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RESUMO - A inoculacdo de culturas agricolas com fungos micorrizicos arbusculares é uma pratica agronémica promissora,
que tem sido fortalecida pela recomendagdo de inoculantes recém-registrados no Brasil. A necessidade de entendimento de
efeitos de diferentes formulacfes de inoculantes é, portanto, um aspecto fundamental para pesquisas de carater bésico e
aplicado. O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial de indculo do fungo micorrizico arbucular Rhizophagus clarus
cultivado no sistema de cultivo em vaso em relacdo ao sistema in vitro e testar o efeito de ambos no crescimento e
produtividade da soja. O potencial de inéculo foi testado em condicGes de casa de vegetacdo, utilizando-se o milho como
hospedeiro. Os valores de colonizacéo radicular revelaram que o potencial de inoculo foi 7% maior no sistema in vitro. Para
avaliar os efeitos de ambos inoculantes, um experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, em delineamento inteiramente
casualizado, contendo 3 tratamentos e 6 repeti¢des. O indculo produzido in vitro aumentou todos os parametros de nodulagéo,
porém ndo alterou a massa e nitrogénio da parte aérea de plantas de soja. A produtividade, por outro lado, foi 20% maior com
0 uso de indculo produzido em vaso. O sistema em vaso é a técnica de produgdo de inoculante de FMA mais promissora para
plantas de soja, considerando possiveis ganhos de produtividade.
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INOCULATION OF SOYBEAN WITH Rhizophagus clarus PRODUCED
IN POT AND in vitro SYSTEMS

ABSTRACT - Inoculation of agronomic crops with arbuscular mycorrhizal fungi is a promising agronomic practice, which
has been solidified by recommendation of recently-registered inoculants in Brazil. The need to understand effects of different
inoculant formulations is, therefore, a fundamental aspect for basic and applied research. The aim of this study was to evaluate
inoculum potential of the arbuscular fungus R. clarus cultivated in a pot culture system compared to the in vitro system and
test the effect of both on growth and yield of soybean. Inoculum potential was tested in greenhouse conditions using maize as
host plant. Values of root colonization showed that inoculum potential was 7% higher in the in vitro system. In order to
evaluate the effects of both inoculants, an experiment was carried out in greenhouse conditions following a completely
randomized design with three treatments and six replicates. The inoculant produced in vitro increased all nodulation
parameters, but did not affect shoot mass or nitrogen of soybean plants. Grain yield, however, was 20% higher with the use of
pot-produced inoculum. Pot culure system is the most promising technique to produce soybean inoculum, considering possible
yield gains.

Keywords: Glycine max L., arbuscular mycorrhizal fungi, inoculants, yield.

INTRODUCAO

Os beneficios da inoculagdo com fungos
micorrizicos  arbusculares  (FMAs)  vém  sendo
demonstrados por décadas para diversas culturas de
interesse agrondmico, como soja, milho e feijdo (ILBAS e
SAHIN, 2005; GRUMBERG et al., 2015; WANG et al.,
2019). Nesta pratica, normalmente é utilizado um
inoculante produzido em ambiente protegido, em sistema
conhecido como inéculo em vaso. Esse foi o primeiro
sistema de producdo de inoculante de FMAs, sendo um
tradicional método de cultivo destes fungos, inclusive em
colecBes bioldgicas (STUTZ; MORTON, 1996).

Nesse sistema, um hospedeiro altamente
dependente da associacdo micorrizica é inoculado com

esporos de FMAs e transplantado para um vaso contendo
como substrato uma mistura de solo, areia e argila. Apds 3
a 4 meses de crescimento em ambiente controlado, o
substrato é coletado e utilizado como inoculante. Este
sistema apresenta bons niveis de esporulacdo, onde, a
maioria das espécies fungicas podem ser cultivadas, pois
problemas de compatibilidade entre fungo e hospedeiro ou
substrato séo raros (MORTON, 1993).

Por outro lado, a garantia de pureza do inoculante
é um entrave, visto que o substrato utilizado é de origem
edafica, o que facilita a multiplicacio de outros
microrganismos durante o cultivo em ambiente protegido
(WALKER; VESTBERG, 1994). Além deste problema,
existe a dificuldade na manutencéo e estocagem dos vasos,
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pois exigem irrigacdo controlada, temperatura e espacgo
adequado.

Outra alternativa de formulacdo do inoculante de
FMAs foi desenvolvida em 1988 por Bécard e Fortin
(BECARD e FORTIN, 1988), em cultivo in vitro. Nesse
sistema o fungo é cultivado em associacdo com raizes de
plantas de cenoura ou chicéria geneticamente modificadas,
em placas de Petri contendo meio de cultura com baixos
niveis de nutrientes (DECLERCK et al., 1998). Mediante
esporulacdo, as placas sdo subcultivadas entre 3 e 4 meses,
em ciclos sucessivos. Com o estabelecimento desta
cultura, os problemas de contaminagdo com outras
espécies de FMAs ou outros fungos e bactérias sdo
eliminados, garantindo a pureza do material. A
manutencdo € minima e a estocagem é facilitada por
necessitar de menos espago. Em contrapartida, poucas
espécies se desenvolvem satisfatoriamente nesse sistema,
pois este possui grande limitagdo (CRANENBROUK et
al., 2005).

Existem evidéncias de que o mesmo isolado de
fungo, quando produzido como inoculante nesses dois
sistemas, possa desenvolver caracteristicas morfoldgicas
distintas. Pawlowska et al. (1999), observaram que o
desenvolvimento de esporos de Glomus etunicatum in
vitro é semelhante aquele que ocorre em solo. Entretanto,
foram 60% menores e tinham paredes internas mais
espessas do que 0s esporos produzidos no sistema em
vaso. E possivel que, da mesma maneira que
caracteristicas morfolégicas sdo alteradas com o ambiente
de cultivo, aquelas simbidticas também sejam, havendo
diferentes respostas de crescimento e/ou nutri¢do na planta
hospedeira.

Um estudo pioneiro nessa area do conhecimento
foi desenvolvido por Cely et al. (2016), avaliando-se o
efeito dessas duas formulagBes de indculo de Rhizophagus
clarus sobre o crescimento vegetativo de plantas de soja e
algoddo. Os dois sistemas promoveram 0s mesmos valores
de colonizagdo radicular, massa da parte aérea e absorcéo
de fosforo. Porém, uma comparagdo entre aspectos de
produtividade em funcéo do sistema de produgdo nédo foi
abordada neste trabalho.

Em 2018, um inoculante a base de FMAs
produzido em vaso (Rootella BR) foi registrado perante o
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA). Com a entrada dos inoculantes de FMAs no
mercado nacional, é inevitdvel que questbes relativas a
métodos de producdo de indculo e sua eficiéncia
agrondmica venham a tona e precisem ser elucidados.

Diante do exposto, objetivou-se com o presente
trabalho avaliar o potencial de inoculo de Rhizophagus
clarus no sistema de cultivo tradicional em relacdo ao
sistema in vitro e testar o efeito destes dois sistemas sobre
0 crescimento e a produtividade de plantas de soja.

MATERIAL E METODOS

Foram realizados dois experimentos, ambos em
condicBes de casa de vegetacdo na Universidade Federal
de Santa Catarina (UFSC), no municipio de Curitibanos,
Santa Catarina (coordenadas geograficas de latitude:
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27°16°60” Sul e longitude: 50°35°7” Oeste). A espécie
utilizada foi Rhizophagus clarus (isolado RJIN720A),
mantida pela Colecdo Internacional de Culturas de
Glomeromycota (CICG), localizada na Universidade
Regional de Blumenau (FURB), em Blumenau (SC). O
material biolégico utilizado consistiu de inoculantes de
fungos micorrizicos arbusculares (FMASs) de dois sistemas
de cultivo: em vaso e in vitro.

Todo o processo de produgdo de indculo em vaso
foi realizado na CICG. Uma amostra de solo contendo
propagulos foi utilizada para a multiplicacdo de esporos
(producédo de inéculo). O substrato utilizado foi uma
mistura de solo com areia esterilizada (proporcéo 1:1, v:v),
sendo acondicionado em vasos plasticos de 1,5 kg, com
furos no fundo, para escoamento da dgua. Em seguida, 80
sementes de braquiaria (Brachiaria brizantha) foram
colocadas sobre esta mistura de substrato e cobertas com
uma camada de areia + argila expandida esterilizada (1:1).
Os vasos permaneceram em casa de vegetacdo sobre
bancada metélica por quatro meses ap6s a semeadura,
recebendo irrigacdo manual didria, usando-se regador.
Depois deste periodo, a rega foi suspensa e 0s vasos foram
mantidos até a secagem das plantas in situ, em ambiente
com baixa luminosidade natural. O in6culo foi estocado
em sacos plasticos tipo “zip-lock” e mantidas sob
refrigeracdo a 4°C, sem luz, até o uso.

A produgdo do in6culo in vitro foi realizada no
Laboratdrio de Microbiologia da Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC), Campus Curitibanos, SC.
Inicialmente, fez-se a extragdo dos esporos por meio do
protocolo de centrifugacdo por gradiente de sacarose
proposto  por Gerdemann e Nicholson (1963).
Posteriormente ocorreu a desinfeccdo a base de cloramina
T 2% e antibidticos (50 mg L™ de sulfato de
estreptomicina e 25 mg L™ de sulfato de gentamicina). O
procedimento descrito acima foi realizado em cmara de
fluxo laminar.

Na sequéncia, foram realizadas lavagens dos
esporos com Tween 20, até completa sedimentacdo.
Retirou-se a solucdo detergente e adicionou-se cloramina,
deixando os esporos em imersao por 10 min. O mesmo foi
feito com a solugdo de antibidticos, sendo este
procedimento repetido 2 x, por 10 min. Logo ap6s, foi
realizada a lavagem dos esporos por duas vezes com agua
destilada autoclavada.

Depois de desinfetados, o0s esporos foram
pipetados em placas de Petri contendo meio de cultura M,
e acondicionados em camara BOD na temperatura de 28°C
até a sua germinacdo. Raizes geneticamente modificadas
de cenoura foram transferidas para essas placas com
esporos germinados e livres de contaminacdo, e por fim
mantidas na BOD a 28°C por quatro meses. Apds este
periodo, as placas encontravam-se com fungos plenamente
desenvolvidos, com hifas extra radiculares e esporos
maduros.

Experimento 1. Avaliacdo do potencial de in6culo de
Rhizophagus clarus produzido em sistemas de vaso € in
vitro na cultura do milho (Zea mays)
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O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado, contendo dois tratamentos (T1 =
inéculo em vaso e T2 = indculo in vitro) e quatro
repeticdes. A espécie vegetal hospedeira usada foi 0 milho
(Zea mays), e as plantas semeadas e cultivadas em tubetes
plasticos de 300 g, com substrato previamente autoclavado
composto por solo (Cambissolo) e areia grossa, ha
proporgdo 1:1 (v:v).

No tratamento 1 adicionou-se 150 g dessa mistura
de solo + areia na parte inferior do tubete. Logo ap0s,
colocou-se a mistura de inoculante (0,8 g) com 150 g de
substrato (solo e areia) em um béquer e procedeu-se a
homogeneizacdo. Com este material, completou-se o
volume total do tubete.

No tratamento 2, a inoculacdo foi realizada com
material produzido em condigdes in vitro. Com auxilio de
uma lupa, determinou-se a area da placa de Petri com
50 esporos. Inicialmente, colocou-se 150 g de substrato no
tubete. Em seguida, cortou-se o fragmento da cultura in
vitro, que foi disposto dentro do tubete. Por fim,
completou-se o volume total do tubete com substrato
(150 g). Em ambos tratamentos (T1 e T2), a quantidade de
indculo usada proporcionou a padronizacdo de 50 esporos
em cada unidade experimental.

Em cada tubete, foram adicionadas trés sementes
de milho a 3 cm de profundidade, e trés dias
posteriormente a germinacdo fez-se o raleio das mudas. A
irrigacdo foi manual durante todo o experimento, durando
30 dias. Ao final deste periodo, as mudas foram retiradas
dos tubetes e separou-se o sistema radicular da parte aérea.
O sistema radicular foi lavado para retirar o excesso de
solo e as raizes foram coradas, segundo metodologia de
Koske e Gemma (1989). Adicionou-se as raizes uma
solucdo de hidroxido de potassio (10%), sendo em seguida
levadas a banho-maria por 80°C, durante 50 min. Na
sequéncia procedeu-se a lavagem das raizes em agua
corrente e adicionou-se acido cloridrico (2%). As raizes
foram mantidas a temperatura ambiente por 10 min. Ao
retirar o excesso de acido, adicionou-se a solucdo Azul de
Tripan (5%). Posteriormente, as raizes permaneceram no
banho-maria por 50 minutos. Ao término do procedimento,
as raizes foram novamente lavadas e fracionadas em
10 partes.

Os fragmentos foram colocados em lamina para
visualizagdo e divididos visualmente em cinco pontos,
aleatoriamente  distribuidos.  Utilizou-se  microscépio
Optico com aumento de 10 e 40x para visualizacdo destes
fragmentos. A presenca de estruturas observadas (hifas,
arbusculos, esporos e vesiculas) foi registrada em cada
ponto avaliado. O potencial de inoculo foi determinado
pela estimativa de colonizacdo radicular de fragmentos
colonizados em relacéo aqueles ndo colonizados.

Experimento 2. Efeitos da inoculagdo da soja com
Rhizophagus clarus produzido em sistemas de cultivo
em vaso e in vitro.

O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado, contendo trés tratamentos e seis
repeticdes. Cada planta foi considerada uma repeti¢do. Os
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tratamentos consistiram em: T1 = testemunha, T2 =
inoculante de FMA produzido em vaso e T3 = inoculante
de FMA produzido in vitro.

O mesmo solo do experimento 1 foi peneirado e
autoclavado a 120°C, por 50 min. Apoés esterilizacdo, o
solo foi acondicionado em vasos com capacidade para
11 L. O calcario foi adicionado previamente a implantacéo
do experimento. A adubacéo de base utilizada foi a base de
fésforo e potassio, conforme recomendacgéo para a cultura,
ajustando-se as quantidades para o volume de solo
comportado em cada vaso.

A cultivar de soja utilizada foi BMX Ativa, cujas
sementes foram previamente desinfetadas com hipoclorito
de s6dio (10%) e tratadas com fungicida. A semeadura foi
realizada com trés sementes por vaso e ap6s emergéncia,
realizou-se o desbaste, deixando apenas uma plantula por
vaso. Apds 30 dias do estabelecimento das plantas nos
vasos, aplicou-se a primeira dose de inseticida e fungicida,
a fim de reduzir a incidéncia de mosca branca (Bemisia
argentifolii) e oidio (Erysiphe diffusa). Os produtos usados
foram Azoxistrobina (200 g L™) com Ciproconazol
(80 g L) para oidio e também Imidacloprido (100 g L™)
com Beta-ciflutrina (12,5 g L™*) para mosca branca. Houve
a necessidade de reaplicacdo ap6s 20 dias de
experimentacéo.

Em todos os tratamentos, foi feita a inoculagdo
com bactérias fixadoras de nitrogénio da espécie
Bradyrhizobium japonicum (estirpes SEMIA 5079 e
SEMIA 5080). O inoculante comercial foi fornecido pela
Empresa Total Biotecnologia, contendo populagédo
bacteriana de 5 x 10° UFC (unidades formadoras de
colénias) g*. O mesmo foi aplicado na dose de 2 g kg™ de
semente, previamente umedecida com 6 mL de calda
acucarada, a 10%. A concentragdo final de bactérias foi de
1,2 x 10° UFC g™ de sementes.

No tratamento 1, as plantas foram inoculadas
apenas com B. japonicum. No tratamento 2, as plantas
receberam inoculacdo com FMASs produzidos no sistema
de cultivo em vaso. Foi utilizada a quantidade de
100 esporos em cada unidade experimental. Para tanto, foi
aplicada a quantidade de 80 g de indculo em cada um dos
vasos. A inoculagéo foi realizada adicionando o inoculante
em volta das trés sementes, cobrindo em seguida as
sementes e o inoculante com solo, para ndo deixar exposto.

No tratamento 3, foi utilizado inoculante
produzido no sistema de cultivo in vitro. Com auxilio de
uma lupa e pincel marcador, marcaram-se as partes da
placa de Petri que continham 100 esporos. Cortou-se um
fragmento contendo meio de cultura, raizes e esporos. Em
seguida, adicionou-se o fragmento ao vaso, cobriu-se com
solo e adicionou-se trés sementes a 5 cm de profundidade.

Foram estabelecidas 12 unidades experimentais
para cada tratamento. Destas, seis foram avaliadas no
estadio de florescimento pleno (R2) e seis foram avaliadas
no final do ciclo de desenvolvimento (maturacdo plena).
As plantas receberam irrigagdo manual, com regador,
todos os dias até o final do ciclo de crescimento.

No estadio R2, coletou-se uma planta de cada um
dos seis vasos avaliados para avaliacdo da massa da parte
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aérea seca (g/planta), ndmero de nédulos por planta,
ndmero de nddulos viaveis, massa de nddulos secos
(g/planta) e colonizacdo radicular por FMAs (dividida em
percentual de colonizacdo por hifas, hifas + vesiculas,
hifas + arbusculos e hifas + esporos).

Inicialmente, a parte aérea foi separada do sistema
radicular, cortando-a no ponto de insercdo dos cotilédones.
A parte aérea foi acondicionada em sacos de papel pardo e
levada a estufa de circulagdo forcada, com temperatura
média de 65°C, por um periodo de cinco dias até atingir
massa constante. Em seguida, a massa da parte aérea seca
foi determinada em balanga semi-analitica. A parte aérea
foi moida e usada para determinacdo do percentual de
nitrogénio, segundo metodologia de digestdo e titulagdo
(TEDESCO et al., 1995).

As rajzes foram lavadas e os nodulos foram
separados, contados e analisados quanto a viabilidade por
coloracdo rosa-avermelhada. Posteriormente, foram
levados a estufa para secagem e determinagdo da massa
dos nodulos secos nas mesmas condi¢cGes que a parte
aérea. Uma vez finalizado o processo da coleta de nddulos,
as raizes foram descartadas. A avaliagdo de colonizacdo
micorrizica foi determinada com 0 mesmo método usado
para avaliacdo do potencial de indculo (Experimento 1). A
Unica adaptacdo necessaria para as raizes de soja foi em
relagdo ao tempo de permanéncia nas solugBes de
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hidréxido de potassio e azul de Tripan, que neste caso foi
60 min.

A produtividade foi realizada no estaddio de
maturacdo plena. As sementes foram coletadas das vagens,
acondicionadas em sacos de papel pardo e colocadas em
estufa a 65°C pelo periodo de cinco dias para secagem
completa. Foi determinada a massa de grdos por planta,
considerando uma corre¢do para 13% de umidade.

Os dados obtidos foram submetidos ao teste de
normalidade, e posteriormente foi realizada a andlise de
variancia. Nao houve necessidade de transformacdo dos
dados, uma vez que os pressupostos foram atendidos. As
médias foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade de erro e o programa estatistico usado foi o
Assistat 2.0 (SILVA e AZEVEDO, 2016).

RESULTADOS E DISCUSSAO

No experimento 1, o potencial de inoculo foi
maior no sistema in vitro (T2), com 7% mais areas
colonizadas do que aquele observado com o sistema em
vaso (T1). O inéculo produzido in vitro também resultou
em maior colonizacdo por hifas e vesiculas do que aquele
produzido em vaso (Tabela 1). A utilizacdo do inéculo
produzido in vitro pode representar, em termos praticos,
um material com maior potencial de colonizacdo e,
consequentemente, necessidade de uso de menores
quantidades de propagulos.

TABELA 1 - Percentual de colonizagdo radicular no milho (Zea mays) por Rhizophagus clarus apds quatro semanas de

crescimento em casa de vegetacdo.

Tratamentos Colonizagdo Colonizacéo Colonizagéo por hifas

total (%) por hifas (%) e vesiculas (%)
T1 (sistema em vaso) 91 b* 91b 38b
T2 (sistema in vitro) 98 a 98 a 72a

*Meédias seguidas de letras diferentes na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade de erro.

No experimento 2, o nimero de nédulos (total e
vidveis), foi maior no tratamento com inoculante
produzido in vitro (T3), o qual promoveu um valor 48,3%
maior que aquele em vaso (T2) e 53,4% superior a
testemunha (T1), que recebeu inoculacdo apenas com B.
japonicum. Apenas o inoculante in vitro alterou
significativamente a massa de nédulos, quando comparado
com a inoculacdo padréo (Tabela 2).

O aumento no nimero e massa de nodulos fora
relatado por outros autores e observado como efeito da
inoculacdo da soja com outras espécies de FMAs, tais

como Funneliformis mosseae e Gigaspora margarita
(WANG et al., 2011; DING et al., 2016). Esses resultados
suportam o fato de que o maior aporte de fdsforo
proporcionado pelas micorrizas ajuda a suprir a alta
demanda de ATP dos nodulos (BAREA e AZCON-
AGUILAR, 1983; CARDOSO, 1985). Entretanto, o fato
de apenas o sistema in vitro ter promovido aumento nessas
variaveis, pode estar relacionado a algum aspecto de
atividade da fosfatase, desfavorecido durante o cultivo em
vaso.

TABELA 2 - Valores médios de nimero total de nddulos (NTN), nimero de nédulos viaveis (NNV) e massa de nédulos secos
(MNS) em plantas de soja submetidas a tratamentos de inoculagdo com Rhizophagus clarus.

Tratamentos NTN NNV MNS (g)
T1 (testemunha) 31 b* 31b 0,09b
T2 (sistema em vaso) 28D 28D 0,16 ab
T3 (sistema in vitro) 58 a 58 a 0,31a

*Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade de erro.

Todos os parametros de colonizacdo radicular da
soja foram superiores em plantas inoculadas com material
produzido in vitro, em relacdo aquele produzido em vaso e

com colonizacdo padrdo (Tabela 3). As referidas
porcentagens de coloniza¢do radicular estdo dentro dos
nameros encontrados em plantas colonizadas por FMAs

Sci. Agrar. Parana., Marechal Candido Rondon, v. 18, n. 3, jul./set., p. 244-250, 2019



Inoculagdo em soja...

em comunidades indigenas, onde o principal género
ocorrente é o Glomus. Os valores médios, dependendo do
tipo de solo e localidade geografica, variam de 60 a 100%
(KHALIL et al., 1992).

Cely et al. (2016) ndo observaram valores
diferentes de colonizacdo micorrizica, de acordo com o
sistema de producdo de indculo, quando o cultivo da soja
foi realizado em substrato estéril. Na condicdo de
esterilizagdo, o indculo in vitro mostrou efeito superior
sobre a colonizacdo radicular. No presente trabalho, o
efeito foi reportado em condigdo nao estéril, o que é um
aspecto interessante, devido a condi¢éo de campo na qual
um inoculante é aplicado, ou seja, com uma comunidade
microbiana nativa no qual o material introduzido deve
competir.
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Quando comparados a outros trabalhos de
inoculagdo, os valores de colonizagdo micorrizica
observados neste experimento podem ser considerados
elevados. BRESSAN et al. (2001) registraram valores de
15% de colonizacdo com in6culo de FMAs produzido em
vaso. Cely et al. (2016) observaram valores entre 35 e 85%
de colonizacdo por R. clarus produzido in vitro. Abdel-
Fattah et al. (2014) ao trabalharem com Glomus
constrictum, obtiveram 98% de colonizagéo radicular. No
presente estudo, a colonizagdo chegou até 99%, ou seja,
praticamente todos os fragmentos de raizes apresentaram
algumas das estruturas avaliadas. Com isso, pode-se
ressaltar qualidade do in6culo produzido e a
compatibilidade satisfatéria do isolado de R. clarus em
relacdo a colonizacdo de raizes de plantas de soja.

TABELA 3 - Percentuais de colonizacgdo radicular em plantas de soja submetidas aos tratamentos de inoculagéo.

Tratamentos CT (%) CH (%) CHV (%) CHA (%) CHE (%)
T1 (testemunha) 0c* Oc Oc Oc Oc
T2 (sistema em vaso) 81lb 81lb 41D 14b 14b
T3 (sistema in vitro) 99a 99a 72a 36a 28 a

*Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade de erro.
CT = colonizacdo total, CH = colonizacdo por hifas, CHV = colonizacéo por hifas e vesiculas, CHA = colonizag&o por hifas e

arbusculos e CHE = colonizacdo por hifas e esporos.

A massa da parte aérea e o teor de nitrogénio ndo
sofreram efeito dos tratamentos estudados. Porém, a massa
de grdos por planta foi maior quando as plantas foram
inoculadas com R. clarus, produzido no sistema em vaso,
diferindo dos demais tratamentos (Tabela 4). Esse
pardmetro foi aumentado em 20% em relacdo aquele
observado na inoculacdo padrdo, apenas com

Bradyrhizobium. Notoriamente, esta foi a Gnica variavel
para a qual o sistema em vaso se sobressaiu, frente ao
sistema in vitro. E provavel que os esporos, quando
cultivados nesse sistema de producdo de inéculo, possuam
caracteristicas fisiologicas e metabdlicas que ndo séo
expressos no sistema in vitro e, de alguma maneira,
contribuam para componentes de produtividade da cultura.

TABELA 4 - Valores médios de massa seca da parte aérea (MPAS), nitrogénio da parte aérea (NPA) e massa de grdos por
planta (MG) em plantas de soja submetidas aos tratamentos de inoculagdo com Rhizophagus clarus.

Tratamentos MPAS (g) NPA (%) MG (g)
T1 (testemunha) 18,64 ™ 3,94 ™ 14,45b
T2 (sistema em vaso) 17,54 3,98 17,34 a
T3 (sistema in vitro) 20,47 3,37 1455 b

*Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade de erro,

™ = n3o significativo.

A auséncia de efeito sobre a massa da parte aérea
e teores de nitrogénio também foi registrada por Cely et al.
(2016), ao estudar diferengas entre R. clarus produzido em
vaso e in vitro. Porém, essas observagdes divergem dos
estudos de outros pesquisadores (ABDEL-FATTAH et al.,
2014; MENG et al., 2015; JOU e BESALATPOUR, 2018).
Todavia, é importante destacar que os referidos trabalhos
avaliaram espécies e géneros de diversos FMAs, o que
representa um fator de variacdo a ser considerado e,
portanto, as comparaces sdo limitadas. Pode-se apenas
sugerir que o R. clarus ndo seja uma espécie que beneficia
a cultura em questdo, no aspecto de melhorar a nutri¢éo
nitrogenada da parte aérea.

Em relacdo a massa de grdos, destaca-se maior
efeito de R. clarus quando produzido em vaso. O aumento
da ordem de 20% estd dentro da faixa de valores

observados por outros autores gue usaram 0 MesMo
sistema de cultivo, porém com diferentes espécies e
géneros. Jalaluddin (2005) estudando a resposta da soja a
inoculacdo com Glomus macrocarpum, pode constatar um
aumento de 11% nos valores de grdos frescos, quando
comparado a inoculagdo apenas com Bradyrhizobium. Jou
e Besalatpour (2018) testaram diferentes espécies de
FMAs (Glomus fasciculatum, G. versiforme, G.
intraradices, G. mosseae e G. etunicatum), verificando que
estas promoveram aumento na producdo de grdos, com
valores entre 50 e 79%, dependendo da espécie.

Em relacdo ao sistema in vitro, a menor massa de
grdos observada no presente estudo (comparada ao T1)
divergiram dos resultados apresentados por Cely et al.
(2016). Ao estudarem o efeito do indculo de R. clarus, os
autores verificaram produtividade de aproximadamente
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3,2 ton ha™ em comparagdo a 1,5 ton ha™, na auséncia do
fungo. Alguns fatores podem estar relacionados com a
divergéncia de respostas, tais diferencas no processo de
inoculacdo, que no caso dos referidos autores utilizaram
peletizacdo, de indculo com a adicdo de material organico
(CELY etal., 2016). Além disso, a variabilidade fenotipica
e genotipica dentro de isolados, até aqueles provenientes
de um mesmo local, pode resultar em diversos beneficios
para o hospedeiro (LEE e EOM, 2015).

Outros fatores a serem considerados no processo
de desenvolvimento da tecnologia de inoculantes a base de
FMAs incluem a fertilidade do solo e a cultivar de soja.
Registros na literatura mostram que as espécies de FMAs
produzem beneficios distintos, conforme as condicbes do
solo utilizado. Maddox e Soileau (1991), pesquisaram o
efeito de duas espécies (Glomus fasciculatum e G.
etunicatum) inoculadas em plantas de soja. Os mesmos
autores notaram que, em pH = 7,8, apenas a inoculagio
com G. fasciculatum foi capaz de aumentar a
produtividade, na ordem de 20%. Em pH = 6,0, ambas as
espécies de fungos testadas foram eficientes, aumentando
em 27% o numero de grdos. Este incremento na
produtividade pode estar relacionado ao pH, pois 0s FMAs
normalmente necessitam de pH levemente &cido para
proporcionar rendimentos mais elevados.

Meghvansi et al. (2008) testaram combinacdes de
trés espécies de FMAs e quatro cultivares de soja e
sugeriram a existéncia de uma forte relagdo seletiva entre a
planta e os simbiontes. Os percentuais de aumento da
massa de grdos proporcionados por R. intraradices nas
cultivares testadas foram 31, 32, 48 e 60%. Segundo 0s
autores, os dados sugerem a ocorréncia de selecdo, por
parte da planta, que indica especificidade da resposta de
inoculacdo. Essa hipétese é suportada por outros
pesquisadores, que observaram respostas divergentes de
acordo com o gendtipo vegetal testado (WANG et al.,
2011; ORTAS, 2012).

Experimentos mais detalhados considerando
cultivares de soja séo justificados, pelo fato de que a
resposta a inoculagdo € também regulada pela planta
hospedeira. Esse aspecto é importante e merece ser
explorado, frente ao grande nimero de cultivares de soja
cultivadas no Brasil, que comportam vasta gama de
condicBes edafoclimaticas.

CONCLUSOES

O sistema em vaso tem melhor efeito sob o ponto
de vista econdmico da recomendacdo de um inoculante de
FMA:s.
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