analise de varidncia relativa a tabela 10 (Concentragfio de Ferro na parte aérea)

Fonte G.L. | Quadrado F Prob.
Médio

Rep. 1 17800.541 40.3264 0.0000
Fator A 1 12718.132 28.8124 0.0001
Fator B 3 6086.505 13.7887 0.0001
AB 3 22057.526 49.9704 0.0000
Fator C 1 33759.063 76.4797 0.0000
AC 1 3281.919 7.4350 0.0156
BC 3 5611.234 12.7120 0.0002
ABC 3 10265.025 23.2550 0.0000
ERRO 15 441.412

Coeficiente de variagio: 9.22%

Fator A: Condigfio do micélio

Fator B: Nivel de fosforo

Fator C: Tempo de crescimento do milho

Anexo XIVAndlise de variancia relativa a tabela 10 (Concentragfio de Cobre na parte aérea)

Fonte G.L. Quadrado F Prob.
Médio

Rep. 1 79.443 29134 0.1085

Fator A 1 220.500 8.0865 0.0123

Fator B 3 6.090 0.2233

AB 3 31.298 1.1478 0.3620

Fator C 1 1.796 0.0658

AC 1 4.191 0.1537

BC 3 8.999 0.3300

ABC 3 16.334 0.5990

ERRO 15 27.268

Coeficiente de variagio: 22.90%
Fator A: Condigfio do micélio

Fator B: Nivel de fésforo

Fator C: Tempo de crescimento do milho

Anexo XV - Anilise de variincia relativa 3 tabela 10 (Concentragfio de Zinco na parte aérea)

Fonte G.L. Quadrado F Prob.
Meédio

Rep. 1 36.125 0.2087

Fator A 1 91.125 0.5264

Fator B 3 867.583 5.0113 0.0133

AB 3 1215.042 7.0183 0.0036

Fator C 1 4232.000 24.4448 0.0002

AC 1 15.125 0.0874

BC 3 340.083 1.9644 0.1627

ABC 3 115.542 0.6674

ERRO 15 173.125

Coeficiente de variagfio: 21.66%
Fator A: Condigio do micélio

Fator B: Nivel de fésforo

Fator C: Tempo de crescimento do milho

Efento da Apheagio de Fosforo e Tipo de Propagulo Micorrizico nos Parametros da Colonizagio e Crescimento do Milho X111



Anexos

Anexo XVI - Analise de varidncia relativa a tabela 10 (Concentragéo de Manganés na parte

aérea)
Fonte G.L Quadrado F Prob.
Médio
Rep. 1 1784.583 19.6543 0.0005
Fator A 1 2503.312 27.5700 0.0001
Fator B 3 8692.271 95.7315 0.0000
AB 3 10583.346 116.5587 0.0000
Fator C 1 403.209 4.4407 0.0523
AC 1 198.353 2.1845 0.1601
BC 3 316.048 3.4808 0.0426
ABC 3 255.946 2.8188 0.0746
ERRO 15 90.798

Coeficiente de variago: 8.01%

Fator A: Condigdo do micélio
Fator B: Nivel de fésforo
Fator C: Tempo de crescimento do milho

Anexo XVII - Analise de varidncia relativa a tabela 10 (Concentragdo de Enxofre na parte

acrea)

Fonte G.L. Quadrado F Prob.
Médio

Rep. 1 2.826 21.9783 0.0003

Fator A 1 1.791 13.9259 0.0020

Fator B 3 0.445 3.4635 0.0432

AB 3 0.448 3.4863 0.0424

Fator C 1 1.697 13.1998 0.0025

AC 1 0.170 1.3193 0.2687

BC 3 0.189 1.4674 0.2634

ABC 3 0.063 0.4878

ERRO 15 0.129

Coeficiente de variagio: 25.29%

Fator A: Condi¢do do micélio
Fator B: Nivel de fosforo
Fator C: Tempo de crescimento do milho
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