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INTERRELACAO BACTERIAS (MHB) E FMA: ESTRATEGIA PARA
ESTIMULAR A EFICIENCIA SIMBIOTICA E MICORRIZACAO DE SABIA

RESUMO GERAL

A utlizacdo de plantas associadas simbioticamente, com bactérias
fixadoras de N, e fungos micorrizicos arbusculares (FMA), constitui uma
estratégia eficiente para acelerar a recuperacdo de areas impactadas além de
reduzir consideravelmente os custos com a mesma. O conceito de “mycorrhiza
helper bacteria (MHB)” tem sido introduzido e discutido devido ao efeito
sinergistico que essa dupla associacdo promove as plantas. Sao bactérias
associadas com raizes e FMA que, seletivamente, promovem o
estabelecimento da simbiose com os fungos. Deste modo, os objetivos deste
trabalho foram verificar a atividade de FMA em area com vegetacdo nativa do
semiarido Pernambucano, no municipio de Sertania; determinar o nimero de
glomerosporos e o numero mais provavel (NMP) de propagulos infectivos;
guantificar o teor de proteinas do solo relacionadas a glomalina; determinar a
viabilidade da co-inoculacao entre bactérias (MHB) e mistura de FMA em sabia
(Mimosa caesalpiniifolia Benth) visando obter combinagdes e compatibilidade
de pares simbioticos, assim como avaliar a eficiéncia e colonizagdo micorrizica.
Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo na Sede do Instituto
Agrondmico de Pernambuco (IPA). Foram coletadas 10 amostras compostas
de solo, sendo os pontos definidos aleatoriamente. As amostras foram
homogeneizadas e analisadas quanto as caracteristicas fisicas e quimicas.
Amostras compostas foram utilizadas para contagem direta (CD) e
multiplicacdo de FMA para contagem indireta (Cl) de esporos, com o uso de
culturas-armadilha, empregando sorgo granifero (Sorghum bicolor L. Moench)
e amendoim (Arachis hypogea L.) como plantas hospedeiras (experimento I).
Para a determinacdo do NMP de propagulos infectivos de FMA no Luvissolo
Haplico foi utilizado um sistema de diluicdo em série: 0, 1:10, 1:100 e 1:1000,
com 5 repeticbes cada e, tendo o milho (Zea mays L.) como planta hospedeira
(experimento 1lI). No experimento Il foram utilizados vasos com o solo
Luvissolo Haplico (8 kg vaso™) com pH 6,0 e a planta utilizada foi a sabia. Na
semeadura, foi efetuada inoculacdo com Burkholderia sabiae (BR 3405) e co-
inoculacdo com BR3405 + MHB contendo 108 UFC mL™. Na inoculagdo com a
mistura do FMA, foram utilizados 4 g vaso™ em forma de propagulo, contendo
aproximadamente 670 esporos. A colheita foi realizada 110 dias apés plantio
(DAP) e foram avaliadas as seguintes variaveis: massa seca da parte aérea
(MSPA), raiz (MSR), relacdo MSR/MSPA, altura de planta (AP) nos periodos
de 45, 90 e 110 dias, comprimento da raiz (CR), N total acumulado na MSPA
(Nac), eficiéncia das estirpes (E%) e coloniza¢do micorrizica. O delineamento
experimental adotado foi em blocos casualizados, com arranjo fatorial 9 x 2
mais uma testemunha absoluta (TA) — sem inoculacédo; estirpes de MHB e um
tratamento controle inoculado apenas com Burkholderia sabiae com e sem
FMA (mistura de FMA) com 3 blocos. Os resultados dos experimentos mostram
gue o NMP de propagulos infectivos de FMA encontrados no municipio de
Sertania foi de 23 propagulos cm™®. As proteinas do solo relacionadas a
glomalina facilmente extraivel (PSRGFE) e as proteinas do solo relacionadas a
glomalina total (PSRGT) ficaram em torno de 0,46 e 0,26 mg g solo™,
respectivamente. A colonizacdo dos FMA em conjunto com as bactérias foi
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positiva, como no caso do CR, os tratamentos com BR 3405 + Azospirillum
amazonenses (Y2) e BR 3405 + Herbaspirilum seropedicae (Z67)
apresentaram diferenca significativa pelo teste de Tukey (p<0,05) em relacdo
ao fator com e sem FMA. Confirmando deste modo que, na presenca das
bactérias MHB houve aumento no comprimento do sistema radicular das
plantas de sabid. A eficiéncia das estirpes obteve os melhores resultados
guando as bactérias estavam em presenca de FMA e o tratamento BR 3405 +
Paenibacillus brasilensis (24) + FMA foi o que obteve melhor resposta. Os
tratamentos que receberam os FMA foram superiores em relacdo aos demais
nas varidveis MSPA, MSR, E, Nac, chegando a apresentar uma meéedia em
torno de 84% de colonizagéo radicular.

Palavras chave: Fixacdo bioldgica de nitrogénio, mycorrhiza helper bacteria,
Mimosa caesalpiniifolia, sinergismo, simbiose, colonizacao radicular.
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BACTERIA (MHB) AND FMA INTERRELATION: A STRATEGY TO
STIMULATE THE SYMBIOTIC EFFICIENCY AND MYCORRHIZAL OF SABIA

GENERAL ABSTRACT

The use of plants symbiotically associated with N, fixing bacteria and
mycorrhizal fungi (AMF) provides an efficient strategy to accelerate the recovery
of impacted areas and reduces its costs considerably. The term "mycorrhiza
helper bacteria” (MHB) has been introduced and discussed due to the
synergistic effect that this dual combination promotes to plants. They are
bacteria associated with roots and AMF that selectively promote the
establishment of symbiosis with fungi. Thus, the objectives were to verify the
AMF activity in the area with native vegetation in the Pernambucano semiarid,
municipality of Sertania; determine glomerospores number and the most
probable number (MPN) of infective propagules; quantify the content of
glomalin-related protein in the soil and determine the feasibility of bacteria
(MHB) co-inoculation and AMF mixture in “sabia” (Mimosa caesalpiniifolia
Benth) aiming at obtaining combinations and compatibility of symbiotic pairs, as
well as to evaluate the mycorrhizal efficiency and colonization. The experiments
were conducted in greenhouse of the Agronomic Institute of Pernambuco (IPA).
10 composite soil samples were collected with points were defined at random.
Samples were homogenized and analyzed for physical and chemical
characteristics. Composite samples were used for direct count (DC) and
propagation of AMF for indirect count (IC) of spores, using trap- cultures and
sorghum (Sorghum bicolor L. Moench) and peanut (Arachis hypogea L.) as host
plants (experiment I). To determine the MPN of infective propagules of AMF in
the Haplic Luvisol was used a system of serial dilution: 0, 1:10, 1:100 and
1:1000 with five replicates each, with maize (Zea mays L.) as host plant
(experiment II). In the experiment Ill were used pots with Haplic Luvisol soil (8
kg pot™?) at pH 6.0 and the plant used was the “sabia”. On seeding, inoculation
with Burkholderia sabiae (BR 3405) and co-inoculation with BR3405 + MHB
were performed and each seed was inoculated with 2 mL of specific medium for
each of MHB bacteria and for the BR3405 containing 10° CFU mL™. In the
inoculation with AMF mixture was used 4 g pot™ in the form of propagule
containing approximately 670 spores. Plants were harvested at 110 days after
planting (DAP) and the following variables were evaluated: shoot dry mass
(SDM), root (RDM), RDM/SDM ratio, plant height (PH) on periods of 45, 90 and
110 days, root length (RL), total N accumulated in SDM (Nat), strains efficiency
(E) and mycorrhizal colonization. The experimental design was randomized
blocks, with 9 x 2 factorial arrangement plus an absolute control (AC) - without
inoculation; MHB strains and one control treatment inoculated only with
Burkholderia sabiae with and without AMF (AMF mixture) with 3 blocks . The
experimental results show that the MPN of AMF infective propagules found in
the city of Sertania was 23 propagules cm™. Soil proteins related to easily
extractable glomalin (PSRGFE) and soil proteins related to total glomalin
(PSRGT) were approximately 0.46 and 0.26 mg g soil*, respectively. The AMF
colonization combined with the bacteria was positive, as in the case of RL,
treatments with BR 3405 + Azospirillum amazonenses (Y2) and BR 3405 +
Herbaspirillum seropedicae (Z67) showed significant difference by the Tukey
test (p <0.05) compared to the factor with and without AMF. Thereby ensuring
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that, in the presence of MHB bacteria there was increase in root length of
“sabia” plants. Strains efficiency showed better results when bacteria were in
the presence of AMF and the treatment BR 3405 + Paenibacillus brasilensis
(24) + AMF showed the best response. The treatments that received AMF were
higher compared to the others on the variables SDM, RDM, E, Nac, coming to
present on average 84% of root colonization.

Keywords: Biological nitrogen fixation, mycorrhiza helper bacteria, Mimosa
caesalpiniifolia, synergism, symbiosis, root colonization.

XVi



INTRODUCAO GERAL

Uma pratica importante e necessaria para a agricultura € o uso de
microrganismos com o objetivo de melhorar a disponibilidade de nutrientes
para as plantas. (FREITAS et al., 2007; BURITY et al., 2000). Os solos
juntamente com seus organismos, participam de modo contundente para a
manutencdo da vida e para o equilibrio da biosfera. Dentre os microrganismos
do solo as bactérias fixadoras de nitrogénio (BFN) e os fungos micorrizicos
arbusculares (FMA) se destacam por exercerem significativo desempenho para
a funcionalidade e manutencdo dos ecossistemas naturais manejados e
degradados (SOUZA et al., 2006). Embora existam outros sistemas fixadores
de N2, como os microrganismos de vida livre e 0s microrganismos associativos
(SANTOS et al., 2008).

A utilizagdo de plantas associadas simbioticamente, com bactérias
fixadoras de N, e FMA, constituiuma estratégia eficiente para acelerar
a recuperacao de areas impactadas além de reduzir consideravelmente os
custos com as mesmas (RESENDE et al.,, 2011; RESENDE et al.,, 2005),
protegem o solo contra a eroséo, produzem uma grande quantidade de massa
vegetal rica em nutrientes e estruturam o solo, melhorando as caracteristicas
fisicas, quimicas e bioldgicas do solo (SANTANA FILHO et al., 1997).

Por outro lado, a colonizacdo micorrizica de raizes de leguminosas tem
sido reportada por estimular a nodulacédo e fixacdo de N, especialmente em
solos com baixa disponibilidade de P (BONFANTE & ANCA, 2009; REDECKER
et al., 1997).

A maioria das plantas do ecossistema terrestre interage com os fungos
micorrizicos (SMITH & READ, 2008). Os FMA colonizam o sistema radicular
das mais diversas plantas, de Gimnospermas a Angiospermas, de Pteridofitas
a Bridfitas (MOREIRA, 2006). Apresentando como principais efeitos: a
extensdo do sistema radicular a partir de suas hifas; aumento na absorcéo de
agua e de nutrientes do solo pelas plantas (principalmente os de baixa
mobilidade como o P); aumenta a sobrevivéncia das plantas no periodo de
seca ou no transplante de mudas; atua como agente de controle biolégico; séo
considerados fator importante para a manutencdo da biodiversidade e

funcionalidade dos ecossistemas; além de serem responsaveis pela produgéo
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de glomalina (FIGUEIREDO et al., 2008; MERGULHAO et al., 2008; MIRANDA,
2008).

Segundo Garbaye (1994) o conceito de mycorrhiza helper bacteria
(MHB), tem sido introduzido e discutido, e o efeito da MHB tem sido estudado
em varios tipos de plantas em ecossistemas temperados, embora poucos
estudos tenham sido focados em plantas tropicais (FREY-KLETT et al., 2007).
As MHB podem ajudar a formag&o de micorriza ou promover o funcionamento
de sua simbiose, tanto em sistemas arbsuculares quanto em sistemas
ectomicorrizicos (FREY-KLETT et al., 2007).

A sabiad (Mimosa caesalpiniifolia Benth.), é considerada uma arvore de
multiplo uso, principalmente por ser fixadora de N,, sem contar que é uma
planta forrageira de alto valor proteico, sua madeira pode ser utilizada como
estaca e caibro ou carvao vegetal e lenha (como fonte de energia), a planta em
si pode ser também utilizada como cerca viva, além de ser fonte riquissima de
polen e néctar para as abelhas (CAMPANHA & ARAUJO, 2010; LIMA, 2008;
SILVA, 2008; CARVALHO, 2007; FIGUEIROA et al., 2005; STAMFORD et al.,
1997). E ao se tratar de sabia sem aculeos, o interesse € justamente voltado
para madeiras menos atacadas por cupins (utilizadas em cerca e apriscos), um
melhor sistema operacional tanto no manejo quanto na exploracédo da madeira,
se obter uma melhor circulacdo dos animais, além de estimular seu emprego
em programas de reflorestamento (ALENCAR et al., 2011; CARVALHO et al.,
s. d.).

Deste modo, os objetivos deste trabalho foi verificar a atividade de FMA
em area com vegetacdo nativa do semiarido Pernambucano, no municipio de
Sertania; quantificar o teor de proteinas do solo relacionadas a glomalina;
determinar a viabilidade da co-inoculacédo entre bactérias (MHB) e mistura de
FMA em sabia visando obter combinacfes e compatibilidade de pares
simbidticos, assim como avaliar a formac¢do micorrizica (colonizacao de raiz e

esporulacao).
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FUNDAMENTACAO TEORICA

Fixacdo Simbidtica de Nitrogénio

Um dos principais macronutrientes requeridos pelos vegetais é o
nitrogénio, considerado o elemento mais abundante na atmosfera terrestre (em
torno de 79%), estd presente principalmente na forma diatbmica (Ny)
(LODEIRO et al., 2000). Nas plantas € constituinte essencial de aminoacidos,
proteinas, bases nitrogenadas, acidos nucléicos, hormdnios, clorofila, entre
outros (SANTOS et al., 2008).

Apenas uma parcela relativamente pequena das espécies de
procariotos possui a enzima nitrogenase que é capaz de reduzir o Ny,
guebrando a tripla ligacdo entre os atomos de N, para a forma inorganica
combinada NH; que pode entdo, tornar-se disponivel para plantas e
microrganismos, os quais sdo chamados de fixadores de N, ou diazotréficos
(SANTOS et al., 2008; MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).

A habilidade das bactérias do género Rhizobium, Bradyrhizobium,
Azorhizobium, Ensifer, Mesorhizobium, Burkholderia, Cupriavidus, Devosia,
Herbaspirillum, Methylobacterium, Ochrobactrum, Phyllobacterium, para fixar
nitrogénio em simbiose com leguminosas é de consideravel importancia
agricola (SANTOS et al., 2008; FREITAS et al., 2007). As plantas da familia da
Leguminosae podem conseguir uma parte ou a totalidade de sua nutricao
nitrogenada diretamente do ar, devido as suas associacdes com 0s rizobios
(SANTOS et al., 2008). Estas relacbes simbioticas, € que permitem as
leguminosas serem independente dos niveis de nitrogénio no solo (CASTRO &
FERREIRA, 2011).

Maximizar a fixacdo biolégica de nitrogénio (FBN), otimizar a
distribuicdo e o emprego dos compostos nitrogenados dentro das plantas e
tornar mais eficiente a utilizacdo de carboidratos pelos noédulos é o que os
paises em desenvolvimento e os desenvolvidos tém buscado como alternativas
para a adubacdo nitrogenada, devido a subida vertiginosa dos precos dos
adubos nitrogenados em consequéncia ao consumo de energia féssil em sua
fabricagdo, aliada aos graves problemas de poluicdo causados pelo uso
intensivo desses adubos (DAKORA, 2003; HUNGRIA et al., 2003). O nitrogénio
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fixado pelos rizobios pode representar uma alternativa aos fertilizantes
guimicos nitrogenados, com as vantagens de ser economicamente mais viavel

e néo agredir ao solo.

O crescimento e a producdo das leguminosas sdo em parte, o
resultado da interacdo entre as plantas, as estirpes de rizébios e as condi¢cbes
ambientais em que o sistema simbidtico se desenvolve e que influenciam o

processo de fixacao bioldgica do nitrogénio (RUMJANEK et al., 2005).

E necesséria a obtencdo de estirpes de rizobios de alta qualidade,
capazes de sobreviver e competir pela fixagdo eficiente do nitrogénio
atmosférico na leguminosa alvo, j& que ha uma diversidade muito grande de
espécies nativas e estas podem vir a fixar o nitrogénio, embora com um grau de
eficiéncia muito inferior (FIGUEIREDO et al., 2008; MOREIRA, 2006; SILVEIRA
et al., 2000; MOAWAD et al., 1998).

Fungos Micorrizicos Arbusculares - FMA

Os fungos micorrizicos compartilham a caracteristica de formarem
estruturas especializadas dentro do cortex radicular das plantas e crescerem
além da superficie das raizes, diferenciando hifas, micélio e esporos no solo
rizosférico (STURMER et al., 2009).

Dos microrganismos do solo, os mais intimamente e obrigatoriamente
associados ao sistema radicular sdo os fungos micorrizicos arbusculares (FMA)
(BERBARA et al., 2006), atualmente pertencentes ao filo Glomeromycota, com
3 classes (Archaeosporomycetes, Glomeromycetes, e Paraglomeromycetes),
composto por 5 ordens (Archaeosporales, Diversisporales, Gigasporales,
Glomerales e Paraglomerales), 14 familias, 29 géneros e com cerca de 230
espécies descritas (OEHL et al.,2011).

Dentre os 7 grupos de micorrizas, a micorriza arbuscular (MA) é a
predominante em solos tropicais, e € caracterizada por formar os arbusculos
dentro das raizes das plantas, estrutura na qual se realiza a troca de nutrientes
entre a planta e o fungo (STURMER et al., 2009; MOREIRA & SIQUEIRA,
2006).

As MA formam a mais ampla simbiose (mutualistica) entre fungos e

plantas na natureza e desempenham importante papel no equilibrio das
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comunidades vegetais (TORO & NICHOLS, 2011; BONFANTE & ANCA, 2009;
MAIA & CAVALCANTI, 2005). Séao importantes componentes da microbiota do
solo, em ecossistemas agricolas e naturais contribuindo para a vida do planeta
(MERGULHAO et al., 2011).

Dentre alguns dos seus beneficios, podemos destacar a maior absor¢céo
de &gua e nutrientes pelas plantas. Segundo Bonfante & Anca (2009), para
uma absorcao eficiente de nutrientes, a maioria das plantas terrestres precisam
estar associadas a fungos micorrizicos, fazendo com que essas plantas
aumentem a sua produtividade e a sua resisténcia ao estresse. I1Sso ocorre
através da maior exploracdo da rizosfera pelas hifas dos FMA, que em troca
recebem das plantas carboidratos que sao essenciais ao seu ciclo
(BONFANTE & ANCA, 2009).

Podemos citar também, como contribuicbes dos FMA a producéo de
glomalina, a qual esta associada a agregacao de particulas e ao processo de
armazenamento de carbono do solo (MERGULHAO et al., 2008), tolerancia a
doencas radiculares (MUNYANZIZA et al., 1997), resisténcia a seca (AL-
KARAKI et al., 2004), recuperacdo de areas degradadas (BONFIM, 2011;
FRANCO et al., 1995).

Segundo Franco (1995), espécies de leguminosas arboOreas associadas
a FMA, é uma estratégia de grande viabilidade econémica e biolégica para a
recuperacdo de areas degradadas. Miranda (2008) reforca que a micorriza é
um componente natural importante dos ecossistemas tropicais e
agroecossistemas, tanto na sua funcionalidade quanto na sua sustentabilidade.
Stlrmer et al. (2009) os considera um grupo chave por contribuirem com a
nutricdo vegetal, melhorar as estruturas do solo e das comunidades vegetais e
servirem como elo entre o sistema geoquimico e biolégico nos ecossistemas

terrestres.
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Mycorrhiza Helper Bacteria- MHB

Segundo Garbaye (1994) o conceito de “mycorrhiza helper bacteria
(MHB)” tem sido introduzido e discutido devido ao efeito sinergistico que essa
dupla associacdo promove as plantas. Garbaye (1994) a define como,
bactérias associadas com raizes e FMA que, seletivamente, promovem o
estabelecimento da simbiose com os fungos. Apesar de bastante estudadas
em ecossistemas temperados, poucos estudos tém sido focados em plantas
tropicais (FREY-KLETT et al., 2007).

O estabelecimento das simbioses micorrizicas pode ser positivamente
influenciado por certos isolados de bactérias, efeito este exibido pela MHB
(GARBAYE, 1994). As MHB sdo muito comuns, sendo encontradas em
condi¢cBes muito diferentes e em diferentes associacdes de plantas com fungos
(RIGAMONTE et al., 2010).

A MHB pode atuar em sistemas arbusculares e ectomicorrizicos (FREY-
KLETT et al.,, 2007). E importante relatar que uma das caracteristicas
importante da MHB € a sua especificidade por fungos micorrizicos, muitas
vezes pode ajudar a aumentar a formagcao de micorriza (por FMA), e promover
0 estabelecimento da simbiose tais como: estimulacdo da extensédo micelial;
intensificando o contato do fungo com raiz e a colonizacdo, e reduzindo o
impacto ambiental adverso as condi¢cdes dos micélios dos fungos micorrizicos
(FREY-KLETT et al.,, 2007). Ainda, segundo Frey-Klett et al. (2007) a
germinacao de esporos e o crescimento micelial podem ser intensificados pela
MHB através da producdo de fatores de crescimento, através da
desintoxicacdo de substancias antagonistas, ou através da inibicdo de
competidores e antagonistas.

As MHB tém sido identificadas em muitos grupos de bactérias e géneros
tais como: Gram-negativas Proteobacteria (Agrobacterium, Azospirillum,
Azotobacter, Burkholderia, Bradyrhizobium, Enterobacter, Pseudomonas,
Klebsiella e Rhizobium), Gram-positivas Firmicutes (Bacillus, Brevibacillus, e
Paenibacillus) e Gram-positivas Actinomicetos (Rhodococcus, Streptomyces e
Arthrobacter); o que demonstra a diversidade de bactérias com uso potencial
em processos biotecnoldgicos (FREY-KLETT et al., 2007).
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Sabia (Mimosa caesalpiniifolia Benth)

A Mimosa caesalpiniifolia € vulgarmente conhecida como sabia,
angiquinho-sabiéa, sansado-do-campo, unha-de-gato e cebid. (CARVALHO,
2007; FIGUEIROA et al., 2005), e pertence & familia Leguminosae e subfamilia
Mimosoideae (LORENZI, 2002). E uma planta arbérea que ocorre naturalmente
na regido do Nordeste brasileiro, especialmente em &reas de caatinga
(FIGUEIROA et al., 2005).

Arvore perenifolia, dotada ou ndo de aculeos, muito ramificada,
composta de folhas bipinadas, alternas, geralmente com seis pinas opostas,
cada uma com quatro a oito foliolos glabros chegando a atingir 8 cm de
comprimento. Suas inflorescéncias sdo em forma de espigas cilindricas, com 5
a 10 cm de comprimento com flores brancas e bissexuais (CARVALHO, 2007).
Os frutos sao legumes articulados, planos, de até 10 cm de comprimento e até
13 mm de espessura. As sementes sao lisas e duras, medindo 5 a 8 mm de
diametro e apresentam dorméncia tegumentar (FIGUEIROA et al., 2005).

Desenvolve-se bem, em areas degradadas e em local onde tenha havido
exposicao do subsolo, gracas a sua baixa exigéncia em fertilidade e umidade
dos solos (SILVA et al. 2008; CARVALHO, 2007). Segundo Silva et al. (2009),
a leguminosa sabia pode proporcionar melhoria na estrutura do solo, além de
incorporar matéria organica ao solo e servir como cobertura vegetal.

A folhagem de sabia constitui valiosa forragem para os bovinos, caprinos
e ovinos durante a longa estiagem do sertdo do semiarido (LIMA, 2008; SILVA,
2008), além de ter alto teor proteico (STAMFORD et al., 1997).

A sabia também apresenta consideravel rusticidade e crescimento
rapido, por isso é extensamente cultivada, podendo ser explorada entre 4 e 6
anos de idade, obtendo estacas e caibros para cerca, com diametro de
aproximadamente 8 cm (CARVALHO, 2007). Sendo uma das mais
promissoras, principalmente, pelo seu potencial para usos como: producao de
carvdo vegetal e lenha (fonte de energia), (CAMPANHA & ARAUJO, 2010;
CARVALHO, 2007). Além de ser considerada, uma planta que representa
importante fonte de polen e néctar para as abelhas (FIGUEIROA et al., 2005).

De acordo com Lima Filho et al. (1992), o interesse pelas espécies

leguminosas arbdreas tem aumentado principalmente pela capacidade de fixar
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N2 E quando associadas aos FMA, aumentam a capacidade de absor¢éo de
agua e nutrientes do solo, principalmente os de baixa mobilidade como o P
(MIRANDA, 2008). Segundo Burity et al. (2000) a sabia é uma leguminosa
considerada indispensavel em qualquer programa de reflorestamento na regido
Nordeste, principalmente no semiarido.

Nos ultimos anos, varios povoamentos artificiais tém sido implantados no
Nordeste, em decorréncia do interesse despertado pela espécie, para
comercializacdo de estacas. Entretanto, é necessario o estabelecimento de um
Programa de Melhoramento de Sabi4, com o objetivo de aumentar as
produtividades madeireira e forrageira e melhorar outras caracteristicas
desejaveis. A selecao de plantas sem aculeos é possivel, uma vez que estas
ocorrem em povoamentos naturais. A formacao de popula¢des de individuos
sem aculeos facilitara o manejo, além de estimular a sua utilizaggdo em
programas de recuperacado de areas degradadas na regido e, em particular, a
sua utilizacdo como forrageira (DRUMOND, s. d.).

A auséncia de aculeos € recomendavel para o uso da sabia como
forrageira, permitindo uma melhor circulacéo de animais e de seus tratadores e
diminuindo os riscos de ferimentos, e também para a obtencdo de estacas
(CARVALHO et al., s. d.).
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ATIVIDADE DE FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES EM
LUVISSOLO HAPLICO DO SEMIARIDO PERNAMBUCANO

RESUMO

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) formam a mais ampla
simbiose entre fungos e plantas na natureza e desempenham importante papel
no equilibrio das comunidades vegetais. Eles ocorrem na maioria dos solos e
em cerca de 90% das plantas vasculares. Suas hifas atuam como uma
extensdo do sistema radicular, explorando areas que normalmente as plantas
ndo colonizadas ndo conseguiriam, favorecendo a absorcdo de agua,
nutrientes dentre outros beneficios. O uso de microrganismos com o objetivo
de melhorar a disponibilidade de nutrientes para as plantas € uma pratica
importante e necessaria para a agricultura. Assim, trabalhos sobre a atividade
de FMA no Nordeste do Brasil e testes de eficiéncia utilizando plantas nativas
da regido vém se intensificando nas udltimas décadas. Portanto, o objetivo
desse estudo foi determinar o niamero mais provavel (NMP) de propagulos
infectivos em area com vegetacdo nativa do semiarido Pernambucano, no
municipio de Sertania, assim como quantificar o teor de proteinas do solo
relacionadas a glomalina total (PSRGT) e facilmente extraivel (PSRGFE). Os
experimentos foram conduzidos na casa de vegetacdo na Sede do Instituto
Agronémico de Pernambuco (IPA). Foram coletadas 10 amostras compostas
de solo, sendo os pontos definidos aleatoriamente. As amostras foram
homogeneizadas e analisadas quanto as caracteristicas fisicas e quimicas.
Amostras compostas foram utilizadas para contagem direta (CD) e
multiplicacdo de FMA para contagem indireta (Cl) de esporos, com o uso de
culturas-armadilha, empregando sorgo granifero (Sorghum bicolor L. Moench)
e amendoim (Arachis hypogea L.) como plantas hospedeiras (experimento 1).
Para a determinacdo do NMP de propagulos infectivos de FMA no Luvissolo
Héplico foi utilizado um sistema de diluicdo em série: 0, 1:10, 1:100 e 1:1000,
com 5 repeticbes cada e, tendo o milho (Zea mays L.) como planta hospedeira
(experimento Il). Na CD e CI foram encontrados valores 961,3 e 517,4
glomerosporos 100g solo™ respectivamente. O NMP de propagulos infectivos

de FMA encontrados no municipio de Sertania foi de 23 propagulos cm™ e as
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proteinas do solo relacionadas & PSRGFE e as proteinas do solo relacionadas
& PSRGT ficaram em torno de 0,46 e 0,26 mg g solo™, respectivamente.

Palavras chave: NMP, glomalina, numero de glomerosporos, -cultura-

armadilha, Zea mays, Arachis hypogea.
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ARBUSCULAR MYCORRHIZAL FUNGI ACTIVITY IN HAPLIC LUVISOL OF
THE PERNAMBUCANO SEMIARID

ABSTRACT

The arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) form the broadest symbiosis
between fungi and plants in nature and play an important role in the balance of
plant communities. They occur in most soils and about 90% of vascular plants.
Their hyphae act as extension of the root system, exploring areas that normally
the non-colonized plants would not be able to, favoring the absorption of water,
nutrients, among other benefits. The use of microorganisms aiming at improving
nutrient availability to plants is an important and necessary practice for
agriculture. Thus, studies on the AMF occurrence in northeastern Brazil and
efficiency tests using native plants in the region have been intensified in recent
decades. Therefore, the aim of this study was to determine the most probable
number (MPN) of infective propagules in the area with native vegetation in the
Pernambucano semiarid, municipality of Sertania, and quantify the soil protein
content related to total glomalin (PSRGT) and to easily extractable glomalin
(PSRGFE). The experiments were conducted in greenhouse of the Agronomic
Institute of Pernambuco (IPA). 10 soil composite samples of soil were collected
and points were set at random. Samples were homogenized and analyzed for
physical and chemical characteristics. Composite samples were used for direct
count (DC) and AMF propagation for indirect count (IC) of spores, using trap-
cultures and sorghum (Sorghum bicolor L. Moench) and peanut (Arachis
hypogea L.) as host plants (experiment I). To determine the MPN of infective
propagules of AMF in the Haplic Luvisol was used a system of serial dilution: O,
1:10, 1:100 and 1:1000 with five replicates each, with maize (Zea mays L.) as
host plant (experiment Il). It was found in the DC and IC 961.3 and 517.4
glomerospores 100g soil™* respectively. It was found that the MPN of AMF
infective propagules found in the municipality of Sertania was 23 propagules
cm™. Soil proteins related to PSRGFE and soil proteins related to PSRGT were

approximately 0.46 and 0.26 mg™ g soil, respectively.

Keywords: MPN, glomalin, glomerospores number, trap- culture, Zea mays,

Arachis hypogea.

33



INTRODUCAO

A microbiota edéafica € um componente essencial do sistema solo-planta
(GOMIDE et al., 2009). Dos microrganismos do solo, os mais intimamente e
obrigatoriamente associados ao sistema radicular sdo os fungos micorrizicos
arbusculares (FMA) (BERBARA et al., 2006), pertencentes ao filo
Glomeromycota (OEHL et al., 2011).

As micorrizas arbusculares formam a mais ampla simbiose (mutualistica)
entre fungos e plantas na natureza e desempenham importante papel no
equilibrio das comunidades vegetais (TORO & NICHOLS, 2011; BONFANTE &
ANCA, 2009; MAIA & CAVALCANTI, 2005). Os FMA ocorrem na maioria dos
solos e em cerca de 90% das plantas vasculares, desde as regifes articas até
0s trépicos, colonizando raizes de plantas nativas e cultivadas, anuais e
perenes (WANG; QIU, 2006).

A populacdo dos FMA no solo, por meio da multiplicidade de suas
espécies, é considerada um dos fatores mais importantes para a manutencao
da biodiversidade e funcionalidade dos ecossistemas (HEIJDEN et al., 1998).

Suas hifas atuam como uma extenséo do sistema radicular, absorvendo
uma quantidade bem maior de nutrientes que o alcancado por raizes néo
colonizadas (MIRANDA, 2008). A principal vantagem dessas hifas esta
relacionada ao fato de absorverem com maiores facilidades nutrientes com
baixa mobilidade no solo, como € o caso do P (MIRANDA & HARRIS, 1994a).
O micélio dos FMA também agrega as particulas do solo (RILLIG & MUMMEY,
2006) e atua no processo de estoque de carbono do solo por meio da producéo
da glomalina, uma glicoproteina (MERGULHAO et al., 2008; WRIGHT, 2005;
CORNIS, 2002). Substancia viscosa, com capacidade adesiva (MERGULHAO
et al., 2011), que além de favorecer a formacdo de agregados estaveis no solo
(WRIGHT et al., 2007; WRIGHT & UPADHYAYA, 1998), apresenta a
capacidade de sequestrar metais pesados, reduzindo a disponibilidade e o
risco de toxicidade destes elementos (GONZALEZ-CHAVEZ et al., 2004).

Hé& evidéncias de que a inoculacdo com fungos micorrizicos aumente a
utilizacdo de fosfato de rocha (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006), e pode
aumentar a absorcao de agua pela planta, e aumente também a sobrevivéncia

das plantas no periodo de seca (LINDERMAN, 2000) ou no transplantio de
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mudas (COLOZZI-FILHO et al., 1994; MENGE et al., 1978a). E ainda oferecer
resisténcia a certos patdgenos radiculares (LINDERMAN, 1992).

Também sdo importantes para o processo de nodulagdo de varias
espécies das leguminosas (GERDEMANN, 1975). Em solos com problemas de
fertilidade, as endomicorrizas estimulam fortemente a nodulagdo devido a uma
melhor absorcdo de fésforo (BURITY et al., 2000). Recomenda-se, portanto, 0
plantio de arvores fixadoras de N;, e FMA para contribuir na agregacédo de
particulas, uso eficiente da agua e nutrientes, além da protecao contra a erosédo
dos solos.

O uso de microrganismos com o objetivo de melhorar a disponibilidade
de nutrientes para as plantas é uma préatica importante e necessaria para a
agricultura (FREITAS et al., 2007; BURITY et al., 2000).

Alguns trabalhos sobre a ocorréncia de FMA no Nordeste do Brasil
podem ser citados: Maia & Trufem (1990), Melo et al. (1997) e Maia & Gibertoni
(2002) relatando a diversidade de FMA em éareas naturais e cultivadas de
Pernambuco, Silva et al. (2005) que mencionam a diversidade em areas
naturais e impactadas por mineracao na caatinga baiana e Lima et al. (2002)
com a influéncia de FMA no crescimento de mudas de leucena em solos de
caatinga impactados ou nao por atividade mineradora.

Deste modo o objetivo do trabalho foi verificar atividade de FMA a partir
da avaliacdo do numero mais provavel (NMP) de propagulos infectivos e
densidade de glomerosporos em area com vegetacdo nativa do semiarido
Pernambucano, no municipio de Sertania, e quantificar o teor de proteinas do

solo relacionadas a glomalina.

MATERIAL E METODOS

Area de Estudo e Amostragem

O solo utilizado foi o Luvissolo Haplico, antigo Bruno ndo Calcico,
(EMBRAPA Solos, s.d.) proveniente da Estacdo Experimental do Instituto
Agronémico de Pernambuco (IPA) de Sertania — PE, 08° 04’ 25” S e 37° 15’
52” W a uma altitude de 558 m (EMBRAPA Monitoramento por Satélite, s.d.). O
clima do municipio de Sertania, segundo a classificacdo de Koeppen é
semiarido quente. A taxa pluviométrica anual no municipio é de 635 mm, com

periodo de sete meses de estiagem, sendo que 0s maiores valores anuais de
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pluviometria ocorrem nos meses de margo e abril, enquanto que a temperatura
media anual de 25° C.

A partir de uma amostragem realizada em zig-zag, foram coletadas 20
amostras compostas de solo de uma area com vegetacdo nativa (0-20 cm de
profundidade) na regido da rizosfera. Para cada ponto foram coletadas trés
subamostras simples ao redor da copa, quando se tratava de uma arborea ou
ao redor da folnagem de uma herbacea, quando o caso. Para cada 2 pontos
coletados formou-se 1 amostra composta, totalizando 10 amostras. O solo
coletado foi peneirado (malha de 2,0 mm de diametro) e cada amostra
homogeneizada. Parte das amostras foi destinada a contagem direta (CD) e
parte destinada aos experimentos e andlise quanto as caracteristicas quimicas
(Tabela 1) e fisicas (Tabela 2) segundo a metodologia recomendada pela
EMBRAPA (1997).

Os experimentos | e Il foram conduzidos na casa de vegetacao da Sede
do Instituto Agrondmico de Pernambuco — IPA (Figura 1), sendo que as
determinacdes de glomalina foram efetuadas na Universidade Federal de

Pernambuco- UFPE- Laboratério de Micorriza.

Figura 1- Casa de vegetacdo do IPA, local onde o experimento foi conduzido.

Tabela 1. Caracteristicas quimicas do Luvissolo Haplico originario de area com vegetacao
nativa no municipio de Sertania, PE.

: P Ca Mg K Na Al H CTC pH
Area 3 -3
mg dm Cmolc dm H,O 1:2,5
Sertania— PE 12 39 195 0,32 0,18 - 3,3 9,6 6,0
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Tabela 2. Caracteristicas fisicas do Luvissolo Haplico originario de area com vegetagdo nativa
no municipio de Sertania, PE.

. Umidade
0,
) Granulometria (%) Residual ds dp
Area Areia Areia 3
. . 0 ]
Grossa Fina Silte  Argila ) gcm
Seriania - 50 19 21 10 2,0 161 2,65

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

Experimento I- Quantificacdo de glomerosporos

As amostras compostas foram utilizadas para contagem direta (CD) de
glomerosporos, e indireta (Cl), a partir do preparo de culturas-armadilha
(Sieverding, 1991), empregando sorgo granifero (Sorghum bicolor L. Moench.)
e amendoim (Arachis hypogea L.) como plantas hospedeiras. As amostras
foram acondicionadas em vasos (dez no total) e mantidas em casa de
vegetacao durante um ciclo de multiplicacdo (trés meses). Cada vaso plastico
(com capacidade de 3 kg solo vaso™) foi preenchido com 1 kg de solo referente
a um ponto (dos 10 pontos) e com 1 kg de areia lavada autoclavada (diluente),
ficando assim na proporcao de 1:1.

Nas sementes de amendoim, devido a contaminacdo com fungos, foi
efetuada a desinfestacdo por meio de imersdao em alcool a 70%, por 30
segundos, em seguida por 1 minuto em hipoclorito de sodio a 0,2%, e
posteriormente lavadas com agua destilada e autoclavada (esterelizada), por
sete vezes (VINCENT, 1970 modificada por SILVA, 2011).

O sorgo foi semeado diretamente nos vasos, cada vaso recebeu 100
sementes, no momento em que foram transplantadas as plantulas de
amendoim, duas plantulas por vaso (Figura 2). Sendo assim, cada vaso

recebeu duas plantulas de amendoim e 100 sementes de sorgo.
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Figura 2- Vista geral da cultura-armadilha em casa de vegetacdo com sorgo granifero
(Sorghum bicolor L. Moench) e amendoim (Arachis hypogea L.) no inicio do experimento.

e Y U
LA N T

e I I 2 R T —-—

= L

A cultura-armadilha ndo recebeu nenhum tipo de adubo ou de solucao
nutritiva, tendo como fonte de nutrientes para as plantas o préprio solo
(Tabelas 1 e 2). A manutencédo da umidade se deu a partir da rega realizada
com agua destilada. A mesma se estendeu por um periodo de trés meses
(Figura 3) e ao término deste periodo os vasos passaram por um periodo de
seca, onde foi cessada a rega, para facilitar a germinacdo e a quebra de
dorméncia dos glomerosporos, compondo desse modo o 1° ciclo dessa cultura
(Figura 4).

Figura 3- Vista geral da cultura-armadilha em casa de vegetagdo com sorgo granifero
(Sorghum bicolor L. Moench) e amendoim (Arachis hypogea L.) durante os trés meses do

experimento.

38



Passado o periodo de estresse hidrico, foram coletadas amostras
desses vasos (100 g de solo vaso™), para ser realizada a contagem indireta
(Cl) de esporos de FMA do 1° ciclo, as plantas ja secas foram cortadas com
uma tesoura estéril rente ao solo (Figura 4), e a amostra de solo foi coletada

com o auxilio de um trado, também estéril, com o minimo de revolvimento.

Figura 4- Vista da cultura-armadilha em casa de vegetacdo com sorgo granifero (Sorghum

bicolor L. Moench) e amendoim (Arachis hypogea L.) ao final do 1° ciclo (3 meses).

Extracdo de glomerosporos

Esporos de FMA foram extraidos do solo pelo método de peneiramento
em via umida (GERDEMANN & NICOLSON, 1963) sendo utilizados 100 g,
seguido de centrifugacdes em agua e sacarose 50% (JENKINS, 1964). Para
este procedimento, foi utilizado um Becker de 2000 mL contendo o mesmo
valor (volume) de agua, para o qual a amostra de solo foi transferida, e
homogeneizada com o auxilio de um bastdo de vidro e depois de alguns
minutos o sobrenadante foi transferido, ou seja, passado por trés peneiras
sobrepostas de 1,68 mm; 1,50 mm e 0,037 mm. O material retido nas peneiras
foi repassado para tubos para ser submetido a centrifugacdo em agua por 3
minutos. Ap6s a centrifugacdo o sobrenadante foi descartado e o material
decantado nos tubos passados novamente em centrifuga, sendo que agora

com sacarose a 50% e por 1 minuto. Em seguida o sobrenadante foi transferido
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para peneira de malha mais fina (0,037) mm para ser “lavado” com agua para
retirada do excesso de sacarose, para esta ndo danificar os esporos. Este
material seguiu para placas canaletadas para ser feita a contagem dos

glomerosporos com o auxilio de estereomicroscapio.

Experimento II- Nomero Mais Provavel (NMP) de propagulos infectivos de
FMA e Glomalina

Para avaliacdo do NMP de propagulos infectivos de FMA no Luvissolo
Haplico foi utilizada a técnica descrita por Feldman & Idczak (1994). Que
determina a infectividade por diferentes diluicdes de um in6culo e calcula o
nuamero de propagulos na amostra original por médias matematicas.

Foram montados 20 vasos (copos descartaveis de 250 mL cada), estes
vasos foram divididos em quatro diluicbes, cada qual com cinco repeti¢gdes: 1)
Diluicdo 0, continha apenas o solo; 2) Diluicdo 1:10, esta continha 1 parte do
in6culo (solo) e 9 partes de areia lavada e autoclavada (diluente); 3) Diluicéo
1:100, 1 parte da mistura (1:10) misturada com 9 partes de areia lavada
autoclavada; 4) Diluicdo 1:1000, continha 1 parte da mistura (1:100) mais 9
partes da areia lavada autoclavada. Cada vaso recebeu 200 g de substrato
(solo + areia ou mistura + areia, de acordo com suas respectivas diluicoes).

Como planta hospedeira foi utilizada o milho (Zea mays L.). Duas
sementes de milho, pré-germinadas em bandejas contendo areia lavada e
autoclavada (esterelizada) (a 121 °C por 1 hora, por dois dias consecutivos),

foram transplantadas para 0s vasos.
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Figura 5- Vista geral do NMP em casa de vegetacdo com milho (Zea mays L.) no dia em que
foi lancado o experimento.

Apds os primeiros 10 dias de experimento foi realizado o desbaste
deixando-se uma planta por vaso (Figura 6) e foram aplicados 20 mL da
solucdo nutritiva de Hoagland & Arnon modificada (JARSTFER & SYLVIA,
1992), isenta de P. A solucéo nutritiva foi aplicada semanalmente até o término
do experimento. A manutencdo com agua foi a partir da rega realizada com
agua destilada. Estes vasos ficaram em casa de vegetacdo por um periodo de
30 dias.

Figura 6- Vista geral do NMP em casa de vegetagdo com milho (Zea mays L.) apés desbaste,

aos 10 dias de experimento.
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No final do periodo (Figura 7), as plantas foram colhidas e as raizes
separadas, lavadas, diafanizadas com KOH (10%) e coradas com azul de
Trypan (0,05%) em lactoglicerol (Figura 8) (PHILLIPS & HAYMAN, 1970). Para
determinar o NMP foram atribuidos os sinais (+) para presenca e (-) para
auséncia de estruturas tipicas de FMA nas raizes (Figura 9) observadas em
estereomicroscopio e estimado pela tabela de Cochran (FELDMAN & IDCZAK,
1994), e os resultados expressos em nimeros de propagulos por cm™
substrato. Quando necessario, fez-se o uso do microscépio para certificar-se
da colonizacéo micorrizica (Figura 10).

Figura 7- Vista geral do experimento NMP em casa de vegetacdo com milho (Zea mays L.) aos

30 dias de cultivo.
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Figura 8- Raizes de milho (Zea mays L.) coradas com azul de Trypan (0,05%) em lactoglicerol.

Figura 9- Lamina referente a diluicdo 1:10 (tubo de n° 10, repeticdo 5) do NMP contendo
fragmentos de aproximadamente 1 cm de raizes de milho (Zea mays L.) coradas com azul de

Trypan (0,05%) em lactoglicerol.
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Figura 10- Imagens visualizadas em microscopio (400x) referente a lamina de diluicdo 1:10
(tubo de n° 10, repeticdo 5) de raizes de milho (Zea mays L.) coradas com azul de Trypan
(0,05%) em lactoglicerol, apresentando hifas, vesiculas e arbusculos.

et

Quantificacdo de proteinas do solo relacionadas a glomalina

As andlises foram realizadas no Laboratério de Micorriza, na
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Foram quantificados os teores
das fracGes facilmente extraivel e total de proteinas do solo relacionadas a
glomalina, (PSRGFE) e (PSRGT), respectivamente, pelo método de Wright &
Upadhyaya (1998).

Em um tubo rosqueéavel pesou-se 0,25 g de solo e a este foi adicionado
2 mL de citrato de sddio (20mM; pH 7,0), para extrair a PSRGFE. O solo entéo
foi autoclavado por 30 minutos a 121 °C, e em seguida realizada centrifugacéo
a 10.000 g, durante 5 minutos. Para a extracdo da PSRGT, ao mesmo solo foi
adicionado 2 mL de citrato de sédio (50mM; pH 8,0) e a autoclavagem com
duracdo de 1 hora a 121 °C. Ciclos de autoclavagem de 1 hora foram feitos até
gue o extrato perdesse a cor telha, ou melhor, marrom-avermelhada,
caracteristica da presenca de glomalina. O sobrenadante resultante do ciclo de
extracdo da GT foi também centrifugado a 10.000 g/ 5 minutos.

Apoés a extracdo da glomalina, a dosagem foi feita por colorimetria de
acordo com Bradford (1976), para quantificar o teor de glomalina (mg g de solo”

). Dessa forma, em um tubo de ensaio foi adicionado 50 pL do extrato,
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juntamente com 2,5 mL do corante (azul de comassie brilhante G-250), o
material foi incubado no escuro por 5 minutos e a leitura foi feita em um
espectrofotometro a 595 nm. Este método foi utilizado tanto para a
guantificacéo dos teores de PSRGFE quanto para os de PSRGT, tendo como
curva-padréo albumina soro bovina (BSA). Os dados foram expressos em mg

de glomalina g™* ap6s correcdo dos volumes de extracao.
RESULTADOS E DISCUSSAO

O numero de glomerosporos do solo de Sertania (Luvissolo Haplico)
apresentou média de 961,3 glomerosporos 100 g solo™ (Tabela 3) na contagem
direta (CD). E uma média de 517,4 glomerosporos 100 g solo™ (Tabela 4) na
contagem indireta (Cl), ou seja, na multiplicacdo (cultura-armadilha).

Como as amostras da CD foram coletadas préoximas as raizes das
plantas da area em estudo, isso deve ter influenciado este valor superior ao da
Cl, ja que a rizosfera é o local onde a maior quantidade de microrganismos se
encontra. Outro fator deve ter sido a propria adaptacdo dos microrganismos a
uma nova situacdo, vasos em casa de vegetacdo, habitat completamente
diferente do seu no solo como um todo. Isto provavelmente deve ter sido

crucial, inibindo a esporulacédo de determinadas espécies.

Tabela 3. Nimero de glomerosporos, 100 g solo™, em area com vegetacdo nativa no municipio

de Sertania, PE a partir da contagem direta (CD).

Ponto 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

NO

973 489 1.988 586 1.397 1.191 830 645 622 892
Glomerosporos

Tabela 4. Nimero de glomerosporos, 100 g solo™, em area com vegetacao nativa no municipio

de Sertania, PE a partir da contagem indireta (Cl).

Ponto 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

NO

Glomerosporos 215 699 473 227 1360 476 425 153 679 467

Quando comparado a contagem direta do presente estudo, Nobre et al.
(2010), em solos submetidos a sistemas em aléias com leguminosas, no
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Maranhao, obtiveram em seus resultados a maior densidade de glomerosporos
(200 glomerosporos 100 g solo™) na rizosfera de leucena e sombreiro. Silva et
al. (2007) verificaram que o numero de glomerosporos, em solos com cultivo de
sabia ou leucena em municipios do estado de Pernambuco, variou de 69 a 437
glomerosporos por 50 g de solo em Serra Talhada com plantio de sabid e em
Caruaru com leucena, respectivamente. Souza et al. (2003) trabalhando em
area de caatinga, observaram variacao de 34 a 860 esporos por 100 g de solo.
Oliveira et al. (2009) estudando solo de area de mineracdo de dunas de
restingas revegetadas no litoral da Paraiba observou uma densidade de 50
glomerosporos 50 g solo™, nimero este considerado baixo quando comparado
ao do presente estudo, ou comparado a outros trabalhos em area nativa como
citado anteriormente. Silva et al. (2001) verificaram, em areas de caatinga
nativa e degradadas por mineracdo, um nivel de esporos sempre inferior a
160/100 g de solo. De acordo com esses dados é possivel sugerir que, 0s
trabalhos com éareas de solos com vegetacdo nativa preservada, 0s quais
apresentam sua micro, meso e macrofauna intactas, apresentam valores
elevados de glomerosporos em relagdo aos que tiveram seus solos agredidos,
como o0s de mineracdo, que apresentaram valores muito inferiores. Estes
valores apenas comprovam o quanto um solo pode ser prejudicado com o seu
uso inconsequente, e que este pode vir a ser exaurido com O USO
indiscriminado.

O NMP de propagulos infectivos de FMA encontrados neste estudo (23
propagulos cm™) (Tabela 5) foi intermediario aos valores encontrados por Silva
et al. (2001), que foi de 0,00 a 35,92 na estacdo seca e de 1,10 a 27,22 na
estacdo chuvosa. De acordo com estes autores, o numero de glomerosporos
no solo foi sempre superior ao numero de propagulos infectivos, a ndo ser para
o solo impactado pela acdo da mineracao de cobre (bacia de rejeito), durante a
época chuvosa. Isso pode ter ocorrido por serem 0S esporos estruturas mais
resistentes que outros tipos de propagulos, como hifas e vesiculas, podendo
permanecer no solo por mais tempo (SILVA et al., 2001). Também € possivel
gue esporos inviaveis tenham sido contados; além disso, algumas espécies de
FMA apresentam dorméncia e nesse caso ndo sado detectadas pela técnica do
NMP (SILVA et al., 2001). O que possivelmente ocorreu no presente estudo, a
presenca de estruturas mais resistentes como 0s esporos, ou que 0S mesmos

estivessem em estado de dorméncia ou inviaveis.
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Sousa (2009), avaliando as relacdes entre a diversidade de sistemas de
uso da terra e as comunidades de FMA no semiarido paraibano concluiu que a
presenca de arvores favoreceu a esporulagdo, a colonizagdo micorrizica e o
namero de propagulos infectivos de FMA nos sistemas de uso da terra. O NMP
encontrado por Sousa (2009) foi elevado em relacdo ao encontrado no
presente estudo, variou de 39 propagulos cm™, tendo como sistema de uso da
terra a palma sem arvores, a 540 propagulos cm, na presenca de capim buffel
com arvores. Segundo Ganesan & Veeralkshmi (2006) esse valor para o capim
buffel pode ter sido justificado, pelo fato do mesmo ser considerado uma boa
planta hospedeira para a multiplicacédo de, por exemplo, Glomus fasciculatum,
devido ao seu rapido crescimento e abundante sistema radicular.

Gattai et al. (2011), trabalhando com solos da regido semiarida do
Nordeste do Brasil contaminados por chumbo, verificaram que
independentemente do periodo, seja seco ou chuvoso, o NMP de propagulos
infectivos foi drasticamente reduzido, de 140 no periodo seco e 350 no periodo
chuvoso para 12 e 40, respectivamente, devido ao excesso de chumbo (270

mg kg*), em relac&o ao solo ndo contaminado.

Tabela 5. NiUmero mais provavel (NMP) de propagulos infectivos de FMA e quantificacdo do teor
de proteinas do solo relacionadas a glomalina facilmente extraivel (PSRGFE) e proteinas do solo
relacionadas a glomalina total (PSRGT) em &rea com vegetacao nativa no municipio de Sertania,
PE.

NMP PSRGFE PSRGT
Solo _ . -
Propaguloscm>® e mg g solo™*-------
Luvissolo Haplico 23 0,46 0,26

JA em relacdo as fracbes de glomalina, as proteinas do solo
relacionadas a glomalina facilmente extraivel (PSRGFE) e as proteinas do solo
relacionadas a glomalina total (PSRGT) ficaram em torno de 0,46 e 0,26 mg g
solo™, respectivamente (Tabela 5).

Sousa et al. (2011), trabalhando com Luvissolo da regido semiéarida
paraibana sob vegetacdo de caatinga, utilizado como pasto, observou que 0s
maiores teores de glomalina (0,97 mg g solo™) s&o possivelmente explicados

pelo pH de 6,08. Ja que os fungos tendem a predominar em solos acidos, pois
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em solos alcalinos existe maior concorréncia com bactérias e outros
organismos (BRADY, 1990).

Sousa (2009) verificou que as relagdes entre a diversidade de sistemas
de uso da terra e as comunidades de fungos micorrizicos arbusculares no
semiarido paraibano, os maiores teores de PSRG foram registrados no sistema
de producdo de palma, ficando em torno de 1,14 mg g solo™, na qual as
plantas também apresentaram maior percentual de colonizagdo micorrizica,
sugerindo que grandes quantidades de fotossintatos estavam sendo alocados
para os FMA pelas plantas, o que possivelmente estimulou a producdo desta
proteina.

Mergulhdo (2006) trabalhando com rejeito e solo de mineragdo de gesso
do semiarido de Pernambuco, Araripe, encontrou valores de 0,01 mg g solo™
no rejeito, a 0,9 mg g solo™, na caatinga preservada para proteina facilmente
extraivel, e valores de 2,8 mg g solo™ no rejeito, a 4,3 mg g solo™ na caatinga
preservada para teores de proteina total.

Ainda sao poucos e dispersos os dados de teores de proteina total e
proteina facilmente extraivel na pesquisa brasileira e comumente constituem
dados complementares a outros, como C-microbiano, C-organico do solo,
agregacao, diversidade, esporos e infectividade de FMA (PURIN & FILHO,
2010).

Os resultados mostram que, as amostras do solo Luvissolo Haplico
apresentam atividade micorrizica com importante numero de glomerosporos e
propagulos de FMA. Estudos de ocorréncia e testes de eficiéncia com FMA séo
necessarios para ampliar o conhecimento sobre a diversidade e o potencial de

uso desses fungos no semiarido pernambucano.

CONCLUSOES

e As amostras do solo Luvissolo Haplico apresentaram atividade
micorrizica com importante namero de glomerosporos e propagulos de
FMA.

e O NMP de propagulos infectivos de FMA encontrados no municipio de

Sertania foi de 23 propagulos cm™, representado como intermediario.
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e As proteinas do solo relacionadas a glomalina facilmente extraivel
(PSRGFE) e as proteinas do solo relacionadas a glomalina total
(PSRGT) ficaram em torno de 0,46 e 0,26 mg g solo™, respectivamente,

o qual corresponde a &reas sem estresse abiotico.
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CO-INOCULACAO MHB X Burkholderia sabiae
EM SABIA NA PRESENCA E AUSENCIA DE FUNGOS MICORRIZICOS
ARBUSCULARES
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CO-INOCULACAO MHB X Burkholderia sabiae EM SABIA NA PRESENCA
E AUSENCIA DE FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES

RESUMO

A sabid (Mimosa caesalpiniifolia Benth) € uma leguminosa arbérea, que
ocorre naturalmente na regido do Nordeste brasileiro, especialmente em areas
de Caatinga e sua utilizacdo é uma estratégia para obtencdo de nitrogénio e
producdo de alimentos, e a associacdo com fungos micorrizicos arbusculares
(FMA) é uma importante e eficiente alternativa para a recuperagdo de areas
degradadas. O estabelecimento das simbioses micorrizicas pode ser
positivamente influenciado por certos isolados de bactérias, efeito este exibido
pela mycorrhiza helper bacteria (MHB). Neste contexto, os objetivos deste
trabalho foram verificar a viabilidade da co-inoculagéo bactérias (MHB) e FMA
em sabid (Mimosa caesalpiniifolia Benth) visando obter combinacdes e
compatibilidade de pares simbioticos, assim como avaliar a formacgao
micorrizica (colonizacdo de raiz). O experimento foi conduzido em casa de
vegetacdo na Sede do Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA), em vasos
com o solo Luvissolo Haplico (8 kg vaso™) com pH 6,0. Na semeadura, foi
efetuada inoculagcdo com Burkholderia sabiae (BR 3405) e co-inoculagdo com
BR3405 + MHB e cada semente foi inoculada com 2 mL do meio especifico
para cada bactéria das MHB, assim como para BR3405 contendo 10° UFC mL’
!, Na inoculagdo com a mistura do FMA, foram utilizados 4 g vaso™ em forma
de propéagulo, contendo aproximadamente 670 esporos. A colheita foi realizada
110 dias ap6s plantio (DAP) e foram avaliadas as seguintes variaveis: massa
seca da parte aérea (MSPA), raiz (MSR), relacdo MSR/MSPA, altura de planta
(AP) nos periodos de 45, 90 e 110 dias, comprimento da raiz (CR), N total
acumulado na MSPA (Nac), eficiéncia das estirpes (E) e colonizacdo
micorrizica. O delineamento experimental adotado foi em blocos casualizados,
com arranjo fatorial 9 x 2 mais uma testemunha absoluta (TA) — sem
inoculacéo; estirpes de MHB e um tratamento controle inoculado apenas com
Burkholderia sabiae com e sem FMA (mistura de FMA) com 3 blocos. Os
resultados dos experimentos mostram que a colonizagcado dos FMA em conjunto

com as bactérias foi positiva, como no caso do CR, os tratamentos com BR
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3405 + Azospirillum amazonenses (Y2) e BR 3405 + Herbaspirillum
seropedicae (Z67) apresentaram diferenca significativa pelo teste de Tukey
(p<0,05) em relacao ao fator com e sem FMA. Confirmando deste modo que,
na presenca das bactérias MHB houve um aumento no comprimento do
sistema radicular das plantas de sabia. A eficiéncia das estirpes obteve o0s
melhores resultados quando as bactérias estavam em presenca de FMA e o
tratamento BR 3405 + Paenibacillus brasolensis (24) + FMA foi o que obteve
melhor resposta, destacando-se em relacdo aos demais. Os tratamentos que
receberam os FMA foram superiores em relacdo aos demais nas variaveis
MSPA, MSR, e Nac, chegando a apresentar uma média em torno de 84% de

colonizagéao radicular.

Palavras chave: Mycorrhiza helper bacteria, FMA, Paenibacillus brasiliensis,

nodulagéo, simbiose, colonizacao radicular.
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MHB X Burkholderia sabiae CO-INOCULATION IN SABIA IN THE
PRESENCE AND ABSENCE OF ARBUSCULAR MYCORRHIZAL FUNGI

ABSTRACT

Sabia (Mimosa caesalpiniifolia Benth) is a leguminous tree, which occurs
naturally in the Northeast region of Brazil, especially in Caatinga areas and its
use is a strategy for obtaining nitrogen and food production, and the association
with mycorrhizal fungi (AMF) is an important and efficient alternative to recovery
of degraded areas. The establishment of mycorrhizal symbioses can be
positively influenced by certain strains of bacteria, such effect exhibited by the
Mycorrhiza helper bacteria (MHB). In this context, the objectives were to verify
the feasibility of co-inoculating bacteria (MHB) and AMF in sabia (Mimosa
caesalpiniifolia Benth) aiming at obtaining combinations and compatibility of
symbiotic pairs, as well as assessing the mycorrhizal formation (root
colonization). The experiment was conducted in greenhouse of the Agronomic
Institute of Pernambuco (IPA) in pots with Haplic Luvisol soil (8 kg pot-1) at pH
6.0. On seeding, inoculation with Burkholderia sabiae (BR 3405) and co-
inoculation with BR3405 + MHB were performed and each seed was inoculated
with 2 mL of specific medium for each MHB bacteria and for the BR3405
containing 108 CFU mL™. In the inoculation with AMF mixture was used 4 g
pot-1 in the form of propagule containing approximately 670 spores. Plants
were harvested at 110 days after planting (DAP) and the following variables
were evaluated: shoot dry mass (SDM), root (RDM), RDM/SDM ratio, plant
height (PH) on periods of 45, 90 and 110 days, root length (RL), total N
accumulated in SDM (Nat), strains efficiency (E) and mycorrhizal colonization.
The experimental design was randomized blocks, with 9 x 2 factorial
arrangement plus an absolute control (AC) - without inoculation; MHB strains
and one control treatment inoculated only with Burkholderia sabiae with and
without AMF (AMF mixture) with 3 blocks . The experimental results show that
AMF colonization combined with bacteria was positive, as in the case of RL,
treatments with BR 3405 + Azospirillum amazonenses (Y2) and BR 3405 +
Herbaspirillum seropedicae (Z67) showed significant difference by the Tukey
test (p <0.05) compared to the factor with and without AMF. Thereby ensuring
that, in the presence of MHB bacteria there was increase in root length of sabia

plants. Strains efficiency showed better results when bacteria were in the
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presence of AMF and the treatment BR 3405 + Paenibacillus brasilensis (24) +
AMF showed the best response, especially in relation to the others. Treatments
that received AMF were higher compared to the others on the variables SDM,
RDM, E, Nat, coming to present on average 84% of root colonization.

Keywords: Mycorrhiza helper bacteria, AMF, Paenibacillus brasilensis,

nodulation, symbiosis, root colonization.
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INTRODUCAO

O nitrogénio € o elemento responsavel pelas elevadas producdes na
agricultura tropical, embora este se apresente, em sua maioria, na forma
gasosa (N;) que ndo é assimilavel pelas plantas. Porém, certas bactérias,
chamadas de diazétroficas ou fixadoras de N,, sdo capazes de transformar o
N, da atmosfera em NHg, que posteriormente é transformado em aminoacidos,
0S quais sao assimilados pelas plantas leguminosas (SANTOS et al., 2008;
DOBEREINER, s. d.). O processo em que as leguminosas estabelecem
relagBes com bactérias do solo, coletivamente conhecidas como rizébios, € que
damos o nome de fixacdo simbiotica de nitrogénio (CASTRO & FERREIRA,
2011; SANTOS et al., 2008; DOBEREINER, s. d.).

A sabia (Mimosa caesalpiniifolia Benth) é uma leguminosa arborea, que
ocorre naturalmente na regido do Nordeste brasileiro, especialmente em areas
de caatinga (FIGUEIROA et al., 2005). Sua utilizagdo é uma estratégia para
obtencao de nitrogénio e producdo de alimentos, e a associacdo com fungos
micorrizicos arbusculares (FMA) € uma importante e eficiente alternativa para a
recuperacdo de areas degradadas, além de tornar as plantas mais resistentes
e aptas a colonizar o ambiente (FRANCO et al., 2000).

Pesquisas iniciadas na década de 1990 revelaram uma ampla gama de
microrganismos, incluindo de diversas bactérias, com predominancia de
espécies dos géneros Pseudomonas, Burkholderia e Bacillus (DE BOER et al.,
2005). Quanto aos Streptomyces (actinobactérias), estes foram associados a
fungos ectomicorrizicos e foram ditos como moduladores de simbioses das
plantas (SCHREY & TARKKA, 2008). Estes géneros de bactérias fazem parte
do grupo de MHB (Micorrhiza Helper Bacteria), grupo este composto por tantos
outros géneros (FREY-KLETT et al., 2007). Garbaye (1994) as define como
bactérias associadas com raizes e FMA que, seletivamente, promovem o
estabelecimento da simbiose com os fungos.

As MHB tém sido identificadas por muitos grupos de bactérias e géneros
tais como: Agrobacterium, Azospirillum, Azotobacter, Burkholderia,
Bradyrhizobium, Enterobacter, Pseudomonas, Klebsiella, Rhizobium, Bacillus,

Brevibacillus, Paenibacillus, Rhodococcus, Streptomyces e Arthrobacter; o que
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demonstra a diversidade de bactérias com uso potencial em processos
biotecnoldgicos (FREY-KLETT et al., 2007).

O resultado, do beneficio, destas bactérias MHB pode ser comprovado
na germinagdo de esporos; no crescimento micelial; aumento da ramificacdo
radicular; maior colonizacao de raiz; reducéo de estresses do solo, desde seca
até contaminacdo com metais pesados como Pb, Zn e Cd, a partir da
desintoxicacdo de substancias antagonicas; inibicdo de competidores e
antagonistas (FREY-KLETT et al., 2007; KOZDROJ et al., 2007; VIVAS et. al.,
2006; 2003a; 2003b).

Trabalhos de co-inoculacdo com MHB tém mostrado resultado positivo ja
alguns anos Paula et. al. (1992) em estudos com batata doce, tendo como FMA
0 Glomus clarum e como MHB, Azotobacter diazotrophicus e Klebsiella sp.,
observaram que o0 aumento da producdo de tubérculos foi altamente
correlacionado com a colonizagdo de FMA, mostrando uma alta dependéncia
da batata doce em relacédo a infecgdo micorrizica.

Resultados do efeito das MHB, também foi visto por Vivas et al. (2003)
com Glomus mosseae e Brevibacillus sp. em Trifolium pratense e Budi et al.
(1999) com Glomus mosseae e Panebacillus sp. em Sorghum bicolor.

Lima (2009), trabalhando com caupi, obteve resultados no qual a estirpe
de Paenibacillus brasilensis (24) foi superior em relacdo as demais estirpes
avaliadas na producdo de nitrogénio acumulado na matéria seca da parte
aérea, proporcionando uma melhor performance simbidtica.

A nutricdo fosfatada €é um fator essencial para que haja o
estabelecimento da nodulacéo e fixacdo de N, pelas leguminosas forrageiras, e
como os FMA aumentam a absorcdo de P, este elemento € de grande valor
para a melhoria da fixagdo do N atmosférico, crescimento e efetiva nodulacéo
de planta (GIBSSON, 1976).

Os objetivos deste trabalho foram determinar a viabilidade da co-
inoculacdo entre bactérias (mycorrhiza helper bacteria - MHB) e fungos
micorrizicos arbusculares (FMA) em sabia (Mimosa caesalpiniifolia Benth) na
presenca e auséncia de FMA (mistura de fungos) visando obter combinacdes e
compatibilidade de pares simbidticos, assim como avaliar a formacéo

micorrizica.

61



MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo na Sede do Instituto
Agronémico de Pernambuco - IPA em vasos contendo o solo Luvissolo Haplico
antigo Bruno ndo Calcico (EMBRAPA Solos, s.d.) (8 kg vaso™) com pH 6,0. O
solo foi coletado a uma profundidade de 0-20 cm, na Estacdo Experimental do
IPA de Sertania — PE, 08° 04’ 25” S e 37° 15’ 52” W a uma altitude de 558 m
(EMBRAPA Monitoramento por Satélite, s.d.). As amostras foram entéo,
peneiradas (2,0 mm de didmetro), homogeneizadas e analisadas quanto as
caracteristicas fisicas e quimicas (Tabela 1 e 2) segundo a metodologia
recomendada pela EMBRAPA (1997) no Laboratério de Fertilidade e Fisica do
Solo do IPA.

Tabela 1. Caracteristicas quimicas do Luvissolo Haplico originario de area com vegetacao
nativa no municipio de Sertania, PE.

i P Ca Mg K Na Al H CTC pH
Area 3 3
mg dm Cmolc dm H,O 1:2,5
Sertania - PE 12 39 19 032 0,18 - 3,3 9,6 6,0

Tabela 2. Caracteristicas fisicas do Luvissolo Haplico originario de area com vegetacao nativa
no municipio de Sertania, PE.

. Umidade
0,
) Granulometria (%) Residual ds dp
Area Areia Areia 3
. . 0 ]
Grossa Fina Silte Argila % gcm
Seriania - 50 19 21 10 2,0 1,61 2,65

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

O solo foi autoclavado por uma hora, a uma temperatura de 120°C e a
uma pressdao de 101 KPa, com intervalos de 24 horas, por trés dias
consecutivos.

A leguminosa utilizada foi a espécie de sabia (Mimosa caesalpiniifolia
Benth.), e as estirpes de B- rizobio (Burkholderia sabiae) (bactéria
recomendada pela Rede de Laboratérios para Recomendacéo, Padronizacéo e
Difusdo de Tecnologia de Inoculantes Microbianos de Interesse Agricola —
RELARE) e de mycorrhiza helper bacteria (MHB) usadas encontram-se listadas

na Tabela 3.
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Tabela 3. Estirpes de rizébio e mycorrhiza helper bacteria (MHB).

Bactérias Identificacdo | Identificacdo em A
(Espécies) Embrapa outras colegbes Procedéncia
BR 3405 Centro Nacional de Pesquisa em
Burkholderia sabiae (Padr&o) SEMIA 6382 Agrobiologia (CNPAB)
Colecdo de Microrganismos do
Bacillus subtilis | - 438 Departamento de  Antibidticos
(UFPEDA)
Colecdo de Microrganismos do
Brevibacillus brevis | - 447 Departamento de  Antibidticos
(UFPEDA)
Paenibacillus | ... 24 Instituto de Microbiologia da UFRJ
brasilensis
Colecdo de Microrganismos do
Streptomyces sp. | - S30 Departamento  de  Antibi6ticos
(UFPEDA)
Azospirillum Centro Nacional de Pesquisa em
amazonense BR 11140 Y2 Agrobiologia (CNPAB)
Herbaspirillum Centro Nacional de Pesquisa em
seropedicae BR 11175 267 Agrobiologia (CNPAB)
Gluconacetobacter Centro Nacional de Pesquisa em
diazotrophicus BR 11281 PALS Agrobiologia (CNPAB)

Estas estirpes foram purificadas e repicadas em duplicatas em frascos
Erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL dos meios especificos para cada

bactéria. E a concentracdo de bactérias utilizada foi de 108 UFC mL™.

A estirpe de Burkholderia sabiae foi repicada em meio YMA (Agar,
manitol e extrato de levedura) com o indicador vermelho do congo, segundo
Vincent (1970), por 2 dias e, posteriormente, foi repicada em meio liquido YM
(Manitol e extrato de levedura) por 48 horas, a uma temperatura de 28 °C, sob
uma agitacdo mecanica de 200 rpm. Ja as de Bacillus subtilis, Brevibacillus
brevis e Paenibacillus brasilensis foram repicadas para o meio liquido TSB
(Trypticase soy broth), por 24 horas, 24 horas e 48 horas, respectivamente, a
31 °C e 200 rpm.

Quanto a estirpe de Streptomyces sp. esta foi crescida em meio liquido
AY (Arginina e extrato de levedura) Por um periodo de 96 horas, a 31 °C e 200

rpm.

As estirpes de Azospirillum amazonense, Herbaspirillum seropedicae e
Gluconacetobacter diazotrophicus ao serem desliofilizadas passaram para

meios solidos especificos, LGI, JNFb e LGI-P, respectivamente, por um
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periodo de 48 horas a 31 °C. Em seguida, as mesmas foram transferidas para
0S seus respectivos meios especificos, porém, semissélidos, e ao formarem o
véu caracteristico do seu crescimento (4 dias) foram armazenadas em tubos de
ensaio com meio batata e batata-P (Gluconacetobacter diazotrophicus). Para
crescimento em meio liquido foi utilizado o meio DYGS, para um menor periodo

de incubacéo, 48 horas, a 31°C e 200 rpm.

Nas sementes de sabid, provenientes da Flora Tieté, foi realizada a
guebra de dorméncia a uma temperatura de 80°C por 1 segundo, por imersao
em agua, retirando-a da agua e repetindo-se essa operacao por trinta vezes
(recomendada pelo Instituto de Pesquisa e Estudos Florestais- IPEF) para
romper a impermeabilidade do tegumento. Em seguida, foi efetuada a
desinfestacdo por meio de imersdo em alcool a 70%, por 30 segundos, em
seguida por 1 minuto em hipoclorito de sodio a 2%, e posteriormente lavadas
com agua destilada, autoclavada, por sete vezes (VINCENT, 1970).

Os grupos de glomerosporos foram montados em laminas de acordo
com caracteristicas morfolégicas (cor, forma e tamanho) e agrupados o0s
glomerosporos, no qual parte deles (1/2 lamina) recebeu o reagente PVLG
(alcool-polivinilico em lactoglicerol) e a outra parte (1/2 restante da lamina)
receberam o reagente Melzer + PVGL (1:1). Os mesmos foram observados ao
microscopio (400x).

Para identificacdo das espécies utilizadas na mistura de FMA, foram
consultados Schenck & Pérez (1990), a home-page da International Culture

Collection for Arbuscular Mycorrhizal Fungi (INVAM — http://invam.caf.wvu.edu)

e publicacbes com descricdo de novas espécies.

No plantio foram utilizadas oito sementes por vaso, e ap0s a germinacao
foi efetuado o desbaste deixando uma planta por vaso. Na semeadura, cada
semente foi inoculada com 2 mL do meio especifico para cada bactéria das
MHB, assim como para Burkholderia sabiae contendo 10® UFC mL™*. Na
inoculagdo com uma mistura de FMA (Glomus clarum, Glomus etunicatum,
Gigaspora margarita, Scutelospora sp. Acaulospora sp.) foram utilizados 4 ¢
vaso’ em forma de propagulo, contendo aproximadamente 670 esporos.
Durante o desenvolvimento das plantas foi utilizada a solucdo nutritiva de

Hoagland & Arnon (1950) modificada conforme Silveira et al. (1998).
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A colheita foi realizada 110 dias apés o plantio (DAP) e foram avaliados:
Massa seca da parte aérea (MSPA), raiz (MSR), relagdo MSR/MSPA, altura de
planta (AP) aos 45, 90 e 110 dias, comprimento da raiz (CR), N total
acumulado na MSPA pelo método de Kjeldahl segundo Bremner (1965),
eficiéncia da estirpe (E) segundo Faria & Franco (2002) e colonizagéo
micorrizica (CM) pelo método da lamina (GIOVANETTI & MOSSE, 1980). A
parte aérea e as raizes das plantas foram acondicionadas em sacos de papel,
deixados em estufa de circulagdo forcada a 65°C, durante 72 horas, para
proceder a avaliagdo da MSPA e MSR.

O delineamento experimental adotado foi em blocos casualizados, com
arranjo fatorial 9 x 2 (uma testemunha absoluta (TA) — sem inoculacao; estirpes
de MHB e um tratamento controle inoculado apenas com Burkholderia sabiae
com e sem FMA (coquetel de FMA) com 3 blocos. Os dados foram submetidos
a andlise de variancia, utilizando-se o programa estatistico SAS 2.0, com niveis
de significancia de 5% pelo teste F e as médias comparadas pelo teste de
Tukey (p<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela (4) encontram-se os valores relacionados as variaveis de
comprimento da raiz, aos 110 dias, (CR); altura de planta aos 45 dias (ALT45);
altura de planta aos 90 dias (ALT90) e altura de planta aos 110 dias (ALT110).
A mesma apresenta uma entrada dupla devido a interacdo entre bactérias e

fungos terem sido significativas.

65



Tabela 4. Comprimento da raiz (CR) e altura de planta aos 45, 90 e 110 dias apds plantio
(DAP) inoculadas com Burkholderia sabiae (BR 3405) e co-inoculadas com BR3405 +
mycorriza helper bactéria (MHB)* na presenca e auséncia de fungos micorrizicos arbusculares
(FMA) em sabié.

actérias Controle BR3405! BR3405 BR3405 BR3405 BR3405 BR3405 BR3405 BR3405
Fungo +Y2° +267° + PALS* +24° +438° + 447 +530°
Comprimento da Raiz (CR) (cm)
Sem 13,27Ba 22,00ABa 17,00ABb  17,33ABb  20,00ABa 26,33Aa 26,00Aba  28,00Aa 24,00ABa
Com 25,00Aa  25,80Aa 33,33Aa 31,00Aa 25,00Aa  34,67Aa  32,00Aa  30,75Aa  24,66Aa
C.V. (%) 16,45
Altura de Planta 45 DAP (AP45) (cm)
Sem 19,60ABb 16,00Ba 21,83ABb 21,23ABb 23,87ABa 31,30ABb  34,00Aa 32,17ABb 20,83ABb
Com 39,67ABa 33,10Ba  40,17ABa 51,67Aa 39,80ABa 49,47ABa 40,33ABa 49,83ABa 52,17Aa
C.V. (%) 16,54
Altura de Planta 90 DAP (AP90) (cm)
Sem 25,83Bb 22,75Bb 37,17Bb 34,50Bb 36,50Bb 63,83ABb  86,33Aa 77,50ABb 34,17Bb
Com 118,50Aa 95,17Aa 106,67Aa 127,67Aa 114,67Aa 129,00Aa 107,33Aa 124,50Aa 118,50Aa
C.V. (%) 18,21
Altura de Planta 110 DAP (AP110) (cm)
Sem 29,17Bb 24,00Bb 41,00Bb 41,83Bb 41,67Bb  80,17ABb 101,83Aa 96,00Aa 40,33Bb
Com 144,25Aa 124,00Aa 125,83Aa 145,33Aa 136,83Aa 141,17Aa 121,17Aa 140,75Aa 137,33Aa
C.V. (%) 17,07

"BR 3405 (Burkholderia sabiae); “Y2: BR 11140 (Azospirillum amazonense); °Z67: BR 11175
(Herbaspirillum seropedicae); “PAL5: BR 11281 (Gluconacetobacter diazotrophicus); °24
°438 (Bacillus subtilis); ‘447 (Brevibacillus brevis); °S30

(Streptomyces sp.). Médias seguidas de mesma letra mailscula na horizontal e minlUscula na

(Paenibacillus brasiliensis);

vertical ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Em relacdo ao comprimento de raiz (CR), observa-se na linha horizontal
(letras maidsculas), que as plantas de sabid na auséncia de fungo micorrizico
arbuscular (FMA) no tratamento co-inoculado com a Burkholderia sabiae (BR
3405) + Brevibacillus brevis (447), ndo apresentou diferenca significativa
(p<0,05), em relacdo aos demais tratamentos, mas obteve a maior média
inclusive com um ganho de 111% quando comparada a testemunha absoluta
(TA). Em relacao as bactérias na presenca de FMA, pbde-se perceber que as
bactérias entre si, ndo apresentaram diferenca significativa pelo teste de Tukey
(p<0,05), demonstrando desta forma que a presenca da inoculacdo dos FMA,

inoculadas
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isoladamente com Burkholderia sabiae (BR 3405) e co-inoculadas (BR 3405+
MHB (Mycorriza Helper Bacteria)) apresentando respostas semelhantes.
Analisando na linha vertical (letras minUsculas), pdde-se observar que apenas
os tratamentos com BR 3405 + Azospirillum amazonense - BR11140 (Y2) e BR
3405 + Herbaspirillum seropedicae - BR 11175 (Z67) apresentaram diferencga
significativa pelo teste de Tukey (p<0,05) em relacdo ao fator com e sem fungo,
ao contrario dos demais tratamentos que independente da presenca do fungo,
as bactérias inoculadas isoladamente (BR3405) e/ou co-inoculadas (BR3405 +
MHB) néao apresentaram diferenca significativa, inclusive no tratamento com o
controle (TA). Porém foi observado, que na presenca da co-inoculagdo houve
um aumento no comprimento do sistema radicular das plantas. Segundo Frey-
Klett et al., (2007), uma das caracteristicas importante da MHB é justamente a
sua especificidade por FMA, podendo ajudar a aumentar a formacdo de
micorriza, e promover o0 estabelecimento da simbiose como: estimular a
extensdao micelial.

Na altura de planta (AP), aos 45 dias apdés o plantio (DAP), os
tratamentos (na horizontal, letra maiuscula) com as bactérias na auséncia de
FMA, pode-se verificar que as plantas co-inoculadas BR 3405 + Bacillus subtilis
(438), embora ndo tendo apresentado diferenca significativa pelo teste de
Tukey (p<0,05) em relacédo as demais bactérias co-inoculadas, houve diferenca
significativa (p<0,05) no tratamento inoculado isoladamente com a BR 3405.
Em relacdo a presenca dos tratamentos com FMA as plantas de sabia
apresentaram respostas semelhantes. Porém, ao se comparar presenca e
auséncia de FMA (na vertical, letra mailscula), pode-se observar que apenas
os tratamentos com BR 3405, BR 3405 + Gluconacetobacter diazotrophicus
(PAL 5) e BR 3405 + Bacillus subtilis (438) ndo apresentaram diferenca
significativa pelo teste de Tukey (p<0,05).

Aos 90 e 110 dias DAP (letra minUscula na vertical), as plantas de sabia
apresentaram diferenca significativa (p<0,05) para os tratamentos inoculados
isoladamente (BR3405) e co-inoculados (BR3405+MHB) na presenca de FMA,
exceto para o tratamento co-inoculado com BR 3405 + Brevibacillus brevis
(447). Pode-se observar claramente na linha horizontal (letra maidscula), que
as plantas de sabia inoculadas e co-inoculadas na presenca do FMA aos 45 e
110 DAP obtiveram respostas semelhantes, ndo havendo diferenca significativa

(p<0,05), apesar das médias superiores dos tratamentos BR 3405 +
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Herbaspirillum seropedicae (Z67) e de BR 3405 + Streptomyces sp. (S30)
(45dias), BR 3405 + Paenibacillus brasiliensis (24) e BR3405 + Z67 (90 dias), e
BR 3405 + Z67 (110 dias).

Mendes (2010) em estudo, com o objetivo de avaliar o crescimento de
Sabia (Mimosa caesalpiniaefolia Benth.) em resposta a inoculagdo com rizobio
e fungos micorrizicos arbusculares, concluiu que a inoculagdo conjunta de
Glomus clarum + Gigaspora margarita + BR3405 demonstrou melhor
performance simbidtica, proporcionando os maiores valores de crescimento em
altura para as plantas de Sabia.

Burity et al. (2000) avaliando o efeito da dupla inoculagédo (rizébio +
micorriza) em diferentes niveis de P sobre o desenvolvimento de mudas de
sabia, obteve os melhores resultados para altura de planta no tratamento
interacdo rizébio-micorriza, apresentando um valor de 127%, superior ao
tratamento controle.

Considerando que, apenas o fator principal fungo foi significativo
(p<0,05), pode-se observar na Tabela (5) que a massa seca da parte aérea
(MSPA), o nitrogénio acumulado (Nac), a massa seca da raiz (MSR) e a
colonizacdo radicular (ColR) da sabia apresentaram meédias bastante
superiores quando inoculados com FMA, obtendo diferenca significativa pelo
teste de Tukey (p<0,05), quando comparados aos tratamentos sem inoculacéo.
Ao contrario da variavel relacdo massa seca da raiz e da parte aérea
MSR/MSPA, que ndo apresentou sua maior média quando inoculado com
FMA.

Tabela 5. Massa seca da parte aérea (MSPA), nitrogénio acumulado na MSPA (Nac), massa
seca da raiz (MSR), relacdo massa seca da raiz e da parte aérea (MSR/MSPA) e colonizagéo
radicular (ColR) inoculadas com Burkholderia sabiae (BR 3405) e co-inoculadas com BR3405 +
mycorriza helper bactéria (MHB) na presenca e auséncia de fungos micorrizicos arbusculares
(FMA) em sabia.

FUNGO MSPA Nac MSR MSR/MSPA ColR
(Qvaso”’)  (mgNvaso’) (gvaso) 997 (%)
Com 7,51A 176,21A 1,33A 0,23B 84,40A
Sem 1,57B 45,23B 0,43B 0,44A 0,00B
C.V. (%) 47,51 43,80 49,52 75,78 26,70

Na coluna, as médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si no nivel de 5% de

probabilidade pelo teste de Tukey.
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Lima et al. (2011), trabalhando com feijao-caupi, com Glomus
etunicatum associado com diferentes tratamentos, verificaram que a presenga
dos fungos proporcionou uma maior média para os tratamentos na MSPA do
gue aqueles inoculados apenas com rizobios EI-6 isoladamente ou em mistura
(BR 3267 + EI-6). Os autores relatam que independentemente do tratamento,
na inoculagdo com Glomus etunicatum o caupi foi favorecido em crescimento
nas variaveis MSR e Nac, além da MSPA.

Gross et al. (2004), concluiram que a inoculacdo concomitante de FMAs
e rizobios incrementou a producdo de biomassa nas plantas de angico-do-
cerrado. Ainda em relacdo a MSPA, Mergulhdo et al. (2001) trabalhando com
sabid em solo argiloso, obteve os melhores resultados para a producédo de
MSPA, quando as plantas receberam a dupla inoculacdo rizébio + FMA
(Glomus etunicatum) quando comparado ao controle (apenas com rizébio).

Jesus et al. (2005), acharam valores semelhantes para MSR nos
tratamentos com BR 3405 + FMA (rizobio + FMA) em comparacdo ao
tratamento que recebeu apenas o BR 3405 (rizébio), em estudo com
Piptadenia gonoacantha e Piptadenia paniculata.

Com relacao a colonizacéo radicular, Jesus et al. (2005), obteveram um
resultado que variaram de baixo a alto (16 a 51%), que comparados ao do
presente trabalho (84%) foram considerados inferiores.

Burity et al. (2000), concluem que a dupla inoculagdo (rizObio +
micorriza) apresenta maior area foliar e colonizacdo radicular em relacdo a
inoculagdo com rizobio, em mudas de sabia. Corroborando com os resultados
encontrados no presente trabalho.

A variavel eficiéencia das estirpes (E) (Figura 1) obteve os melhores
resultados quando as bactérias estavam em presenca de FMA e o tratamento
BR 3405 + Paenibacillus brasilensis (24) + FMA foi o que obteve melhor
resposta, destacando-se sobre os demais. Chegando a apresentar uma média
de 1845%, enquanto 0 mesmo tratamento sem FMA obteve 380%. Mostrando
uma interacdo positiva na presenca dos trés microrganismos. Jesus et al.
(2005), estudando a dependéncia de micorrizas para a nodulacdo e
crescimento de Piptadenia gonoacantha e Piptadenia paniculata, leguminosas
arboreas nativas da Regido Sudeste do Brasil, obteve resultados também
superiores nos tratamentos que receberam o FMA, como o BR 3405 + FMA

(497%) em comparacao ao sem FMA (75%). Laste et al. (2008), trabalhando
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com selecdo de estirpes de rizobio eficientes na fixacdo biolégica de nitrogénio
para leguminosas herbaceas e arbustivas, concluiram que as estirpes
selecionadas com maior eficiéncia na fixacdo bioldgica de nitrogénio em
condicdes estéreis para Tephrosia adunca BR 3628 (53%) e BR 5303 (117%) e
para Mimosa xanthocentra as estirpes BR 3454 (608%) e BR 3523 (494%).

Figura 1- Eficiéncia* das estirpes em sabia relacionadas aos tratamentos inoculados com
Burkholderia sabiae (BR 3405) e co-inoculados com BR3405 + mycorriza helper bactéria

(MHB) na presenca e auséncia de fungos micorrizicos arbusculares (FMA) em sabia.
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*Eficiéncia = 100. (Massa seca da parte aérea (MSPA) de cada estirpe / pela MSPA da
testemunha absoluta, sem inoculacéo (TA)).

De uma maneira geral pode-se verificar no presente experimento (Figura
2) que o tratamento inoculado isoladamente com a Burkholderia sabeae
(BR3405), ndo apresentou nédulos nas plantas de sabia. Sugere-se que a
espécie de sdabia utilizada (sem aculeos, proveniente de uma mutacdo
genética), possa ter interferido esta resposta nas plantas. Os demais
tratamentos co-inoculados com BR3405 + FMA, assim como 0s co-inoculados
com BR3405 + MHB + FMA houve resposta da estirpe BR3405 a nodulacéo,
significando que estes microrganismos MHB e FMA induziram uma nodulacéo
precoce as plantas de sabia estimulando a infeccdo e nodulacdo nas raizes
das plantas (Figura 3).
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Figura 2- Vista geral do experimento em casa de vegetacao com sabia inoculado isoladamente
com BR 3405 e co-inoculados com BR3405 + mycorrhiza helper bacteria (MHB) na presenca e
auséncia de fungos micorrizicos arbusculares (FMA) e testemunha absoluta, aos 110 dias ap6s
o plantio.

Na interacdo de FMA com bactérias fixadoras de nitrogénio existe um
forte efeito sinergistico relacionado. O processo de FBN requer alta quantidade
de energia na forma de ATP, de modo que o adequado fornecimento de P
proporcionado pelo FMA favorece esse processo (JESUS et al., 2005), o que
acarreta maior e melhor nodulacdo e funcionamento da nitrogenase
(SILVEIRA, 1998).

Da mesma forma a interacao entre os rizobios e bactérias promotoras de
crescimento em plantas podem estimular a simbiose e favorecer o processo de
FBN podendo aumentar a nodulacdo e a competitividade do rizobio pelos
multiplos efeitos positivos na rizosfera das plantas, com o0 uso desses
microrganismos conjuntamente (LI & ALEXANDER (1988)
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Figura 3- Raizes de sabia inoculadas isoladamente com Burkholderia sabiae (BR 3405) e co-
inoculadas com BR3405 + Brevibacillus brevis (447) na presenca e auséncia de fungos
micorrizicos arbusculares (FMA) e testemunha absoluta (TA).

BR 3405 +447 +FMA
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Outra resposta poderia ser que este tratamento inoculado isoladamente
com a BR3405 no sabia necessitasse de um periodo de tempo maior que 110
dias, supondo que pudesse ocorrer neste maior periodo, uma nodulacao tardia,
visto que ocorreu resposta a nodulagdo nos demais tratamentos co-inoculados.
Outro fato que poderia ser investigado € a especificidade hospedeira ja que
esta planta ndo apresentou aculeos e a ndo resposta a esta estirpe BR 3405
inoculada isoladamente poderia necessitar de um maior tempo para formacgéo
dos nédulos, quando inoculada isoladamente.

A especificidade hospedeira se caracteriza como sendo a capacidade de
espécies leguminosas formarem nddulos e fixar nitrogénio com diferentes
estirpes de rizébio isoladas de outras espécies e/ou representa a habilidade de
uma estirpe de rizébio em provocar a nodulacéo e fixar N2 quando associada a
cultivares ou espécies do hospedeiro especifico (DOBEREINER et al., 1971).
Os mecanismos envolvidos na simbiose, que determinam a especificidade
hospedeira, ainda ndo estdo completamente esclarecidos, contudo se sabe que
flavondides e compostos fendlicos exsudados das raizes ativam ou inibem
genes bacterianos da nodulacdo (PETERS & LONG, 1988). Além destes
fatores extremamente importantes e complexos para o acontecimento da
simbiose rizébio-leguminosa, outro de grande importancia, € o fato dos
microrganismos responsaveis pela FBN em leguminosas nao serem
provenientes somente das alfa-proteobacteria, mas, também de bactérias do
grupo da beta-proteobacteria (descoberto em ndédulos isolados de Mimosas)
(MOULIN, et al. 2001), Por isso programas de selecao de estirpes de rizébio
para leguminosas se faz necessario, jA que a estirpe pode ou ndo se associar
com a planta e promover a nodulacao, sendo eficiente ou néo.

Como exemplo tem-se a soja, na qual nem sempre a inoculacdo de
estirpes eficientes garante uma boa nodulacdo (RAMOS & JUNIOR, 1992). Ha
diversos fatores relacionados a planta, a bactéria e ao solo, que podem afetar a
interacdo planta-Rhizobium. Dentre os fatores associados a planta e a bactéria,
a especificidade hospedeira merece destaque (RAMOS & JUNIOR, 1992). Na
soja foram observadas plantas que nao nodularam, ou que sofreram
associacfes ineficientes como, a cultivar IAC-2 com o Bradyrhizobium
japonicum (VARGAS & SUHET, 1980) e a cultivar IAC-2 com SEMIA
5021(OLIVEIRA & VIDOR, 1984), ha, no entanto a necessidade de se obter um

in6culo especifico para essa cultivares.
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No ano de 1988, identificaram-se exemplares de sabia com auséncia de
aculeos, sendo seis do BAG forrageiras e duas no ensaio de competicdo do
sabid com cumaru (Amburana cearensis). A partir destas plantas, foram
coletadas sementes para a producao de mudas. Observou-se que apenas 5%
das plantas oriundas destas sementes apresentavam a caracteristica auséncia
de aculeos, confirmando ser esta caracteristica governada por genes
recessivos (Oliveira & Drumond, 1989).

Alguns trabalhos vém sendo realizados para selecdo de plantas com
esta caracteristica, jA que isso facilitaria 0 manejo dessa espécie e estimularia
seu emprego em programas de reflorestamento no Nordeste. De modo
particular, a auséncia de aculeos é recomendavel para o uso do sabia como
forrageira, permitindo uma melhor circulagdo de animais e de seus tratadores e
diminuindo os riscos de ferimentos, e também para a obtencdo de estacas
(CARVALHO et al., s. d.). Por outro lado, quando a finalidade do plantio for a
formacéo de cercas vivas, a presenca de espinhos nas plantas torna-se uma
caracteristica desejavel (RIBASKI et al., 2003).

Carvalho et. al. (s. d.), corroborando com Oliveira & Drumond (1989),
concluiram que a auséncia de aculeos no sabia € um carater recessivo, sendo
necessarios, porém, estudos complementares para explicar os mecanismos
genéticos relacionados com essa auséncia de aculeos.

De modo geral, o comportamento fenologico da espécie de sabia varia
com as caracteristicas edafoclimaticas da regido e com o material genético
multiplicado (BARBOSA et al., 2008).

Pesquisas voltadas para especificidade de bactérias fixadoras de
nitrogénio em plantas de sabid sem aculeos ainda séo desprovidas de estudo.
Devido a todos esses fatores ja discutido acima, pode-se chegar a conclusao
de que essas mudancas genéticas podem vir a interferir o processo natural de
simbiose entre rizobio-leguminosa. Fazendo com que ndo haja uma boa
relacdo de especificidade e desse modo faca com que a inoculacéo de estirpes
eficientes acarrete em uma ma nodulacdo, ou que venha promover uma

nodulacao tardia.

74



CONCLUSOES

A colonizacéo dos FMA em conjunto com as bactérias foi positiva, e as
plantas de sabid apresentaram maior comprimento de raiz com a co-
inoculagcdo dos microrganismos BR 3405 + Azospirillum amazonenses
(Y2) e BR 3405 + Herbaspirillum seropedicae (Z67).

A eficiéncia das estirpes obteve os melhores resultados nas plantas de
sabid quando as bactérias (MHB) estavam em presenca de FMA
obtendo a melhor resposta na co-inoculagdo BR 3405 + Paenibacillus
brasilensis (24) + FMA.

As plantas de sabid com o fator fungos micorrizicos arbusculares foram
superiores para massa seca da parte aérea e raiz, eficiéncia das
estirpes e N acumulado, chegando a apresentar uma média em torno de

84% de colonizacgdao radicular.

Ha necessidade de novos estudos, seja para testar um periodo de
tempo maior que 110 dias para as plantas de sabia, em casa de
vegetacao, seja para testar estirpes de rizobio que apresentem uma

melhor especificidade hospedeira.
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APENDICES



Tabela 1. Resumo da andlise de variancia para os dados de comprimento da raiz (CR) de
sabia, aos 110 dias apos plantio (DAP), inoculadas com Burkholderia sabiae (BR 3405) e co-
inoculadas com BR 3405 + mycorriza helper bacteria (MHB) na presenca e auséncia de fungos
micorrizicos arbusculares (FMA).

CR
FONTE DE GRAUS DE SOMA DE QUADRADO =
VARIACAO LIBERDADE QUADRADOS MEDIO
Bactéria 8 644,3066667 80,5383333 0,0007
Fungo 1 777,1022685  777,1022685 <.0001
Bactéria*Fungo 8 339,0748148 42,3843519 0.0333
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Tabela 2. Resumo da analise de variancia para os dados de altura de planta (AP) de sabia aos
45 dias apos plantio (DAP) inoculadas com Burkholderia sabiae (BR 3405) e co-inoculadas
com BR 3405 + mycorriza helper bacteria (MHB) na presenca e auséncia de fungos
micorrizicos arbusculares (FMA).

AP 45 dias
FONTE DE GRAUS DE SOMA DE QUADRADO F
VARIACAO LIBERDADE QUADRADOS MEDIO
Bactéria 8 1400,329259 175,041157 0,0002
Fungo 1 5125,577963 5125,577963 <,0001
Bactéria*Fungo 8 687,340370 85,917546 0,0215

Tabela 3. Resumo da analise de variancia para os dados de altura de planta (AP) de sabia aos
90 dias apo6s plantio (DAP) inoculadas com Burkholderia sabiae (BR 3405) e co-inoculadas
com BR 3405 + mycorriza helper bacteria (MHB) na presenca e auséncia de fungos
micorrizicos arbusculares (FMA).

AP 90 dias
FONTE [N)E GRAUS DE SOMA DE QUADRADO =
VARIACAO LIBERDADE QUADRADOS MEDIO
Bactéria 8 9514,06481 1189,25810 0,0002
Fungo 1 64774,72338  64774,72338 <,0001
Bactéria*Fungo 8 6415,87037 801,98380 0,0035

Tabela 4. Resumo da andlise de varidncia para os dados de altura de planta (AP) de sabia aos
110 dias apés plantio (DAP) inoculadas com Burkholderia sabiae (BR 3405) e co-inoculadas

com BR 3405 + mycorriza helper bacteria (MHB) na presenca e auséncia de fungos
micorrizicos arbusculares (FMA).

AP 110 dias
FONTE DE GRAUS DE SOMA DE QUADRADO F
VARIACAO LIBERDADE QUADRADOS MEDIO
Bactéria 8 10685,46065 1335,68258 0,0003
Fungo 1 86560,07407 86560,07407 <,0001
Bactéria*Fungo 8 12014,15509 1501,76939 0,0001
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Tabela 5. Resumo da andlise de variancia para os dados de massa seca da parte aérea
(MSPA) de sabia aos 110 dias ap6s plantio (DAP) inoculadas com Burkholderia sabiae (BR
3405) e co-inoculadas com BR 3405 + mycorriza helper bacteria (MHB) na presenca e
auséncia de fungos micorrizicos arbusculares (FMA).

MSPA
FONTE DE GRAUS DE SOMA DE QUADRADO

VARIACAO LIBERDADE QUADRADOS MEDIO F
Bactéria 8 25,2657750 3,1582219 0,7070
Fungo 1 475,2006685 475,206685 <,0001
Bactéria*Fungo 8 48,8119398 6,1014925 0,2715
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Tabela 6. Resumo da andlise de variancia para os dados de nitrogénio acumulado (Nac) de
sabia aos 110 dias apés plantio (DAP) inoculadas com Burkholderia sabiae (BR 3405) e co-
inoculadas com BR 3405 + mycorriza helper bacteria (MHB) na presenca e auséncia de fungos
micorrizicos arbusculares (FMA).

Nac
FONTE DE GRAUS DE SOMA DE QUADRADO =
VARIACAO LIBERDADE QUADRADOS MEDIO
Bactéria 8 1136,7251 3282,5030 0,2338
Fungo 1 26260,0237 231597,8864 <,0001
Bactéria*Fungo 8 25037,3013 3129,6627 0,2622

84



Tabela 7. Resumo da andlise de variancia para os dados de massa seca da raiz (MSR) de
sabia aos 110 dias apoés plantio (DAP) inoculadas com Burkholderia sabiae (BR 3405) e co-
inoculadas com BR 3405 + mycorriza helper bacteria (MHB) na presenca e auséncia de fungos
micorrizicos arbusculares (FMA).

MSR
FONTE DE GRAUS DE SOMA DE QUADRADO =
VARIACAO LIBERDADE QUADRADOS MEDIO
Bactéria 8 1,83276667 0,22909583 0,3281
Fungo 1 10,95300741 10,95300741 <,0001
Bactéria*Fungo 8 1,51129259 0,18891157 0,4621
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Tabela 8. Resumo da analise de variancia para os dados de massa seca da raiz pela massa
seca as parte aérea (MSR/MSPA) de sabid aos 110 dias apds (DAP) inoculadas com
Burkholderia sabiae (BR 3405) e co-inoculadas com BR 3405 + mycorriza helper bacteria

(MHB) na presenca e auséncia de fungos micorrizicos arbusculares (FMA).

MSR/MSPA
FONTE DE GRAUS DE SOMA DE QUADRADO =
VARIACAO LIBERDADE QUADRADOS MEDIO
Bactéria 8 0,63697037 0,07962130 0,2914
Fungo 1 0,58697963 0,58697963 0,0042
Bactéria*Fungo 8 0,70037037 0,08754630 0,2332
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Tabela 9. Resumo da analise de variancia para os dados de colonizacdo radicular (ColR) de
sabia aos 110 dias apés plantio (DAP) inoculadas com Burkholderia sabiae (BR 3405) e co-
inoculadas com BR 3405 + mycorriza helper bacteria (MHB) na presenca e auséncia de fungos
micorrizicos arbusculares (FMA).

ColR
FONTE DE GRAUS DE SOMA DE QUADRADO =
VARIACAO LIBERDADE QUADRADOS MEDIO
Bactéria 8 733,33333 91,66667 0,6717
Fungo 1 96266,66667 96266,66667 <,0001
Bactéria*Fungo 8 733,33333 91,66667 0,6717
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