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RESUMO

SANTOS, Edson Aparecido. M. Sc., Universidade Federal de Vicosa. Fevereiro de 2009.
Microrganismos do solo no manejo integrado de plantas daninhas. Orientador: Lino Roberto
Ferreira. Coorientadores: Mauricio Dutra Costa e Antonio Alberto da Silva.

Com o objetivo de avaliar aspectos da relagdo planta microrganismo no manejo integrado
de plantas daninhas, seguiu-se ao desenvolvimento de trés trabalhos. No primeiro avaliou-se a
capacidade de descontaminagcdo de solo tratado com trifloxysulfuron-sodium pela biota
rizosférica da espécie vegetal Stizolobium aterrimum. Neste ensaio, cultivaram-se plantas de S.
aterrimum em solo contaminado com o herbicida e, coletando-se amostras de solo rizosférico
quinzenalmente, estimou-se a respiragdao do solo e o carbono da biomassa microbiana. Utilizou-
se sorgo como planta indicadora do residuo do herbicida no substrato e andlise por cromatografia
liquida de alta eficiéncia. No segundo ensaio, avaliou-se o desenvolvimento e o aciimulo de
nutrientes em oito espécies de plantas daninhas e nas culturas de milho e feijdo, quando em
desenvolvimento em solo fumigado com brometo de metila. No terceiro experimento, verificou-
se a ocorréncia de fungos micorrizicos arbusculares em 36 plantas daninhas e, dentre aquelas de
maior valor de importancia, determinou-se o potencial de solubilizacdo de fosfato inorganico
pela microbiota a elas associada. No primeiro ensaio, observou-se que a microbiota rizosférica
de S. aterrimum ¢ sensivel ao trifloxysulfuron-sodium, constituindo-se em indicador
microbiologico de disturbios causados por esse herbicida no ambiente. 45 dias de
desenvolvimento foram suficientes para que S. aterrimum promovesse a diminui¢ao do residuo
de trifloxysulfuron-sodium a um nivel ndo téxico a planta indicadora. As gramineas
apresentaram maior produgdo de matéria seca do que as dicotiledoneas quando cultivadas em
solo fumigado, sendo Conyza bonariensis a espécie mais afetada negativamente pela fumigacao.
A fumigacdo diminuiu o ciclo vegetativo das espécies Bidens pilosa, Eleusine indica e Cenchrus
echinatus. O actimulo de fosforo foi 20 e 30% menor em plantas de B. pilosa e C. bonariensis,
respectivamente, quando cultivadas em solo fumigado. As culturas de feijdo e milho foram
menos afetadas pela esterilizagdo do solo, em relagdo as plantas daninhas. Quanto a colonizacao
micorrizica, observou-se que todas as plantas avaliadas apresentaram estruturas tipicas de
micorrizas arbusculares, destacando-se a ocorréncia em um exemplar da familia brassicaceae.
Na maioria das espécies, foi observada a ocorréncia de arbusculos e enovelados de hifas nas

células corticais, sendo este ultimo mais comum entre as gramineas. Fungos endofiticos do tipo

vi



dark septat mycelium foram visualizados no sistema radicular de grande parte das familias
estudadas. As plantas daninhas Amaranthus retroflexus, Bidens pilosa e Leonotis nepetaefolia
apresentaram elevados valores de solubilizagdo relativa de fosfato, caracterizando a populagao

microbiana, associada a rizosfera, como eficiente na solubilizacao de fosfato inorganico.
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ABSTRACT

SANTOS, Edson Aparecido. M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2009. Soil
Microorganisms on Integrated Weed Manegement Adviser: Lino Roberto Ferreira.
CoAdpvisers: Mauricio Dutra Costa ¢ Antonio Alberto da Silva.

In order to evaluate aspects of the relation plants-microorganisms on integrated weed
management, three experiments were carried out. In experiment 1, plants of Stizolobium
aterrimum were cultivated in soil contaminated with trifloxysulfuron-sodium to evaluate the
decontamination capacity of that contaminated soil. Rhizospheric soil samples collected each 15
days were used to value soil respiration and microbial biomass carbon. Sorghum was planted to
indicate the presence of herbicide residue, beyond the analyses by high performance liquid
chromatography. In experiment 2, development and accumulation of nutrients were evaluated in
eight weed species and in bean and maize crops, while developing in soil fumigated with methyl
bromide. In experiment 3, arbuscular mycorrhizal fungi occurrence was verified in 36 weed, and
also the potential of inorganic phosphate solubilization by microbiota in some of these weeds. In
experiment 1 it was observed that S. aterrimum rhizospheric microbiota is sensitive to
trifloxysulfuron-sodium, becoming a microbiological indicator of problems caused by this
herbicide on environment. S. aterrimum provide trifloxysulfuron-sodium residue decrease to a
non toxic level on soil, after only 45 days of development. Gramineae showed higher dry matter
production in relation to dicotyledons when cultivated in fumigated soil. Soil fumigation
provided a decrease on vegetative cycle of Bidens pilosa, Eleusine indica and Cenchrus
echinatus, but the most negatively affected specie was Conyza bonariensis. P accumulation was
20 and 30% smaller, respectively, in Bidens pilosa and Conyza bonariensis. Compared to weed,
bean and maize crops were less affected by soil sterilization. All evaluated plants showed typical
structures of arbuscular mycorrhiza, high lightening it in a sample from brassicaceae family.
Most of the species showed both the two arbuscular morphological types and ball hyphae inside
cells, being the last one more common among gramineaes. Dark septate endophytic fungi were
viewed at radicular system, in most of the families. High values of relative phosphate
solubilization were for Amaranthus retroflexus, Bidens pilosa and Leonotis nepetaefolia,
characterizing the microbial population, associated to the rhizosphere, as efficient on inorganic

phosphate solubilization.
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1. INTRODUCAO GERAL

O Brasil se destaca mundialmente na producdo de alimentos, respondendo por mais de
4% do mercado mundial do agronegdcio, ocupando uma area agricola correspondente a 60
milhdes de hectares (IBGE, 2008). A lideranca no setor, com destaque para varias atividades
como soja, cana-de-agucar, citrus, carnes e café, faz do pais candidato a maior fornecedor de
alimentos para o mundo na segunda quinzena deste século (FAO, 2002).

A eficiéncia na producgdo e o aumento de produtividade das culturas muitas vezes estdo
associados a um uso intensivo de fertilizantes e agrotoxicos. Segundo Ferreira e Gongalves
(2007) em 1950 o consumo de fertilizantes no Brasil era de 224 mil toneladas, havendo uma
crescente utilizacao de mais de 10.000%, sendo este valor elevado a 22.767 milhdes de toneladas
em 2005. A utilizagdo de agrotoxicos no Brasil ja ¢ a maior do mundo (AGED, 2009), segundo a
agéncia, os agricultores brasileiros compraram cerca de sete milhdes de dolares em agrotdxicos
no ano de 2008. Destacam-se os herbicidas, que correspondem por aproximadamente 60% do
volume total destes produtos (SINDAG, 2008).

Nesse sentido, ao longo dos anos, varios produtos com caracteristicas que prejudicassem
menos o meio ambiente foram desenvolvidos, assim como houve uma utilizagdo de doses
menores e praticas de controle integradas. Sistemas de manejo foram introduzidos, tais como o
plantio direto que se mostra como um sistema conservacionista apresentando inumeras vantagens
ambientais (Camara & Klein, 2005). Outra pratica agricola de carater conservacionista ¢ a
integragdo entre sistemas: a integragdo lavoura/pecudria mostra-se como alternativa promissora
para sistemas de produg¢do menos intensivo no uso de insumos, sendo assim sustentavel tanto
econdmica como ecologicamente (Lopes et al., 2008). Percebe-se, portanto, consideravel
preocupacao no estudo das interagdes agroecoldgicas, buscando-se condigdes que favorecem o
pleno desenvolvimento da cultura evitando-se a0 maximo os impactos ambientais negativos.

Os vérios tipos de interagdo entre plantas e os microrganismos podem favorecer,
prejudicar ou ndo interferir no desenvolvimento da espécie vegetal. Torsvik et al., (2002)
destacam que apesar da sabida diversidade e distribuicdo, ha uma caréncia de estudos sobre os
microrganismos do solo e suas relagdes com o ambiente. Apesar disso, sabe-se que atuam de
forma fundamental na coordenagdo dos ciclos biogeoquimicos e equilibrio dos ecossistemas. Os
estudos que enfocam a relagdo plantas microrganismos sdo importantes, pois se observa um

grande potencial biotecnologico (Goi & Souza, 2006), destacando-se a utilizagdo como



inoculantes e na biorremedi¢ao de ambientes. A fitorremediagao consiste na utilizagao de plantas
e sua microbiota associada na descontaminagdo de solo e 4gua. Explora a habilidade de algumas
espécies vegetais bem como a tolerancia das mesmas aos contaminantes (Wilson et al., 2000).
Esta técnica apresenta-se como alternativa agrondmica para sistemas de cultivo que necessitam
remover herbicidas de alta persisténcia no solo.

Microrganismos do solo associam-se a plantas de interesse econdmico destacando-se
outras vantagens a producgdo: a simbiose de plantas como soja, feijdo, cana-de-actcar dentre
outras, com bactérias fixadoras de nitrogénio atmosférico, conferindo aporte de N ao solo e
otimizando o manejo de adubagao nas lavouras (Melloni et al, 2006). Da mesma forma, um vasto
nimero de espécies vegetais associa-se a fungos micorrizicos arbusculares (FMAs), que
conferem uma série de vantagens as plantas e ao agrossistema como um todo. A diversidade dos
FMAs est4 intimamente ligada a produtividade e estabilidade das comunidades vegetais (Berbara
et al, 2006) por somarem para as plantas, aporte na absor¢do de nutrientes e dgua e protecao
contra patdgenos (Smith & Read, 1997). Estes fungos tém papel importante no seqiiestro de
carbono atmosférico por acumularem este elemento na biomassa e em solos (Olsson &
Wilhelmsson, 2000; Rillig et al., 2001), além disso, os FMAs favorecem a formagao ¢ estabilidade
de agregados do solo por agéo fisica do micélio fungico e pela producdo de glomalina, glicoproteina
com agdo estabilizante nos agregados do solo (Rillig & Mummey, 2006). Outro grupo de
microrganismos associados de suma importancia para a agricultura sdo os solubilizadores de fosfato
inorganico: um grande niimero de fungos e bactérias possui a capacidade de solubilizar fosforo no
solo disponibilizando este nutriente para as plantas, especialmente pela produ¢do de acidos organicos
(Whitelaw, 2000).

Existe uma gama de microrganismos no solo associados a plantas e influenciados por elas por
meio das raizes, na interface solo raiz, este ambiente de relagdo é conhecido como rizosfera, onde
ocorrem trocas de componentes, existem pontos especificos de penetracdo e exposi¢ao de substancias
quimicas tornando a relagao planta/microrganismo muitas vezes especifica (Aquino & Assis, 2005;
Moreira & Siqueira, 2006), assim, vale também considerar a capacidade de uma espécie vegetal
em influenciar determinada comunidade microbiana. Neste ponto ressaltamos as plantas que
ocorrem em um ambiente agricola quando, a principio, ndo desejadas, chamadas de plantas
daninhas. Estas plantas existem em um grande numero e possuem grande capacidade adaptativa

e competitiva (Silva & Silva, 2007). Competem com as culturas por agua, luz e nutrientes,



porém, estudos de competicdo e principalmente fatores competitivos devem ser considerados
quando se objetiva um manejo integrado da lavoura (Merotto, 2001).

Parcela significativa da competicdo entre plantas ocorre abaixo da superficie do solo,
onde as rotas de ativacdo da expressdo de genes em resposta a competi¢do por dgua e nutrientes
ainda ndo sdo completamente elucidadas e onde as raizes exercem papel fundamental no
processo competitivo (Rizzardi, et. al., 2001). Neste sistema, o melhoramento genético pelo qual
as plantas cultivadas foram submetidas pode ter promovido menor capacidade associativa com as
diferentes populacdes de microrganismos edaficos. Neste sentido, a existéncia de uma associagdo
com microrganismos do solo pode ser decisiva diante de uma competigdo. No caso da simbiose
mutualistica, a planta mais eficiente na busca pela associacdo pode ser beneficiada. Ainda,
considerando a capacidade agressiva que algumas plantas daninhas apresentam em condigdes de
baixa disponibilidade dos fatores para crescimento, a eficiéncia em formar associagdes com
microrganismos do solo pode responder pela maior viabilidade que tais espécies apresentam
quando em competi¢cdo com as culturas.

Diante do exposto, objetivou-se definir relagdes de plantas com microrganismos do solo
visando um melhor entendimento ecologico e busca por um correto manejo integrado de plantas
daninhas. Desenvolvendo-se para isso trés trabalhos: no primeiro objetivou-se determinar a
atividade microbiana rizosférica durante processo de remedi¢do de solo contaminado por
herbicida, avaliando-se também o tempo necessario para descontaminagdo do solo. No segundo
trabalho, avaliou-se o crescimento e desenvolvimento e acimulo de nutrientes por plantas
daninhas em funcdo da fumigacdo do solo com brometo de metila. Em um terceiro trabalho,
buscou-se relatar fungos micorrizicos arbusculares em plantas daninhas, bem como determinar a

capacidade da microbiota, associada a estas plantas, em solubilizar fosfato inorgénico.
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2. ATIVIDADE RIZOSFERICA DURANTE PROCESSO DE REMEDIAQAO POR
Stizolobium aterrimum DE SOLO TRATADO COM HERBICIDA

2.1 - RESUMO

Neste trabalho, objetivou-se avaliar a atividade da microbiota associada a rizosfera de
Stizolobium aterrimum, durante processo de fitorremediagcdo de solo contaminado com o
herbicida trifloxysulfuron-sodium. Em vasos com capacidade para seis litros, apos aplicagcdo ou
ndo de 7,5 g ha' do herbicida trifloxysulfuron-sodium, cultivou-se a espécie vegetal S.
aterrimum. A cada 15 dias ap6s a semeadura (DAS) procedeu-se a coleta de solo rizosférico. Em
cada coleta estimou-se a respiragdo da microbiota do solo (quantidade de CO, evoluido), o
carbono da biomassa microbiana (CBM) e o quociente metabdlico (qCO,). Para determinagdo do
residuo do herbicida nas amostras de solo apds a remediagdo, cultivou-se sorgo como planta
indicadora, além da analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Observou-se que a
microbiota associada a rizosfera de S. aterrimum ¢ sensivel ao trifloxysulfuron-sodium, podendo
constituir-se em indicador microbioldgico de disturbios causados por esse herbicida no ambiente.
Quanto ao tempo para remediagdo, 45 dias de desenvolvimento sdo suficientes para que S.
aterrimum promova a diminui¢do do residuo de trifloxysulfuron-sodium a um nivel satisfatorio

no solo.

Palavras-chave: fitorremediacdo; descontaminac¢do ambiental; adubo-verde
2.2 - ABSTRACT

This study aimed to evaluate microbial activity associated to Stizolobium aterrimum
rhizosphere, while phytoremediation process of soil contaminated trifloxysulfuron-sodium. S.
aterrimum was cultivated in pots with capacity for 6L, after applying or not 7.5 g ha™ of
trifloxysulfuron-sodium, and at each 15 days after sowing (DAS), rhizospheric soil was
collected. In each collection soil microbiota respiration (CO, evoluted), microbial biomass
carbon (MBC) and metabolic quotient (qCO;) were valued. Sorghum was planted to indicate the
presence of herbicide residue after remediation, beyond the analyses by high performance liquid
chromatography. Microbiota associated to S. aterrimum rhizosphere is sensitive to
trifloxysulfuron-sodium, becoming a microbiological indicator of problems caused by this
herbicide on environment. S. aterrimum provide trifloxysulfuron-sodium residue decrease to a

satisfactory level on soil, after only 45 days of development.



Key words: phytoremediation; sustainable agriculture; environmental decontamination; green

manure
2.3 - INTRODUCAO

A fitorremediacdo ¢ o uso de plantas e da microbiota associada na descontaminagao de
solo e 4gua, explorando a habilidade de algumas espécies vegetais de removerem/extrairem e, ou
mineralizarem xenobidticos, bem como a tolerancia dessas plantas aos contaminantes (Wilson et
al., 2000). Esta técnica apresenta-se como alternativa agronomica para sistemas de cultivo que
necessitam remover herbicidas de alta persisténcia no solo, como o trifloxysulfuron-sodium, que
¢ utilizado na cultura do algoddao em pos-emergéncia inicial ou em mistura ao ametryn na cana-
de-agucar (Rodrigues & Almeida, 2005), apresentando problemas de carryover em culturas
sensiveis plantadas até oito meses apds aplicagdo, porém passivel de remedia¢do pela espécie
vegetal mucuna-preta (Stizolobium aterrimum) (Procépio et al., 2005).

Pode-se afirmar que a fitorremediagdo ¢ uma técnica aceleradora da retirada de
compostos toxicos do solo, no caso herbicidas, promovendo sua descontaminagdo (Cunningham
et al., 1996). Baseia-se na seletividade que algumas espécies exibem a um composto especifico e,
ou, a um mecanismo de agdo. A tolerancia pode ser resultante de processos como a translocagao
diferencial de compostos organicos para outros tecidos da planta com subsequente volatilizagao,
degradacdo parcial ou completa transformagdo em compostos menos toxicos, combinados e, ou,
ligados nos tecidos das plantas (Accioly & Siqueira 2000). Além disso, existe a possibilidade de
fitoestimulagdo, na qual, em razdo da liberagdo de exsudatos radiculares, ha o estimulo a
atividade microbiana, que atua degradando o composto no solo, o que caracteriza, em algumas
plantas, a aptiddo rizosférica para a biorremediacdo de compostos toxicos (Cunningham et al.,
1996; Accioly & Siqueira 2000; Scramin et al., 2001).

Em vérios trabalhos ¢ relatada a contribuicao das plantas estimulando, por meio do efeito
rizosférico, a mineralizagdo de alguns herbicidas, principalmente atrazine e metolachlor
(Anderson et al., 1994; Anderson & Coats 1995; Perkovich et al., 1996; Burken & Schnoor
1996).

Pela avaliagdo da atividade microbiana na rizosfera pode-se inferir sobre o papel da
microbiota, quando estimulada pelas raizes das plantas, na remediacdo dos herbicidas. Essa

atividade pode ser estimada indiretamente por varidveis como a respiragdo basal do solo



rizosférico (Paul et al., 1999), a biomassa microbiana (Jenkinson & Ladd 1981; Stenberg, 1999)
o quociente metabolico (qCO;) (Anderson & Domsch, 1985), porcentagem de colonizacdo das
raizes por fungos micorrizicos, numero ¢ atividade de nddulos na fixacdo de N, no caso de
leguminosas, entre outros.

Virios fatores afetam os microrganismos associados a rizosfera, logo podem afetar o
processo de fitorremediacdo, dentre tais fatores, pode-se citar: caracteristicas de solo como
concentracao de argila, pH, teor de matéria organica, disponibilidade de elementos, aeragdo
(Tauk, 1990); caracteristicas das plantas como espécie, vigor, profundidade do sistema radicular,
numero e tamanho de raizes, quantidade de exsudados, materiais soltiveis, mucigel, mucilagem e
células mortas produzidas (Moreira & Siqueira, 2002). A exsudacdo de compostos orgéanicos
varia muito em fungdo da espécie, segundo Newman & Watson, (1977) plantas de alfafa e de
pinus exsudam maior volume de carboidratos em relacdo a plantas de cevada e milho. E plantas
de milho exsudam maior volume de aminoacidos em relagdo a plantas de Robinia pseudoacacia.

Outro fator importante na relacdo planta microrganismo de solo ¢ a idade da planta.
Segundo Rovira (1965), em fase de florescimento, ha maior liberacdo de exsudados radiculares,
contribuindo para maior nimero de microrganismos associados a rizosfera. A deposi¢ao de
materiais organicos (agUcares, acidos organicos, aminoacidos, carboidratos) pelas plantas,
também ¢ afetada pela idade da mesma (Hale et al., 1971; Balarsubramanian & Rangaswami,
1969).

Diante do exposto, objetivou-se com este trabalho avaliar a atividade microbiana
rizosférica de S. aterrimum durante processo de fitorremediagdo de solo contaminado com o
herbicida trifloxysulfuron-sodium, identificando estadios onde a descontaminagdo ¢ mais

eficiente.
2.4 - MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo e laboratério pertencentes ao
Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de Vigosa.

Vasos com capacidade para 6,0 litros foram preenchidos com solo previamente
classificado fisica e quimicamente (Tabela 1) e adubado com 100 kg ha' de adubo da
formulacdo 8-28-16. Em seguida o solo foi umedecido até 70% da capacidade de campo para a

aplicacdo do herbicida trifloxysulfuron-sodium na dose de 7,5 g ha™. Para isso, utilizou-se



pulverizador pressurizado com CO,, com volume de calda de 200 L ha™. Apods 24 horas da
aplicagdo, realizou-se a semeadura da mucuna-preta (Stizolobium aterrimum), depositando-se
trés sementes por vaso, deixando-se, apds emergéncia e estabelecimento das plantulas, uma
planta por vaso.

Os tratamentos foram compostos pela combinacdo de quatro sistemas de cultivo (solo
contaminado com herbicida e cultivado com a mucuna-preta; solo sem herbicida e cultivado com
a mucuna-preta; solo contaminado com o herbicida sem cultivo e, solo sem herbicida e sem
cultivo) e cinco épocas de coleta (aos 15, 30, 45, 60 e 75 dias apds a aplicagdo do herbicida —
DAA), constituindo um fatorial 4 x 5 com trés repeticdes, obtendo-se portanto 60 unidades
experimentais.

Para cada época de avaliagao foi retirada uma amostra do solo de 500 gramas, rizosférico,
quando cultivado com a mucuna, e ndo rizosférico (ndo cultivado). As plantas eram retiradas do
solo e coletavam-se as amostras do solo aderido as raizes das mesmas. Apos serem passadas por
peneira de dois mesh, secas ao ar e determinada a umidade, estas amostras eram divididas em
subamostras, e, para avaliacdo da respiracao do solo e biomassa microbiana, amostras de 100 g
de solo seco eram adicionadas em frascos Erlenmayer, sendo o teor de dgua nas amostras
mantido em 70% da capacidade de campo.

Nas épocas pré-estabelecidas, a respiracdo da microbiota do solo, nos diferentes
tratamentos foi estimada por meio da quantidade de CO; evoluido, o qual foi capturado em
frascos contendo 100 mL de NaOH (0,25 mol L), em sistema continuo de fluxo de ar (isento de
CO, e umidade), procedendo-se entdo a titulagdo indireta do hidroxido de s6dio com HCI (0,25
mol L), onde o excesso de NaOH que ndo reagiu com o CO, evoluido foi quantificado,
permitindo assim a quantificagdo do CO; evoluido das amostras incubadas.

Também em cada avaliacdo, foi determinado o carbono da biomassa microbiana (CBM)
pelo método descrito por Vance et al, (1987), utilizando-se, em lugar do cloroféormio
(fumigacdo), forno de microondas (irradiacao) (Islam & Weil, 1998). Diante de valores de CO; e
CBM, calculou-se o quociente metabdlico (qCO,), resultado da divisdo entre o primeiro e o
segundo.

Para verificacdo do residual herbicida nas amostras de solo, em subamostras de 100 g de
solo cultivou-se sorgo como espécie indicadora em bioensaio (Vivian et al., 2007). As

subamostras eram acondicionadas em frascos de 0,15 L, onde se semearam cinco sementes de



sorgo, deixando-se trés plantulas por vaso, sendo um vaso para cada unidade onde se cultivou a
mucuna previamente. As plantas de sorgo desenvolveram-se por 20 dias, quando se realizaram a
avaliagdo da intoxicagdo visual, altura de plantas ¢ massa seca da parte aérea. Procedeu-se
também a andlise cromatografica, submetendo-se subamostras do solo a agitacdo rotacional,
centrifugacao e coleta do sobrenadante filtrado. Para quantificagdo da concentracdo do herbicida
em solu¢do uma aliquota previamente filtrada foi analisada por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) em aparelho Shimandzu, equipado com detector UV a 245 nm e coluna
Varian de fase reversa (C-18). A fase movel foi composta por acetonitrila, 4gua e acido
fosférico, na respectiva proporgdo 48:52:1 (v:v:v), com fluxo de 1 mL min™. Utilizou-se o
método do padrio externo em solugdo de CaCl, 0,01mol L™

Apos a coleta e tabulagao dos dados, os mesmos foram submetidos a analise de variancia.
A partir das médias significativas, foram ajustadas curvas de regressdo, para o herbicida
relacionando épocas de avaliag@o e evolucdo de CO; para cada tratamento dado ao solo, sendo os
coeficientes testados pelo teste t a 5% de significancia. Para as demais avalia¢des, realizou-se

comparacao de médias pelo teste de Tukey com 5% de probabilidade de erro.
2.5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Em todas as épocas de avaliacdo, observou-se desenvolvimento normal da mucuna-preta,
independentemente da aplicacdo do herbicida, confirmando a tolerdncia dessa espécie ao
produto, conforme ja descrito em outros trabalhos (Santos et al., 2005; Procdpio et al., 2005).

Observou-se comportamento linear para o acimulo de CO, ao longo do periodo de
incubacdo das amostras de solo sob os diferentes tratamentos. O maior acumulo de CO, foi
observado para o solo cultivado com mucuna-preta quando nao recebeu a aplicagao do herbicida.
Menor atividade metabdlica, evidenciada pelo desprendimento de CO,, foi verificada no solo ndo
cultivado e contaminado com trifloxysulfuron-sodium (Figura 1).

A respiragado total da microbiota da amostra de solo ndo contaminado e ndo cultivado foi
semelhante aos valores observados para as amostras provenientes da rizosfera de mucuna em
solo previamente contaminado pelo herbicida (Figura 1). E provavel que a maior atividade
observada no solo contaminado com herbicida e posteriormente cultivado com a mucuna-preta se
deve a maior concentracdo de microrganismos e abundancia de exsudados provenientes do

desenvolvimento da espécie vegetal. Pires et al., (2005) observaram que o solo rizosférico
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tratado com tebuthiuron apresentou maior desprendimento de CO, comparado ao solo ndo
vegetado, sendo esse fato atribuido a fitoestimulagdo da microbiota associada a rizosfera.

Considerando a complexidade do sistema radical em solo, quanto a possibilidade de
interagdes com microrganismos ¢ a variedade de compostos presentes, varias sdo as
possibilidade de quebra de compostos xenobidticos por meio da rizodegradagao, mecanismo que
contribui de maneira integrada a fitoestimulagao (Santos et al., 2007). Nesse sentido, a variedade
de compostos, bem como o estadio fenoldgico e a idade da planta podem garantir maior sucesso
no processo de descontaminacao. Hale et al., (1971) e Balarsubramanian & Rangaswami (1969)
mostraram que a exsudagdo de N-amina em raizes de sorgo decresce com a idade da planta,
observando também maior exsudag@o de aglcares. Para a espécie vegetal Crotalaria juncea estes
mesmos autores encontraram valores de exsudagdo de N-amina maiores aos 30 dias apds a
emergéncia das plantas, em relagdo a 15 e 45 dias.

A avaliacdo do total de carbono proveniente da biomassa microbiana das amostras de
solo evidenciou maior valor para o solo cultivado com a mucuna-preta, independentemente da
aplicacdo do herbicida, contudo sem diferenca significativa para o solo sem cultivo prévio e sem
herbicida (Tabela 2). O menor valor de CBM (136,25 pg g™") foi observado para o solo tratado
com o herbicida e nao cultivado previamente com mucuna-preta (Tabela 2). Acredita-se que a
adi¢ao do herbicida em solo ndo vegetado promove efeito negativo a biomassa microbiana nao
beneficiada pelo efeito rizosférico. Alguns autores relataram o efeito negativo de herbicidas a
microrganismos do solo (Edwards 1989, Wardle 1994, Perschbacher et al. 1997, Kinney et al.
2005) e o beneficio da vegetagdo na atividade microbiana (Santos et al. 2006, Santos et al. 2007).

Uma estimativa mais representativa dos efeitos de qualquer estresse sobre a microbiota
do solo pode ser obtida por meio da avaliagdo do quociente metabdlico (qCO;), o qual relaciona
0 CO; acumulado ¢ o total do CBM (Anderson & Domsch, 1985). Esse indice estabelece que, a
medida que a biomassa microbiana se torna mais eficiente em utilizar os recursos em seu meio,
menos C ¢ perdido como CO, pela respiragdo, podendo ele ser reincorporado aos tecidos
microbianos. Dessa forma, menor qCO, significa maior estabilidade da BM e,
consequentemente, da matéria organica no solo. O valor de qCO, foi maior nas amostras
provenientes do solo tratado com o herbicida e ndo cultivado com a mucuna-preta (Tabela 2).

Dessa maneira, pode-se inferir para esse tratamento, menor eficiéncia na utilizagdo de C no
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metabolismo microbiano. Para os demais tratamentos, ndo se observaram diferencas no valor de
qCoOa,.

A partir do bioensaio foi possivel comprovar a eficiéncia da mucuna-preta na
descontaminag¢do do solo com residuo do trifloxysulfuron-sodium, observando-se intoxicagao
nas plantas de sorgo somente quando cultivadas em solo contaminado pelo herbicida e nao
cultivado pela mucuna-preta (Tabela 3). A excegdo da primeira época de coleta de solo (30 DAS)
para intoxicagdo visual, houve desenvolvimento do sorgo semelhante a testemunha em todas as
parcelas previamente cultivadas pela mucuna-preta.

Para fins de adubacao verde, durante o periodo vegetativo, a mucuna-preta desenvolve-se
por aproximadamente 80 dias, sendo posteriormente cortada e incorporada ao solo, ou ainda
deixada na superficie. Considerando os resultados obtidos, o periodo vegetativo compreendido
até aos 45 dias de desenvolvimento da mucuna-preta ¢ suficiente para descontaminagdo de solos
com residual de trifloxysulfuron-sodium na dose comercialmente recomendada de 7,5 g ha™.
Favero et al., (2001) em trabalho visando avaliar a capacidade de cobertura do solo por espécies
de adubacao verde, mostraram que logo aos 28 dias apos a emergéncia, plantas de mucuna-preta
conferiram a maior cobertura do solo. Neste sentido, Procopio et al., (2005) relatam que apenas
25 plantas m™ sdo suficientes para descontaminar solo com residual de trifloxysulfuron-sodium
para cultivo de feijdo.

O bioensaio foi fundamental para avaliagdo dos residuos do herbicida em estudo. A
analise das amostras em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) impossibilitou a
determinagdo do nivel de residuos do herbicida presente no solo. A dose do trifloxysulfuron-
sodium comercialmente recomendada (7,5 g ha™) fica abaixo do limite de quantificacio (LQ) do
método CLAE. Em estudos realizados por Vivian (2007), a extragdo e avaliacdo dos residuos de
trifloxysulfuron-sodium, em diferentes solos, permitiram quantificagdo segura desse herbicida
para valores de LQ superiores a 0,08 pg kg de solo. Neste trabalho, considerando o volume de
solo utilizado, a concentragao do trifloxysulfuron-sodium foi de, aproximadamente, 0,004 ng kg
! de solo, portanto, 20 vezes abaixo do LQ estabelecido por aquele autor. Apesar da concentragio
baixa no solo, este nivel de contaminacdo ¢ suficiente, em nivel de campo, para intoxicagdo de

espécies sensiveis cultivadas.

Conclui-se que a microbiota associada a rizosfera da mucuna-preta mostrou-se sensivel

ao herbicida trifloxysulfuron-sodium, podendo constituir-se em indicador microbioldgico de
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distirbios causados por esse herbicida no ambiente. Apés 45 dias de desenvolvimento da
mucuna-preta, o residuo do herbicida trifloxysulfuron-sodium ¢ reduzido no solo, permitindo o

desenvolvimento normal da planta indicadora.
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Tabela 1 — Composigdo fisico-quimica do solo Argissolo Vermelho-Amarelo utilizado no
experimento. Vigosa-MG, 2009.

Analise granulométrica (dag kg™)

Argila Silte  Areia fina Areia grossa Classificagdo textural
39 11 17 33 Argilo-arenosa
Analise Quimica
pH P K" [H+Al AP"  Ca¥ Mg" CTCu | v m MO
H,0 mg dm” cmol, dm™ % dag kg
5,0 0,6 18 5,94 1,1 0,1 0,0 6,09 2 88 2,18

Analises realizadas nos Laboratérios de Analises Fisicas e Quimicas de Solo do Departamento de

Solos da UFV, segundo método descrito pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria-
Embrapa (1997).

Tabela 2 - Carbono da biomassa microbiana (CBM) e quociente metabolico (qCO,), em
amostras de solo provenientes ou nao da rizosfera de mucuna-preta, apos

aplicacio ou ndo de 7,5 g ha' de trifloxysulfuron-sodium, coletadas aos 45 dias
apos a semeadura. Vigosa-MG, 2009.

) Stizolobium aterrimum Sem cultivo prévio
Caracteristica
Sem herbicida  Com herbicida Sem herbicida Com herbicida
CBM (ug g'l) 281,89 A 258,34 A 219,87 AB 136,25 B
qCO; 0,031 A 0,030 A 0,034 AB 0,052 B

Médias seguidas por letras iguais, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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Figura 1 — Evolugdo do CO, acumulado, proveniente do solo contaminado ou ndo com o
herbicida trifloxysulfuron-sodium (7,5 g ha™) e fitorremediado ou ndo por
Stizolobium aterrimum. Com planta e com herbicida: § = 6,78X* + 16,333 e R*=
0,99; com planta e sem herbicida: ¥ = 6,933X* + 72,0 ¢ R*=0,99; sem planta e
com herbicida: § = 5,833X* + 36,5 e R? = 0,99 e; sem e sem herbicida: § =
6,66X* + 350 ¢ R’*= 0,99; */significativos pelo teste’t” a 5% de probabilidade.
Vicosa-MG, 2009.
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Tabela 3 - Sorgo cultivado em solo proveniente ou ndo da rizosfera de Stizolobium

aterrimum, apos tratamento ou ndo com o herbicida trifloxysulfuron-sodium
(7,5 gha™) e coletado em quatro épocas. Vigosa-MG, 2009.

Intoxicagéo visual (%)

DAS' Stizolobium aterrimum Sem cultivo prévio
Sem herbicida Com herbicida Sem herbicida Com herbicida
30 0,0Cb 10,0Aa 0,0 Cb 90Aa
45 0,0Bb 0,0Bb 0,0 Bb 70 Ab
60 0,0Bb 0,0Bb 0,0 Bb 66 Ab
75 0,0Bb 0,0Bb 0,0 Bb 70 Ab
Altura (cm)
DAS Stizolobium aterrimum Sem cultivo prévio
Sem herbicida Com herbicida Sem herbicida Com herbicida
30 2833 Aa 22,67Bb 2933 Aa 12,33 Ca
45 33,00A a 28,00 A a 33,67Aa 13,33Ba
60 30,33 Aa 29,67 A a 2933 Aa 12,87Ba
75 30,33 Aa 2833 Aa 30,00 A a 13,67 B a
MSPA (9)
DAS Stizolobium aterrimum Sem cultivo prévio
Sem herbicida Com herbicida Sem herbicida Com herbicida
30 091 Aa 0,67Bb 0,96 A a 0,18Cb
45 0,98 Aa 092 Aa 0,89 Aa 0,26 B a
60 0,96 A a 091 Aa 092 Aa 0,33Ba
75 1,00 A a 098 Aa 097 Aa 0,32Ba

'Dias apos a semeadura de S. aterrimum
Médias seguidas por letras iguais, maiisculas na linha e minusculas na coluna, para cada
caracteristica, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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3. EFEITO DA FUMIGACAO DO SOLO NO CRESCIMENTO E NUTRICAO
MINERAL DE ESPECIES DANINHAS E CULTURAS

3.1 - RESUMO

Objetivou-se com este trabalho avaliar o crescimento ¢ o acimulo de macro- e
micronutrientes em oito espécies de plantas daninhas (Ageratum conyzoides L., Bidens pilosa L.,
Cenchrus echinatus L., Conyza bonariensis L., Echinochloa crus-galli L., Eleusine indica L.,
Ipomoea grandifolia L. e Lolium multiflorum L.) e nas culturas de feijdo e milho, cultivadas em
substrato fumigado composto por um Argissolo Vermelho-Amarelo. Para isso, o substrato foi
acondicionado em caixas de amianto e tratado com brometo de metila (2,5 cm® L™'/72 h), sendo
em seguida, transferido para vasos com capacidade de 6,0 L, onde foram semeadas as espécies
vegetais. As avaliagdes referentes a altura, area foliar, nimero de folhas, matéria seca da parte
aérea e das raizes e teor relativo dos nutrientes K, P, S, Ca, Mg, Zn, Fe, Mn e Cu, foram
realizados por ocasido da colheita do experimento, aos 50 dias ap6s emergéncia das plantulas.
Durante a realizagdo do experimento, avaliou-se também a duragdo do estadio de
desenvolvimento das espécies até o florescimento. Observou-se efeito positivo maior da
fumigacdo do substrato no crescimento, numero de folhas, area foliar, altura de plantas e
acumulo de nutrientes nas plantas daninhas graminaceas, em relagdo as dicotiledoneas. Conyza
bonariensis foi a mais afetada pela fumigagdo do solo, com a matéria seca, numero de folhas,
area foliar, altura e acimulo de nutrientes em torno de 50 % menores em relacdo as plantas
crescidas em solo normal. A fumigacdo do substrato influenciou também o ciclo vegetativo das
plantas, sendo este menor em relagdo aquelas cultivadas em ndo-fumigado para as espécies B.
pilosa, E. indica e C. echinatus. Observou-se, ainda, acamulo de P 20 e 30% menor em plantas
de Bidens pilosa e Conyza bonariensis, respectivamente, quando cultivadas em solo esterilizado.
As culturas de feijao e milho foram menos afetadas pela esterilizagdo do solo em comparacao as

plantas daninhas.

Palavras-chave: rizosfera; fumigacao de solo; microrganismos do solo.
3.2 - ABSTRACT

This experiment was carried out in order to evaluate growth and accumulation of macro
and micro nutrients on Ageratum conyzoides L., Bidens pilosa L., Cenchrus echinatus L.,

Conyza bonariensis L., Echinochloa crus-galli L., Eleusine indica L., Ipomoea grandifolia L.
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ande Lolium multiflorum L. and bean and maize crops. Soil fumigated, composed by red-yelow
clay soil, was stored in containers and treated with methyl bromide (2.5 cm® L™'/72 h), being later
transferred to pots with capacity for 6L, where vegetal species were sowed. After 50 days of
plantule emergence, height, foliar area, ground tissue dry matter, leave number, and relative
content of K, P, S, Ca, Mg, Zn, Fe, Mn and Cu were evaluated. Time spent from species
development stage up to flowerage was also evaluated. Higher positive effect of soil fumigation
on growth, leave number, foliar area, plant height and nutrients accumulation were observed in
the gramineae, in relation to dicotyledons. Conyza bonariensis was the most affected in dry
matter, leave number, foliar area, height and nutrient accumulation, around 50% smaller in
relation to plants in normal soil. Vegetal cycle, to B. pilosa, E. indica and C. echinatus, was also
influenced by soil fumigation, beyond being smaller in relation to plants in soil non fumigated.
When cultivated in sterilized soil. P accumulation was 20 and 30% smaller, respectively, in
Bidens pilosa and Conyza bonariensis. Compared to weed, bean and maize crops were less

affected by soil sterilization.

Key words: rizosphere; soil fumigation; soil microorganisms.
3.3 - INTRODUCAO

Na agricultura atual, tem se observado maior preocupagdo com a sustentabilidade dos
sistemas de producao, além de se demandar condigdes cada vez mais exigentes para o aumento
da produtividade. Apesar de toda modernizacdo, as pragas e doengas persistem nos campos de
producdo, destacando-se as plantas daninhas, espécies vegetais que interferem nas atividades
antropicas, impondo, de alguma forma, prejuizos.

Estas plantas possuem grande agressividade e rapido poder de adaptagdo,
estabelecimento e perpetuacdo, existem mecanismos especiais conferindo as mesmas, maior
capacidade de competi¢do pela sobrevivéncia, como dorméncia, alelopatia e habito trepador
(Pitelli, 1987). Silva et al., (2007) destacam que algumas caracteristicas das plantas daninhas
fazem com que elas sejam mais eficientes no uso de fatores do ambiente e dominem as espécies
cultivadas quando sem interferéncia antropica. E relatada a elevada capacidade de produgdo de
sementes ou outros disseminulos, capacidade diferenciada de germinagdo, rapido
desenvolvimento inicial, manutencdo da viabilidade das sementes no solo por longo tempo e

diversos mecanismos de dispersdo. Assim, como comprovada a complexa relacdo entre

20



microrganismos do solo e espécies vegetais num dado ecossistema (Nusslein & Tiedje, 1999;
Moreira & Siqueira, 2006; Aquino & Assis, 2005), espera-se que caracteristicas de
adaptabilidade de plantas daninhas, sejam influenciadas diretamente por microrganismos do solo.

Destacam-se os microrganismos do solo pela versatilidade adaptativa a mudanca de
fatores como pH, umidade, concentracdo de determinado elemento, temperatura, dentre outras
caracteristicas, sendo muitas vezes protegidos e estimulados pela comunidade vegetal presente
(Aquino & Assis, 2005). Os microrganismos do solo podem apresentar mais de 10.000 espécies
por grama de solo (Torsvik et al., 1990) e representar cerca de 85 % da biomassa e 90 % do fluxo
de CO, entre os componentes bidticos responsaveis pela decomposigao de serrapilheira (Paoletti
& Bressan, 1996). Segundo Hsu & Barth (1979) e Arthur et al., (2000), ocorre exsudagao
constante e relativa de nutrientes da planta para o solo caracterizando o efeito rizosférico na
interface solo-raiz, o que resulta na proliferacio da comunidade microbiana naquela regido.
Desta forma, o numero de microrganismos nos solos rizosféricos, regido sobre influencia direta
da raiz, ¢ normalmente cinco a dez vezes maiores do que naqueles nao-rizosféricos, podendo, em
alguns casos, chegar a mais de 100 (Anderson et al., 1993). Assim, parcela significativa da
competi¢do entre plantas ocorre abaixo da superficie do solo, onde as rotas de ativagdo da
expressao de genes em resposta a competicao por agua e nutrientes ainda ndo sao completamente
elucidadas e onde o sistema radicular exerce papel fundamental no processo competitivo
(Rizzardi et al., 2001).

Portanto, a existéncia ou nao de uma associagdo com microrganismos do solo pode ser
decisiva diante de uma competi¢do, principalmente para absor¢ao de nutrientes, Ribeiro &
Mendonga (2007) destacam que a associa¢do entre microrganismos do solo e plantas ¢ muito
importante na disponibilidade de nutrientes minerais as espécies vegetais, principalmente
nitrogénio e micronutrientes. Para Siqueira & Franco (1988), a sobrevivéncia e a capacidade
produtiva dos vegetais estdo condicionadas aos microrganismos do solo a eles associados.

Neste mesmo sentido, Scher & Baker, (1980) e Kao & Ko, (1983), objetivando
identificar os efeitos do brometo de metila em solo, observaram que o tratamento do solo com
este gas extermina esporos de fungos comprometendo a supressividade natural do solo. Por outro
lado, tal microbiota ¢ eficiente na utilizacdo de fatores do meio como &gua, oxigénio e,
principalmente, elementos minerais. Assim, a relagdo entre microrganismo e planta pode

desfavorecer a absorcdo de elementos pelas raizes das plantas daninhas, prejudicando o
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desenvolvimento de algumas espécies que ndo dependem de relagdes mutualisticas. Portanto, as
plantas podem responder de maneira diferente diante da condicdo de esterilizagcdo do substrato
para seu crescimento.

Diante do exposto, objetivou-se com este trabalho avaliar o desenvolvimento e
quantificar o acumulo de nutrientes na parte aérea de plantas daninhas e culturas em solo

submetido ou ndo a esterilizagdo.
3.4 - MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em casa de vegetagdo pertencente ao Departamento de
Microbiologia da Universidade Federal de Vigosa, utilizando-se solo classificado como
Argissolo Vermelho Amarelo.

Previamente, efetuou-se a analise quimica e fisica do solo (Tabela 1) e procedeu-se a
fumigacio com BROMEX® (brometo de metila 98% + cloropicrina 2%) na dosagem de 2,5 cm’
L. O solo foi submetido ao gas por 72 horas, utilizando-se uma caixa de policloreto de vinila
(PVC). Em seguida o substrato foi transferido para vasos com capacidade para 6,0 litros, nao
havendo adubagdo. Ao mesmo tempo foram preenchidos vasos com o mesmo solo, porém nao
fumigado. Assim, para semeio das espécies, estas foram previamente tratadas com hipoclorito de
sodio a 10% por 10 minutos, apds imersdao em alcool 70% por 40 segundos, seguido de trés
lavagens com agua destilada (Agrios, 1997), seguindo-se ao semeio de 10 sementes em cada
vaso.

Os tratamentos foram compostos pela combinacdo de oito espécies vegetais consideradas
daninhas nas principais culturas tropicais (Ageratum conyzoides L., Bidens pilosa L., Cenchrus
echinatus L., Conyza bonariensis L., Echinochloa crus-galli L., Eleusine indica L., Ipomoea
grandifolia L. e Lolium multiflorum L.) e duas culturas (Phaseolus vulgaris L. var. Ouro
vermelho e milho Zea mays L. var. UFV - M100), em solo sujeito ou ndo a esterilizacao,
estabelecendo assim, delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 2 x 10, com
quatro repeticoes.

Apds emergéncia das plantulas, procedeu-se ao desbaste deixando-se duas plantas por
vaso e durante a conducgdo do experimento, todos os cuidados referentes aos tratos sanitarios

foram realizados, sendo a irrigacao feita com agua destilada.
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Aos 50 dias ap6s a semeadura foram realizadas, em todas as espécies, as seguintes
avaliagOes: altura de plantas, nimero de folhas, area foliar e massa seca de raizes. Para aquelas
espécies que apresentaram mudanga de estadio fenoldgico vegetativo/reprodutivo até essa data,
seguiu-se também a contagem do nimero de dias para o florescimento. Em seguida, destacou-se
a parte aérea das plantas e as mesmas foram acondicionadas em estufa a 65 °C até atingirem peso
constante, procedendo-se a pesagem e posterior moagem em moinho do tipo Willey. Amostras
desse material vegetal moido foram submetidas a digestdo nitro-perclorica. Em seguida, foram
determinadas as concentracdes de fosforo (P), pelo método da vitamina C modificado (Braga &
De Fellipo, 1974); de potassio (K), por fotometria de chama (Sarruge & Haag, 1974); de enxofre
(S), por turbidimetria do sulfato (Jackson, 1958); e de calcio (Ca), magnésio (Mg), ferro (Fe),
zinco (Zn), manganés (Mn) e cobre (Cu), por espectrofotometria de absor¢do atomica (AOAC,
1975).

Os valores foram convertidos em porcentagem em relacdo a planta crescida no solo nao-
esterilizado para cada espécie. Todas as variaveis atenderam as pressuposi¢des de normalidade e
homogeneidade e foram submetidas a andlise de varidncia, sendo as médias, quando

significativas, comparadas pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.
3.5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se que, no geral, as espécies daninhas apresentaram desenvolvimento melhor
em solo fumigado (Tabela 2). Este fato contrasta com outros resultados relatados, segundo os
quais a presenca da microbiota do solo favorece o crescimento vegetal (Anderson et al., 1993;
Torsvik & Ovreads, 2002). No entanto, ¢ amplamente discutida no meio cientifico a importancia
da associacgao entre microrganismos do solo e plantas (Chu et al., 2001; Mogo, 2005; Souto et al.,
2008) principalmente em condi¢des de baixa fertilidade como o solo em questao (Tabela 1). Essa
interagdo € responsavel, muitas vezes, pela melhoria na capacidade de absor¢do de nutrientes e
agua do solo, além da fixacdo bioldgica de nitrogénio. Contudo, sabe-se que varios organismos
do solo, eficientes na assimilacdo de nutrientes, podem também causar injarias a diversas
espécies vegetais. Neste sentido, Wright et al., (1998) avaliando a influéncia da colonizacao
micorrizica na biomassa e fotossintese em Trifolium repens, verificaram relago direta entre taxa

fotossintética e porcentagem de associacdo, porém nao houve evidéncia de que o carbono
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adicional fosse convertido em acumulo de biomassa, sugerindo que este carbono foi alocado ao
fungo micorrizico presente.

A reducdo das interagdes entre plantas e microrganismos pode ser particularmente
benéfica aquela quando evita a presenca de patdgenos junto a rizosfera. Nesse sentido, a
fumigacdo do solo se torna muito importante contra espécies como Rhizoctonia, Pythium e
Phytophthora que ndo possuem especificidade pelo hospedeiro (Martins et al., 2003). Estes
fungos matam as plantas rapidamente por meio de enzimas ou causam injurias, prejudicando o
crescimento e o desenvolvimento (Bedendo, 1995). Baptista et al., (2006) relatam que o
tratamento de substrato com brometo de metila reduziu significativamente a populagdo de
nematoides causadores de doenga em plantas de tomate.

As espécies Cenchrus echinatus, Echinochloa crus-gali, Eleusine indica, Lolium
multiflorum e Zea mays se desenvolveram melhor em solo fumigado (Tabela 2). Sabe-se que
evolutivamente plantas e microrganismos se associaram por meio do aprimoramento de um
sistema de sinalizagdo quimica, normalmente por excre¢des de elementos minerais, aminoacidos,
acidos organicos e agucares, para favorecer o crescimento de microrganismos na rizosfera, sendo
30% dos carboidratos produzidos pela fotossintese, utilizados na manutengdo de simbiontes
(Tokeshi, et al., 2000). Portanto, ¢ provavel que para varias espécies vegetais, incluindo as
plantas daninhas aqui avaliadas, a diminui¢cdo da microbiota associada a rizosfera, resulte em
beneficios para a planta, por meio do melhor aproveitamento do carbono. Além disso, as
graminaceas possuem sistema radicular mais volumoso e agressivo, permitindo melhor
exploracdo do solo e, conseqlientemente, menor dependéncia de simbiontes. Comparando-se
plantas daninhas as culturas, pode-se afirmar que milho e feijao foram menos afetados em fungao
do tratamento do solo com brometo. E provavel que o melhoramento genético que essas espécies
vém sofrendo nos ultimos anos tenha contribuido para esse resultado.

Plantas com crescimento prejudicado pela fumigacao do solo podem indicar dependéncia
de microrganismos. Tal ocorréncia foi observada para Conyza bonariensis, que apresentou
menor teor de nutrientes em solo previamente tratado com brometo de metila (Tabelas 4).

Aos 50 dias ap6s semeio, quatro espécies atingiram estadio fenologico reprodutivo, sendo
que o tratamento do solo com brometo de metila antecipou o processo em uma semana para B.
pilosa, E. indica e C. echinatus (Tabela 3). E relatada a capacidade que algumas plantas daninhas

apresentam em antecipar o ciclo reprodutivo em fungdes de estresses edafoclimaticos (Silva et
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al., 2007). Assim, para as espécies mencionadas, a esterilizacdo do substrato pode ter impedido e,
ou diminuido o acesso a um ou mais recursos do meio, resultando em estresse e antecipagdo da
fase reprodutiva.

Para o acimulo de macronutrientes em substrato tratado com brometo, observou-se maior
favorecimento no actimulo de fosforo para as gramineas (Tabela 4). As plantas afetadas
negativamente pelo substrato fumigado, para esse nutriente, foram B. pilosa e C. bonariensis
(Tabela 4). Por meio da avaliagdo conjunta dos valores de massa seca e contetido de nutrientes,
percebe-se relagdo proporcional entre producdo de raizes e acumulo de fosforo nos tecidos,
evidente para B. pilosa e C. bonarienesis (Tabelas 2 e 4). Aguiar et al., (2004) trabalhando com
solo previamente esterilizado, observaram que a espécie vegetal Prosopis juliflora foi
considerada indiferente para o teor de fosforo em seus tecidos em funcdo da associagdo
facultativa com fungos formadores de micorriza. Portanto, é provavel que B. pilosa e C.
bonariensis sejam dependentes de tal associagdo. Entre os demais macronutrientes, énfase pode
ser dada ao enxofre em funcdo da discrepancia de valores encontrados na comparagdo entre B.
pilosa (164,58 % a mais que sua testemunha) e C. echinatus (30,08 % a menos, também baseada
em sua testemunha) (Tabela 4).

Ainda considerando macronutrientes, na comparag@o entre as espécies vegetais, pode-se
destacar C. bonariensis pelos baixos valores encontrados nas plantas desenvolvidas em solo
tratado com brometo (Tabela 4). Recentemente, essa espécie tem se destacado como planta
daninha em fung¢do da dificuldade de controle, particularmente pelo método quimico, associado a
maior ocorréncia de casos de populagdes de bidtipos resistentes aos herbicidas (Moreira et al.,
2007; Lazaroto et al., 2008). Para Lazaroto et al., (2008) o controle cultural, incluindo rotacao de
culturas, ¢ o método mais eficiente para o controle dessa espécie vegetal.

Em relagdo ao acimulo de micronutrientes, entre os elementos, destaca-se o manganés
com elevacdo do acimulo nos tecidos, em solo tratado com brometo, para todas as espécies
vegetais avaliadas (Tabela 4). Os valores relativos de aumentos variam desde 17,95 % (C.
bonariensis) até 421,18 % (observado em B. pilosa). No solo, algumas reagoes de oxireducao
influenciam muito a disponibilidade de nutrientes as plantas, que por sua vez sao também
bastante influenciadas por microrganismos ali presentes (Ribeiro & Mendonga, 2007). Segundo
Tisdale et al., (1985), a microbiota edafica é capaz de promover a oxidagdo do manganés (Mn”")

em complexos estaveis com a matéria organica do solo, tornando-o indisponivel as plantas, dessa
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forma, podendo resultar nos valores elevados desse nutriente observados em solo esterilizado.
Além disso, o manganés é absorvido na forma reduzida (Mn®") sendo a forma oxidada (Mn*")
presente em complexos insoluveis (Marschner, 1995), sendo o balango entre elas governado pela
comunidade microbiana do solo, ausente ou em menor quantidade no solo tratado com brometo.

Entre as espécies vegetais, mais uma vez C. bonariensis apresentou os mais baixos
valores para o conteudo relativo de zinco, ferro, manganés e cobre.

Considerando os resultados encontrados para C. bonariensis, pode-se inferir elevada
dependéncia dessa espécie a microrganismos do solo. O tratamento do solo com brometo, além
de diminuir relativamente altura, area foliar e massa seca de plantas, também promoveu menor
acimulo de macronutrientes nos tecidos foliares (Tabelas 2 e 4). Em trabalhos avaliando
sistemas de plantio, outra espécie do género Conyza (Conyza canadensis) foi encontrada em
mais de 60% das lavouras que nao receberam preparo do solo, comparado a 8% em lavouras
manejadas no sistema convencional com aragdo e gradagem (Barnes et al., 2006). Tal fato
evidencia dependéncia da espécie por ambientes menos “perturbados”. Em revisdo sobre C.
bonariensis, realizada por Lazaroto et al., (2008), constatou-se tratar de uma espécie que
apresenta eficiente adaptabilidade ecologica em sistemas conservacionistas, como semeadura
direta ou cultivo minimo de solo. Segundo os autores, tais sistemas induzem a maior pressao de
selecdo, quando se usam dessecantes em etapa de pré-plantio, principalmente glyphosate, tal
hipdtese explicaria o excessivo aumento nos casos de biotipos resistentes. Dessa forma, o estudo
aprofundado da relagcdo entre C. bonariensis e a microbiota do solo podera auxiliar no
desenvolvimento de estratégias de manejo dessa planta daninha.

Conclui-se que, em solo tratado com brometo de metila, houve tendéncia de
favorecimento a graminaceas. Sendo a espécie Conyza bonariensis, dependente da biota do solo
para desenvolvimento normal. As plantas daninhas Bidens pilosa, Eleusine indica e Cenchrus
echinatus anteciparam o estagio reprodutivo em solo fumigado. Neste tratamento, o conteudo de
fosforo acumulado foi menor em plantas de Bidens pilosa e Conyza bonariensis. Além disso,
comparando-se plantas daninhas e culturas, milho e feijao sofreram menos o efeito da fumigagao

do solo.
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Tabela 1 — Classificagdo fisico-quimica do solo Argissolo Vermelho-Amarelo utilizado no
experimento. Vigosa-MG, 2009.
Analise granulométrica (dag kg™)

Argila Silte Areia fina Areia grossa Classificagdo textural
39 13 15 33 Argilo-arenosa
Analise Quimica
pH P K" |H+Al AP Ca®™ Mg" CTC yu | v m MO
H,O mg dm” cmol, dm™ % dag kg''
5,1 0,5 16 6,18 1,1 0,1 0,0 6,09 2 88 2,18

Analises realizadas nos Laboratérios de Analises Fisicas e Quimicas de Solo do Departamento de
Solos da UFV, segundo método descrito pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria-
Embrapa (1997).
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Tabela 2 - Altura de plantas, nimero de folhas, area foliar, massa seca da parte aérea (MSPA),
massa seca de raizes (MSR) e massa seca total (MST), para diferentes espécies
vegetais, apds cultivo por 50 dias em solo fumigado com brometo de metila e solo ndo-
fumigado. Vigosa-MG, 2009.

Altura  Folhas glrf; MSPA MSR MST
Espécie vegetal :

Ageratum conyzoides 133,04 a 107,89 bc  99,31d 79,78 ¢ 88,10 bed 84.09 ¢
Bidens pilosa 104,94 ab 216,67 a 194,69 ¢ 104,21 cde 68,72 d 86.72 ¢
Cenchrus echinatus 103,26 ab  114,19bc 80,00 d 111,08 bede 111,26 ab 111.15 ab
Conyza bonariensis 52,17 ¢ 49,15d 60,87 d 37,04 £ 81,15 bed 58.94d
Echinochloa crus-galli 118,93 ab 102,88 bc 22241bc 157,56 a 104,58 abc  131.35a
Eleusine indica 113,39ab  138,42bc  275,55Db 138,37abc 12831 a 134.16 a
Ipomoea grandifolia 103,26 ab 93,41 cd 107,95d 103,80 de 109,25 abc  99.14 be
Lolium multiflorum 91.27b 146,91 b 393,31 a 132,72 abed 68,93 d 108.59 ab
Phaseolus vulgaris 91,32b 102,56 bc 98,68 d 98,46 ¢ 96,11 bcd  101.30 be
Zea mays 95,53 b 105,88 bc  100,42d 144,32 ab 79,44 cd 112.00 ab
C.V. (%) --1530--- ---18,74-—-  ---2554---  --13,92-- 14,66  ---11,23---

Me¢édias seguidas por letras iguais em cada coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Tabela 3 — Numero de dias para o florescimento em quatro espécies de plantas daninhas cultivadas
por 50 dias em solo fumigado com brometo de metila e solo ndo-fumigado. Vigosa-

MG, 2009.
Solo Intervalo entre semeadura e florescimento (dias)
Bidens pilosa  Eleusine indica ~ Ageratum conyzoides Cenchrus echinatus
Nao fumigado 44,75 a 42,25 a 43,50 a 48,25 a
Fumigado 35500 37,25b 4375 a 41,751
C.V. (%) mmmmmmeemeeeeas 4,71---------- --

Meédias seguidas por letras iguais em cada coluna ndo diferem entre si pelo teste F a 5% de probabilidade.
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Tabela 4 - Actimulo de macro e micronutrientes em 10 espécies vegetais apds desenvolvimento
por 50 dias em solo fumigado com brometo de metila e ndo-fumigado. Vigosa-MG,
2009.

P K S Ca Mg

Espécie vegetal
---- % em relagdo as plantas cultivadas em solo ndo-fumigado -----

Agerathum conyzoides 144.09 b 135.13 ab 161.65b 103.70 be 106.21 b
Bidens pilosa 78.69 cd 113.60 b 264.58 a 168.61 a 81.51¢
Cenchrus echinatus 188.19 a 165.48 a 69.92 d 143.78 ab 49.74 d
Conyza bonariensis 68.95d 54.85d 74.05 d 48.67d 40.69 d
Echinocloa crus-galli 197.48 a 161.89 a 121.11¢ 128.86 b 92.25 be
Eleusine indica 159.67 b 16541 a 86.82 d 123.21b 136.45 a
Ipomoea. grandifolia 157.94 b 157.37 a 174.69 b 94.08 ¢ 114.39b
Lolium multiflorum 110.64 ¢ 108.96 be 142.85 be 96.95 ¢ 103.71 b
Phaseolus vulgaris 94.71 ¢ 95.70 ¢ 110.27 ¢ 9221 ¢ 107.56 b
Zea mays 198.42 a 158.71 a 12333 ¢ 140.81 ab 138.14 a
CV (%) --- 9.43--- ---6.2---3 ---8.76--- ---8.45--- ---10.12---
Espécie vegetal Zn Fe Mn Cu
Agerathum conyzoides 14032 b 169.19 a 258.94d 151.11b
Bidens pilosa 132.59b 100.57 be 521.18 a 9426 d
Cenchrus echinatus 108.88 ¢ 148.31 a 201.75 e 217.74 a
Conyza bonariensis 57.34d 66.33d 11795 £ 5240 e
Echinocloa crus-galli 14222 b 87.10 ¢ 186.25 ¢ 135.15 be
Eleusine indica 182.25a 105.70 be 308.86 ¢ 132.02 be
Ipomoea. grandifolia 13096 b 114.02b 410.67 b 125.74 ¢
Lolium multiflorum 116.03 be 83.32 cd 191.06 ¢ 140.11 be
Phaseolus vulgaris 92.16 ¢ 93.33 be 168.28 ¢ 98.80 d
Zea mays 173.8 a 101.19 be 222.18d 19337 a
CV (%) —-4.12--- ---9.75--- ---15.11--- -7, 68---

Médias seguidas por letras iguais, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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4. OCORRENCIA DE FUNGOS MICORRI'ZLCOS NAS RAIZES DE PLANTAS
DANINHAS E POTENCIAL DE SOLUBILIZACAO DE FOSFATO INORGANICO DA
MICROBIOTA RIZOSFERICA ASSOCIADA

4.1 - RESUMO

Objetivou-se, com este trabalho, verificar a ocorréncia de fungos micorrizicos
arbusculares em raizes de 36 espécies vegetais, pertencentes as familias: Amaranthaceae,
Asteraceae, Brassicaceae, Commelinaceae, Convolvulaceae, Euphorbiaceae, Gramineae,
Labiatae, Lythraceae, Malvaceae, Sapindaceae, Solanaceae, Urticaceae e Verbenaceae,
comumente infestantes em lavouras brasileiras. Para esta observacdo, utilizou-se o método de
clarificacdo com KOH e coloragdo com azul de tripano. Ainda, Foram selecionadas 11 espécies,
visando estimativa do potencial de solubilizagdao de fosfato inorgéanico no solo rizosférico. Para
isso, efetuou-se a incubacdo do solo rizosférico em meio de cultura NBRIP e a posterior
quantificagdo do fosforo no sobrenadante. A biomassa microbiana foi estimada pelo método de
irradiagdo-extragdo, permitindo assim, a obten¢do do indice de solubilizacdo relativa de fosfato
(P liberado/biomassa microbiana). Observou-se que todas as plantas avaliadas apresentaram
colonizagdo micorrizica, com destaque para a familia Brassicaceae, até entdo sem relato na
literatura. Na maioria das espécies, ocorrem os dois tipos morfologicos de arbusculos e
enovelados de hifas no interior das células, sendo este Gltimo mais comum entre as gramineas.
Fungos endofiticos do tipo dark septate mycelium foram visualizados em grande parte das
familias estudadas. As plantas daninhas Amaranthus retroflexus, Bidens pilosa e Leonotis
nepetaefolia apresentaram elevados valores de solubilizagdo relativa, caracterizando a populagio

microbiana, associada a rizosfera, como eficiente na solubilizagdo de fosfato inorganico.

Palavra-chave: micorrizas; dark septate mycelium; Sinapis arvensis L.
4.2 - ABSTRACT

The objective of this work was to verify, by using the method for clarification with KOH
and trypan blue staining, arbuscular mycorrhizal fungi occurrence in weed roots from
Amaranthaceae, Asteraceae, Brassicaceae, Commelinaceae, Convolvulaceae, Euphorbiaceae,
Gramineae, Labiatae, Lythraceae, Malvaceae, Sapindaceae, Solanaceae, Urticaceae and
Verbenaceae families. To verify the potential of inorganic phosphate solubilization, 11 species

were selected; being the rhizospheric soil incubated in NBRIP and later, the phosphate quantified
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in the supernatants. By using the extraction-irradiation method, the microbial biomass was
valued, allowing obtaining relative phosphate solubilization (free P / microbial biomass). All
families showed mycorrhizal colonization, high lightening Brassicaceae. Most of the species
showed both the two arbuscular morphological types and ball hyphae inside cells. Dark septate
endophytic fungi were viewed in most of the families. High values of relative solubilization were
for Amaranthus retroflexus, Bidens pilosa and Leonotis nepetaefolia, characterizing the
microbial population associated to the rhizosphere, as efficient on inorganic phosphate

solubilization.

Key word: mycorrhiza; dark septate; Sinapis arvensis L.
4.3 - INTRODUCAO

Objetivando-se a diminuicdo do uso de defensivos agricolas sem, contudo, diminuir a
producdo e a rentabilidade, tornam-se cada vez mais importantes no cendrio agricola, estudos
sobre ecologia dos organismos envolvidos no processo produtivo. Além disso, a sustentabilidade
ambiental na agricultura passou a ser requisito tao prioritario quanto produzir bem e com retorno
econdmico. Segundo Kitamura (2003), o futuro da agricultura brasileira em direcdo a
sustentabilidade requer introducdo de inovagdes na agricultura intensiva convencional, tornando-
a cada vez mais responsavel pelo meio ambiente.

As diversas espécies vegetais cultivadas sdao afetadas pelas plantas infestantes ao seu
redor e, juntas sofrem interferéncia da presenga de outros organismos, principalmente os
microrganismos do solo.

As plantas consideradas daninhas tém comprovadamente grande agressividade
condicionada, muitas vezes, pela maior producdo de sementes, germina¢do desuniforme, bem
como crescimento inicial rapido, plasticidade fenotipica, ciclo curto, adaptacdo a diferentes
ambientes, producdo de substancias prejudiciais ou mesmo inibitorias a outras espécies, habito
trepador, capacidade maior de absor¢cdo de elementos minerais e agua dentre outras
caracteristicas (Pitelli, 1987). Nesse sentido, considerando essa grande capacidade adaptativa,
torna-se questionavel a defini¢do “plantas infestantes”, haja vista seu estabelecimento a priori
em locais onde serdo introduzidas culturas melhoradas geneticamente para produzirem mais e

melhor com objeto de comercializagao.
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A vantagem competitiva observada em campo pelas plantas daninhas sobre as culturas
pode ser em parte, resultante da interacdo dessas espécies com diversos grupos de
microrganismos do solo (Reinhart & Callaway, 2006). Essa associagdo proporcionaria as
espécies vegetais envolvidas, maior eficiéncia no uso dos recursos disponiveis, principalmente
agua e nutrientes (Sylvia & Williams, 1992; Smith & Read, 1997).

A adaptabilidade de uma espécie vegetal em determinado ambiente estd intimamente
atribuida a sua relagdo com os fatores do mesmo, dessa forma, para sucesso no desenvolvimento
de planta, ¢ importante que outras espécies vegetais, bem como macro- € microrganismos e
condi¢des ambientais estejam interligados, favorecendo a produgdo de disseminulos da espécie
em questdo (Reinhart & Callaway, 2006).

Virios autores relataram a maior capacidade de adaptacdo e desenvolvimento de plantas
em ambientes que permitem a associacdo com microrganismos do solo (Siqueira & Franco,
1988; Aquino & Assis, 2005; Ribeiro & Mendonga, 2007), sendo a rizosfera o sitio onde ocorre
exsudagdo constante e relativa de nutrientes da planta para o solo. O aporte de compostos
organicos na rizosfera promove o efeito rizosférico, caracterizado pela maior proliferacdo das
populacdes microbianas no local. Desta forma, o nimero de microrganismos nos solos
rizosféricos é normalmente cinco a dez vezes maiores em relagdo ao solo nao-rizosférico,
podendo, em alguns casos, chegar a mais de 100 vezes (Anderson et al., 1993).

Em se tratando de associagdes mutualistas, um caso importante para a comunidade
vegetal ¢ a simbiose entre raizes e fungos formadores de micorrizas, proporcionando vantagens
as plantas como maior absor¢do de elementos minerais e agua, protecdo contra patdgenos e/ou
efeitos toxicos provocados por determinados ions (Herrman et al., 2004). Também os fungos
micorrizicos arbusculares (FMAs) sdo intensamente influenciados pelas espécies vegetais as
quais se relacionam. Tal associacdo tem sido classificada como chave na estruturagdo entre
espécies em um ambiente, possibilitando a comunicagdo entre plantas no subsolo por meio de
hifas (Wardle, 2002). Plantas micorrizadas tém comprovadamente maior acesso a nutrientes do
solo, principalmente o fosforo (Selosse, et al., 2004), nutriente muito limitante para producao
vegetal em boa parte dos solos brasileiros. Além da comprovada contribui¢do dos FMAs para
maior obtenc¢ao de P do solo, a associacdo de plantas a outros microrganismos também ¢ de suma
importancia no acesso a este elemento (Whitelaw et al. 1999; Reyes et al. 1999 & Souchie et al.

2005). Uma parcela da biomassa microbiana excreta acidos orgéanicos que dissolvem o material
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fosfatico ou promove a quelagdo de cations que acompanham o anion fosfato, ocorrendo a
liberacdo do P (Kucey, 1983). Sabe-se que a populacdo e atividade destes microrganismos
solubilizadores de fosfato sdo influenciadas pelo manejo do solo (Nahas et al., 1994) e vegetacao
presente (Cross & Schlesinger, 1995).

Considerando a existéncia das associa¢des entre microrganismos e plantas e, admitindo-
se o beneficio para essas quanto a absor¢do de nutrientes, particularmente o fosforo, Reis et al.,
(2008) propdem o quociente para avaliagdo da eficiéncia da atividade de solubilizagdo de fosfato
inorganico, o qual indica a quantidade de P inorganico liberada por unidade de biomassa
microbiana rizosférica, denominada de solubilizagdo relativa de fosfato inorganico. Por meio
desse quociente ¢ possivel identificar plantas com microbiota associada a rizosfera, mais
eficientes em absorc¢do de fosforo no solo.

As plantas ndo cultivadas na area agricola, que em determinado momento interferem
negativamente nas atividades realizadas pelo agricultor, nesse sentido, daninhas, fazem uso das
associagdes anteriormente mencionadas permitindo as mesmas, maior sobrevivéncia, mesmo em
condig¢des de déficit hidrico ou nutricional. Por outro lado, a ocupacdo de ambientes edaficos por
espécies vegetais com elevada capacidade associativa a microrganismos que, via simbiose,
promovam maior extragdo de nutrientes, principalmente aqueles de baixa mobilidade, como o
fosforo, permitira maior reciclagem desse elemento. A partir do conhecimento das espécies que
apresentam tal caracteristica, estratégias de manejo podem ser direcionadas para seu
favorecimento nos periodos entressafras, permitindo, além da cobertura do solo, possivel
contribui¢do com a adubagao fosfatada.

Outra associacao entre fungos e plantas condicionando beneficios a ambos ¢ a simbiose
entre os fungos Dark Septate Mycelium (DSM) e plantas. Os DSM ja foram relatados para mais
de 600 espécies vegetais e ocorrem frequentemente quando em condigdes de presenca também
de micorrizas, sugerindo interacdo semelhante (Lingfei et al., 2005), porém, a funcdo destes
fungos nas plantas ainda ndo estd bem esclarecida, havendo necessidade de maiores estudos
(Jumpponen & Trappe, 1998). Detmann et al, (2008) relatam a alta frequéncia de DSM em
plantas de cerrado sugerindo um carater generalista destes fungos como adaptacdo a condigdes
adversas do cerrado. Visando avaliar melhor a fun¢do dos DSM em plantas, Jumpponen, (2001)
consideram estes fungos como simbiontes a depender de condigdes ambientais. A metodologia

de preparacdo do material radicular para observagdo de FMAs permite também a observagdo de
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DSM, assim, torna-se apropriado a avaliacdo da colonizagdo por fungos DSM também neste
trabalho.

O aprofundamento no estudo da relagdo morfoldgica entre FMAs e as diversas plantas a
eles associadas, tém distinguido dois tipos morfologicos, Arum e Paris, descritos primeiramente
por Gallaud (1905). O primeiro tipo se caracteriza pela distribuicdo de hifas pelo cortex de
maneira extracelular se estendendo ao longo do apoplasto, com formagao de arbusculos, ja o tipo
Paris se caracteriza pelo desenvolvimento extensivo de micélio intracelular formando assim
novelos, intercalado com hifas arbusculares. Existem na literatura hipoteses para presenca de
determinada morfologia. Para Smith & Smith (1997) ocorre o tipo Arum na maioria das
angiospermas enquanto o Paris ¢ predominante em gimnospermas. Segundo Cavagnaro (2001)
fatores ambientais como temperatura, intensidade de luz e umidade do solo determinam o tipo
morfologico. Yamato & Iwasaki (2002) mostram que o tipo Arum ¢ dominante em plantas
herbéaceas pioneiras e o tipo Paris ocorre com maior freqii€ncia em plantas herbaceas de sub-
bosque. Yamato, (2004) mostram que o tipo Arum ¢ predominante em plantas daninhas de
crescimento rapido e discutem a importancia de estudos a fim de se definir o principal fator
atuante na morfologia uma vez que nao se sabe ao certo as diferengas funcionais entre os dois
grupos.

Dessa forma, objetivou-se com este trabalho, verificar a ocorréncia de fungos
micorrizicos arbusculares em plantas daninhas e determinar a solubilizagcdo relativa de fosfato

inorganico por microrganismos rizosféricos das mesmas.
4.4 - MATERIAL E METODOS

Seguiu-se a coleta em Fevereiro de 2008 de 36 espécies de plantas consideradas daninhas
nas principais culturas de importancia agricola no Brasil, pertencentes a 14 familias botanicas,
em uma area de 0,8 ha nas coordenadas 20° 46 S de latitude e 42° 52 W de longitude, com
altitude de 650 metros, no campus da Universidade Federal de Vigosa (UFV) — Vigosa/MG. Foi
coletada uma planta por espécie quando encontrada isoladamente, em local isento da aplicagdo
de defensivos nos ultimos quatro anos.

Utilizando-se pa quadrada, retirou-se a planta juntamente com parte do solo suficiente
para ndo prejudicar a rizosfera, sendo adicionada em baldes com capacidade para 5,0 L. Apos

iss0, 0s recipientes contendo as plantas foram transportados para o laboratorio para identificagao
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botanica das espécies. As plantas foram coletadas em pleno florescimento, considerando estadio
de maior micorrizagao (Smith & Read, 1997).

Apoés identificagdo botanica, seguiu-se a separacao de raizes e solo, lavando
posteriormente as raizes em agua corrente. Retirou-se 1,0 g de raizes em pedagos de 1,0 a 2,0 cm
e as mesmas foram preservadas em FAA 5:90:5 (formaldeido: etanol: acido acético) e
transportadas para o laboratorio de Associacdes Micorrizicas da UFV, onde foram lavadas e
clarificadas com KOH a 10%, apos isso, foram submetidas a coloracdo com azul de tripano,
procedendo-se a observacdao de estruturas fingicas conforme Giovannetti & Mosse (1980). O
procedimento permitiu também detectar a presenca de Dark Septate Mycelium.

Os seguimentos de raizes foram observados previamente em placa de petri utilizando-se
uma lupa binocular com aumento de 40 vezes, sendo apds selegao, confeccionadas laminas para
observagdo em microscopio optico Olympus BX50. As estruturas fungicas foram fotografadas
com camera digital Qcolor 3 Olympus utilizando-se o programa QCapture Pro 6.0.0.412 para
capturar as imagens. Avaliou-se a presenca ou auséncia de micorrizas por meio da observacao de
suas estruturas como vesiculas, esporos e hifas, o tipo morfoldgico e a ocorréncia dos fungos
Dark Septate Mycelium.

Amostras de solo rizosférico de 11 espécies das 36 coletadas, escolhidas em fungdo da
importancia fitossocioldgica, foram submetidas a avaliacdo para determinacdo da solubilizagdo
de fosfato inorganico e biomassa microbiana. Para estimativa do potencial da atividade
solubilizadora, transferiu-se 1,0 g de solo das amostras para tubo de ensaio contendo meio
liquido NBRIP, pH 6,8-7,0, composto por (g L™): glicose, 10; Casz(POs),, 5; MgCl,.6H,0, 0,5;
MgS04.7H,0, 0,25; KCl, 0,2; e (NH4),SO4, 0,1 (Nautiyal, 1999). Apds incubacao por 15 dias a
27 °C, a fase liquida foi submetida a centrifugagdo a 8.000 rpm por 20 min e determinou-se no
sobrenadante a quantidade de P inorgénico pelo método colorimétrico da vitamina C modificado,
a 725 nm (Braga & Defelipo, 1974). E, para biomassa microbiana, utilizou-se o método descrito
por Vance et al. (1987), modificado por Islam & Weil (1998), no qual a fumigagdo do solo com
cloroférmio foi substituida pela irradiacdo de microondas. Assim, determinou-se o indice de
solubilizagao relativa de fosfato (P liberado/biomassa microbiana).

Ap0s analise de variancia a 5 % de significancia, utilizou-se o critério de agrupamento de

médias Scott-Knott a 5 % de probabilidade.
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4.5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Quanto a colonizacdo por FMAs e DSM, foram avaliadas 36 plantas daninhas
pertencentes a 14 familias botanicas: Amaranthaceae, Asteraceae, Brassicaceae, Commelinaceae,
Convolvulaceae, Euphorbiaceae, Gramineae, Labiatae, Lythraceae, Malvaceae, Sapindaceae,
Solanaceae, Urticaceae ¢ Verbenaceae, observando-se colonizacdo micorrizica em todas as
espécies, caracterizada pela presenca de estruturas como vesiculas, hifas, arbusculos e esporos.
Enovelados de hifas foram visualizados em um maior nimero de plantas em relacdo a
arbusculos. Observou-se também a auséncia de arbusculos em gramineas (Tabela 1 e Figura 1).

Os FMAs associam-se as raizes das plantas propiciando as mesmas, maior capacidade de
competicdo e perpetuagdo (Siqueira & Saggin Junior, 1995), dessa forma, a associagao de plantas
daninhas a FMAs influencia no processo de competi¢cao com as culturas de interesse economico,
uma vez que as ultimas foram submetidas a processos de domesticagdo e programas de
melhoramento, sendo a contribuicdo de tal associagdo, muitas vezes, desconsiderada. Segundo
Reinhart & Callaway (2006) a biota do solo influencia de maneira positiva a dominancia de uma
planta invasora, destacando a necessidade de estudos mais aprofundados e globais. Estes autores
ressalvam a correlagdo indireta entre presenca de micorrizas e de patdogenos em plantas daninhas.

Neste trabalho, observou a coloniza¢do micorrizica do tipo Arum em mostarda (Sinapis
arvensis L.), planta da familia Brassicaceae. Associagdes micorrizicas ocorrem em mais de 90 %
das plantas terrestres (Selosse, et al., 2004), porém, existem familias botanicas onde esta
associagdo ndo é observada como em Brassicaceae e Cyperaceae (Souza, et al. 2006). E relatada
também a auséncia de colonizagdo micorrizica em plantas de Proteaceae (Lamont, 2003), porém,
avaliando a colonizagdo micorrizica em solo com elevados teores de niquel e baixo de fosforo,
Boulet & Lambers, (2005) relataram a presenga de micorrizas em plantas de Proteaceae.

Os fungos DSM foram observados em plantas das familias: Asteraceae, Amaranthaceae,
Convolvulaceae, Verbenaceae, Labiatae, Malvaceae e Solanaceae (Tabela 1 e Figura 1). J& ¢
relatada na literatura a associagdo destes fungos com mais de 600 espécies vegetais. Existe um
questionamento sobre o papel destes fungos na associagdo com plantas, destacando-se a
necessidade de trabalhos mais aprofundados (Jumpponen & Trappe, 1998) uma vez que estes
simbiontes tém sua ocorréncia relacionada a fatores abidticos, como baixa umidade no ambiente
e comprimento do dia (Barrow & Aaltonen, 2001). Li & Guan (2007), relatam uma intima

relacdo entre DSM e micorrizas, sugerindo uma competicdo ou mesmo cooperagdo entre eles.
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A maior dificuldade na apresentacdo de resultados comprovando a associacdo entre
plantas e fungos DSM ¢ explicada pela presenca de determinados componentes na parede celular
destes fungos como sugerido por (Barrow & Aaltonen, 2001). Nesse sentido, pode-se considerar
satisfatorios os resultados observados com positividade para 12 das 36 espécies vegetais
avaliadas (Tabela 1).

Para avaliacdo da solubilizagdo fosfato por microrganismos rizosféricos, foram
escolhidas 11 espécies no local em fun¢do de sua importancia fitossociologica (segundo critérios
estabelecidos por Mueller-Dombois & Ellenberg, 1974). Plantas de Bindes pilosa, Amaranthus
retroflexus e Leonotis nepetaefolia se destacaram na solubilizagdo de fosfato (Figura 2). Em
trabalhos realizados por Ronchi et. al, (2003), observou-se que baixa populagdo de plantas de B.
pilosa, promoveu extragdo de fosforo do solo 14 vezes maior que plantas de café, demonstrando
o potencial competitivo dessa espécie em detrimento a outras plantas daninhas. Assim, plantas
com elevada capacidade de solubilizacao de fosfato por microrganismos associados, devem ser
consideradas em programas de manejo integrado da lavoura, uma vez que atuam na ciclagem de
nutrientes, em especial o fosforo, elemento limitante na agricultura em solos tropicais.

Plantas daninhas tém capacidade diferenciada de absor¢do de nutrientes a depender da
disponibilidade do elemento em questdo no solo e muitas vezes, solos com elevados indices
favorecem as plantas daninhas em detrimento as culturas (Tomaso, 1995). Da mesma forma,
estas plantas tém eficiéncia diferenciada na utilizagdo do elemento para formagdo de biomassa,
sendo escassos na literatura, trabalhos visando identificar plantas com alto potencial de absorgao
de nutrientes em solos considerados pobres.

Avaliando a solubilizagdo de fosfato em relacdo a biomassa rizosférica (solubilizag¢ao
relativa), plantas de L. nepetaefolia, B. pilosa, e A. retroflexus se destacaram em relagdo as
outras (Figura 3). Pela solubilizagdo relativa (fosfato liberado / biomassa microbiana) pode-se
inferir sobre caracteristicas intrinsecas de uma espécie em relagdo a outras, no trabalho em
questdo, as trés espécies citadas apresentaram microbiota associada eficiente na solubilizacdo de
fosfato, sugerindo melhor desenvolvimento e acimulo de fosforo.

Dessa forma, conclui-se que todas as espécies avaliadas apresentaram colonizagao por
fungos micorrizicos, sendo que os tipos morfologicos de arbusculo e enovelados de hifas
ocorreram na maioria das espécies, com predominancia do segundo. Porém, em gramineas, nao

se observou o tipo morfoldgico de enovelados de hifas. Os Fungos Dark Septate Mycelium
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ocorreram nas familias: Asteraceae, Amaranthaceae, Convolvulaceae, Verbenaceae, Labiatae e
Malvaceae, e a microbiota rizosférica, influenciada por plantas daninhas, possui capacidade
diferenciada de solubilizacdo de fosfato, com destaque para as espécies Bidens pilosa, Leonotis

nepetaefolia ¢ Amaranthus retroflexus.
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Figura 1 - Fungos Micorrizicos Arbusculares : Dark Septate Mycelium em: (A) Amaranthus
retroflexus (barra = 150 um), (B) Cuphea balsamona (barra = 150 um), (C) Leonurus
sibiricus (barra = 10 um), (D) Leonotis nepetaefolia (barra = 100 pm), (E) Sorghum
arundinaceum (barra = 100 pm), (F) Eupatorium urticaefolium (barra = 100 pum), (G)
Panicum maximum (barra = 20 um) e (H) Bidens pilosa (barra = 10 pm). Estruturas:
Arbusculos (ar), Vesiculas (vs), Hifas (hf), Novelos (nv), células auxiliares (ca),
esporos (sp) e Dark Septate Mycelium (me). Vigosa-MG, 2009.
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Tabela 1 - Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMA) e Dark Septate Mycelium (DSM) em
plantas daninhas. Vicosa-MG, 2009.

FMA
Familia Espécie , Enovelado de DSM
Arbusculo .
hifas
Ageratum conyzoides Sim Sim Nio observado
Artemisia verlotorum Sim Sim Nio observado
Bidens pilosa Sim Sim Nio observado
Blainvillea rhomboidea Sim Sim Sim
Conyza bonariensis Sim Sim Sim
Asteraceae Emilia fosbergii Sim Sim Nio observado
Eupatorium urticaefolium Sim Sim Nio observado
Galinsoga parviflora Sim Sim Nio observado
Porophyllum ruderale Sim Sim Nio observado
Siegesbeckia orientalis Sim Sim Nio observado
Sphagneticola trilobata Sim Sim Nio observado
Vernonia polyanthes Sim Sim Nio observado
Amaranthus retroflexus Sim Sim Sim
Amaranthaceae . ) ) )
Amaranthus spinosus Sim Sim Sim
Andropogon bicornis Nio observado Sim Nio observado
Cynodon dactylon Nio observado Sim Nio observado
) Imperata brasiliensis Nio observado Sim Nio observado
Gramineae . . )
Panicum maximum Nao observado Sim Nao observado
Paspalum cospersum Néo observado Sim Nao observado
Sorghum arundinaceum Nio observado Sim Nio observado
Chamaesyce hirta Sim Sim Nio observado
Euphorbiaceae Chamaesyce hyssopifolia Sim Sim Nio observado
Euphorbia heterophylla Sim Sim Nio observado
Commelinaceae Commelina benghalensis Sim Ni&o observado Nio observado
Lythraceae Cuphea aperta Nao observado Sim Nio observado
Convolvulaceae Ipomoea grandifolia Sim Sim Sim
Verbenaceae Lantana camara Sim Sim Sim
: Leonotis nepetifolia Sim Nio observado Sim
Labiatae e . .
Leonurus sibiricus Sim Nao observado Sim
Urticaceae Pilea microphylla Sim Sim Nio observado
Sida Rhombifolia Sim Sim Sim
Malvaceae . . . . .
Sida santaremensis Sim Sim Sim
Brassicaceae Sinapis arvensis Sim Néo observado Nio observado
Solanum americanum Sim Sim Sim
Solanaceae ) )
Solanum lycocarpum Nao observado Sim Sim
Sapindaceae Cardiospermum halicacabum  N&o observado Sim Nio observado
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Figura 2 - Fosforo inorganico (Pi) liberado apds solubilizagdo de Caz(PO4), por microrganismos
rizosféricos de 11 espécies de plantas daninhas e solo ndo rizosférico. Médias
seguidas por mesma letra ndo diferem entre si pelo critério de agrupamento Scott
Knott (P > 0,05). Vigcosa-MG, 2009.
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Figura 3 - Solubilizagdo relativa de Ca3(PO4), (Pi liberado por unidade de Biomassa
Microbiana) por microrganismos rizosféricos de 11 espécies de plantas daninhas e
solo ndo rizosférico. Médias seguidas por mesma letra ndo diferem entre si pelo
critério de agrupamento Scott Knott (P > 0,05). Vigosa-MG, 2009.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados, percebem-se oportunidades biotecnoldgicas visando praticas mais
sustentaveis para a agricultura brasileira. A remedia¢do de solos por plantas destaca-se como
técnica promissora diante do alto nimero de moléculas contaminantes ao meio ambiente e
diversidade de espécies vegetais a serem exploradas. No mesmo sentido, o conhecimento das
diversas caracteristicas das plantas daninhas, como sua capacidade de exploragdo do solo,
adaptagdo a diferentes ambientes, acimulo e posterior devolucdo de elementos minerais a
solugcdo do solo, caracteristicas essas influenciadas por microrganismos do solo, devem ser
destacadas. Observando-se, portanto, um excelente campo de exploracdo para futuras pesquisas
em producdo vegetal, pois, a evidéncia de que algumas plantas podem ser mais eficientes em
campo em funcdo da maior capacidade de extragdo de fosforo, resultante da associacdo com
microrganismos, abre possibilidades para o estabelecimento de novos trabalhos sobre reciclagem
de nutrientes. Destaca-se também, a possibilidade de diminuicdo do emprego de fertilizantes
fosfatados e, consequentemente aumento da sustentabilidade ambiental nos sistemas agricolas.
Possiveis perante o refinamento em técnicas de exploracdo das associagdes entre plantas e

microrganismos do solo.
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