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RESUMO

SILVA, Bernardo Amorim, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, junho de
2020. Aquisicao de fosforo por eucalipto inoculado com Aspergillus
niger. Orientador: Leonardus Vergutz. Coorientadores: Ivo Ribeiro da Silva e
Mauricio Dutra Costa.

O fosforo (P) é o nutriente mais limitante para a produgéo vegetal em solos
tropicais. Nesse sentido, as plantas podem desenvolver estratégias diretas e
indiretas, por meio de interagdes sinérgicas com os microrganismos do solo,
para contornar a baixa disponibilidade de P. Compreender esses
mecanismos € imprescindivel para propor técnicas de manejo que visem a
melhoria da eficiéncia de uso de P pelas plantas. Desta forma, o principal
objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos dos niveis de suprimento de P e
da inoculacdo de Aspergillus niger sobre a aquisicdo deste nutriente,
crescimento e a produgao de matéria seca de mudas de eucalipto. Para isso,
foi realizado um experimento em casa de vegetacdo. Como unidades
experimentais, foram utilizados vasos preenchidos com um Latossolo de
textura franco-argilo-arenosa nos quais foram alocados anéis de PVC (2,5 x
5 cm de altura e didmetro, respectivamente) contendo um Latossolo de
textura muito argilosa. Os anéis foram vedados com membrana de nylon
com poro de 5 ym de modo que o acesso ao solo do interior do anel pela
planta ocorreria exclusivamente via exsudatos. O experimento foi conduzido
em um esquema fatorial 2x2x2+2 com 4 repeticdes. Os tratamentos foram: i)
niveis de suprimento de P (15 e 30 mg kg'1 de P aplicados fora dos anéis); ii)
inoculacao do fungo (-As e +As); e iii) auséncia/presenca da planta (-E e
+E). Além disso, foram instalados dois tratamentos adicionais com a
presenca de 15 mg kg™'de P fora dos anéis e 1000 mg kg™ de P dentro dos
anéis sem e com a inoculagdo do fungo. Ao final do experimento foram
determinados a massa de matéria seca de raizes, parte aérea e o teor total
de P na planta. Os solos dos anéis foram seccionados em trés distancias
paralelas ao plano de raizes (0 — 3; 3 — 6 e 6 — 9 mm). Foram determinados
o pH e o contetido total de P no solo. A menor dose de P (15 mg kg™) limitou

o desenvolvimento das plantas e, provavelmente, o acesso das raizes ao P



do anel. Na dose 30 mg kg' de P, a inoculagdo do fungo reduziu
significativamente a producao de biomassa e o crescimento das mudas de
eucalipto. E provavel que tenha ocorrido competicdo por P entre planta e
fungo na rizosfera. Além disso, as plantas ndo aumentaram a razao raiz/
parte como estratégia de aquisicdo de P. Nos tratamentos+P houve a
tendéncia de o pH e conteludo total de P serem maiores na camada de 0-3
mm em relagdo a camada de 6-9 mm. Provavelmente, o maior pH e
conteudo de P em solugao do solo externo aos aneis afetou a camada de 0-
3 mm dos aneis. Em suma, a inoculagdo de Aspergillus niger reduziu a
aquisicao de P, o crescimento e a producado de matéria seca por mudas de

eucalipto no nivel de suprimento externo de P de 30 mg kg™

Palavras-chave: Aspergillus niger.Raizes de eucalipto.Adsor¢ao de P. P total

no solo.



ABSTRACT

SILVA, Bernardo Amorim, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, June,
2020.Phosphorus acquisition by eucalyptus inoculated with Aspergillus
niger. Adviser: Leonardus Vergitz. Co-advisers: Ivo Ribeiro da Silva and
Mauricio Dutra Costa.

Phosphorus (P) is the most limiting nutrient for plant production in tropical
soils. In this sense, plants can develop direct and indirect strategies, through
synergistic interactions with soil microorganisms, to overcome low availability
of P. Understanding these mechanisms is essential to propose management
techniques to improve the efficiency of use of P for plants. Thus, the main
objective of this work was to evaluate the effects of P supply levels and
Aspergillus niger inoculation on the acquisition of this nutrient, growth and dry
matter production by eucalyptus seedlings. For this, an experiment was
carried out in a greenhouse. As experimental units, we used pots filled with a
sandy loam-clay soil, in which 8 PVC rings (2.5 x 5 cm in height and
diameter) containing a clayey soil were allocated. These rings were sealed
with a 5 ym pore nylon membrane so that access to the soil by the plant
would occur exclusively via exudates. The experiment was conducted in a 2
x 2 x 2 + 2 factorial scheme with 4 replicates. The treatments were: i) P
supply levels (15 and 30 mg kg"' of P applied outside the rings); ii)
inoculation of the fungus (-As and + As); and iii) absence / presence of the
plant (-E and + E). Two additional treatments were set up with and without
inoculation of the fungus and received 15 mg kg™ of P in the external soil
(outside the rings) and 1000 mg kg™ of P inside the rings. At the end of the
experiment, we determined roots and shoot dry matter yield and their total P
content. The soil within the rings was sectioned at three distances parallel to
the root plane (0 - 3; 3 - 6 and 6 - 9 mm). Subsequently, soil pH and total P
content in each section were determined. The lowest dose of P (15 mg kg™)
limited the development of the plants and, probably, the access of the roots
to the P inside of the ring. At the dose of 30 mg kg™ of P, inoculation of the
fungus significantly reduced the production of biomass and the growth of
eucalyptus seedlings. It is likely that there was competition for P between



plant and fungus in the rhizosphere. In addition, the plants did not increase
the root / shoot ratio as a P acquisition strategy. In the +P treatments there
was a tendency for the pH and total P content to be higher in the 0-3 mm
layer compared to the 6-9 mm layer. Probably, the higher pH and the P
content in solution of the soil outside the rings affected a 0-3 mm layer of the
rings. In short, inoculation of Aspergillus Niger reduces the acquisition of P,
growth and production of dry matter by eucalyptus seedlings at the level of
external P supply of 30 mg kg™

Keywords: Aspergillus niger. Eucalyptus roots. P adsorption. Total P in soil.
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1. INTRODUGAO

O fésforo € o nutriente mais limitante para a producao vegetal em solos
tropicais. Isso se deve a elevada afinidade das formas organicas,
principalmente hexafosfato de inositol (NZIGUHEBA E BUNEMANN, 2005),
e inorganicas (H,PO4~ e HPO,*) pelos oxihidroxidos de Fe e Al Nesses
solos intensamente intemperizados, a disponibilidade de P & controlada por
diversos processos fisico-quimicos. O principal processo, denominado
quimiossorgao, ocorre pela formacdo de complexos de esfera interna por
meio da troca de ligantes entre o anion fosfato e a superficie dos 6xidos.
Essa primeira fase, normalmente mais rapida, € seguida de uma etapa mais
lenta em que ha a formagdo de nova ligacdo covalente e,
consequentemente, formacado do P nao-labil (NOVAIS et al., 2007). Com o
tempo de contato pode ocorrer ainda difusdo do P para o interior dos
oxihidroxidos (BARROW, 1985), o que também reduz a disponibilidade de P
para as plantas. Além disso, o P pode precipitar com formas iénicas de Fe,
Al e Ca na solugéo ou na superficie dos oxihidréxidos e formar compostos
de baixa solubilidade. Esses processos sao generalizadamente
denominados sorgao devido a impossibilidade de diferencia-los com uso de
isotermas, principal método pelo qual se determina o “desaparecimento” de
P em solugéo.

Conforme descrito acima, os solos tropicais apresentam forte “carater
dreno de P” em detrimento do “dreno planta” (NOVAIS et al., 2007). Dessa
forma, as plantas podem utilizar estratégias diretas para a conversao de P
nao-labil em P labil. Compreender esses mecanismos € imprescindivel para
propor técnicas de manejo que visem a melhoria da eficiéncia de uso de P
pelas plantas. A producéo de raizes e conseqiiente aumento da razéo
raiz/parte aérea € uma possivel estratégia direta das plantas para aumentar
o volume de solo explorado. Elas também exsudam compostos que podem
promover a dessorcao de P de fontes “pouco disponiveis”. A liberacao de
acidos organicos, por exemplo, pode aumentar a disponibilidade de P na
rizosfera (LAMBERS et al., 2015; LU et al., 2012) por meio da competicao
com os ions fosfato por sitios de adsorgéo. Ou ainda pela solubilizagdo dos
oxihidréxidos (IYAMUREMYE E DICK, 1996), o que reduz a superficie de

adsorcao. Contudo, alguns autores verificaram que a exsudacao de acidos
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organicos nao implica necessariamente maior aquisicdo de P pelas plantas
(PANDEY et al., 2014; WANG et al., 2016). Por outro lado, as plantas podem
liberar enzimas fosfatases que hidrolisam as formas organicas de P e
liberam P inorganico (LAMBERS et al., 2008; WANG et al., 2016). Vale
ressaltar, entretanto, que na maioria dos estudos em que se avalia a
atividade enzimatica no solo nédo é possivel determinar se elas sao
provenientes de plantas ou microrganismos que colonizam a rizosfera.

Além das estratégias diretas, as plantas podem também utilizar
estratégias indiretas na aquisicdo de P, principalmente por meio de
interacdes com a microbiota do solo. As plantas liberam diversos metabalitos
primarios e secundarios na rizosfera (DAM E BOUWMEESTER, 2016) e
criam relacdes simbidticas com os microrganismos (BADRI et al., 2009).
Dessa forma, as plantas aumentariam a translocacao de fotoassimilados
para a rizosfera onde atuam os microrganismos que converteriam P nao-labil
em P labil (JARAMILLO et al., 2015). Andrino et al., (2019) observaram que
na presenca de fontes de baixa disponibilidade de P as plantas tendem a
translocar mais fotoassimilados para os fungos na rizosfera. Neste estudo, o
acesso as fontes de P foi limitado pela presenca de membranas e, portanto,
restrito a fungos micorrizicos. Assim, os autores verificaram que os
microorganismos podem incrementar a aquisicdo de P pelas plantas. Neste
contexto, faz-se necessario compreender a influéncia dos niveis de P no
solo sobre as estratégias (diretas e indiretas) de aquisicao de P por plantas.

Em estudos conduzidos in vitro, alguns autores observaram que isolados
fungicos de solo, com destaque para Aspergillus niger, apresentam elevada
capacidade de solubilizar formas precipitadas de P (MASSENSSINI et al.
2015; MENDES et al., 2014; NAHAS, 1996; SILVA FILHO et al., 2002). De
acordo com MENDES et al.(2014) o mecanismo chave pelo qual esses
fungos solubilizam P é pela liberagcao de acidos organicos, principalmente o
acido oxalico. Entretanto, a presenca de microrganismos competidores na
rizosfera, bem como uma possivel limitacado nutricional, pode reduzir o
potencial do Aspergillus niger em solubilizar fosfatos. Portanto, os efeitos da
interacdo Aspergillus niger — planta sobre o aumento da liberacao e

aquisicao de P pelas plantas sdo desconhecidos.
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As estratégias de aquisicao de P supracitadas sao extremamente
importantes em cultivos de eucalipto. E importante ressaltar que no Brasil as
florestas de eucalipto normalmente estdo implantadas em solos pobres e
com alta capacidade de adsorver P. Aliado a isso, € comum a aplicacéo de
doses mais baixas de P em relagdo aos cultivos anuais (GONCALVES et al.,
2008). Entretanto, tém-se verificado que essas plantas sao altamente
eficientes em absorver e retranslocar P (FIFE et al., 2008; SAUR et al.,,
2000) uma vez que o eucalipto absorve quantidades de P superiores
aquelas preditas como disponiveis pelos extratores quimicos. Isso sugere
que essas plantas sejam eficientes em absorver formas de P pouco
disponiveis.

Diante do exposto, informacdes que elucidam os mecanismos diretos e,
indiretos de aquisicao de P pelo eucalipto ainda sao incipientes e escassos
demandando maiores estudos. Assim, nosso estudo foi norteado pelas
seguintes hipdteses: i) a inoculacdo de Aspergillus niger aumenta a
aquisicao de P, o crescimento e a produgado de matéria seca pelo eucalipto,
independentemente dos niveis deste nutriente; ii) a redugao do suprimento
de P aumenta a razéao raiz/parte aérea do eucalipto.

O principal objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos dos niveis de
suprimento de P e da inoculacdo de Aspergillus niger sobre a aquisicao
deste nutriente, crescimento e a producdo de matéria seca de mudas de

eucalipto.
2. MATERIAL E METODOS
2.1. Instalagao do experimento

O trabalho foi realizado no Departamento de Solos da Universidade
Federal de Vigosa em Vigosa-MG, Brasil. O experimento foi conduzido em
um sistema de vasos adaptado de SHAHZAD et al. (2015) composto de um
vaso retangular com capacidade de 4,5 dm? preenchido com Latossolo
Vermelho-Amarelo distrofico (LVAd1) de textura franco-argilo-arenosa. Em
cada vaso, foram inseridos horizontalmente oito anéis de PVC (2,5 x 5 cm de
altura e diametro, respectivamente), sendo dispostos dois em cada lado do

vaso (Figura suplementar 1). Cada cilindro foi preenchido com 50 g de solo
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Latossolo Vermelho-Amarelo distrofico muito argiloso (LVAd2) e em seguida
vedados com membrana de nylon com poro de 5 pm (Figura 1). Com isso,
esperava-se limitar o acesso pela planta ao solo no interior dos cilindros
exclusivamente por meio de exsudatos radiculares, sem que suas raizes

conseguissem penetrar os anéis durante o experimento.

2,5dm? 2,5cm

Membrana de

5,0cm
nylon (5 um)

Figura 1. Representacéo esquematica dos vasos. Disposicdo dos anéis em um dos lados

do vaso (1) e dimensdes dos anéis vedados com membranas de nylon (5 um) (2).

O solo (LVAd2) utilizado para o preenchimento dos anéis possuia
textura muito argilosa e foi coletado no municipio de Vigosa-MG, Brasil. Para
caracterizagao, subamostras do LVAd2 foram secas ao ar e peneiradas em
malha de 2 mm (TFSA). Posteriormente foram determinados os teores de P
extraidos por Mehlich-1 (HCI 0,05 mol L™ e H,SO,4 0,0125 mol L™ e por
H,SO,4 (9 mol L™") conforme EMBRAPA (1997); e a capacidade maxima de
adsorcao de P (CMAP) (Tabela1).

Tabela 1. Caracterizagéo do solo alocado no interior dos anéis

P (Mehlich -1) P (H,SO,) CMAP pH
Teor s Conteudo Teor ; Contetdo  mgkg™
(mg dm™) (mg) (mg kg ) (mg)

LVAd2
15 6 315 126 2500 47
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Teores disponivel (Mehlich-1) e total (H,SO,) de P e conteudo de P no solo dos 8 anéis de
cada vaso. Mehlich-1: (HCI 0,05 molL™" e H,SO,4 0,0125 moIL'1); (H2SO4: 50% vv'1); CMAP:
capacidade maxima de adsorgcéo de fosfato. LVAd1:Latossolo Vermelho-Amarelo distréfico
(Franco-argilo-arenoso); LVAd2: Latossolo Vermelho-Amarelo distréfico (Muito argiloso).

O experimento foi constituido de um esquema fatorial (2x2x2)+2, no
qual auséncia e presenca de plantas de eucalipto (-E e +E); auséncia e
presenca do fungo Aspergillus niger (-As e +As) e dois niveis de suprimento
de P no solo exterior aos anéis (15 e 30 mg kg™’ de P representados por -P e
+P, respectivamente), os quais correspondem a um conteudo de 67,5 e 135
mg de P por vaso, respectivamente. Adicionalmente, foram incluidos dois
tratamentos controle utilizando-se o solo exterior aos anéis que recebeu 15
mg kg de P (-P), nos quais o solo do interior dos anéis recebeu 1000 mg
kg” de P (-P+1000) , sem e com inoculacdo do fungo Aspergillus niger (-P-
As+1000 e -P+As+1000, respectivamente). Nesses tratamentos controle
foram utilizados apenas 4 anéis de solo dentro de cada vaso, totalizando 200
mg de P dentro dos 4 anéis, visando atingir um conteudo final de P que
fosse equivalente ao tratamento que recebeu a dose de 30 mg kg-1 de P
(+P) no solo do exterior dos anéis (Figura 2). O experimento foi desenvolvido
em um delineamento em blocos casualizados com quatro repeticoes.

As doses de P (KH,PO,) aplicadas no volume total do solo externo aos
anéis (LVAd1) foram adicionadas por ocasido da instalacao do experimento.
O solo inserido nos anéis (LVAd2) recebeu a aplicagdo de P (KH,PO4) em
volume total 30 dias antes da instalacdo do experimento e continha 315 mg
kg" de P, correspondendo a um contetido total de 126 mg de P nos oito
anéis (Tabela 1).

Os tratamentos que receberam 15 e 30 mg kg™ de P no solo externo
aos anéis (-P e +P, respectivamente) receberam a mesma dose de P dentro
dos oito anéis alocados no interior dos potes (315 mg kg™), totalizando 126
mg de P dentro dos anéis (Figura 2). O intuito da comparacéo entre -P e +P
seria avaliar se o status de P do solo influenciaria o comportamento das
plantas (exsudatos rizosféricos) ao encontrar os anéis com mesma
concentracdo de P (315 mg kg™'). Ja os tratamentos controle, cujos anéis
receberam o mesmo solo dos demais tratamentos, mas com uma

concentracdo de P superior, 1000 mg kg, o objetivo era avaliar se as
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plantas, com um mesmo status de P no solo externo aos anéis (-P)
conseguiria sentir a presenca de maior disponibilidade de P e alterar os
mecanismos de aquisicdo de P. Nesses tratamentos controle a quantidade
de anéis foi reduzida para quatro para que o conteudo total de P fosse
similar ao tratamento recebendo a maior dose de P (+P) (Figura 2).

Foi realizada a calagem no LVAd1 com o objetivo de elevar os teores
de Ca e Mg para 2,5 e 1,0 cmol./dm?, respectivamente. Apds o periodo de
incubacao o LVAd1 atingiu pH 6,5. Os demais nutrientes foram aplicados em
quatro parcelas em doses recomendadas por NOVAIS et al.,, 1991 (Tabela
2).

A cepa de A. niger foi obtida da colecao de fungos solubilizadores de
fosfato do Laboratério de Ecologia Microbiana (LEM) do Departamento de
Microbiologia (DMB) pertencente ao Instituto de Biotecnologia Aplicada a
Agricultura (BIOAGRO) da Universidade Federal de Vicosa, Vigosa, MG,
Brasil. Previamente a inoculacao nos aneis o fungo A. niger foi inoculado em
placas de petri contendo meio BDA (Batata Dextrose Agar) por 7 dias a 28
°C em BOD (incubadora). Apés periodo de incubacgao foi adicionada solucao
Tween 80 (0.1% v v'') as placas facilitando assim a separagdo dos esporos.
Em seguida, os esporos foram imersos em solugdo salina (0, 85%),
contados em Camara de Neubauer para se obter 10° unidades formadoras
de coldnia (UFC) por mL. Por fim, aplicou-se 1 mL da solugao contendo 10°
UFC por anel.

No experimento foram utilizadas mudas de eucalipto (hibrido
Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla (urograndis)) com trés meses de
idade, as quais foram transplantadas e cultivadas por 60 dias. Durante este
periodo, a umidade foi controlada por meio de um sistema automatizado de

irrigacao por gotejamento.

Desta forma, foi possivel avaliar: i) o efeito dos niveis de suprimento de
P sobre a aquisicao de P, crescimento e producao de matéria seca pelas
plantas; ii) o efeito da inoculagéo do fungo (Aspergillus niger ) nas possiveis
interacdes de sinergismo com a planta e iii) o efeito da presenca da planta

no comportamento do fungo e outros microorganismos no solo.
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Tabela 2. Nutrientes e quantidades totais aplicadas na adubacao do solo
externo aos anéis (LVAd1). Essas quantidades foram divididas em quatro

aplicagdes, seguindo recomendacao de NOVAIS et al (1991).

Nutriente N K S B Cu Fe Mn Mo Zn
Dose
p 100,00 150,00 40,00 0,81 1,33 155 366 0,15 4,00
(mg kg™)
300
[ Dentro do anel
250 ~ I Fora do anel
q 200
=
j§ 150
i)
5
O o0 -
50
0_

P +P -P+1000

Figura 2. Conteudo de P nos solos dos respectivos tratamentos: Conteudo de P dentro e
fora dos oito anéis quando foi aplicado 15 mg kg™ de P externo aos anéis e 315 mg kg™’ no
solo de dentro dos anéis (-P); conteudo de P dentro e fora dos oito anéis quando foi
aplicado 30 mg kg” de P no solo externo aos anéis e 315 mg kg™ no solo de dentro dos
anéis (+P) e contetdo de P dentro e fora dos quatro anéis nos tratamentos controle quando
foi aplicado 15 mg kg™’ de P no solo externo aos anéis e 1000 mg kg™ no solo de dentro dos
anéis (-P+1000).

Ao final do experimento, os vasos foram desmontados e o material
vegetal separado em parte aérea (ramos, folhas novas e folhas velhas) e
raizes. Foram consideradas novas as folhas dos primeiro e segundo nés de
cada ramo. Todo o material vegetal obtido foi seco em estufa de circulagao

forcada de ar (+ 65° C) até peso constante, pesadas, moidas e mantidas em
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recipientes herméticos para posteriores analises. Por fim, os solos dos anéis
foram seccionados em trés distancias paralelas ao plano de raizes (0-3 mm,
3-6 mm e 6-9 mm) (Figura 3). Para cada vaso foi obtido uma amostra
composta pela mistura e homogeneizagado do solo dos oito anéis em suas

respectivas distancias a partir do plano de contato com a rizosfera.

=
N
i

Figura 3. Sistema de coleta seccional do solo em diferentes distancias a

partir do plano das raizes (0-3, 3-6 € 6-9 mm).

2.2.Analises de solo
2.2.1. Teor total de P

Em cada sessao de solo coletada o teor total de P foi determinado no
extrato obtido a partir do ataque sulfirico. Resumidamente, foram pesados
0,5 g de solo, previamente moidos e passados em peneira de 0,5 mm (32
Mesh) e transferidos para tubos de digestdo de 75 mL. Em seguida foram
adicionados 20 mL de H,SO, (1:1 v v'") e levados para bloco digestor,
previamente aquecido a 180° C, por 1 hora. Apds a digestdo o extrato foi
filtrado e transferido para baldo volumétrico de 100 mL, no qual o volume foi

completado com agua deionizada. A dosagem foi realizada conforme método
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proposto por Braga e Defelipo (1974), em espectrofotdbmetro de absorgao

molecular.

2.2.2. pH em agua

Foi realizada a leitura de pH na relagdo solo agua de 1:2,5, sendo
adicionados 5 mL de agua a 2 cm? de solo. Um bastao de vidro foi utilizado
para misturar a suspensao por um minuto e subsequentemente mantida em
repouso por 30 minutos. No momento da leitura agitou-se novamente e o pH

foi quantificado em suspensao utilizando-se um peagametro.

2.3.Crescimento e teor de P na planta
A altura das plantas e diametro do caule (1 cm acima do solo) foram
medidos no inicio e no final do experimento. O crescimento em altura (H; %)

e diametro (D; %) foram calculados conforme as equacdes 1 e 2:

H(%) = [(Hf - Hi)/Hi] x 100 Eq. 1

D(%) =[(Df - Di)/Di] x 100 Eq. 2

Em que Hf é a altura final da planta; Hi é a altura inicial da planta; Df &
o didmetro final do caule e Di &€ o didmetro inicial do caule.

O material vegetal foi seco em estufa de circulagao forcada de ar a
65° C até estabilizacao da massa, pesado em balanc¢a analitica € moido em
moinho tipo Willey equipado com peneira de inox com malha de 1 mm. As
amostras foram submetidas a digestdo nitro-perclérica (4:1 v vl) e a
dosagem de P no extrato foi realizada por espectrometria de emissao em
plasma induzido (ICP-OES).

Foram calculados os valores de eficiéncia de utlizagdo - EU
(SIDDIQUI E GLASS, 1981) e eficiéncia de translocacao - ET (LI et al., 1991)

para o P, conforme as equacdes 3 e 4.

EU = (mMS_pl)%/ ¢P_pl (g°mg”")  Eq.3

ET = ¢cP_PA/cP_pl (mgmg™) Eq. 4
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Em que o cP_pl é o conteudo de P na planta; mMS_pl é a massa de
matéria seca da planta e cP_PA é o conteudo de P na parte aérea.

2.4. Analises estatisticas

Os resultados de planta foram submetidos a analise de normalidade e
homocedasticidade como premissas da estatistica paramétrica por meio do
teste de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Apés transformacéo BOX
COX, os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) utilizando

teste F (P < 0,05). Posteriormente as médias dos tratamentos foram

comparadas pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade. Além disso,
comparagdées multiplas com os tratamentos controles (-P+1000-As e —
P+1000+As) foram realizadas por meio do teste de Dunnet (P < 0,07 ou P <
0,05). Para os dados de solo foi realizada a estatistica ndo paramétrica por
meio do Teste Kruskal-Wallis (P < 0,05).

3. RESULTADOS

3.1.Crescimento da planta

O crescimento em altura nao diferiu entre os tratamentos com os
diferentes niveis externos de P. Porém, em relacdo ao controle (-P+1000),
houve menor crescimento das plantas, com excecédo do tratamento +P+As
(Figura 4a). De modo similar, também nao se observou efeito do fungo sobre
o crescimento em didmetro para o menor suprimento de P (15 mg kg™).
Entretanto, a inoculagcéo de A. niger influenciou negativamente o diametro do
caule nas condi¢cdes de maior suprimento de P (30 mg kg'1 de P) (Figura 4b).
Neste sentido, o aumento da dose de P externo resultou em maior
crescimento das plantas em didametro apenas nos tratamentos na auséncia
do fungo (-As). Nos tratamentos sem inoculacao (-As), ndao houve diferenca
no crescimento em didmetro em relacdo ao controle (-P-As+1000) para
ambas as doses de P externo. Entretanto, os tratamentos com inoculacao
(+As) apresentaram menor crescimento em diametro quando comparados

ao controle (-P-As+1000) para as duas doses de P externo.
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Figura 4. Crescimento das plantas de eucalipto em altura (a; %) e

diametro (b; %) em condicao de solo externo ao anel com 15 mg kg™
e 30 mg kg'de P (-P e +P) ou adicionalmente 1000 mg kg™ de P no
solo do interior do anel (-P+1000) e na auséncia e presenca do
fungo Aspergillus niger (-As e +As). Médias seguidas por letras
maiusculas iguais nao diferem estatisticamente para o fator fungo
dentro das doses de P, enquanto médias seguidas por letras
minusculas iguais nao diferem estatisticamente para dose de P

dentro do fator fungo segundo o Teste de Tukey (P < 0,05). Médias

seguidas de **, * diferem estatisticamente da referente testemunha (-
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P-As+1000 ou -P+As+1000) pelo teste de Dunnet (P < 0,07 e P <
0,05, respectivamente). O erro padrao da média (n=4) encontra-se

representado em cada barra dos valores médios.

3.2. Matéria seca de raiz e parte aérea

Na dose de 30 mg kg de P as plantas produziram em média 63 %
mais matéria seca de parte aérea quando na auséncia do fungo (Figura 5a,
Figura suplementar 2). Ao se considerar apenas as raizes este incremento
foi de 128 % na auséncia do fungo. Por outro lado, ndo houve efeito
significativo do suprimento de P dentro do fator fungo na producado de
matéria seca de parte aérea e raiz (Figura 5a). A producao de matéria seca
da parte aérea dos tratamentos sem inoculagdo n&o diferiu
significativamente do controle (-P-As+1000). Entretanto, os tratamentos com
inoculacao apresentaram menor producao de matéria seca de parte aérea
em relacdo ao controle (-P+As+1000), independente dos niveis de P
externo. Para a massa de matéria seca de raizes, os tratamentos +P+As e -
P +Asnao diferiram em relagdo aos controles (-P-As+1000 e -P+As+1000,
respectivamente). Por outro lado, o tratamento -P-As obteve menor massa
de matéria seca em relagcdo ao controle (-P-As+1000). Da mesma forma, o
tratamento +P +Asobteve menor produgdo de biomassa de raizes em
relacao ao controle (-P+As+1000) (Figura 5a). A relagao raiz/parte aérea nao
foi significativamente influenciada pelos niveis de suprimento de P externo
(15 e 30 mg kg') ou pela inoculagio (Figura 5b). Porém, todos os
tratamentos apresentaram menor relacao raiz/parte aérea em comparacao

aos controles (-P+1000), exceto o tratamento -P +As(Figura 5b).
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Figura 5. Massa de matéria seca (a) dos compartimentos folha nova
(cP_FN; g), folha velha (cP_FV; g), caule (cP_caule; g) e raiz (cP_raiz; g)
e razao raiz/parte aérea (b) em condicao de solo externo ao anel com 15e
30 mg kg" de P e 315 mg kg de P dentro dos anéis (-P e +P,
respectivamente); ou 1000 mg kg™ de P no solo do interior do anel com a
menor concentragdo de P no exterior do anel, 15 mg kg™ de P (-P+1000);
na auséncia e presenca do fungo Aspergillus niger (-As e +As). Médias

seguidas por letras maiusculas iguais nao diferem estatisticamente para o
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fator fungo dentro das doses de P, enquanto médias seguidas por letras
minusculas iguais nao diferem estatisticamente para dose de P dentro do
fator fungo segundo o Teste de Tukey (P < 0,05). Médias seguidas de **, *
diferem estatisticamente da referente testemunha (-P-As+10000u -
P+As+1000) pelo teste de Dunnet (P < 0,07 e P < 0,05, respectivamente).
O erro padrao da média (n=4) encontra-se representado em cada barra

dos valores médios.

3.3.Conteudo de fosforo na raiz e parte aérea

O conteudo de P na parte aérea e raiz foi negativamente influenciado
pela presenga do fungo na dose de 30 mg kg™ de P externo (Figura 6). No
entanto, ndo houve efeito da inoculagéo do fungo na dose de 15 mg kg™ de
P externo (Figura 6). Portanto, o efeito dos niveis de suprimento de P sobre
o conteudo deste nutriente na parte aérea foi significativo apenas quando A.
niger nao foi inoculado nos anéis. Para as raizes, nao houve efeito dos
niveis externos de P sobre o conteudo do nutriente (Figura 6). Em geral,
também nao houve diferenca no conteudo de P da parte aérea entre os
tratamentos e os respectivos controles. Nas raizes, este comportamento foi

observado apenas para o tratamento +P-As (Figura 6).
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Figura 6. Conteldo de P (mg planta™) nos compartimentos folha nova
(cP_FN), folha velha (cP_Fv), caule (cP_caule) e raiz (cP_raiz) do eucalipto .
em condigao de solo externo ao anel com 15 mg kg e 30 mg kg™ de P (-P e
+P) ou adicionalmente 1000 mg kg™ de P no solo do interior do anel (-
P+1000) e na auséncia e presenca do fungo Aspergillus niger (-As e +As).
Médias seguidas por letras maiusculas iguais nao diferem estatisticamente
para o fator fungo dentro das doses de P, enquanto medias seguidas por
letras minusculas iguais nao diferem estatisticamente para dose de P dentro
do fator fungo segundo o Teste de Tukey (P < 0,05). Médias seguidas de **, *
diferem estatisticamente da referente testemunha (-P-As+1000 ou -
P+As+1000) pelo teste de Dunnet (P < 0,01 e P < 0,05, respectivamente). O
erro padrao da media (n=4) encontra-se representado em cada barra dos

valores médios.

3.4. Eficiéncia de translocacao e utilizacao
Na dose de 30 mg kg™’ de P a inoculagao de Aspergillus niger reduziu a
eficiéncia de uso de P pelas plantas (Tabela 3). Por outro lado, a eficiéncia

de translocacao de P foi maior nos tratamentos com a inoculacao do fungo.
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Nos demais tratamentos houve menor eficiéncia de utilizacdo de P em
relacdo aos respectivos controles (-P+1000), exceto para o tratamento -
P+As em relacao ao controle e -P+As+1000 e para o +P-As em relagdo ao
controle -P-As+1000 (Tabela 3). Aparentemente, todos os tratamentos
apresentaram maior eficiéncia de translocacao que os tratamentos controle
(-P+1000; Tabela 3).

Tabela 3. Eficiéncia de utilizacao (EU) e translocacdo (ET) de P pelas
plantas de eucalipto em condicdo de solo externo ao anel com 15 e 30 mg
kg"' de P (-P e +P) ou adicionalmente 1000 mg kg™ de P no solo do interior
do anel (-P+1000); na auséncia e presenca do fungo Aspergillus niger (-As e
+As).

-As +As -As +As -As +As

P +P -P 1000

ET 0,93 Aa** 0,94 Aa** 090Ba* 0,96Aa** 084 0,86

EU 0,54 Aa* 0,46 Aa™ 0,62Aa™ 041Ba* 0,76 0,66

Médias seguidas por letras maiusculas iguais ndo diferem estatisticamente para o fator
fungo.Médias seguidas por letras minusculas iguais ndo diferem estatisticamente para dose
de P segundo o Teste de Tukey (P<0,05). Médias seguidas de **, * diferem estatisticamente
da testemunha (-P +1000) pelo teste de Dunnet(P<0,01 e P<0,05, respectivamente.

3.5.pH do solo

Os valores de pH nas diferentes camadas de solo dos anéis variaram
entre 4,69 e 4,84 (Figura 7). A camada mais préxima ao sistema radicular (0-
3 mm) apresentou pH menos acido em relagédo a camada mais distante (6-9
mm) nos tratamentos +P —As+E e +P +As+E(Figura 7).
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Figura 7. pH do solo em condi¢cdo de solo externo ao anel com 15
mg kg e 30 mg kg”' de P (-P e +P), na auséncia e presenca do
fungo Aspergillus niger (-As e +As) e auséncia e presenca de
plantas de eucalipto (-E e +E). Médias seguidas por letras
maiusculas iguais nao diferem estatisticamente entre as camadas
segundo o Teste Kruskal- Wallis (P < 0,05).

3.6. Conteudo de fosforo no solo dos anéis

Para o tratamento com maior dose de P externo (+P) na auséncia do
fungo (-As) e presenca da planta (+E), foi observado maior conteudo total de
P na camada mais préxima as raizes (0-3 mm) em relacdo a camada mais

distante (6-9 mm; Figura 8), tendéncia semelhante a que ocorreu com o pH.
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Figura 8. Conteudo médio de P no solo (mg) extraido por HySOy,
por camada em condicdo de solo externo ao anel com 15 mg kg™ e
30 mg kg" de P (-P e +P), na auséncia e presenca do fungo
Aspergillus niger (-As e +As) e auséncia e presenca de plantas de
eucalipto (-E e +E) considerando o volume de 1 (um) anel. Médias
seguidas por letras maiusculas iguais nao diferem estatisticamente

entre as camadas segundo o Teste Kruskal- Wallis (P < 0,05).

4. DISCUSSAO

4.1. Desenvolvimento do eucalipto

Os dados de conteudo de P na parte aérea sugerem que houve
limitacao nutricional por este nutriente na dose 15 mg kg™~ de P externo aos
anéis (Figura 6). Portanto, sinalizam que a capacidade fotossintética das
plantas tenha sido reduzida (CARSTENSEN et al., 2018) e,
consequentemente, o seu desenvolvimento comprometido. O maior

crescimento em diametro em funcdo do aumento da dose externa de P,



28

quando nao houve inoculacao, reforcam esse argumento (Figura 4). Além
disso, € provavel que o baixo conteudo de P nos vasos tenha limitado o
desenvolvimento radicular e, assim, o acesso ao solo dos anéis. Nesse
sentido, ndo se observou nessa dose os possiveis efeitos de interagao entre
planta e fungo na rizosfera. Além disso, a hipétese de que a planta
aumentaria a relagao raiz/ parte aérea como estratégia de aquisicao de P
nao foi suportada.

Na maior dose de P externo (30 mg kg' de P) a inoculagido de
Aspergillus niger influenciou negativamente o desenvolvimento do eucalipto.
Supostamente isso se deve a imobilizacdo do P do solo pela incorporacao a
biomassa do Aspergillus niger (BAGGIE et al., 2004; MC LAUGHLIN et al.,
1988). Este processo de retencdo de P pelos microorganismos torna-o
temporariamente indisponivel para as plantas. Nesse sentido, sugere-se que
a menor producdo de matéria seca e o menor conteudo de P na planta
estejam relacionados com a competicdo entre planta e fungo pelo nutriente,
uma vez que o conteudo de P da planta suporta este argumento. Além da
imobilizagdo, os microrganismos do solo podem competir com as plantas,
inibindo o crescimento radicular (MARSCHNERET al. 2011). As plantas
produziram em média 128 % mais matéria seca de raiz quando o fungo nao
foi inoculado. Nesse caso, é provavel que as plantas tenham acessado parte
do P do interior dos anéis. E importante salientar que para a aquisicdo de
nutrientes pouco moveis no solo, como o fésforo, o comprimento e
densidade de pélos radiculares sao fundamentais (LYNCH et al., 2007).

Além disso, é possivel que o efeito negativo da inoculagdo do fungo na
maior dose de P externo (30 mg kg') esteja relacionado com maior
investimento de carbono na rizosfera em detrimento da producao de matéria
seca. Os dados de EU e ET de P corroboram este argumento. Quando
houve inoculagdo, na maior dose externa de P (30 mg kg™') as plantas
apresentaram menor eficiéncia de utilizacao (Tabela 3), indicando que foram
menos eficientes em produzir biomassa por unidade de P absorvido.
Adicionalmente, os microrganismos poderao competir com as plantas
decompondo os compostos “mobilizadores” de P liberados no solo por elas
(MARSCHNERET al. 2011). Além disso, a liberagéo de exsudatos apresenta
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alto custo de carbono para as plantas (LYNCH et al. 2005; RAVEN et al.
2018).

O controle -P+As+1000 apresentou maior produgcdo de matéria seca de
parte aérea e raizes, crescimento em diametro, conteudo de P nas raizes e
eficiéncia de utilizacdo de P em relacao ao tratamento +P+As. Por outro
lado, ndo houve diferenca no conteiudo de P na parte aérea. Esses
resultados evidenciam que a concentracdo de P no interior dos anéis
aumentou a eficiéncia das plantas em produzir biomassa por unidade de P
absorvido. E provavel que, diante da maior disponibilidade de P o custo de
carbono na interacao da planta com o fungo tenha sido reduzido. Em estudo
analogo, Andrino et al. (2019) verificaram que na presenca de P ligado a
goethita as plantas investiram grande quantidade de carbono na interacao
com micorrizas arbusculares. No entanto, quando o P se encontrava livre na
solucao do solo nao foi detectada liberagao de C pelas plantas.

Nesse sentido, a hipotese de que a inoculacdo de Aspergillus niger
aumenta a aquisicdo de P e o desenvolvimento das mudas de eucalipto
independente dos niveis de P nao foi suportada. De modo geral, na maior
dose de P externo aos anéis (+P, 30 mg kg™') a inoculagao do fungo limitou o

desenvolvimento da planta.

4.2.pH e conteudo de P no solo

O pH do solo decresceu da camada mais proxima as raizes (0-3 mm)
para a camada mais distante das raizes (6-9 mm) nos tratamentos +P—-As+E
e +P+As+E (Figura 7). Embora a reducdo do pH proximo as raizes em
decorréncia da liberagcdo de acidos orgénicos seja freqlientemente
relacionada com o aumento da disponibilidade de P, e consequente
absorcado pelas plantas, isso ndo foi observado. Além disso, mesmo os
tratamentos sem planta (-E) houve a tendéncia de pH mais elevado na
camada 0-3 mm em relacdo as demais. Nesse sentido, € possivel que a
elevacao do pH na primeira camada (0-3 mm) tenha sido induzida, por efeito
de massa, pelo pH do solo exterior aos aneis, que inicialmente era mais
elevado (6,5) que o pH do solo do interior dos aneis (4,7).

No tratamento +P-As+E, assim como o pH, o conteudo de P foi maior

na camada mais préxima as raizes (0-3 mm) em relacdo a camada mais
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distante (6-9 mm; Figura 8). Essa tendéncia também foi observada para os
demais tratamentos que receberam a maior dose de P externo aos aneis
(+P; 30 mg kg™"). Dessa forma, de maneira analoga ao pH, sugere-se que
tenha havido influéncia do solo externo aos aneis. E importante ressaltar
que, por ser mais argiloso e consequentemente apresentar maior CMAP, o
solo do interior dos aneis pode ter adsorvido parte do P proveniente do solo
externo aos anéis, de textura mais arenosa. Nesse sentido, embora o solo
(LVAd2) interno aos anéis apresentava maior teor total de P sugere-se que o
LVAd1 externo aos anéis apresentava maior P na solugcédo do solo. Além de
ser mais tamponado, o LVAd2 usado para preencher os anéis recebeu a
aplicacéo de P aproximadamente 30 dias antes da aplicacdo de P no solo
externo, que aconteceu na ocasido da montagem do experimento. O tempo
de contato, provavelmente foi importante na adsorcao de P. Vale salientar
ainda que a adsorcao de P apresenta potencial para elevar o pH do solo,
uma vez que ao ser adsorvido especificamente os ions fosfatos deslocam

OH' para a solugao e sao, portanto, ions determinantes de potencial.

Em suma, os resultados deste trabalho evidenciaram que, em
oposigcao ao que foi hipotetizado, nao foi observada maior relacao raiz/ parte
aérea em condi¢des de menor disponibilidade de P (Figura 5b). Além disso,
a maior producao de matéria seca de raiz foi responsavel pela maior
produtividade de parte aérea, o que ficou evidente nos tratamentos -As+P e
nos controles (Figura 5a). Possivelmente, nos tratamentos -P as plantas
perceberam a baixa disponibilidade de P e ndo investiram fotoassimilados na
produgéo de raizes. Por outro lado, em condigdes de maior disponibilidade
de P externo (+P) ou interno aos aneis (controles) as plantas investiram mais
carbono na producéao de raizes e obtiveram, consequementemente, maiores
produgcdes de parte aérea. Porém, no tratamento +P+As é provavel que o
fungo tenha limitado a produgéo das plantas seja pela competicao por P ou
por liberar compostos téxicos as plantas nessas condigdes. Nesse sentindo,
as concepgdes supracitadas mostram a necessidade de mais estudos para
elucidar o quao sensiveis sado as plantas as condi¢cdes de disponibilidade de
P e os efeitos sobre a estratégia de aquisicao de P pelo eucalipto.
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5. CONCLUSOES

1. Em condigdes de baixo suprimento externo de P (15 mg kg') as
mudas de eucalipto ndo aumentaram a relacao raiz/ parte aérea como
estratégia de aquisigao de P.

2. Apesar de ser uma tecnologia promissora, a inoculacao de Aspergillus
niger reduziu a aquisicao de P, o crescimento e a producao de
matéria seca por mudas de eucalipto no nivel de suprimento externo
de P de 30 mg kg™
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Figura Suplementar 1. Disposicao dos anéis de PVC (2,5 x 5 cm de
altura e didmetro) em um vaso retangular com capacidade de 4,5
dm?3, preenchido com Latossolo Vermelho-Amarelo distrofico
(LVAd1) de textura franco-argilo-arenosa. Em cada vaso, foram
inseridos horizontalmente oito anéis de PVC sendo dispostos dois
em cada lado do vaso, cada um contendo 50 g de Latossolo

Vermelho-Amarelo distréfico (LVAd2) de textura muito argilosa.
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Figura Suplementar 2. Mudas de eucalipto aos 60 dias apés o
transplantio. +P+As: dose de 30 mg kg-1 P externo aos anéis com
inoculacao de Aspergillus niger no solo dos aneis; +P-As: dose de
30 mg kg-1 P externo aos anéis com inoculacao de Asperqgillus niger

no solo dos anéis.
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