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RESUMO

A Gliricidia sepium, Jacg., Kunth, Walp € uma arvore de porte médio,
pertencente a familia Leguminosae, que possui grande importancia para a area
comercial, devido as suas caracteristicas de uso multiplo. Muitas leguminosas
arboreas, tais como a gliricidia, sdo capazes de formar simbiose com bactérias
fixadoras de nitrogénio (BFN) e fungos micorrizicos arbusculares (FMA) que
promovem maior absorcdo de nutrientes. A fixacéo bioldgica de nitrogénio (FBN)
€ um processo altamente dependente de energia na forma de ATP. Portanto, a
atividade dos FMAs beneficia esse processo por promoverem maior absor¢cao
de P pelas plantas. As bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCPs)
também podem contribuir para esse processo visto que também sao capazes de
solubilizar fosfatos. Nesse contexto, o presente trabalho teve como obijetivo
avaliar a nodulacéo e eficiéncia simbidtica da gliricidia pela tripla inoculacdo
BPCPs - rizobios - FMA, visando otimizar o processo da FBN. O experimento
foi conduzido em casa de vegetacdo, com delineamento em blocos ao acaso,
em arranjo fatorial 11 x 2 (+1). Os 11 (onze) niveis corresponderam a inoculacéo
de 10 BPCP’s inoculadas conjuntamente com rizébio e um tratamento somente
com rizobio - na presenca e auséncia de FMA -, além de uma testemunha
absoluta (controle - sem BPCP, FMA e rizdbio). Foram utilizados vasos
preenchidos com 8 kg de solo (Argissolo Vermelho Amarelo distr6fico) como
unidade experimental. Na semeadura foi efetuada a inoculagdo com Rhizobium
sp. (BR 8801) e co-inoculagédo com BPCP’s + FMA. Aos 10 (dez) dias apds o
plantio (DAP) foi realizada uma reinoculagdo com Rhizobium sp.. Durante o
desenvolvimento das plantas foi utilizada solugdo nutritiva sem adicdo de
nitrogénio e fésforo. As varidveis avaliadas foram: altura de planta (AP) aos 30,
60, 90 e 120 DAP; massa seca da parte aérea (MSPA), da raiz (MSR) e dos
nédulos (MSN); relagdo MSR/MSPA; comprimento da raiz (CR); N total
acumulado (Nac) na MSPA; teor de fosforo na MSPA; eficiéncia da estirpe (E),
teor de fésforo (P), conteudo de P e colonizagdo micorrizica (CM). Os
tratamentos demonstraram efeito significativo para todas as variaveis avaliadas.
A adicdo de FMA aos tratamentos proporcionou melhores resultados para as
variaveis estudadas, observando-se diferenca significativa (p<0,05) para os

tratamentos co-inoculados com BPCP’s e nao significativa (p>0,05) para o

xii



tratamento inoculado com Rhizobium (BR 8801), na presenca ou auséncia de

FMA. O tratamento BR 8801 + 183-EL + FMA promoveu a melhor resposta para
a gliricidia.

Palavras-chave: Gliricidia sepium, nodulacao, fixacdo de N2, FMA, BPCP’s.

Xiii



ABSTRACT

Gliricidia sepium, Jacq., Kunth, Walp. is a medium-sized tree belonging to the
Leguminosae family, and has great importance for the commercial area, due to
its multiple use characteristics. Many leguminous trees, such as gliricidia, are
able to form symbiosis with nitrogen-fixing bacteria (NFB) and arbuscular
mycorrhizal fungi (AMF), which promote better absorption of nutrients. The BNF
is a highly dependent energy process in ATP form. AMF activity therefore benefits
this process because these microorganisms promote greater P uptake by plants.
Plant growth promoting bacteria (PGPB’s) also can contribute to this process in
them they are also able to solubilize phosphates. In this context, the work aimed
to evaluate gliricidia’s nodulation and symbiotic efficiency by triple inoculation of
PGPB'’s - rhizobia - AMF, aiming to optimize BNF process. The experiment was
performed in a greenhouse in randomized block design with 11 x 2 (+1) factorial
arrangement. The 11 levels corresponded the inoculation of 10 PGPB's jointly
inoculated with rhizobia and a rhizobia treatment independently - in presence and
absence of AMF -, plus a control (control - no PGPB, AMF or rhizobia). Pots filled
with 8 kg of soil (dystrophic Ultisol) were used as experimental unit. In the sowing
was done the Rhizobium sp. (BR 8801) inoculation and co-inoculation with AMF
+ BPCP's. 10 days after sowing (DAS) re-inoculation was performed with
Rhizobium sp. During plant growth, a nutrient solution without addition of nitrogen
and phosphorus was used. The variables evaluated were: plant height (PH) at
30, 60, 90 and 120 DAS, shoot dry matter (SDM), root (RDM) and nodules (NDM);
RDM / SDM ratio; root length (RL), total N accumulated (Nac) in SDM,;
phosphorus rate in SDM; efficiency of strain (E), phosphorus rate (P), P contents
and mycorrhizal colonization (MC). Treatments showed significant effects for all
variables. AMF addition in treatments promoted better results for the evaluated
variables, observing significant difference (p <0.05) for treatments with co-
inoculation of BPCP's and no significant difference (p>0.05) for treatment
inoculated with Rhizobium (BR 8801), in presence or absence of AMF. BR
8801+EL-183+AMF treatment promoted the best response for gliricidia.

Keywords: Gliricidia sepium, nodulation, N2 fixation, AMF, PGPB
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1. INTRODUCAO

A Giliricidia sepium (Jacq.) Kunth ex Walp., pertencente a familia
Leguminosae e subfamilia Faboideae, € uma arvore de porte médio, nativa do
México e da America Central. No Brasil é vulgarmente conhecida como gliricidia,
sendo também denominada como madero negro, mata ratbn e madre de cacao,
no México e em paises da América Central (Simons e Stewart, 1994).

Cultivada em diversos paises tropicais devido as suas caracteristicas de
uso multiplo, pode ser explorada para producdo de lenha, cerca-viva, quebra-
vento, moirdo vivo e forragem, sendo também considerada como 6tima planta
melifera (Allen e Allen, 1981; Drumond e Carvalho Filho, 1999). E uma espécie
de grande importancia para a area comercial, caracterizando-se como uma
opcéo de espécie forrageira introduzida, que se adaptou muito bem as condi¢ées
edafocliméaticas do semiarido brasileiro (Nobre, 2008).

Ha& muito tempo € plantada em sistemas de agricultura familiar como
adubo verde para melhoria da fertilidade do solo e como produtora de forragem
de alta qualidade (Nyoka et al., 2012). A sua utilizacdo para o melhoramento da
fertilidade dos solos € devido a capacidade de suas raizes formarem simbiose
com bactérias fixadoras de nitrogénio (BFN) (Franco, 1988). Essas bactérias sdo
micro-organismos procariéticos conhecidos como diazotréficos, que podem ser
de vida livre, associados a espécies vegetais, ou estabelecer simbiose e formar
nédulos em leguminosas, tendo a funcdo de fixacdo biolégica de nitrogénio
(FBN) (Moreira et al., 2010b).

As bactérias diazotroficas associativas sdo consideradas rizobactérias
promotoras de crescimento em plantas (RPCP’s) e assumem papel importante
na interacdo com raizes de plantas e ciclagem de nutrientes, entre outros. As
RPCP sédo nativas nos solos ou plantas, e com isso ndo interferem no equilibrio
ecologico e se encaixam perfeitamente dentro da realidade da agricultura
sustentavel e orgéanica. A atuacdo direta das RPCP’s ocorre promovendo o
crescimento em virtude da producéo de acido cianidrico, fitohormonios, enzimas
como a l-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) deaminase, mineralizacao de
nutrientes, solubilizacdo de fosfatos, fixagdo do nitrogénio e aumento da
absorcao de nutrientes pelas raizes, entre outros (Lazarovitz e Nowak, 1997).

Existem diversas bactérias promotoras de crescimento em plantas

(BPCP’s), todavia as principais sdo: Pseudomonas spp. nao fluorescentes e

15



fluorescentes; espécies de Bacillus, Streptomyces, Rhizobium, Bradyrhizobium,
Gluconacetobacter e Herbaspirillum; espécies de Agrobacterium radiobacter,
Enterobacter cloacae e Burkholderia cepacia, entre outras (Mariano et al., 2004).
Essas bactérias quando associadas com plantas promovem um aumento
expressivo da area da raiz, permitindo maior eficiéncia na absorcdo de agua e
nutrientes pelas plantas.

Promover a disponibilidade de elementos essenciais para as plantas é
uma pratica importante e fundamental para a agricultura e o uso de micro-
organismos permite a promocdo dessa disponibilidade (Freitas, 2007). A
simbiose entre leguminosas e bactérias fixadoras de nitrogénio revela, de acordo
com Moreira et al. (2010b), o importante papel que os micro-organismos do solo
desempenham na ciclagem de nutrientes.

Entre os organismos simbiontes presentes no solo merecem destaque,
além das bactérias fixadoras de nitrogénio, também os fungos micorrizicos
arbusculares (FMA). Juntos exercem papel significativo na funcionalidade e
manutenc¢ao dos ecossistemas naturais manejados e principalmente degradados
(Souza et al., 2006).

Existem diferentes tipos de bactérias do solo interagindo com FMA,
particularmente na rizosfera. Em muitos casos, essas interacdes s&o
sinergéticas (Smith e Read, 2008). Essas interacdes na rizosfera e seus efeitos
nas propriedades do solo e no incremento do crescimento das plantas podem ter
importantes implicagdes na agricultura e ecologia, contribuindo para a melhoria
da estrutura do solo (Rillig e Mummey, 2006), bem como para o0 aumento da
disponibilidade de nutrientes, podendo ser responsavel por até 80% de absorcéo
de fésforo em plantas (Balota et al., 2012).

Portanto, é importante avaliar precisamente tais interacdes e considerar
as suas implicacbes na agricultura. I1sso pode resultar em novas perspectivas
para futuras pesquisas, levando a rapidos avangos no campo e estratégias
agricolas mais eficientes (Miransari, 2011), apresentando dessa forma, uma
alternativa ao uso intensivo de fertilizantes quimicos que cria um ambiente
altamente seletivo e afeta negativamente a diversidade microbiana. Nesse
contexto, o objetivo do trabalho foi avaliar a nodulacéo e eficiéncia simbiotica da
gliricidia pela tripla inoculacdo de bactérias promotoras de crescimento de
plantas — BPCP’s x rizébio x fungo micorrizico arbuscular (FMA), visando otimizar

0 processo da fixacao biologica de nitrogénio.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Gliricidia sepium (Jacg.) Kunth ex Walp.

A Gliricidia sepium (Jacq.) Kunth ex Walp. € uma leguminosa arbérea
nativa do México e America Central, amplamente difundida nos tropicos
(Carvalho Filho et al., 1997). Arvore semi-decidua, pode atingir de 12 a 15 metros
de altura, com flores reunidas em inflorescéncias axilares. Os frutos séo vagens
chatas, geralmente de cor verde palido, de 10 a 17 cm de comprimento, contendo
de trés a oito sementes elipticas, achatadas, brilhantes, de coloracédo parda,
clara a escura (Kiill e Drumond, 2001; Elevitch e Francis, 2006).

Quanto ao sistema de reproducdo € uma espécie xend6gama obrigatoria,
somente produz frutos e sementes apds polinizacdo cruzada (Kiill e Drumond,
2001). Propaga-se facilmente por sementes ou estacas, apresentando
crescimento rapido e excelente capacidade de rebrota (Elevitch e Francis, 2006;
Pereira Junior et al., 2008).

Pode ser encontrada em regifes localizadas desde o nivel do mar até
1.500 m de altitude, com precipitacdo variando entre 600 a 3.500 mm ao ano,
chegando a suportar periodos de seca prolongados, em torno de oito meses
(Elevitch e Francis, 2006), quando ocorre a queda de folhas dos ramos mais
velhos. O seu crescimento é, no entanto, melhor em condi¢cdes quentes e
umidas, sendo limitado por baixas temperaturas. Nao sdo necessarios solos
férteis, todavia apresenta maior crescimento naqueles com alta fertilidade e
profundidade suficiente para um bom enraizamento, que é um dos fatores
determinantes para uma maior ou menor producao e manutencao de folhagem
verde no periodo seco (Carvalho Filho et al., 1997).

Devido as suas caracteristicas de uso multiplo, a gliricidia pode ser
considerada uma espécie de grande interesse econdmico, principalmente para
as regides tropicais, onde é cultivada em diversos paises. No Nordeste brasileiro
vem sendo cultivada ha varios anos, em especial na regido cacaueira da Bahia.
Posteriormente foi introduzida nos estados de Pernambuco e Sergipe (Drumond
e Carvalho Filho, 1999).

No Brasil € mais comumente utilizada para o sombreamento das culturas
de café e cacau, assim como suporte nas plantacfes de baunilha (planta epifita).

Também pode ser explorada para producéo de lenha, cerca viva, quebra-vento,
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moirdo vivo e forragem (30% de proteina bruta). Além disso, € considerada como
Otima planta melifera (Allen e Allen, 1981). Em relacdo a conservacao dos solos,
essa espécie é bem recomendada para o controle da eroséo e a estabilizacdo
de terracos de rodovias, pois € resistente ao fogo, de facil rebrota e alta
sobrevivéncia (Pereira Junior et al., 2008).

Barreto e Fernandes (2001) concluiram que a incorporacéo da biomassa
da gliricidia e da leucena em solos de tabuleiros costeiros promove melhorias
em caracteristicas quimicas (Ca+tMg e pH) e fisicas (densidade e
macroporosidade), principalmente nas menores profundidades. A Gliricidia
sepium tem sido plantada em propriedades rurais do Agreste paraibano gracas
a sua alta capacidade de produzir biomassa em condicbes de baixa
disponibilidade hidrica, alta capacidade de fixar nitrogénio atmosférico e alto
conteudo de fibra, proteinas e célcio (Marin et al., 2006), tudo isso torna a
gliricidia uma espécie promissora para producdo de forragem e lenha em

sistemas agrossilvipastoris ou silvipastoris no semiarido brasileiro.

2.2. Fixacao Biologica de Nitrogénio (FBN) em Leguminosas

O nitrogénio (N) é um elemento quimico presente abundantemente na
atmosfera, em torno de 78%, na forma de nitrogénio molecular ou dinitrogénio
(N2). No entanto, na crosta terrestre € relativamente raro, com teor de 19 ppm
(ou seja, 19 g em cada tonelada). Esse macroelemento estd presente em
diversos componentes celulares, entre eles, aminoacidos, proteinas, enzimas,
acidos nucléicos e clorofila. Rea¢des bioquimicas fundamentais envolvem a
atuacao do N (Williams e Miller, 2001).

A maioria das plantas absorve o nitrogénio que esta disponivel no solo na
forma de ion aménio (NH4*) e ion nitrato (NO3’) (Souza e Fernandes, 2006),
dependendo do pH do solo e da forma que estda em maior concentracao na
solucdo do solo. De forma geral, a planta absorve mais nitrogénio na forma de
ion nitrato, pois a amonia formada pelo processo de decomposi¢cdo da matéria
organica do solo € logo convertida a nitrato por bactérias quimiossintetizantes.
Em solos de pH muito 4cido e altas concentragdes de fendis, a amonia ndo é
oxidada, fazendo com que algumas plantas a absorvam nessa forma (Moreira e
Siqueira, 2006).
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Grande parte dos seres vivos nao pode absorvé-lo na forma de No.
Somente um pequeno numero de procariotos é capaz de reduzir o N2 para a
forma combinada NHs, tornando-o assimilavel para as plantas e outros
organismos. Esses organismos fixadores de N2 ou diazotroficos séo
responsaveis pelo processo chamado de fixacdo bioldgica do nitrogénio (FBN)
(Reis e Teixera, 2005; Moreira e Siqueira, 2006).

Essa fixacdo bioldgica s6 acontece porque uma pequena parcela das de
bactérias fixadoras de N2 ou diazotroficas, possui a enzima nitrogenase, que tem
a capacidade de reduzir N2 para a forma inorganica combinada NHs, que dessa
forma, tornar-se disponivel para plantas e outros micro-organismos. Em
resposta, as plantas fornecem como fonte de energia para essas bactérias,
carboidratos. As bactérias fixadoras de N2 coexistem em simbiose ou ndo nas
raizes de plantas (Lodeiro et al., 2000; Moreira e Siqueira, 2006; Bomfeti et al.,
2011).

Varios grupos taxondmicos de procariontes possuem a capacidade de
fixacdo biologica do N2, com altas diversidades fisiologicas, morfologicas,
genéticas e filogenéticas (Moreira e Siqueira, 2006). Ha uma diversidade muito
grande de bactérias nativas fixadoras de nitrogénio e muitas vezes essa fixacdo
acontece com baixo grau de eficiéncia, sendo necesséria a obtencao de estirpes
de rizébios com capacidade de sobreviver e competir por uma eficiente fixacéo
de nitrogénio atmosférico na planta-alvo (Moawad et al., 1998).

Até 2001 acreditava-se que as Unicas bactérias fixadoras de N2 capazes
de formar nédulos nas leguminosas se restringiam apenas a classe de a-
proteobactérias, que incluem os seguintes géneros: Rhizobium, Ensifer
(Sinorhizobium), Allorhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium, Mesorhizobium.
Todavia, alguns autores constataram que as bactérias dos géneros Burkholderia
e Cupriavidus (Ralstonia) sdo pertencentes a classe -proteobactérias e também
séo capazes de formar nodulos e fixar N2 em leguminosas. Além disso, outros
géneros e familias da ordem Rhizobiales (a-proteobactérias) foram descritas
como bactérias fixadoras de N2 (BFN) capazes de estabelecer simbiose com
leguminosas: Devosia, Phyllobacterium, Methylobacterium, Ochrobactrum e
Shinella (Bomfeti et al., 2011).

Esses estudos permitiram um grande avango na area de microbiologia do
solo e, consequentemente, no uso de tecnologias e praticas sustentaveis, pois a

utilizacdo de bactérias fixadoras de nitrogénio (BFN), capazes de
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estabelecer simbiose com leguminosas, permite a constante diminuicdo no uso
de fertilizantes nitrogenados. Segundo Galloway et al. (2008), s6 a agricultura é
responsavel pela adicdo da maior parte do N reativo no solo e na &agua.
Aproximadamente 70% de todo o N utilizado pela agricultura é fornecida a
partir de fertilizantes derivados do processo Haber-Bosch, o restante € oriundo
da FBN.

A FBN é realizada por bactérias denominadas a e [ rizébios que
promovem alta sustentabilidade aos ecossistemas. Seu manejo como uma fonte
de biotecnologia visa ao aumento da produtividade das culturas (Bomfeti et al.,
2011).

Portanto, a associacdo de leguminosas e BFN em sistemas agricolas
oferece uma variedade de processos ecoldgicos que colaboram para o aumento
da biodiversidade e da matéria organica do solo, e para a reducao da erosividade
(Biabani et al., 2011). Permitindo, assim, o estabelecimento de uma agricultura
sustentavel, cuja producdo de alimentos ou o uso da terra, em geral, possa ser
de forma produtiva, de qualidade, com equilibrio e preservacéo de todo o sistema

ecologico.

2.3. Bactérias Promotoras de Crescimento de Plantas

As bactérias sdo 0s organismos mais antigos da Terra. Os primeiros a
aparecer na superficie terrestre foi ha cerca de 3,5 bilhdes de anos, segundo a
teoria da biogénese. Elas atuaram disponibilizando oxigénio na atmosfera e
reduzindo as concentragbes de COg2, permitindo a colonizagdo de novos
organismos. Por isso podem ser encontradas em quase todos 0s ambientes e
serem consideradas os seres vivos mais abundantes do planeta (Silva e Nishida,
2012).

Bactérias sdo procariontes, unicelulares com tamanho microscépico,
medindo de 0,2 a 1,5 um de comprimento (Ketylen, 2011). Elas possuem papel
fundamental na manutencédo da vida e do equilibrio dos ecossistemas, atuando
como decompositoras, fixadoras de nitrogénio, nitrificantes, amonificantes e
desnitrificantes.

Além dessas atuacdes, ja sdo conhecidas ha muito tempo, bactérias que

aumentam o crescimento e a produtividade das plantas (Mafia et al., 2005). As
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Bactérias Promotoras de Crescimento de Plantas — BPCP’s, sdo encontradas
em habitats naturais, colonizando o interior e exterior de 6rgdos de plantas.
Constituem parte da populacdo residente das plantas, como epifiticas ou
endofiticas, e ndo séao fitopatogénicas (Mariano et al., 2004). Proeminente entre
esses organismos séo as espécies do género Rhizobium (Djordjevic et al., 1987),
cujo uso pratico e potencial para o aumento da producdo vegetal € bem
conhecido na agricultura (O’gara et al., 1995).

No interior das plantas a bactéria encontra um habitat rico em substratos
de carbono, imune de fatores adversos ao desenvolvimento das populacdes de
bactérias no solo e rizosfera, podendo transferir eficientemente os compostos
nitrogenados produzidos para a planta por estarem livre de competicdo com
outros micro-organismos (Neves et al., 1985).

As BPCP’s, quando associadas com plantas, promovem um aumento
consideravel da raiz, oferecendo a planta maior eficiéncia na absorcdo de agua
e elementos essenciais (Mariano et al., 2004). Elas representam uma grande
variedade de bactérias de solo. As diazotroficas dos géneros Azoarcus,
Arthrobacter, Gluconacetobacter, Serratia, Azotobacter, Azospirillum,
Burkholderia, e Paenibacillus, sdo as principais BPCP’s usadas para promover
o0 crescimento de varias culturas (Reiter et al., 2003; Beneduzi et al., 2013).

Essas bactérias podem ser usadas no tratamento de sementes, explantes
e mudas micropropagadas, e, ao mesmo tempo, serem incorporadas ao
substrato para plantio. Podem ainda ser utilizadas no tratamento de estacas,
tubérculos e raizes, assim como para pulverizacbes na parte aérea, sendo
também utilizadas em pds-colheita (Mariano et al., 2004).

Sabe-se que a inducdo de absorcdo de nutrientes e o0s maiores
desenvolvimentos radiculares ocasionados pelas BPCP’s e seus metabdlitos
estimulam o crescimento das plantas, de forma direta ou indireta (Lugtenberg et
al., 2002; Persello-Cartieaux et al., 2003; Lacava et al., 2008). A estimulacéo
indireta ocorre quando a BPCP previne os efeitos deletérios de micro-
organismos fitopatogénicos, enquanto a estimulacao direta de crescimento da
planta ocorre quando a BPCP sintetiza algumas substancias de crescimento
para a planta ou facilita a absor¢cao de certos nutrientes. A estimulagéo direta
envolve a fixagdo de nitrogénio (realizada por organismos diazotroficos), a

solubilizacdo de fosfato, a producdo de fitormdnio (tais como auxina e
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citocininas), e a producéo de sideroforos que ajuda no transporte de ferro férrico
nas células vegetais (Ghosh et al., 2003; Farina et al., 2012).

Varias pesquisas tém demonstrado que o acido indolacético (AIA) é um
regulador da modulacao da raiz e da arquitetura da parte aérea da planta, tendo
também um efeito sobre o nimero de raizes laterais e pelos radiculares, assim
como sobre o crescimento de brotos e folhas (Ortiz-Castro et al., 2009; Ali et al.,
2010). Outros trabalhos também relataram os efeitos positivos na nodulacéo
através da coinoculacao de rizobio com outras espécies de bactérias (Stamford
et al., 2003; Silva et al., 2007; Figueiredo et al., 2008; De Araujo et al., 2010).

Uma forma de provar a eficiéncia das BPCP’s € quando em condicdes
reais de cultivo ela pode colonizar o sistema radicular da planta hospedeira e ao
mesmo tempo competir com as bactérias nativas dos mais variados tipos de
solos (Freitas, 2001). A presenca de um micro-organismo em determinado solo
é fungdo das condi¢cdes ambientais dominantes e dos limites da sua bagagem
genética. LimitacOes fisicas e quimicas aos micro-organismos podem ocorrer
nos solos, mas muitas espécies sdo capazes de se adaptar a essas condicfes
(Moreira et al., 2010a).

Beneduzi et al. (2013), avaliando as bactérias isoladas a partir da cana-
de-agucar cultivada no Sul do Brasil, observou que o pH e a argila foram os
principais fatores do solo que afetaram diretamente a diversidade de seis
diferentes populacdes de bactérias diazotroficas, enquanto a matéria organica
do solo foi menos relacionada a diversidade bacteriana. O pH do solo é
conhecido por ter um efeito consideravel sobre as atividades das comunidades
microbianas e dos processos biogeoquimicos.

Esses processos também podem ser afetados pelo uso excessivo de
fertilizantes quimicos e pesticidas. Uma alternativa para diminuir esses excessos
€, de acordo com Ahmad et al. (2008), o uso de micro-organismos como fonte
de tecnologia limpa, atuando como biofertilizantes e agentes de controle
bioldgico.

E necessario uma expans&o do uso de inoculantes, mas para isso €
preciso desenvolver um conceito amplo, estruturado e com metodologia apoiada
em argumentos cientificos. Dessa forma, é possivel avaliar a utilizacdo dos
novos produtos biolégicos na agricultura (Araujo et al., 2012). O mercado de
bioinoculantes esta se expandindo, mas é preciso direcionar e intensificar as

pesquisas para que esse mercado possa ter sustentabilidade.
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Portanto, o conhecimento e a utilizacdo de BPCP’s, visando ao aumento
da producgdo agricola, sera, num futuro bem préximo, uma das alternativas mais
importantes no mundo atual. Isso se deve, em especial, a necessidade
emergente de diminuir a dependéncia de fertilizantes quimicos e promover o

desenvolvimento de uma agricultura sustentavel (Moreira e Siqueira, 2006).

2.4. Fungos Micorrizicos Arbusculares — FMA

Todos os fungos pertencentes ao filo Glomeromycota sado conhecidos por
formarem micorrizas arbusculares. No passado, em 1990, sem o beneficio de
aspectos moleculares, os fungos formadores de micorrizas arbusculares foram
organizados em trés familias (Acaulosporaceae, Gigasporaceae, e
Glomeraceae) e seis géneros (Acaulospora, Entrophospora, Gigaspora, Glomus,
Sclerocystis, e Scutellospora) dentro de uma ordem, filo Glomeromycota do filo
Zygomycota. No entanto, essa classificacdo foi baseada na morfologia dos
esporos e nas caracteristicas de formagdo de esporos (acaulosporoide,
entrofosporoide, gigasporoide, glomoide, radial glomoide, scutellosporoide).
Atualmente sdo reconhecidas trés classes (Archaeosporomycetes,
Glomeromycetes, e Paraglomeromycetes), 5 ordens (Archaeosporales,
Diversisporales, Gigasporales, Glomerales e Paraglomerales), 14 familias, 29
géneros e cerca de 230 espécies (Oehl et al., 2011).

O processo de estudo dos fungos e sua posterior classificacdo s6 ocorreu
apos a descoberta dos fésseis do segundo periodo da Era Paleozobica,
Ordoviciano, had aproximadamente 460 milh6es de anos atras, revelando a
possivel origem da simbiose de plantas superiores - fungos micorrizicos
arbusculares (FMA). Nesse periodo foi encontrado o registro foéssil mais antigo
de esporos de fungos e hifas similares aos atuais glomeromicetos, e a flora
estava possivelmente no nivel evolutivo das briéfitas (Redecker et al., 2000),
indicando a origem ancestral tanto dos fungos quanto da simbiose (Souza et al.,
2008). Entende-se, que tais fungos tiveram papel fundamental na conquista de
ambientes terrestres pelas plantas.

Existe outra hipdtese aceita para o surgimento da simbiose micorrizica
que vem da relagdo mutualistica observada entre fungos e cianobactérias. O

fungo Geosiphon pyriformis e cianobactérias possuem uma relagéo ecoldgica
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(interna) em que ambos se beneficiam, formando uma endosimbiose. Esse
fungo, em especial, tem morfologia, estrutura e funcdo préximas as dos FMA,
em relacdo ao fornecimento de fésforo e ao importante papel desse elemento,
dentro de todo o sistema simbiético (Berbara et al., 2006).

De acordo com Moreira e Siqueira (2006), durante o longo processo
evolutivo 0s micro-organismos adquiriram algumas adaptabilidades e
caracteristicas para coexistirem com diferentes seres vivos, permitindo o
estabelecimento de diversas relacbes em forma e funcdo. Uma relacao
simbidtica estavel, como se verifica nas micorrizas, so foi possivel através de
mecanismos de reconhecimento, tropismo e tactismo, pois devido a luta pela
sobrevivéncia, fungos e plantas desenvolveram a capacidade de se
comunicarem molecularmente.

Considera-se a associacdo micorrizica como simbidtica, porque o0s
organismos coexistem em um mesmo ambiente fisico - raiz e solo - e
mutualistico, por ambos o0s simbiontes, geralmente se beneficiarem da
associacdo. Essa associacdo também ¢é considerada como mutualista
nutricional, porque a planta supre as necessidades do fungo com energia para o
crescimento e a manutencdo via produtos fotossintéticos, enquanto o fungo
proporciona a planta nutrientes e 4gua. Nesse caso, o fator benéfico principal
para a planta € o micélio externo do fungo, que permite maior capacidade de
absorcdo dos nutrientes, principalmente os poucos méveis como o fésforo (P),
em virtude da extensédo da rede de hifas que o fungo pode formar. Portanto,
diversos processos sdo mediados pelos microssimbiontes e esse tipo de
simbiose permite a ampliacdo da capacidade de absorcdo de nutrientes, por
parte do simbionte autotrofico e, consequentemente, a sua competitividade
interespecifica e produtividade (Alarcén e Ferrera-Cerrato, 1999; Berbara et al.,
2006; Moreira et al., 2010a).

A simbiose s6 ocorre porgue o fungo produz hifas intra e extra radiculares
capazes de absorver elementos minerais do solo e transferi-los ao ambiente
radicular, onde sdo absorvidos. Dentro do espaco intra radicular acontece a troca
bidirecional, através de estruturas presentes no cortex radicular, semelhantes a
um haustoério bastante ramificado, os arbulsculos. Essas estruturas, formadas
pela interacdo de hifas de FMA e a plasmalema de determinadas células do

cortex, sédo a peca fundamental para o estabelecimento da simbiose micorrizica
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e sua formacéo depende da completa interacdo genética e funcional entre as
combinagdes fungo-planta (Harrison, 1999).

Outro ponto importante é que os FMA dependem do hospedeiro para sua
prépria existéncia, tornando a simbiose essencial para esses fungos. Durante o
periodo de sua evolucéo, esses organismos perderam sua capacidade de fixar
C, e, por isso, dependem exclusivamente das plantas como fonte de compostos
organicos, passando para uma condicdo de simbionte obrigatorio (Gadkar et al.,
2001; Berbara et al.,, 2006). No entanto, para as plantas a situacdo é bem
diferente, pois elas podem ser classificadas quanto a dependéncia micorrizica
em facultativas, obrigatérias ou ndo-micorrizicas (Smith e Read, 2008). A
dependéncia micorrizica da planta muda de acordo com a espécie de fungo
colonizada. Portanto, para a mesma planta, podemos ter respostas levemente
negativas até altamente positivas (Sieverding et al., 1991). Berbara et al. (2006),
afirma que as micorrizas sdo associacfes simbibticas, porém nem todas
mutualistas.

Os FMA sdo um dos simbiontes microbianos mais importantes para a
maioria das plantas. Eles podem também atuar como bioprotetores contra
agentes patogénicos em condi¢cbes ambientais adversas (Pérez et al., 2012).

Podem ser encontrados em quase 80% das raizes das plantas
vasculares. Atualmente a grande maioria das angiospermas e muitas
gimnospermas, pteridofitas e bridfitas formam associacdo com FMA. Essa
associacao é considerada um exemplo classico de mutualismo - simbiose (Smith
e Read, 2008; Sundram et al., 2011).
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3. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetagao, na Sede do Instituto
Agrondmico de Pernambuco — IPA, em vasos com 8 kg de solo classificado como
Argissolo Vermelho Amarelo distrofico (EMBRAPA, 2006). O solo foi coletado a
uma profundidade de 0 - 20 cm, na Estacdo Experimental do IPA de Itapirema,
Goiana - PE, localizada na BR 101 Norte, km 53, na latitude de 07 ° 34’ 00” S e
longitude de 35 ° 00’ 00" W, a uma altitude de 13 m ((Embrapa) Monitoramento
por Satélite, s.d).

3.1 Delineamento Experimental

O delineamento experimental adotado foi em blocos casualizados, com
arranjo fatorial 11 x 2 (+1). Os 11 (onze) niveis corresponderam a inoculacéo de
10 BPCP’s inoculadas conjuntamente com rizébio, um tratamento somente com
rizébio - na presenca e auséncia de FMA- e uma testemunha absoluta (controle
- sem BPCP, FMA e rizébio), em um total de 23 tratamentos com trés repeticdes,

totalizando 69 vasos.

3.2 Preparo do solo e analises quimicas e fisicas

Apos secagem ao ar, o solo foi peneirado (2,0 mm de diametro crivo de
malha) e homogeneizado, retirando-se amostras do solo para andlise no
Laboratério de Fertilidade e Fisica do Solo do IPA para determinacdo das
caracteristicas fisicas e quimicas (Tabelas 1 e 2) de acordo com a metodologia
recomendada pela (EMBRAPA, 1997). Posteriormente o solo foi autoclavado por
uma hora, a uma temperatura de 120°C e presséo de 101 KPa, em intervalos de
24 horas, por trés dias consecutivos.
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Tabela 1. Caracteristicas quimicas do solo Argissolo Vermelho Amarelo distrofico,

Goiana - PE
Profundidade P pH Ca Mg Na K Al H S CTC VvV M
0-20 cm mg/dm®  H.0 cmolc/ dm?® %

16 6,3 150 1,20 0,02 0,03 0,0 297 238 5,7 48 0
S: soma de bases; CTC: capacidade de troca catidnica; V: Saturagdo por bases; M: Saturacéo por aluminio

Tabela 2. Caracteristicas fisicas do solo Argissolo Vermelho Amarelo distrofico, Goiana

-PE
. Classe Umidade . "
0,
. Granulometria (%) Textural Residual Ds Dp
Profundidade - - - - -
Areia Areia Silte Argila Areia Franca
. % g/cm3
Grossa Fina
0-20 cm 58 26 4 12 0,90 1,63 2,61

*Densidade do solo (ds), **Densidade da particula (dp).

3.3 Origem das Bactérias Promotoras de Crescimento de Plantas (BPCP’s)
e da estirpe padrao da gliricidia

Para inoculagéo da gliricidia foi usada a estirpe padrdo de rizébio SEMIA
6168 (BR 8801), proveniente da EMBRAPA - CNPAB - Centro Nacional de
Pesquisa em Agrobiologia recomendada pelo MAPA — Secretaria de Defesa
Agropecuaria — Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (2011), além
de bactérias promotoras de crescimento em plantas (BPCP’s), listadas na Tabela
3.
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Tabela 3. Estirpes de bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP’s)

Bactéria
(Espécie)

Origem

Identificacéo

Procedéncia

Colegéo de Micro-

Bacillus subtilis Mosto de fermentacdo 438 organismos do
da cana-de-acgucar Departamento de
(oriundo de usinas da Antibiéticos (UFPEDA)
Zona da Mata de
Pernambuco)
Colegéo de Micro-
Bacillus subtilis Mosto de fermentacdo 454 organismos do
da cana-de-aclcar Departamento de
(oriundo de usinas da Antibiéticos (UFPEDA)
Zona da Mata de
Pernambuco)
Colecgéo de Micro-
Bacillus pumillus Mosto de fermentagdo 445 organismos do
da cana-de-aclcar Departamento de
(oriundo de usinas da Antibiéticos (UFPEDA)
Zona da Mata de
Pernambuco)
Instituto de Microbiologia
Paenibacillus graminis  Rizosfera de milho MC 04.21 da UFRJ
(Zea mays L.) - solo do
Cerrado
Instituto de Microbiologia
Paenibacillus Rizosfera de milho 24 da UFRJ
brasilensis (Zeamays L.) - solo do
Cerrado
Colecao de Micro-
Actinomadura sp. Rizosfera da caatinga 183- EL organismos do
pernambucana Departamento de
Antibidticos (UFPEDA)
Centro Nacional de
Azospirillum Raizes das plantas BR 11140 Pesquisa em Agrobiologia
amazonense Hyparrenia rufa (CNPAB)
Herbaspirillum Raizes das plantas de  BR 11175 Centro Nacional de
seropedicae arroz Pesquisa em Agrobiologia
(CNPAB)
Centro Nacional de
Gluconacetobacter Raizes das plantas de BR 11284 Pesquisa em Agrobiologia
diazotrophicus cana-de-acucar (CNPAB)
Centro Nacional de
Raizes das plantas de BR 11364 Pesquisa em Agrobiologia

Burkholderia tropica

cana-de-acUcar

(CNPAB)
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3.4 Preparo dos inoculantes das estirpes de BPCP’s

Para a producao dos inoculantes as estirpes foram purificadas e repicadas
em quadruplicatas em frascos Erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL dos
meios especificos para cada bactéria. A concentracdo de bactérias utilizada foi
de 108 UFC mL™.

A estirpe de Rhizobium sp. foi repicada para o meio YMA (Agar, manitol e
extrato de levedura), utilizando-se o indicador vermelho do congo, segundo
Vincent (1970), e incubada por 2 dias. Em seguida, a estirpe foi repicada para o
meio liquido YM (Manitol e extrato de levedura) e incubada por 48 horas, a uma
temperatura de 28 °C, sob agitacdo mecéanica de 200 rpm (rotagdes por minuto).
As estirpes de Bacillus subtilis, Bacillus pumilus, Paenibacillus brasilensis e P.
graminis foram repicadas para o meio liquido TSB (Trypticase soy broth) e
incubadas por 24 horas e 48 horas, respectivamente, a 31 °C e 200 rpm. Ja a
estirpe Actinomadura sp. foi crescida em meio liquido AY (Arginina e extrato de
levedura), durante um periodo de 48 horas a 31 °C e 200 rpm.

As estirpes de Azospirillum amazonense, Herbaspirillum seropedicae,
Gluconacetobacter diazotrophicus e Burkholderia tropica estavam armazenadas
em tubos de ensaio com meio batata e batata-P (Dobereiner, 1999). As referidas
bactérias foram crescidas em meio liquido DYGS, por um periodo de 48 horas a
31°C e 200 rpm.

3.5 Inoculante Fungico

O inoculante de FMA utilizado consistiu de uma mistura de solo, esporos
e raizes colonizadas com os fungos micorrizicos Glomus clarum, Glomus
etunicatum, Gigaspora margarita, Scutelospora sp. e Acaulospora sp. Cada
tratamento com FMA recebeu 3g de propagulo contendo aproximadamente 598
esporos. As espécies foram identificadas de acordo com Silva (2012)
consultando Schenck e Perez (1988), a home-page da International Culture
Collection for Arbuscular Mycorrhizal Fungi (INVAM — http://invam.caf.wvu.edu)

e publicag6es com descricdo de novas espécies.
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3.6 Desinfestacdo das sementes de Gliricidia e quebra de dorméncia

Nas sementes de gliricidia, provenientes da Associagdo de Agricultura
Familiar e Agroecologia (AS-PTA/PB), foram realizados o0s seguintes
procedimentos: desinfestacdo superficial e quebra de dorméncia. O primeiro foi
realizado da seguinte forma: as sementes foram imersas em alcool a 70%, por
30 segundos, e novamente 30 segundos em hipoclorito de sédio a 2%, e
posteriormente foram lavadas 7 (sete) vezes com agua destilada autoclavada
(Vincent, 1970). O segundo foi realizado colocando as sementes em um
recipiente esterilizado com agua destilada esterilizada, durante um periodo de
48h, com troca da agua apds 24h (Drumond e Carvalho Filho, 1999).

3.7 Plantio e germinacao das sementes de gliricidia

No plantio foram utilizadas seis sementes por vaso, e cada semente foi
inoculada com 1 mL do meio especifico para cada BPCP’s e Rhizobium sp.
contendo 108 UFC mL?. A germinacéo ocorreu cinco dias apés o plantio. Dez
dias ap0Os a germinacao foi feito o desbaste, deixando apenas trés plantas por
vaso. Nessa ocasiao foi realizada uma reinoculagdo com 1 mL do meio
especifico da bactéria Rhizobium sp. contendo 108 UFC mL?. Durante o
desenvolvimento das plantas foi utilizada a solugcdo nutritiva de Hoagland e
Arnon (1950), modificada conforme Silveira et al. (1998), sem adicdo de
nitrogénio e foésforo, aplicada semanalmente (2mL kg?! solo?). O solo foi

fertilizado com cloreto de potassio (KCI), na propor¢éo de 0,02875g kg solo™.

3.8 Colheita do experimento e analise das variaveis

Os dados de altura das plantas (AP) foram coletados aos 30, 60, 90 e 120
dias apds o plantio, quando foi realizada a colheita para avaliacdo dos demais
parametros: massa seca da parte aérea (MSPA); massa seca da raiz (MSR) e
dos nédulos (MSN); relacdo MSR/MSPA; comprimento da raiz (CR); nitrogénio
acumulado (Nac) na MSPA; teor de fésforo (P) na MSPA; conteddo de P;
eficiéncia da estirpe (E); eficiéncia da fixacdo de N2 (EFN2) e colonizacéo
micorrizica (CM).
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Para procedimento de avaliacdo da MSPA e MSR, a parte aérea e as
raizes das plantas foram pesadas apds secagem em estufa de circulacdo
forcada a 65°C, durante 72 horas. O nitrogénio acumulado na MSPA foi
calculado utilizando-se a expressdo: MSPA x (%N/100) x 1.000) segundo o
meétodo de Kjeldahl (Bremner, 1965); o teor de fésforo na MSPA foi determinado
pelo método da Embrapa (Silva, 2009); o conteudo de P foi calculado pela
formula: MSPA x teor de P; a eficiéncia da estirpe (E) foi avaliada segundo Faria
e Franco (2002a); a eficiéncia da fixacdo de N2 (EFN2) foi determinada pela
expressdo: Nac/MSN; a Determinacdo da colonizacdo micorrizica (CM),
inclusive nos tratamentos sem FMA, foi realizada pelo método da lamina
(Giovannetti e Mosse, 1980), sendo os resultados avaliados conforme a
classificacdo apresentada por Carneiro et al. (1998), em que a colonizacao
micorrizica € considerada alta quando maior que 50%, média quando variando

de 20 a 50%, e baixa quando menor que 20%.

3.9 Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias
comparadas pelo teste de Scott-Knott (p<0,05), utilizando-se o0 programa
estatistico ASSISTAT 7.5. Para o crescimento da gliricidia em funcdo do tempo
realizou-se analise de regressédo tendo como critério de escolha a magnitude do
coeficiente de determinacao (R?).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve acdo conjunta da inoculacdo de bactérias promotoras de
crescimento em plantas (BPCP’s) e fungos micorrizicos arbusculares (FMA) para
as variaveis: massa seca da parte aérea (MSPA); massa seca dos noédulos
(MSN); teor de fosforo (P); conteudo de fosforo (CP); eficiéncia da fixacdo de N2
(EFN?2); altura da planta aos 90 (ALT90) dias ap0s o plantio (DAP) e altura da
planta aos 120 (ALT120) DAP (Tabela 4). Desta forma, foram observados que a
inoculacdo de BPCP e FMA promoveu efeito significativo pelo teste de Scott-
Knott (p<0,05) para o crescimento e a absorcéao de nutrientes pela gliricidia.

Em relagéo aos efeitos isolados das BPCP’s e do FMA, as variaveis que
tiveram efeitos significativos pelo teste de Scott-Knott (p<0,05) foram: massa
seca da raiz (MSR), comprimento da raiz e a razdo (MSR / MSPA) para BPCP’s,
e para FMA: nitrogénio acumulado na MSPA (Nac), altura da planta aos 60
(ALT60) DAP e MSR. A variavel altura da planta aos 30 (ALT30) DAP nao sofreu
efeito dos inoculantes (Tabela 4).

Tabela 4. Andlise de variancia para as caracteristicas de crescimento e nutricdo da gliricidia
inoculada com Rhizobium sp. (BR 8801) e co-inoculada com BR 8801 + bactéria promotora de
crescimento em plantas (BPCP’s) na presenca e ausénciade fungos micorrizicos arbusculares (FMA)

FV GL MSR MSPA MSN CR MSR/MSPA P Contetido P EFN2 Nac 30 60 90 120
BPCP 10 1,23* 3,45™ 0,01  160,73* 0,1* 19,81* 0.00074" 124,01 7710,52" 2,44 3,39™ 16,68* 46,66
FMA 1 541,34 175327* 1,45* 68,02" 0,9" 702,03* 0.28277** 20836,79** 2221442,29** 0,03" 25,66* 2343,71** 13563,6**
BPCPXxFMA 10 0,43™ 10,57**  0,02** 100,70™ 0,14 10,79* 0.00145** 191,50** 13359,21" 2,70 3,11"  28,82**  133,16**
Fat x TA 1 27,68 124,26** 0,10** 12,18™ 6,5** 11,36* 0.01637** 1297,47**  173504,86** 0,38™ 17,47* 204,89** 1185,43**

Tratamentos 22  26,62**  91,72* 0,08 122,47™ 0,43 46,34* 0.01459** 1149,52**  118438,38** 2,35"™ 4,92 136,53**  752,15**

Blocos 2 0,58™ 9,74* 0,001"™ 635,18™ 0,17 2,59m™ 0.00128 "™ 279,34* 55134,30** 1,24 2,91™  15,48™ 394,69**
Residuos 44 0,36 2,39 0,004 61,31 0,25 0,89 0.00042 64,19 7.031 343 3,80 7,96 36,09
CV (%) 14,38 22,11 36,07 18,73 63,89 11,17 26,60 39,39 32,22 15,03 11,38 11,25 15,81

** significativo (p <0,01); * significativo (p < 0,05); ns, ndo significativo.

Massa seca da raiz (MSR); Massa seca da parte aérea (MSPA); Massa seca dos nddulos (MSN); Comprimento da raiz (CR); Fosforo (P);
Eficiéncia da fixacdo de nitrogénio; (EFN;) Nitrogénio acumulado na massa seca da parte aérea (Nac); Altura de planta aos 30 dias (ALT30);
Altura de planta aos 60 dias (ALT60); Altura de planta aos 90 dias (ALT90); Altura de planta aos 120 dias (ALT120).

FV: Fontes de variacd@o; GL: Graus de liberdade; Fat: Fatorial; TA: Testemunha absoluta; CV: Coeficiente de variagdo.
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As variaveis comprimento da raiz (CR), massa seca da raiz (MSR) e
relacdo MSR/MSPA (massa seca da parte aérea) foram significativas apenas
para o fator BPCP, ndo sendo observado diferenca significativa (p<0,05) para o
fator presenca e auséncia de FMA. Desta forma, considerou-se os tratamentos
com FMA como repeticdo dos tratamentos inoculados apenas com BPCP’s e
rizébio, realizando-se médias aritméticas dos seus valores (Tabela 5).

Dentre os tratamentos estudados para a variavel comprimento da raiz
(CR), 6 (seis) obtiveram as melhores médias e nao diferenciaram-se entre si
(p<0,05). Dentre eles o que se destacou foi o tratamento inoculado com:
Rhizobium sp. (BR 8801) + BPCP (Azospirillum amazonense - BR 11140) com
maior média. A menor média para esta variavel foi observada no tratamento
inoculado com BR 8801+ BPCP (Herbaspirillum seropedicae - BR11175) (Tabela
5).

Na varidvel MSR os tratamentos que obtiveram as melhores médias foram
os inoculados com: Rhizobium sp. (BR 8801); BR 8801 + BPCP (Bacillus
pumillus - 445) e BR 8801 + BPCP (Gluconacetobacter diazotrophicus - BR
11284). J4 a relacdo MSR/MSPA, mesmo sendo significativa para o fator

BPCP’s, entre os tratamentos ndo houve diferenca (Tabela 5).

Tabela 5. Comprimento de raiz (CR), massa seca da raiz (MSR) e relacéo
MSR/MSPA (massa seca da parte aérea) da gliricidiainoculada com Rhizobium sp.
(BR 8801) e co-inoculada com BR 8801 + bactéria promotora de crescimento em
plantas (BPCP’s)

BPCP* CR MSR MSR/MSPA
Tratamento* (cm) (g vaso?)

BR 8801+241 47,50 a 3,99b 0,71 a
BR 8801+BR111402 48,67 a 4,29 b 0,66 a
BR 8801+BR112843 36,67 b 4,77 a 0,73 a
BR 8801+BR 11364* 38,33 b 3,74 b 0,96 a
BR 8801+MC 04.215 47,75 a 4,13 b 0,74 a
BR 8801+183-ELS 39,83 b 4,08 b 0,60 a
BR 8801+4457 4192 a 491 a 0,58 a
BR 8801+4548 35,33 b 4,13 b 0,78 a
BR 8801+438° 45,83 a 3,95b 0,68 a
BR 8801+BR11175%° 34,92b 4,13 b 0,73 a
BR 880111 44,08 a 5,19 a 0,63 a

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de

5% de probabilidade.

*1:24 (Paenibacillus brasiliensis); 2: Y2: BR 11140 (Azospirilum amazonense); 3: PAL5: BR 11284
(Gluconacetobacter diazotrophicus); 4: BR 11364 (Burkholderia tropica); 5: MC 04.21 (P. graminis); 6: 183-EL
(Actinomadura sp); 7: 445 (Bacillus pumillus); 8: 454 (Bacillus subtilis); 9: 438 (Bacillus subtilis); 10: Z67 BR 11175

(Herbaspirillum seropedicae);11: BR 8801 (Rhizobium sp.).



O fator FMA foi significativo pelo teste de Scott-Knott (p<0,01) para as
variaveis MSR e nitrogénio acumulado (Nac) na MSPA. Para a variavel altura da
planta aos 60 (ALT 60) DAP a significancia foi ao nivel de 5%. A analise dos
dados comprova que os tratamentos inoculados com FMA promoveram médias
aproximadamente cinco vezes maiores quando comparados aos néo inoculados
para MSR. O mesmo foi observado para a variavel Nac, que acumulou cinco
vezes mais nitrogénio do que as plantas sem FMA. Para a variavel ALT 60 a
diferenca ndo foi tdo expressiva (Tabela 6). Silva (2012), observou que a
inoculacdo conjunta de bactérias e FMA em mudas de sabia, aumentou em
aproximadamente quatro vezes o valor do Nac. Na Figura 1 é possivel observar
a diferenca na producdo de MSR entre os tratamentos inoculados com e sem
FMA, e na Figura 2 observamos a producdo de MSPA para o tratamento
inoculado com BR 8801 + BPCP- (Actinomadura sp. 183 — EL) + FMA na

presenca e auséncia de FMA.

Tabela 6. Efeito do Fungo Micorrizico Arbuscular — FMA na massa
seca daraiz (MSR), no nitrogénio acumulado na massa seca da parte
aérea (Nac) e na altura da gliricidia aos 60 DAP

FMA MSR Nac ALT 60
(gvaso?!) (mgNvaso 1) (cm)
Com 7,16 a 454,43 a 17,86 a
Sem 1,44 b 87,50b 16,61 b

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.
Foi aplicado o Teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade. Colunas
— letras minusculas.
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Figura 1. Efeito da inoculagdo com FMA sobre o desenvolvimento e producé&o de
massa seca na raiz (MSR) de plantas de gliricidia. Rhizobium sp. (BR 8801);
Paenibacillus brasiliensis (24); Actinomadura sp. (183 — EL); Paenibacillus
graminis (MC 04.21).

Figura 2. Efeito da inoculagdo com FMA sobre o desenvolvimento e produgéo de
massa seca da parte area (MSPA) de plantas de gliricidia. TA (testemunha);
Rhizobium sp. (BR 8801) + Actinomadura sp. (183 — EL) — FMA; Rhizobium sp. (BR
8801) + Actinomadura sp.(183 — EL) + FMA.
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A inoculacéo conjunta de micro-organismos benéficos as plantas é uma
estratégia para melhorar o crescimento vegetal. Essa melhoria pode se dar pelo
maior fornecimento de nutrientes para as plantas — onde a atuacédo do FMA
promoveria maior absor¢éo de fésforo e o Rhizobium sp. de nitrogénio - ou pela
estimulacdo do crescimento devido a secrecdo de hormdnios pelas BPCP’s
(Mariano et al., 2004).

Observou-se que a inoculagdo de FMA no solo promoveu diferenga
significativa (p<0,01) para MSN, MSPA, conteudo de P, EFN, altura da planta
aos 90 e 120 dias, assim como para teor de P (p<0,05), atestando assim, seu
efeito benéfico no crescimento vegetal. Contudo, a co-inoculagao de BPCP’s+
Rhizobium sp. (BR 8801), ao contrario do esperado, promoveu diminuicdo dos
valores médios em relacdo ao tratamento somente inoculado com Rhizobium sp.
(BR 8801), quando nao foi aplicado conjuntamente o FMA. De certo modo, a
aplicacao do Rhizobium sp. (BR 8801) com BPCP’s interferiu no crescimento e
na nutricdo da gliricidia (Tabela 7).

A andlise dos dados referente a variavel MSN, revelou que na auséncia
do FMA o tratamento inoculado com (Rhizobium sp. - BR 8801), diferiu
significativamente dos demais (p<0,01). Quando FMA foi inoculado ao solo,
todos os tratamentos ndo apresentaram diferencas estatisticas (p<0,01) quanto
a nodulacéo. A inoculacéo da estirpe padrao de rizébio com BPCP’s na auséncia
do FMA, diminuiu a nodulac&o. Os nédulos formados foram inexpressivos quanto
a sua eficiéncia de fixacdo de N2, devido a massa e numero reduzidos, como
observado na Figura 3.

O tamanho e a morfologia de n6dulos devem ser considerados quando se
discute a sua atividade e eficiéncia potencial. Pois mesmo os nédulos maiores
que 4 mm de tamanho com elevado valores de massa seca nao apresentaram
alto teor de atividade do nddulo ou leghemoglobina no momento da medicao.
Além disso, nédulos indeterminados tém regiées meristematicas e o volume de
tecido eficaz por nodulo é menor do que naqueles determinados. Como
resultado, a atividade da enzima nitrogenase nos rizébios pode ser subestimada
nos nodulos indeterminados (Sanchez-Diaz et al., 1990; Patreze e Cordeiro,
2004).
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Oliveira et al. (2012) estudando a acao de FMA e rizébio no enraizamento
de mudas de angico vermelho, concluiram que os nédulos encontrados no
estudo eram pequenos e apresentavam baixa massa de matéria seca. Segundo
0S autores isso ocorreu provavelmente porque a interacdo entre planta e micro-
organismo estava no inicio, com pouco aporte de N sendo fixado, além de a
bactéria competir com a planta por nutrientes e carboidrato.

—

Figura 3. Efeito dainoculagéo com Rhizobium sp.(BR 8801) + BPCP’s na presenca
e ausénciade FMA, sobre anodulagado. Azospirillum amazonense (BR 11140); BR
11175 (Herbaspirillum seropedicae).
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Tabela 7. Massa seca dos nédulos (MSN); massa seca da parte aérea (MSPA); teor de P na MSPA,;
conteudo de P (CP); alturas de plantas aos 90 e 120 dias ap6s o plantio (DAP) da gliricidia inoculada
com Rhizobium sp. (BR 8801) e co-inoculada com BR 8801 + bactéria promotora de crescimento em
plantas (BPCP’s)* na presenca e auséncia de fungos micorrizicos arbusculares (FMA).

Bactéria BR 8801 BR 8801 BR 8801 BR 8801 BR 8801 BR 8801 BR 8801 BR 8801 BR 8801 BR 8801
TA BR 88011 + + + + + + + + + +
Fungo 242 BR 11140° BR 11284% BR 11364° MC 04.218 183 -EL’ 4458 4549 43810 BR11175%
Massa seca dos nddulos - MSN (g vaso™)
Sem 0 bB 0,20 aA 0,00 bB 0,00 bB 0,00 bB 0,00 bB 0,00 bB 0,00 bB 0,00 bB 0,00 bB 0,00 bB 0,00 bB
Com 0,29 aA 0,45 aA 0,35aA 0,33 aA 0,31 aA 0,33 aA 0,38 aA 0,33 aA 0,33 aA 0,29 aA 0,34 aA
CV (%) 36,07
Massa seca da parte aérea - MSPA (g vaso™)
Sem 0,70 bB 6,08 aB 1,39 bB 1,86 bB 2,93 bB 0,83 bB 1,58 bB 1,54 bB 2,74 bB 1,25 bB 1,17 bB 0,97 bB
Com 9,82bA 11,87 bA 12,16 bA 11,77 bA 13,02 bA 11,80 bA 15,97 aA 13,01 bA 13,10 bA 12,09 bA 12,13 bA
CV (%) 22,11
Teor de P (g kg?)
Sem 6,52 bB 14,20 aA 6,34 bB 4,21 cB 4,85 cB 4,48 cB 3,66 cB 3,75¢cB 4,02 cB 4,30 cB 4,39 cB 3,57 cB
Com 13,50 aA 11,22 bA 11,80 bA 10,94 bA 10,88 bA 13,26 aA 10,79 bA 11,67 bA 11,70 bA 12,01 bA 11,74 bA
CV (%) 11,17
Conteuido de P (CP) na MSPA (g vaso-1)
Sem 0.00462bB  0.0859 aB 0.0092bB  0.0078 bB  0.0143bB  0.0037 bB 0.0058 bB  0.0058 bB  0.0151bB 0.0054 bB 0.0051bB 0.0035 bB
Com - 0.1323aA 0.1345aA 0.1438aA 0.1287 aA 0.1426 aA 0.1570 aA 0.1730aA  0.1516 aA 0.1516 aA 0.1442aA 0.1424 aA
CV (%) 26,60
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Continuacao

Bactéria BR 5801 BR 5801 BR 5801 BR 51801 BR 51801 BR 51801 BR i801 BR 5801 BR 5801 BR 5801
TA BR 8801
Fungo 24 BR 11140 BR 11284 BR 11364 MC 04.21 183 - EL 445 454 438 BR 11175
Eficiéncia da fixagdo de N, (EFNz (mg N g MSN?)
Sem - 17,50aA 0bB 0bB 0ObB ObB ObB ObB 0bB 0bB 0bB 0bB
Com - 28,35aA 36,03aA 37,47aA 42,59aA 41,57aA 33,97aA 55,06aA 40,04aA 40,22aA 38,25aA 35,80aA
CV (%) 39,39
Altura de Planta 90 DAP (ALT90) (cm)
Sem 17,00 aB 21,50aA 18,33aB 20,17 aB 19,67 aB 17,50 aB 18,97 aB 19,07 aB 19,50 aB 19,50 aB 18,20 aB 16,67 aB
Com - 26,00bA 28,67bA 31,00 bA 34,33 aA 30,33 bA 34,83 aA 34,50 aA 28,83bA 36,17 aA 29,00bA 31,83 bA
CV (%) 11,25
Altura de Planta 120 DAP (ALT120) (cm)
Sem 18,57 bB 34,00 aA 21,30 bB 23,42 bB 26,50 bB 20,00 bB 22,30 bB 21,60 bB 20,83 bB 21,50 bB 23,00 bB 21,17 bB
Com - 43,53bA 51,50bA 53,33 aA 55,01 aA 51,60 bA 60,83 aA 60,83 aA 51,17bA 57,73 aA 44,67bA 55,23 aA
CV (%) 15,81

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade. Colunas
— letras maiusculas; Linhas — letras mindsculas.

1:BR 8801 (Rhizobium sp.); 2:24 (Paenibacillus brasiliensis); 3: Y2: BR 11140 (Azospirillum amazonense); 4: PAL5: BR 11284
(Gluconacetobacter diazotrophicus); 5: BR 11364 (Burkholderia tropica); 6: MC 04.21 (P. graminis); 7: 183-EL (Actinomadura sp); 8: 445
(Bacillus pumillus); 9: 454 (Bacillus subtilis); 10: 438 (Bacillus subtilis); 11: Z67 BR 11175 (Herbaspirillum seropedicae).

TA: Testemunha absoluta; CV: Coeficiente de variagao.
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A massa e o numero de nédulos séo indicadores de nodulacdo (Ferreira
e Castro, 1995; Araujo et al., 2008). Todavia o indicador massa dos nodulos é
mais util na avaliacdo da nodulacdo, devido a melhor correlagdo com o
desempenho simbiotico (Dobereiner et al., 1966; Bohrer e Hungria, 1998; Coelho
e Nascimento, 1999; Hungria e Bohrer, 2000).

Na auséncia do FMA, a producdo de MSPA das plantas quando co-
inoculada com BPCP’s e Rhizobium sp. (BR 8801) foi expressivamente menor
em relacdo as plantas com inoculagéo Unica de Rhizobium sp. (BR 8801) (Tabela
7).

Quando avaliado o efeito da tripla inoculacéo de Rhizobium sp. + BPCP’s
+ FMA observou-se que todos os tratamentos com adicdo de BPCP’s
promoveram maiores valores de MSPA do que o tratamento com inoculacdo
dupla de Rhizobium sp. (BR 8801) + FMA, sendo superior a TA. O tratamento
inoculado com BR 8801 + BPCP- (Actinomadura sp. 183 — EL) + FMA, obteve a
maior média e apresentou diferenca significativa em relagdo aos demais
tratamentos (p<0,01) (Tabela 7).

Assim como observado para as variaveis acima discutidas, a absorcéo de
P foi menor no tratamento co-inoculado com BPCP’s e Rhizobium (BR 8801)
sem a presenca de FMA. Nesse caso, o tratamento com inoculagdo apenas com
de Rhizobium sp. apresentou maior teor de P no tecido vegetal e foi superior a
TA em 117,79%, diferindo significativamente dos demais tratamentos (p<0,05)
(Tabela 7).

Quando as plantas foram inoculadas com FMA houve expressivo aumento
da absorcao de P pela gliricidia em todos os tratamentos, assim como esperado
visto a acdo do FMA na maior absorcdo de P (Tabela 7). Esses micro-
organismos tém maior importancia na absorcao de nutrientes de baixa difusao
no solo como o P, Cu e Zn (Bolan, 1991; Marschner e Dell, 1994; Amaya-Carpio
et al., 2009). Além disso, FMA possuem acesso a formas sollveis de P que
também estdo disponiveis as plantas sem inoculacdo (Bolan, 1991), como
também podem mobilizar P do solo através da mineralizacdo do P organico

(Jayachandran et al., 1992).
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Os tratamentos BR 8801 + FMA e BR 8801 + BPCP (Paenibacillus
graminis - MC 04.21) + FMA, foram 0s que proporcionaram maiores valores de
absorcdo de P, com um aumento de 107,06% e 103,37% respectivamente,
guando comparados com a TA. Os referidos tratamentos ndo diferiram entre si,
diferindo (p<0,05), no entanto, dos demais tratamentos (Tabela 7).

O conteudo de P extraido pela gliricidia foi menor quando houve a co-
inoculacdo do Rhizobium sp. (BR 8801) com BPCP’s, sendo o tratamento com
inoculacdo Unica do Rhizobium sp. (BR 8801) o que obteve maior contetudo de
P extraido, diferindo dos demais tratamentos (p<0,01). Quando o FMA foi
inoculado ao solo o contetdo de P extraido foi estatisticamente semelhante para
todos os tratamentos. A maior extragcao de P ocorreu no tratamento BR 8801 +
BPCP (Actinomadura sp. - 183 EL) + FMA (Tabela 7).

Chu et al. (2001) relatam que a mesma espécie de fungo micorrizico pode
proporcionar respostas diferenciadas nos teores dos nutrientes em diferentes
plantas hospedeiras e em diferentes condi¢des edafocliméaticas.

A eficiéncia de fixacdo de nitrogénio apresentou comportamento
semelhante as demais variaveis acima relacionadas. A analise dos dados
mostrou que a co-inoculagcdo BPCP’s + Rhizobium sp. (BR 8801) sem a
inoculagdo de FMA diminuiu a formagdo de nddulos eficientes e,
consequentemente a EFN2. Na auséncia de FMA apenas o tratamento inoculado
com Rhizobium sp. (BR8801) obteve a maior média diferindo dos demais
tratamentos (p<0,01). Na presenca de FMA os tratamentos ndo apresentaram
diferencas significativas quanto a EFN2 (Tabela 7).

Aos 90 dias apo6s o plantio (ALT 90) na presenca de FMA todos os
tratamentos proporcionaram aumento do crescimento da gliricidia diferindo
(p<0,05) dos tratamentos sem FMA (Tabela 6). Os tratamentos com FMA
também apresentaram diferencas significativas entre si (p<0,05). Os tratamentos
com maiores valores foram: Rhizobium sp. (BR 8801) + BPCP
(Gluconacetobacter diazotrophicus - BR 11284) + FMA; BR 8801 + BPCP
(Paenibacillus graminis - MC 04.21) + FMA; BR 8801 + BPCP (Actinomadura sp.
183 EL) + FMA e BR 8801 + BPCP (Bacillus subtilis - 454) + FMA. Esse ultimo
obteve a melhor média. Os tratamentos acima citados nao diferiram entre si, mas
foram diferentes dos demais tratamentos estudados (p<0,01) para ALT 90
(Tabela 7).
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A variavel altura da planta aos 120 DAP obteve interacao significativa em
relacdo a inoculacdo Rhizobium +BPCP+FMA. Nos tratamentos sem FMA
somente o Rhizobium sp. (BR 8801) apresentou diferenca significativa (p<0,01).
Na presenca do FMA os tratamentos que proporcionaram as maiores medias
foram BR 8801 + BPCP (Paenibacillus graminis - MC 04.21) + FMA e BR 8801
+ BPCP (Actinomadura sp. - 183 EL) + FMA, apresentando diferenca significativa

em relacdo aos demais (p<0,01) (Tabela 7).
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Figura 4. Analise de regresséo para crescimento de mudas de gliricidia inoculadas com
BPCP’s + Rhizobium na presenca e auséncia de FMA.

Pela analise de regressdo da variavel altura das plantas em funcéo da
presenca ou da auséncia de FMA ao longo do tempo observa-se a importancia
do FMA no desenvolvimento da gliricidia (Figura 4). A presengca do FMA nos
tratamentos inoculados com BPCP’s + Rhizobium promoveu maior crescimento
das mudas de gliricidia do que quando estas ndo foram inoculadas. A inoculacéo
de FMA promoveu melhor absorgéo de N e P e melhor nodulagéo para a gliricidia
fato este que deve ter possibilitado o melhor desempenho em crescimento das
plantas quando inoculadas com FMA em relacdo as que néo foram inoculadas.

Os tratamentos BR 8801 + BPCP (Actinomadura sp. - 183 —EL) + FMA e
BR 8801 + BPCP (Paenibacillus graminis - MC 04.21) + FMA foram os que

obtiveram as maiores médias de crescimento em altura na presenca de FMA.
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O efeito positivo da inoculacdo de FMA no crescimento vegetal é bem
descrito na literatura, principalmente devido a melhor absorcdo de fésforo pelas
plantas (Lima, 2009; Mendes, 2010; Silva, 2012).

Plantas micorrizadas acumulam em sua folhagem maiores quantidades
de P, Ca, Mg, Cu, Mn e, em especial, de N, do que plantas ndo micorrizadas. A
interacao fungos micorrizicos-rizébio aumenta a nodulacao e a fixagcdo bioldgica
de N promovendo, assim, melhor absor¢cdo de N pelas as plantas (Ross e
Harper, 1970; Wang et al., 2011).

Lima et al. (2011) em seu estudo com plantas de feijao-caupi, observou
que a dupla inoculacdo com Bradyrhizobium sp. e Glomus etunicatum
proporcionou maior acumulo de nitrogénio nas plantas.

Marques et al. (2001) observaram que a dupla inoculacdo (Rhizobium +
FMA) aumentou a altura e o crescimento das plantas em relacédo as inoculadas
apenas com estirpes de rizébio BHICB-Abl ou BHICB-ADb3.

O inoculante misto de FMA é uma estratégia que tem sido aplicada, visto
gue a mistura de fungos micorrizicos pode apresentar melhores resultados para
as plantas hospedeiras, podendo, assim, ser melhor do que o uso de uma Unica
espécie de fungo (Hippler et al., 2011).

Os tratamentos inoculados simultaneamente com rizobio, BPCP’s e FMA
apresentaram alta eficiéncia na promocdo do crescimento das mudas de
gliricidia. A inoculacdo com FMA promoveu maior producdo de MSPA, EFN:z e
absorcdo de P. Resultados semelhantes foram observados por Mendes (2010)
e Silva (2012).

Na auséncia do FMA e de BPCP’s o tratamento inoculado apenas com a
estirpe padrao de rizébio (BR 8801) ndo teve a sua nodulacdo prejudicada e
apresentou producdo de massa seca de nddulos (MSN) satisfatéria.
Possivelmente a gliricidia ndo é dependente do FMA para nodulacao. Jesus et
al. (2005) citam a dependéncia de FMA para a nodulacdo em leguminosas
arboreas, eles trabalharam com as espécies Piptadenia gonoacantha (Mart.)
Mcbr. e Piptadenia paniculata Bentham, e concluiram que elas dependem da
micorrizacao para um crescimento satisfatorio e para a nodulagéo pelos rizobios.

No entanto, quando em simbiose com BPCP’s observou-se que a
nodulacdo n&o foi expressiva, provavelmente apresentando um efeito

antagonico pela co-inoculagcédo Rhizobium + BPCP’s, por razbes desconhecidas
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as plantas produziram poucos nddulos e de tamanho reduzido. Em contrapartida,
guando foi inoculado Rhizobium + BPCP’s + FMA a MSN néo foi afetada.

Sabe-se que o processo de FBN é altamente exigente em energia na
forma de ATP e o adequado fornecimento de P pelo FMA beneficia esse
processo, permitindo, consequentemente, maior fixacdo de N2 (Siqueira e
Saggin-Junior, 2001; Flores-Aylas et al., 2003).
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Figura 5. Eficiéncia* das estirpes em gliricidia relacionadas aos tratamentos
inoculados com Rhizobium sp. (BR 8801) e co-inoculadas com BR 8801 + bactéria
promotora de crescimento em plantas (BPCP’s)* na presenca e auséncia de fungos
micorrizicos arbusculares (FMA).

*Eficiéncia = 100 x (Massa seca da parte aérea (MSPA) de cada estirpe / pela MSPA da

testemunha absoluta, sem inoculacdo (TA)) (Faria e Franco, 2002b).
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A dupla inoculacdo FMA e rizobios, podera ser uma boa alternativa para
a selecdo de estirpes de rizébio eficientes na fixacdo de N2. O processo da
micorrizagdo pode auxiliar os isolados de rizébio testados em ensaios de selecéo
de estirpes a expressarem sua potencialidade ao favorecer melhor
desenvolvimento e nodulacdo das plantas (Jesus et al., 2005).

O tratamento que apresentou maior eficiéncia das estirpes entre os
inoculados com FMA foi o BR 8801 + BPCP (Actinomadura sp. — 183 EL) + FMA
e o de menor eficiéncia foi o tratamento BR 8801 + FMA (Figura 5).

Silva (2012), avaliando a eficiéncia das estirpes concluiu que as bactérias
que estavam na presenca de FMA obtiveram os melhores resultados. O
tratamento BR 3405 + Paenibacillus brasilensis (24) + FMA obteve melhor
resposta, com uma média de 1.845%, enquanto o mesmo tratamento sem FMA
obteve 380%.

Todos os tratamentos inoculados com FMA tiveram alta taxa de
colonizagdo micorrizica, entre eles os que se destacaram foram: (BR 8801 +
BPCP (Actinomadura sp. — 183 EL) + FMA); (BR 8801 + BPCP(Bacillus subtilis
- 454) + FMA); (BR 8801 + BPCP (Burkholderia tropica - BR 11364) + FMA) e
(BR 8801 + FMA) (Figura 6) . Boas combinacdes entre FMA e BPCP’s podem
promover resultados benéficos para as plantas, como maior desenvolvimento e
prevencao de doencas.

Liu et al. (2012) estudando os efeitos do nematoide Meloidogyne incognita
em tomates, concluiu que combinacdes especificas de FMA e BPCP podem
interagir para suprimir M. incognita e o desenvolvimento da doenca.

Em imagens visualizadas em microscépio (400x) foi possivel observar as
principais estruturas fungicas presentes nas raizes de cada tratamento estudado
(Figura 7). Os tratamentos apresentaram vesiculas, hifas e esporos, todos
associados a presenca de arbusculos, o qual é o principal ponto de troca de
carboidratos e nutrientes minerais entre os simbiontes (Saggin Junior et al.,
2002), pois € o ponto onde existe maior superficie de contato entre os dois.

A porcentagem de colonizacdo pode ndo ser uma variavel confiavel para
definir o efeito que o endofito causa no desenvolvimento da planta hospedeira
(Karanika et al., 2008). Dessa forma, é necessario conhecer melhor 0s
mecanismos que controlam as associa¢des micorrizicas para o manejo eficiente

da simbiose micorrizica, ja que € o estimulo as espécies de FMA e nédo a
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intensidade de colonizacdo radicular que estariam determinando diferentes
respostas dos hospedeiros (Muthukumar e Udaiyan, 2002).

Taxas baixissimas como 5% de colonizacdo, para algumas plantas ja
suficiente para um bom desenvolvimento (Karanika et al., 2008). Essa variavel
ainda pode ser afetada por diversos fatores como idade da planta, pH do solo,
densidade de raizes, propagulos de FMA no solo, tipo de espécie vegetal,
concentracédo de nutrientes no solo, alta disponibilidade de P, manejo do solo,
dentre outros (Mcgonigle, 2001).
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Figura 6. Colonizagcédo Micorrizica (CM) das mudas de gliricidia inoculadas com
Rhizobium sp. (BR 8801); bactéria promotora de crescimento em plantas (BPCP’s)
e fungos micorrizicos arbusculares (FMA).
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Figura 7. Estruturas fungicas nas raizes do tratamento inoculado
com BR 8801 + BPCP (Actinomadura sp. — 183 EL) + FMA,
visualizadas em microscépio (400x). Lamina 54.3.

De acordo com Burity et al. (2000) e (Moreira e Siqueira, 2006), a dupla
inoculagéo rizébio x FMA é capaz de reduzir os custos com fertilizantes
nitrogenados e fosfatados, e dar as plantas maior capacidade para absorver
nutrientes, levando a um aumento da produtividade.

Lima (2009), afirma que a inoculacdo com G. etunicatum aumentou a
massa seca da parte aérea das plantas de feijao-caupi e foi maior do que os
tratamentos inoculados apenas com FMA nativos do solo.

Silva (2012), observou que as plantas de sabia inoculadas com FMA
obtiveram os melhores resultados para massa seca da parte aérea e raiz,
eficiéncia das estirpes e N acumulado, e apresentaram uma média em torno de

84% de colonizacao radicular.
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5. CONCLUSOES

1. A tripla inoculagdo com bactérias promotoras de crescimento em plantas
(BPCP’s), fungos micorrizicos arbusculares (FMA) e Rhizobium sp. (BR
8801) promoveu maior crescimento e absorcdo de nutrientes na gliricidia.

2. Os resultados indicaram que a aplicacdo do Rhizobium sp. com BPCP’s
interferiu no crescimento e nutricdo da gliricidia.

3. Alinoculacdo de FMA no solo proporcionou melhor resposta nas variaveis
de MSN, MSPA, conteudo de P, EFNz, altura da planta aos 90 e 120 DAP
e no teor de P, resultando em efeito benéfico no crescimento vegetal da
gliricidia.

4. Ainoculagdo da gliricidia com Rhizobium sp. + BPCP’s + FMA promoveu
os melhores resultados para a variavel MSPA do que a inoculacdo com
Rhizobium sp. + FMA.

5. Os tratamentos inoculados com FMA proporcionaram aumento do teor de
P na gliricidia, sendo que os tratamentos BR 8801 + FMA e BR 8801 +
Paenibacillus graminis (MC 04.21) + FMA apresentaram maiores valores
de P.

6. A maior extracdo de P na gliricidia ocorreu no tratamento BR 8801 +
Actinomadura sp. (183 — EL) + FMA.

7. A maior eficiéncia da fixacdo de N2 e massa seca da parte aérea em
gliricidia foram obtidas pela co-inoculacdo BR 8801 + Actinomadura sp.
(183 — EL) + FMA.

8. As maiores taxas de colonizacdo na gliricidia foram obtidas pelos
tratamentos: BR 8801 + Actinomadura sp. (183 — EL) + FMA, com a
melhor taxa de colonizacdo micorrizica (CM), BR 8801 + Bacillus subtilis
(454) + FMA, BR 8801 + Burkholderia tropica (BR 11364) + FMA e BR
8801+FMA.
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