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10RESUMO

110 presente trabalho teve por objetivo principal quantificar e avaliar a diversidade de
12fungos encontrados no solo com cultivo de Glycine max. Para tal, foi demarcada uma
134rea de onde se retirou, com auxilio de um trado, trés amostras de solo por coleta. O
14solo coletado foi acondicionado em sacos plasticos e conduzido rapidamente ao
15laboratorio para analise da microbiota. A microbiota ativa de fungos, na forma de
l6unidades formadoras de colonias (UFC.ml”), foi avaliada pela técnica de plaqueamento
17em superficie, em triplicata, e inoculagdo de suspensdes seriadas utilizando o meio de
18Martin. Cerca de 30 UFC/mL foram encontradas, cada possivel espécie de fungo
19diferente foi transferida para um tubo de ensaio e deixadas em temperatura ambiente
20para que crescessem isoladamente ¢ em seguida foram fotografadas com maquina
21digital. Em seguida foi feito o microcultivo, que preserva a disposi¢do original dos
22esporos sobre as hifas e mantém integras certas estruturas formadoras de esporos de
23cada uma. Por fim, foi realizada a identificagcdo fenotipica dos géneros fungicos mais
24abundantes no solo cultivado com Glycine max, dentre eles podemos destacar
25Aspergilus sp, Penicillium sp e Trichoderma sp. Apos foi feito uma analise de variancia,
26que mostrou uma diferenga significativa entre as médias de UFC antes, durante e depois

27do plantio da soja.
28
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31This work had as main objective to quantitive and verify the different species of fungi
32found in soil cultivated with soybean (Glycine max). To this end, it was a demarcated
33area in which they withdrew, with the aid of an auger, three soil samples per collection.
34The collected soil was packed in plastic bags and led quickly to the laboratory for
35microbial analysis. The microbiota of active fungi in the form of colony forming units
36(UFC.ml-"), was evaluated by surface plating in key, in triplicate, and inoculation of
37serial suspensions using the medium of Martin (Martin 1950). Approximately 30 CFU /
38mL were found, each possible different species of fungus was transferred to a test tube
39and left at room temperature for them to grow in isolation and then were photographed
40digitally. Then it was done Microcultivation because it preserves the original layout of
41the spores on hyphae and keeps intact some spore-forming structures of each one, and
42finally the identification of genere fungi more abundance in the soil grown with Glycine
43max, among them we can highlight Aspergilus sp, Penicillium sp e Trichoderma sp.
44Finally done an analysis of variance, which showed a significant difference between the

45mean CFU before, during and after planting soybeans.
46
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58 O solo ¢ a plataforma fundamental da agricultura, um sistema aberto que
59concentra residuos organicos de origem vegetal, animal e os produtos das
60transformagoes destes residuos. A vegetacao ¢ a principal responsavel pela deposicao de
61materiais organicos no solo. O tipo de vegetagdo e as condi¢des ambientais sdo fatores
62que determinam a quantidade e a qualidade do material que se deposita no solo,
63influenciando a heterogeneidade e a taxa de decomposicdo do material depositado a
64superficie (MOREIRA e SIQUEIRA, 2002). A decomposi¢ao destes materiais depende
65dos processos de transformagdo da matéria organica pelos microrganismos do solo, por
66meio dos quais pode-se mensurar a qualidade do solo, determinando-se os valores do

67carbono da biomassa microbiana (SPARLING, 1992).

68 Na regido do Cerrado, grande parte da vegetacao natural esta sendo substituida
69por culturas anuais e pastagens. A agricultura moderna ¢ caracterizada pela busca
70constante do aumento da produtividade das culturas agricolas, utilizando-se da
71mecanizacdo, irrigacdo, adubacdo quimica e aplicagdo de pesticidas, aliadas ao
72melhoramento dos genotipos vegetais. Os programas governamentais para o setor
73agricola nas décadas de 70 e 80 contribuiram grandemente para o desenvolvimento de
74tecnologias que possibilitaram a abertura de novas fronteiras agricolas, como o Cerrado,
75onde sao cultivados atualmente mais de 15 milhdes de hectares, e a tecnificacdo da
76agropecuaria brasileira, a qual tem apresentado profundos reflexos nas safras agricolas

77atuais (ZILLI, J. E. et al, 2003).

78 O preparo intensivo da terra, nessa regido, implica o devolvimento do solo
T9repetidas vezes antes da implantacdo de cada cultura, ocasionando intensa agressdao ao
80solo, aumentando a mineralizacdo da matéria organica e promovendo a erosdo e o
8laquecimento global pela emissdo do didxido de carbono (URQUIAGA et al., 1999). A
82auséncia de conhecimento aprofundado sobre o ecossistema e/ou planejamento
83inadequado na utilizagao das terras levou a um quadro de intensa degradagdo ambiental,
84com perda de recursos ndo-renovaveis e da biodiversidade ndo s6 no Brasil como em

85outros paises (SHIKI, 1997).

86 A matéria organica do solo representa o principal reservatorio de energia para os
87microrganismos € de nutrientes para as plantas. O declinio ou acréscimo da matéria

88organica do solo serve para mensurar a preservacdo dos ecossistemas naturais € oS
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89desequilibrios dos agroecossistemas; ou seja, ¢ utilizado como critério na avaliagdo da

90sua sustentabilidade (KAISER et al., 1995).

91 CAMPOS et al., (1995), afirmaram que o aumento da atividade microbiana do
92solo contribui para elevagao da estabilidade dos agregados, esse fato resulta no aumento
93do interesse no uso de microorganismos para melhora a estrutura dos solos agricolas. Os
94fungos tém papel destacado na agregacdo do solo (TISDALL e OADES, 1982; OADES
95¢ WATERS, 1991; ANDRADE at al., 1998), contribuindo para uma agricultura mais
96sustentavel e restauragdo de ecossistemas. Essa agregacdo se da por trés processos
97(DORIOZ et al., 1993): 1) orientagdo de particulas de argila ao redor das células; 2)
98secrecdes de polissacarideos, que induzem ligacdes locais de particulas de argilas, e, 3)
99efeito de empacotamento pelas hifas, que conduzem a uma nova microestrutura das

100particulas na adjacéncias da célula.

101 WARD (1998), disse que os microrganismos vém evoluindo a aproximadamente
1024 bilhdes de anos, e até 2 bilhoes de anos atras eram a Unica forma de vida na Terra em
103virtude da sua longa historia evolutiva e da necessidade de adaptacdo aos mais distintos
104ambientes, os microrganismos acumularam uma impressionante diversidade genética,
105que excede, em muito, a diversidade dos organismos eucariontes (WARD, 1998;

106HUNTER-CEVERA, 1998).

107 A biomassa microbiana ¢ a fragdo viva da matéria organica do solo composta
108por bactérias, fungos, actinomicetos, protozoarios e algas. Os microorganismos estao
109diretamente envolvidos no ciclo dos nutrientes no solo e aliada a quantificagdo de
110bactérias e fungos totais. Ela ¢ um importante componente na avaliacao da qualidade do
111solo porque atua nos processos de decomposi¢dao natural interagindo na dinamica dos
112nutrientes e regeneracdo da estabilidade dos agregados (FRANZLUEBBERS et al.,
1131999). A biomassa microbiana ¢ influenciada pelas variagdes sazonais de umidade e

114temperatura, pelo manejo do solo, pelo cultivo e, também, pelos residuos vegetais.

115 A cultura da soja (Glycine max (L.) Merrill), é origindria da Asia, mais
I16precisamente da China e, somente no século passado, iniciou-se o seu cultivo na
117América Latina. Um dos principais produtos agricolas nacionais, ocupa lugar de
118destaque no Pais, gerando importante fonte de divisas (ITO & TANAKA, 1993). Nas

1191ltimas cinco décadas, a soja tem apresentado uma taxa de crescimento superior a taxa

11 4

12



13

120de crescimento populacional, ocupando papel fundamental na alimentacdo humana e

121animal nos cinco continentes (CARRARO, 2003).

122 A atividade agricola extensiva ¢ um dos principais fatores de risco a
123biodiversidade, primariamente pela destruicdo e fragmentacdo de habitats e

124secundariamente pela simplifica¢do e polui¢do desses habitats (CARRARO, 2003).

125 FRANZLUEBBERS et al., (1999), afirmam que diante dos conhecimentos
126atuais, o uso da diversidade microbiana como indicador de qualidade do solo vem tendo
127um avango muito importante. Isso porque tem se tornado consenso que a diversidade

128microbiana possui importantes vantagens como indicador de qualidade do solo.

129 O objetivo deste trabalho foi quantificar e avaliar a diversidade fungica presente

130no solo com cultivo de soja, na regido de Itapora-MS.
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143

144

1453- Material e Métodos
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146

147 A coleta do solo foi realizada em area agricola cultivada com soja (Glycine
148max), mais precisamente, no Sitio Morada do Sol, que esté4 localizado no sul do Estado
149de Mato Grosso do Sul, na regido Centro Oeste, a 18 km de distancia da cidade de
150Itapord e suas coordenadas geograficas sdo de 54° 48' 23" longitude O e 22°13'18"
151latitude S. No local, o clima, de acordo com a classificacdo de Koppen, ¢ Cfa (Clima
152Mesotérico Umido sem estiagem, em que a temperatura média do més mais quente ¢
153superior a 22°C, apresentando, no més mais seco, precipitagdo média superior a 30mm).
1540 solo predominante da regido é o argissolo vermelho, que sdo solos minerais, nao-
155hidromérficos, com grande diversidade nas propriedades de interesse para a fertilidade e
156uso agricola (Embrapa, 2005-2007). O relevo ¢ plano e suave ondulado. A cobertura
157vegetal consiste basicamente de pastagem e agricultura formadas em regido da Floresta

158Estacional Semidecidual e regido de cerrado (Mato Grosso do Sul, 2000).

159 A area onde a soja foi plantada totaliza 51 hectares, porém, para a coleta do
160solo foi demarcada aleatoriamente uma 4area amostral de 0,25 hec (50m x 50m) e
161adotado pontos amostrais, também escolhidos aleatoriamente, dentro da area amostral,
162de onde o solo foi coletado com o auxilio de um trado na faixa de 0 a 15 cm de

163profundidade.

164 As coletas foram mensais e totalizaram sete, sendo que a primeira ocorreu no
165més de outubro de 2009 e antes da semeadura; a segunda, ainda antes de plantar a soja,
166foi em novembro; aos 60 dias apds a semeadura (D.A.S.) foi feita a terceira coleta, no
167més de dezembro; a quarta e a quinta coleta foram feitas, respectivamente, aos 60
168D.A.S. em janeiro e 120 D.A.S. em fevereiro de 2010; apos a colheita da soja, foram
169feitas mais duas coletas, a sexta em margo e a sétima em abril. Antes do plantio da
170cultura de soja foi feito uma aplicagdo, em area total, do herbicida sistémico, ZAPP Qi®,
171recomendado para o controle de plantas infestantes anuais e perenes.

172 A cada coleta foram retiradas trés amostras do solo e todas acondicionadas em
173sacos plasticos e conduzidas rapidamente ao laboratorio de Microbiologia da Faculdade
174de Ciéncias Biologicas e Ambientais da UFGD e conservadas sob refrigeracdo para

175posterior analise da microbiota.

176 As amostras do solo foram peneiradas com peneira de malha de 1,7 mm e

177pesadas em seguida. Isolados fungicos foram obtidos por diluigdo em série de 10~
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178diluindo 10g de solo em 90 ml de solugdo salina esterilizada 10™. A pasta resultante foi
179vertida em um baldo de Erlenmeyer esterelizado e agitada vigorosamente. Dessa
180suspensao, foi transferido ImL para o tubo de ensaio e diluido com 9mL de solugao
181salina e homogeneizada manualmente, constituindo a dilui¢do de 10° (NEDER, 1992,

182modificado).

183 Em seguida, aliquotas de 0,1 mL de cada dilui¢ao do solo em cada placa, foi
184avaliada pela técnica de plaqueamento em superficie, em triplicata, e inoculacdo de
185suspensdes seriadas utilizando meios especificos. Por fim, as placas foram vedadas com
186papel filme e permaneceram incubadas em B.O.D durante 7 dias, depois foi realizada a
187contagem das UFCs. Para a contagem foi selecionado o meio de Martin (1950),
188constituidos das seguintes substancias: Fosfato de Potassio (1,00g), Sulfato de
189Magnésio (0,50g), Peptona Bacteriologica (5,00g), Glucose (10,00g), Agar (20,00g),
190Rosa Bengala (0,03g) e agua destilada q.s.p. (1000mL).

191 A microbiota ativa de fungos, na forma de UFC/ml”, ou seja, Unidades
192Formadoras de Colonias por mililitro, ficaram entre 30 e 300 UFC/mL, cada possivel
193espécie de fungo morfologicamente diferente foi transferida para um tubo de ensaio e
194deixadas em temperatura ambiente por uma semana, para que crescessem isoladamente
195e depois fotografadas com auxilio de uma cdmera digital. A identificagdo de fungos
196filamentosos tem como fundamento, a observacdo da morfologia da colonia e aspectos
197microscdpicos, por isso foi feito o microcultivo, ou seja, sobre uma lamina esterilizada,
198contida em uma placa de Petri estéril, colocou-se um cubo do meio Martin, sem seguida
199transferiu-se o fungo, a partir de repique recente. Recobrindo com uma laminula
200esterilizada. Fez-se uma camara umida, adicionando 1 a 2 ml de 4dgua destilada estéril
201no fundo da placa, para evitar a dessecagdo do meio de cultura, durante o crescimento
202do fungo. Tampou-se a placa e a deixou em temperatura ambiente por 7 a 10 dias, até
203que se observe desenvolvimento de hifas. A morfologia microscopica ¢ melhor
204visualizada com a técnica de microcultivo pois preserva a disposicdo original dos
205esporos sobre as hifas e mantém integras certas estruturas formadoras de esporos, por
206ex. esporangios que sao orgaos de reproducdo de zigomicetos. (CAGNONI, 2005).

207 As laminas semi-permanentes foram utilizadas para a identificacdo fenotipica
208dos géneros fungicos. A observagdo das estruturas microscopicas, tais como: hifa

209hialina ou demaécia, septada ou cenocitica, forma, disposi¢do e formagdo dos esporos,
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210s30 suficientes, em geral, para a identificagdo de fungos filamentosos (CAGNONI,

2112005); (LACAZ, 1998).
212

213
214
215
216
217
218
219
220
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222
223
224
225
226
227
228
229

2304-RESULTADOS E DISCUSSAO
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231

232 Foram realizadas andlises quimicas do solo pesquisado, para verificar se havia
233necessidade de adubos e corretivos. Apoés, estes resultados obtidos o solo foi

234classificado como solo tipo 3, sem recomendagao de adubos e corretivos (Tabela 1).
235

236Tabela 1. Dados quimicos encontrados no solo utilizado para as analises microbianas.

ELEMENTOS Cmol./dm? INTERPRETACAO
Cilcio 3,46 Médio
Magnésio 1,27 Alto
Potassio 0,10 Médio
Aluminio 0,36 Baixo
H + Aluminio 5,76 Alto
Soma de Bases 4,83 Médio
CTC 10,59 Alto
g/dm’
Carbono 9,88 Médio
Matéria Organica 16,99 Médio
mg/dm’
Foforo 3,30 Médio
Ferro 30,95 Médio
Manganés 0,30 Baixo
Cobre 6,39 Alto
Zinco 0,30 Baixo

237Fonte: Solanalise, 2009.

238 DORAN et al., (1994), discutem que até recentemente, os estudos a respeito da
239qualidade do solo eram relacionados a utilizagdo de indicadores fisicos e quimicos.
240Entretanto, muitas informagdes sobre os aspectos fisicos e quimicos do solo, exigidos

241para o maximo desenvolvimento vegetal, sdo afetados diretamente pelos processos
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242bidticos (LEE, 1994), destacando-se a importancia dos microrganismos € seus processos

243no funcionamento e equilibrio dos ecossistemas.

244 As coletas periddicas de solo realizadas antes, durante e ap6s a colheita,

245revelaram a flutuagdo da quantidade numérica das UFCs flngicas, sugerindo a

246influéncia e impacto que o agente quimico Zap para o controle de planta infestantes

247aplicado antes da semeadura, causa na comunidade fungica presente neste solo. (Tabela

2482).

249Tabela 2: Microbiota Fungica de solo do Sitio Morada do Sol/ Itapora-MS.

Amostras Data (més) Média UFC/mL Periodo
1 Outubro 48,33 x 10* Antes do plantio
2 Outubro 49,33 x 10* Antes do plantio
3 Outubro 46 x 10* Antes do plantio
4 Novembro 50,66 x 10* Antes do plantio

(com agrotoxico)
5 Novembro 36,33 x 10* Antes do plantio

(com agrotoxico)
6 Novembro 36 x10* Antes do plantio

(com agrotoxico)
7 Dezembro 23 x 10* Durante o crescimento
8 Dezembro 22 x 10* Durante o crescimento
9 Dezembro 18,33 x 10* Durante o crescimento
10 Janeiro 19 x 10 Durante o crescimento
11 Janeiro 18,66 x 10* Durante o crescimento
12 Janeiro 16,66 x 10* Durante o crescimento
13 Fevereiro 13,66 x 10* Durante o crescimento
14 Fevereiro 18,33 x 10* Durante o crescimento
15 Fevereiro 21,33 x 10* Durante o crescimento
16 Margo 28,33 x 10* Apés a colheita
17 Margo 25,66 x 10* Apos a colheita
18 Marco 30,66 x 10* Apés a colheita
19 Abril 41,33 x 10* Ap6s a colheita
20 Abril 41 x 10* Apos a colheita

29
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21 Abril 40,33 x 10* Apés a colheita

250

251 Nas duas primeiras coletas, em outubro e novembro, antes do preparo de solo,
2520bservou-se uma maior quantidade de UFCs. Ja nas trés coletas posteriores, em
253dezembro, janeiro e fevereiro, durante o crescimento e amadurecimento da soja, foi
2540bservada uma queda nas UFCs provavelmente ocasionado pela intensa alteragao do
255solo. Por fim, nas duas ultimas coletas, apos a colheita, houve um pequeno aumento das

256UFCs, mas ndo chegou a atingir os valores iniciais (Fig. 1).

257 A andlise de variancia, realizada pelo teste Tukey (P>0,05), revelou que houve
258uma diferenca significativa (ANOVA; F=40,11; gl=2; p<0,001) entre as médias de UFC
259antes, durante e depois do plantio da soja, (Fig. 1).
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262Fig. 1: Analise de variancia de UFC/mL. O grafico mostra o numero médio de UFCs
263antes do preparo do solo, apds o plantio e apos a colheita.

264

265 A comunidade fungica ¢ composta por diversos grupos, com variagdes morfologicas,
266metabodlicas e habitacionais. Podem ser classificados como Chytrydiomycota, Zygomycota,
267Ascomycota, Basidiomycota ¢ Deuteromycota (Moreira e Siqueira, 2002; Legaz et al., 1995).

268A0 géneros Mucor, Rhizopus, Aspergillus, Trichoderma, Penicillium, Fusarium, Verticillium e
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269Alternaria, sao fungos considerados amplamente encontrados no solo (Moreira e Siqueira,

2702002).

271 Apos avaliacdo fenotipica dos esporos e corpos de frutificagdo, seguindo chave
272de identificacdo, pode-se sugerir a presenca de alguns grupos fingicos presentes no solo

273analisado, como, Aspergillus sp, Penicillium sp e Trichoderma sp.

274 Em fung¢do dos dados de flutuacdo da biomassa fingica do solo ter se
275apresentado de forma coerente, revelando a possivel influéncia que a lavoura e o
276agrotoxico utilizado exercem sobre a microbiota edafica do solo, dados como
277temperatura, pluviometria e umidade relativa do ar, bem como, dados quimicos e fisicos
278do solo, ndo foram considerados significativamente influentes no comportamento da

279comunidade fungica do solo estudado.

280

2815 — Conclusoes

282Nas condicdes de realizacdo do presente experimento € com base nos resultados

283obtidos, pode-se concluir que:

284- o impacto causado aos microrganismos do solo, por meio da preparacdo da terra e
285produtos quimicos utilizados na preparagdo da semente, sugere diminui¢do da

286quantificagao de UFC;

287- apos a colheita, estatisticamente, pode-se afirmar que a quantidade de UFC volta a

288subir, mas ndo atinge valores vistos antes do preparo da terra.

289- a caracterizacdo fenotipica sugeriu a presenca dos grupos fungicos de Aspergilus,

290Penicillium e Trichoderma.

291- serd necessario caracterizacdo molecular das colonias fungicas, para confirmar a

292sugestao dada pela caracterizacao fenotipica.

293

294

295
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