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Resumo do Projeto

A familia Leguminosae compreende um imensa variedade de espéecies que formam
simbiose com fungos micorrizicos arbusculares (FMAS) e, em sua grande maioria, com
bactérias fixadoras de nitrogénio. Dentro desse quadro se encaixa o grupo de Pitadenia que
engloba os géneros: Mimosa, Piptadenia, Parapiptadenia, Anadenathera, Pseudopiptadenia,
Microlobius, Stryphnodendron e Adenopia, compreendendo mais de 500 espécies, sendo que
a maioria delas € encontrada no novo mundo, em especial no Brasil. Seus habitos variam
desde espécies herbaceas até arbdreas e se desenvolvem em areas alagadas, secas, campos de
altitude, cerrado entre outros ecossistemas. Sao bem conhecidas e utilizadas na reabilitacdo de
solos degradados por sua agressividade e capacidade de se desenvolver nas mais adversas
condicGes edéaficas. Resultados indicam que em algumas espécies desse grupo sé nodulariam
com a presenca de fungos micorrizicos. As leguminosas usam para a realizacdo dessas duas
simbioses mecanismos moleculares muito similares e algumas dessas espécies de leguminosas
nativas da subfamilia Mimosoideae mostram habilidades atipicas e com alto potencial de
exploracdo evolucionaria entre as duas simbioses. O objetivo deste trabalho é investigar e
confirmar essa dependéncia da presenca de fungos micorrizicos arbusculares para a nodulacao
e fixacdo bioldgica de nitrogénio em espécies do grupo de Piptadenia noduladas por

Burkholderia sp. sob condigdes controladas.

Palavras-Chave:

Dependéncia micorrizica, nodulagdo, Burkholderia, fixacéo bioldgica de nitrogénio, fungos

micorrizicos arbusculares
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Abstract

Leguminosae comprises a wide variety of species that form symbiosis with mycorrhizal fungi
(AMF), and mostly with nitrogen fixing bacteria. Within this frame fits the group Pitadenia
encompassing genres: Mimosa , Piptadenia , Parapiptadenia , Anadenathera
Pseudopiptadenia , Microlobius , Stryphnodendron and Adenopia , comprising over 500
species, of which most are found in the New World , especially in Brazil . Their habits vary
from tree and herbaceous species to thrive in flooded, dry, high altitude grasslands , savanna
ecosystems among other areas . Are well known and used in the rehabilitation of degraded
soils by their aggressiveness and ability to grow under adverse soil conditions. Results
indicate that in some species of this group only nodulated with the presence of mycorrhizal
fungi. Legumes use for the realization of these two symbioses very similar molecular
mechanisms and some of leguminous species from the subfamily Mimosoideae show atypical
and high potential exploration of evolutionary symbiosis between the two skills. The
objective of this work is to investigate and confirm this dependence of the presence of
arbuscular mycorrhizal fungi for nodulation and nitrogen fixation in species group Piptadenia
nodulated by Burkholderia sp . under controlled conditions .

Keywords:

Mycorrhizal dependency , nodulation , Burkholderia , biological nitrogen fixation |,
mycorrhizal fungi
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INTRODUCAO

Muitos estudos evidenciam a grande diversidade de plantas da familia Leguminosae
no territorio brasileiro. Esta familia botanica esta entre as mais ricas em espécies em biomas
brasileiros como a Amazonia e a Mata Atlantica (DUCKE, 1949; BLACK et al., 1950;
PRANCE et al., 1976 citados por MOREIRA et al., 1992)

Muitas delas se associam a micro-organismos fixadores de nitrogénio e fungos
micorrizicos arbusculares (FMAs) (de FARIA 1987a, 1987b, 1989, 2010; CARNEIRO et al.,
1998), os dois principais micro-organismos simbiontes de plantas terrestres. O estudo desta
diversidade proporcionou a descoberta de novas espécies de micro-organismos (MOULIN et
al.,2001; CHEN et al., 2003) e de novos mecanismos de infeccdo das plantas por rizébios (de
FARIA et al., 1984)

Virtualmente todas as angiospermas, incluindo as leguminosas, formam associagdes
simbioticas com FMAs, ja a fixacdo bioldgica de nitrogénio é somente conhecida dentro do
clado | Eurosid nas angiospermas com dois principais tipos: as leguminosas, que apareceram
ha cerca 59 milhdes de anos, e as actinorrizas, associadas com actinobactérias. A distribuicéo
dessa simbiose entre certos tdxons de Rosales, Fagales e Curcubitales aparentemente tem
cerca de 70 Ma (SPRENT, 2009).

Sabe-se de longa data que existem interacdes entre as simbioses de leguminosas com
rizobios e com FMAs (SPRENT, 2009) e algumas espécies de leguminosas nativas da
subfamilia Mimosoideae mostram habilidades atipicas e com alto potencial de exploracdo
evolucionéria entre as duas simbioses. Também ja foi relatado na literatura que a
micorrizacdo pode contribuir para fixacdo bioldgica de nitrogénio e sua capitacdo do solo
(BAREA et al., 1987)

Recentemente, descobriu-se que as legumionosas Piptadenia gonoacantha e
Piptadenia paniculata, ambas nativas da mata atlantica (CARVALHO, 2004; disponivel em:
flora.ipe.org.br/sp/97?pdf=1), ndo nodulavam em vasos com solo e areia como substrato
guando ndo eram inoculadas com FMAs (JESUS, 2005). Estudos prévios em vasos de
Leonard ndo foram bem sucedidos na selecdo estirpes para algumas espécies do grupo

Piptadenia. Em vasos com solo, foi possivel observar que a nodula¢do ocorria somente
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quando a planta era inoculada com FMAs. As plantas inoculadas com rizébios e FMAs foram
as Unicas que nodularam e apresentaram crescimento significativamente superior ao daquelas
inoculadas apenas com rizobios. Outros experimentos realizados com espécies aparentadas,
todas pertencentes ao grupo Piptadenia (e.g., Anadenanthera), apresentaram resultados
similares (dados ndo publicados), indicando este grupo como um grupo com potencial para
estudos da interacdo tripartite leguminosa - rizébio - FMA.

Este projeto foi concebido no intuito de esclarecer e confirmar essa associagio
simbidtica no grupo de Piptadenia e possibilitar estudos posteriores sobre quais outros

processos estdo envolvidos nessa especifica simbiose entre Burkholderia spp. e espécies desse

grupo.

REFERENCIAL TEORICO

1. FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES (FMAs)
Os FMAs (filo Glomeromycota) sdo organismos biotréficos obrigatorios abundantes

em solos e ocorrem de forma quase que generalizada na maioria dos ecossistemas vegetais
terrestres (BECARD & PICHE 1989; FITTER et al., 2011). Sdo eles os simbiontes mais
comuns dentre 0s vegetais superiores, estabelecendo com eles simbioses denominadas
“micorrizas”, com aproximadamente 80% das plantas tendo a capacidade de estabelecer essa
associacdo, sendo ausente em plantas de origem mais recente (SMITH & READ 1997 e 2008,
MOREIRA & SIQUEIRA, 2006, SCHUSSLER et al 2001).

Devido a sua ampla representatividade no ecossistema, os FMAs podem representar
quase 50% da biomassa microbiana (OLSSON et al., 1999). Os comprimento das hifas que
ligam as plantas pode ser superiores a 100 metros por centimetro ctbico de solo (MILLER et
al., 1995), especializadas em absorver nutrientes e dgua. A micorriza se torna, com isso, a
associacdo mais importante entre micro-organismos e plantas (WANG & QIU, 2006) e,
consequentemente, o principal dreno de fotoassimilados (MORTIMER et al., 2008). O fungo
pode drenar aproximadamente 20% dos fotoassimilados produzidos pela plantas (cerca de 5
bilhdes de toneladas de carbono por ano) (BAGO et al., 2000).

Depois de formada a simbiose, o fungo promove trocas de fotoassimilados com o
vegetal para completar seu ciclo de vida, enquanto seu hospedeiro recebera dgua e nutrientes
inorganicos absorvidos do solo, especialmente aqueles que apresentam baixa mobilidade,
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como o fosforo e zinco, como consequéncia do aumento do volume de solo explorado, da
maior longevidade das raizes, resisténcia ao estresse hidrico e da protecdo contra ataque de
patégenos (SMITH & READ, 1997). A capacidade de acessar recursos naturais além do
sistema radicular faz com que o vegetal ganhe uma maior capacidade de competicdo em um
ecossistema, contribuindo para a manutencédo da biodiversidade vegetal.

Estes fungos podem alterar a produtividade e a competitividade das plantas no
ecossistema além de aumentar a diversificacdo dentro ecossistemas vegetais terrestres. Sua
presenca no solo também tem sido relacionada a aumentos de produtividade em sistemas
agricolas (ABD-ALLA et al., 2014). Os fungos apresentam uma eficiéncia variavel com a
alternancia de hospedeiros e do ambiente edafico devido a uma ampla diversidade genética
intrinseca (BRUNDRETT, 1991). H& anos, tem sido comprovado que a inoculagéo de estirpes
selecionadas de FMAs proporciona ganhos de producdo consideraveis em condicdes
controladas e de campo (SIEVERDING, 1991; van der HEIJDEN, et al. 1998).

Esses ganhos proporcionados pelo fungo podem mudar entre diferentes isolados da
mesma espécie de fungo, bem como pode mudar com diferentes espécies de fungos
micorrizicos (CALDEIRA et al., 1997). Esses fungos possuem uma grande importancia para
0S ecossistemas tropicais por se estabelecerem em condigdes ambientais adversas (FRANCO
et al., 1995), pois, de acordo com PARNISKE (2008), a colonizacdo micorrizica € reduzida
em ambientes com alta fertilidade.

A formacdo dessa simbiose tem seu funcionamento ligado a fatores externos, como a
disponibilidade de fésforo, o pH, o nivel de fertilidade do solo, fatores fisicos como
umidade/aeracdo, devido a seu carater aerdbico, luminosidade e temperatura; interacBes entre
FMAs e outros organismos do solo; aplicacdo de agrotoxicos; manejo do solo e de culturas;
fatores inerentes a planta hospedeira como a compatibilidade desta com o isolado e o grau de
dependéncia micorrizica (grau de micotrofismo da espécie hospedeira) (SIQUEIRA &
SAGGIN, 2001; MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).

O estabelecimento da simbiose tem inicio a partir da troca de sinais, que se inicia com
0 contato fisico entre os simbiontes, seguida da exsudacdo de compostos capazes de estimular
a ramificacdo das hifas esporofiticas que entram em contato com a raiz. Essas hifas
diferenciam-se em apressorios na superficie da raiz e colonizam o tecido cortical, tanto

intercelular quanto intracelularmente. No cortex, algumas hifas intracelulares diferenciam-se



em arbdsculos, estruturas responsaveis pela troca de metabolitos entre os simbiontes
(BONFANTE-FASOLO, 1984; SIQUEIRA, 2010).

Os fungos micorrizicos depois de estabelecidos exercem uma grande fungéo ecoldgica
em habitats ocupados pelas plantas, exercendo uma influéncia sobre a composicdo da
biodiversidade (FRANCIS & READ, 1995), tendo uma importancia sobre a sobrevivéncia e o
funcionamento das comunidades de plantas e ecossistemas (RODRIGUEZ et al., 2004).
Alguns estudos sobre comunidades levantaram a questdo sobre a determinante influencia do
fungo micorrizico na biodiversidade vegetal devido a um beneficio que o fungo tras, onde ele
permite uma maior competicdo por recursos naturais, evitando, assim, o predominio de uma
Unica espécie (van der HEIJDEN et al., 1998). Essa dominancia ocorre em maior frequéncia
em ambientes com seus recursos limitados, como acontece com o fosforo (Flores-Aylas et
al.,2003). Assim que a micorriza se estabelece, os beneficios gerados pela simbiose podem
variar entre as diferentes espécies de fungos e plantas, desde uma promiscuidade restrita a
generalista (POUYU-ROJAS et al.,2006).

A selecdo de fungos micorrizicos se faz necessaria para assim promover uma melhor
simbiose micorrizica. A selecdo traz beneficios como: aumentar a produtividade das plantas;
facilitar a recuperacgdo de areas degradadas; reduzir o uso de insumos quimicos; melhoria das
condicBes para producdo de inoculantes ao se trabalhar com um nimero de espécies menor e
mais eficiente e, assim, contribuir para alcancar uma agricultura mais sustentavel e menos
dependente de insumos manufaturados.

Nos recentes achados, o fungo micorrizico tem tomado um lugar de destaque em
aspectos ecoldgicos. Embora toda sua importancia ainda seja sobre aspectos nutricionais, 0
papel multifuncional que esse simbionte desempenha nos ecossistemas terrestres é agora
reconhecido como sendo também importante (RODRIGUEZ et al., 2004).

2. ENDOSSIMBIONTES

Existe na superficie e no citoplasma dos fungos micorrizicos uma variedade de micro-
organismos que interferem de diferentes formas em seu metabolismo, tanto na germinagao, na
assimilacdo de nutrientes, na pré-germinacdo dos esporos ou na colonizacdo das raizes
(AZCON et al, 1986; GRYNDLER et al, 1995, BIANCIOTTO et al. 1996, REQUENA et al,



1997, DESIRO et al.,2013). Esses microrganismos s&o denominados como ajudantes de vida
livre (free-living helpers) (FREY-KLETT et al., 2007).

A coexisténcia desses fungos com micro-organismos edaficos e sua interacdo com 0s
vegetais seguem duas linhas de raciocinio (SIQUEIRA, 2010). A primeira linha considera o
exemplo do fungo ectomicorrizico Laccaria bicolor, que possui uma biota flutuante de
bactérias do género Pseudomonas que diferem entre si dependendo do ambiente (Bertaux et
al., 2005). A segunda linha seria um caso de coevolugdo como supostamente teria acontecido
entre o fungo micorrizico arbuscular Gigaspora margarita e a bactéria Candidatus
Glomeribacter gigasporarum (BIANCIOTTO et al., 2004).

Em 1970 com Mosse comecaram estudos em fungos micorrizicos com
endossimbiontes. Os estudos se iniciaram baseados em observacGes feitas através de
microscopia eletronica. A partir disso, descobriu-se que o citoplasma de um esporo é mais
complexo do que se imaginava e que ele aporta endossimbiontes com caracteristicas
morfolégicas, ciclos de vida diferentes e diferente localizagdo no citoplasma do esporo
(DESIRO et al., 2013). Dois tipos de micro-organismos sdo conhecidos: a primeira
Candidatus Glomeribacter gigasporarum (CaGg), tem forma de bastonete gram-negativo e
pertence a classe B-Proteobacteria (BONFANTE et al., 1994), estd presente em Vvarias
espécies da familia Gigasporaceae (BIANCIOTTO et al, 2003, DESIRO et al., 2013); a
segunda é uma endobactéria denominada bacteria-like organisms (BLOs) e sdo cocos gram-
positivos, (SCANNERINI & BONFANTE, 1991, DESIRO et al.,2013), recentemente
classificados em um taxon relacionado com Mollicutes (MRE) e que possui uma ampla
distribuicdo dentro do filo Glomeromycota (NAUMANN et al., 2010).

A enbobactéria Candidatus Glomeribacter gigasporarum tem sido estudada com mais
detalhes. No genoma dessa bactéria foi encontrado um mosaico de genes determinantes que
atribuem a essa endobactéria caracteristicas simbidticas, saprofiticas e patogénicas
(GHIGNONE et al, 2012). Em um estudo desenvolvido por LUMINI et al., (2007), a partir
de um filiag&o de fungos, ele comprovou que a bactéria pode sofrer uma diluicdo e ser retirada
do sistema com o passar das geracOes, a partir da quinta o fungo estaria estéril. Porém, a
eliminacdo da bactéria provoca uma série de reflexos no comportamento fisioldgico do fungo

micorrizico alterando por exemplo seu desenvolvimento e a ramificacdo das hifas.



A grande barreira no estudo de "Candidatus Glomeribacter gigasporarum™ consiste no
fato de que essa bactéria ndo crescer em meios de cultura, isolada do envoltério fornecido
pelo Gigaspora margarita (JARGEAT et al, 2004). A forma como ela foi adquirida pelo
fungo, o mecanismo evolutivo paralelo e a distin¢do entre um endossimbionte ciclico e um
permanente, ainda ndo estéo claras. Existem duas possibilidades: a primeira seria que o fungo
assimilou a bactéria que estaria presente em sua rizosfera e, assim, foi transmitida
verticalmente através das geracdes; a segunda seria que a associacao entre o fungo e uma
bactéria de vida livre simplesmente evoluiu de temporaria para permanente (SANDERS,
1999).

Esses achados abrem portas para a possivel domesticacdo das bactérias pelos fungos
que estdo em constante evolucdo tanto na diversidade e taxonomia principalmente nas regides
tropicais. Essas relagcBes simbidticas intracelulares envolvem grandes questfes sobre a
aquisicdo, a dinamica e a relacdo evolutiva entre o simbionte e o hospedeiro (FUTUYMA et
al. 1983), o que nos leva a discutir sobre sua dependéncia e quais seriam as funcdes

ecoldgicas dessas bactérias.

3. BACTERIAS FIXADORAS DE NITROGENIO
A simbiose entre as bactérias fixadoras de nitrogénio e leguminosas é a principal

forma de entrada de nitrogénio em ambientes naturais. Além disso, € a forma agrondmica
mais barata e eficaz para assegurar um suprimento adequado de nitrogénio as plantas,
evitando a aplicacdo de fertilizantes nitrogenados e o risco do seu uso (MIA &
SHAMSUDDIN, 2010).

A Fixacdo Bioldgica do Nitrogénio é o aprisionamento de nitrogénio atmosférico e sua
remodelagem em uma forma assimilavel para a planta (BROUGHTON et al., 2006; MARIN
et al., 2007), promovida por micro-organismos simbiontes ou de vida livre, conhecidos como
dizotroficos ou fixadores de nitrogénio. S&o individuos procariotos e utilizam para a fixacéo a
enzima conhecida como nitrogenase (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). Essa enzima é
sensivel ao oxigénio, que pode inativa-la irreversivelmente. Essa reagéo é endergonica, isto &,
a energia € necessaria para que ela ocorra em sistemas biologicos, essa energia é fornecida na
forma de ATP (YOUNG, 1996).



O inicio da simbiose ocorre através de uma emissdo de sinais quimicos. As raizes das
plantas excretam flavonoides que ativam expressao de genes reguladores da nodulacéo (Perret
et al.,2000). O complexo Nod-flavonoides ird interagir com uma regido promotora
conservada (Nod boxes) localizada apds os genes Nod no genoma da bactéria. Em seguida,
ocorrera a transcri¢cdo dos genes nod e sua expressdo levard a sintese e liberacdo dos fatores
de Nod (Lipo-quito-oligossacarideos) (BROUGHTON et al., 2006) que possuem um papel
chave no processo inicial da nodulagdo (LONG,1996; ALBRECHT et al.,1999). Apds o
reconhecimento entre a bactéria e seu hospedeiro ocorre a formacéo do corddo de infeccao,
pelo qual penetram os rizbios que se instalam no cortex radicular onde ja se iniciou o
processo de divisdo celular para a formacdo do nédulo. Algumas espécies primitivas tem o
cordéo infeccioso e persistente, dessa forma ele nédo libera bactérias no interior da célula, e a
penetracdo pode ocorrer por fissuras nas raizes, ao invés de ser por um corddo de infeccdo
(FARIA et al., 1986). Hoje ja é conhecido que durante a colonizacdo dessas bactérias nem o
processo de infeccdo via pélos radiculares, nem a liberagdo de fatores de nodulagdo séo
estagios obrigatorios para o estabelecimento da simbiose com leguminosas (Sprent 20009,
Giraud at al 2007). Essa simbiose, depois de estabelecida, pode dar origem a nodulos efetivos,
sendo classificada como simbiose mutualistica ou pode dar origem a ndodulos inefetivos,
sendo, entdo, classificada como parasitica (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).

A FBN néo é um processo realizado constantemente pelos organismos fixadores, mas
ocorre apenas quando for insuficiente a concentracdo de nitrogénio fixado, pois o gasto de
energia para FBN é alto. Além disso, esse processo s6 pode ocorrer quando a concentracdo
de O for baixa, pois este pode inativar a nitrogenase (GONCALVES, 1999; OLIVEIRA,
2011).

Dentre as Leguminosas descritas, uma pequena fracdo foi estudada quanto a sua
capacidade de nodulacdo. Nos ultimos anos ocorreram inumeras descricbes de simbiontes
provenientes de regides tropicais e esses estudos revelaram a existéncia de enorme
diversidade de simbiontes. Até o ano 2000, acreditava-se que as estirpes capazes promover a
nodulacdo em leguminosas eram apenas membros das alfaproteobactérias. Porem, MOULIN
et al . (2001) e CHEN et al. (2001) descobriram em nodulos de leguminosas tropicais
bactérias dos géneros Burkholderia e Ralstonia (posteriormente reclassificada como

Cupriavidus), que pertencem a classe 3-Proteobacteria.



A partir deste ponto houve um numero crescente de estudos que constataram novas
estirpes noduliferas pertencentes a classe das beta-proteobactérias (CHEN et al., 2003;
BARRETT & PARKER, 2005). A maioria destes estudos foi realizado em leguminosas
tropicais, sugerindo assim que a diversidade atual de bactérias noduliferas para leguminosas €
largamente subestimada. Esta nova descoberta é principalmente importante para o género
Burkholderia, pois parecer ser bastante especifico para espécies do grupo das Piptadenias
(BOUNAUD, 2012).

4. AINTERACAO TRIPARTITE BACTERIA x LEGUMINOSAS x FUNGO
MICORRIZICO ARBUSCULAR

Estudos determinaram que a interacdo micorrizica tenha cerca 400 Ma (BONFANTE
& GENRE, 2008). A nodulacdo tem data mais recente, surgindo ha cerca de 59 Ma atras
(GENRE et al., 2005, BONFANTE & ANCA, 2009, MARKMANN & PARNISKE, 2009,
KISTNER & PARNISKE, 2002, SPRENT, 2009).

A simbiose que entre a bactéria e a leguminosa capaz de fazer a Fixacdo Biologica de
nitrogénio esta restrita a um pequeno grupo de plantas, limitadas a quatro ordens (Fagales,
Fabales, Rosales e Cucurbitales), é capaz de fixar o nitrogénio através de nddulos formados
em associacdo com bactérias. Este grupo compreende a maior parte das 20.000 espécies de
leguminosas e algumas espécies do género Parasponia (Cannabaceae) capazes de interagir
com Alfa-proteobactérias e Beta-protobactérias (MOULIN et al.,, 2001), chamados
coletivamente rizébios. Outro grupo sdo as plantas actinorrizicas com 280 espécies capazes de
interagir com actinobactérias filamentosas Gram-positivas do género Frankia (VESSEY et
al., 2005; PERRINE-WALKER et al.,2011).

A simbiose entre o fungo e a planta que gera a micorriza arbuscular possui um fato
interessante, que é encontrar dentro dessa simbiose 200 mil plantas sendo colonizadas por um
pouco mais de 215 espécies de fungos micorrizicos, que sdo distribuidos em dezenove
géneros, treze familias e quatro ordens (SIQUEIRA, 2010). Analises moleculares concluiram
gue uma mesma espécie de planta pode ser colonizada por 20 espécies diferentes de Fungos
(FITTER, 2005).

E possivel que pequenas diferencas manifestadas na restricio destes parceiros
contribuam para reduzida diversidade dos fungos, em comparagdo com a ampla diversidade
de espécies hospedeiras. Considerando ser o habito micotr6fico comum nas plantas tropicais,

diferenciando a forma de colonizagéo radicular (VOETS et al, 2006), poucas combinagdes
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fungo-planta foram estudadas, razdo pela qual as micorrizas arbusculares séo consideradas
sem especificidade hospedeira. Mas ja existem relatos que a taxa de micorrizacdo teria sido
diferente entre algumas espécies testadas (LAND et al., 1993; GOMIDE et al., 2009)

A proximidade entre Bactérias fixadoras de Nitrogénio e os Fungos Micorrizicos
Arbusculares se inicia de uma forma geral ja pelo grande beneficiamento da bactéria na
presenca do fungo micorrizico, tendo a habilidade de proporcionar um aumento na fixacéo
(FOUGNIES et al., 2006). O processo de fixacdo bioldgica de nitrogénio exige uma grande
demanda de energia, que é fornecida pela planta para bactéria na forma de ATP. A grande
deficiéncia de fésforo em solos tropicais é limitante para 0 maximo desenvolvimento da
simbiose. A micorriza tem o papel de melhorar a absorcdo desse nutriente. Existe também o
efeito produzido pela presenca da bactéria na rizosfera, causando um aumento na
micorrizacdo (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006, AMES & BETHLENFALVAY, 1987;
AZCON et al.,1991; BOUNAUD, 2012).

A ligacéo entre as duas formas de simbiose fica evidente pela concentracdo de fésforo
encontrado nos nodulos ser superior em trés vezes aquela de outros 6rgdos (VADEZ, 1997).
Esta ligacdo também se atribui ao nimero de genes e exsudatos radiculares que as simbioses
compartilham em seu estabelecimento. Essas evidéncias levantam a hipoOtese de que as
simbioses formadas com espécies da familia das leguminosas citadas possam ter sido
herdadas de fungos micorrizicos. Ja que se trata de duas formas de simbiose que surgiram em

épocas distintas.

Existem uma grande intercessao entre as simbioses, de modo que elas compartilham
similaridades nas etapas pré simbidtica e simbidtica a nivel genético, como no
reconhecimento dos sinais quimicos com o gene SYMRK (SPRENT, 2009; STRACKE et al.,
2002); o gene posterior DMI1, que codifica um canal de cations putativo envolvido na
oscilagio da concentragdo de Ca*? (ENDRE et al.,2002); e o gene DMI3 que codifica
quinases de proteinas dependentes de célcio e calmodulina de localizagdo nuclear
(LAMBALIS, 2006). Outra similaridade é o gene CYCLOPS, que atua na rota de sinalizacéo
das simbioses, promovendo barreiras para a formacdo de arbdsculos e do corddo de infeccéo
em mutantes desse gene (PARNISKE, 2008).

A evidéncia mais convincente de que as simbioses com rizobios e FMAS possuem

etapas em comum sdo os estudos feitos com leguminosas mutantes. Estes estudos mostram
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que leguminosas que perderam sua capacidade de nodulacdo tiveram o estabelecimento da
simbiose com FMAs interrompido em diferentes etapas, dependendo do gene afetado
(GIANINAZZI-PEARSON, 1996). Em um dos fenétipos mutantes (Myc™), a diferenciacio
da hifa em apressorio ocorreu normalmente, porém sem a penetracdo das hifas nas raizes. Em
outro fen6tipo ocorreram a penetracéo e a colonizagao das raizes pelas hifas, porém sem a sua
diferenciacdo em arbusculos (GINANAZZI-PEARSON, 1996). Adicionalmente, genes
expressos especificamente no nddulo, conhecidos como genes NOD e ENOD, e que
controlam processos como a organogénese, a invasdo do nodulo pelas bactérias e, também,
seu funcionamento, foram demonstrados como sendo expressos em plantas infectadas por
FMAs (GIANINAZZI-PEARSON, 1996; FRULING et al., 1997; ALBRECHT et al., 1999).

Outro fator que pode impedir a formacéo das simbioses seria o fator nutricional. Com
a disponibilidade de N e P em altos niveis, a planta regulara negativamente para ambos 0s
casos (SIQUEIRA et al, 2010; OLIVEIRA JUNIOR, 2011). Esses niveis tanto de N quanto de
P, quando elevados, poderdo suprimir a simbiose. Esse fator nutricional ird variar observando
que os valores 6timos para a ocorréncia da simbiose em relacdo da leguminosa quanto do
FMA ou do rizébio. Existe um controle chamado de autorregulacdo que funciona com o
objetivo de evitar uma nodulacdo excessiva por parte da bactéria, cada nddulo formado ird

suprimir sistemicamente a formac&o de outros nédulos.

A compatibilidade funcional entre a bactéria e 0 FMA ¢é um fator que pode modificar
também a eficiéncia da simbiose, pois a combinacao feita entre 0 FMA e a estirpe inoculada
poderd reduzir ou aumentar a eficiéncia de determinada estirpe (SIQUEIRA et al, 2010,
BOUNAUD, 2012). Isso fica evidenciado no trabalho feito pelos autores THIAGARAJEN &
AHMAD (1993), onde 0 FMA torna as estirpes inoculadas mais eficientes na competicao pelo
sitio de infeccdo com as estirpes nativas do solo, tornando maior a presenca da estirpe

inoculada na ocupacéo dos nédulos.

As propriedades fisicas do solo podem afetar a simbiose, reduzindo a colonizacao pelo
FMA e também geram uma queda na eficiéncia da fixacdo biolégica de nitrogénio. Essa
influéncia negativa variara de espécie para espécie, tanto de leguminosa como de FMA ou
rizobio. A classe de solo e a textura sdo algumas das caracteristicas edaficas que podem
influenciar na simbiose tripartite (SIQUEIRA et al, 2010).
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Devido a todos os beneficios gerados, a perfeita combinacdo torna possivel manter a
biodiversidade encontrada entre 0s vegetais. E faz a natureza ser autossustentavel quando em
perfeito equilibrio. Com a exploracdo excessiva dos recursos naturais feita pelo homem torna
mais importante o estudo dessas formas de simbiose. Para evitar que se percam as areas ja
exploradas e consequente ocorrera uma melhora nas técnicas de recuperagdo dessas areas,
sendo assim mais eficientes e rapidas, com a intencdo de manter o planeta ainda funcionando

com salde.

OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi investigar e confirmar a dependéncia da presenca de fungos
micorrizicos arbusculares para a nodulacdo e fixacdo bioldgica de nitrogénio em espécies do
grupo de Piptadenia noduladas por Burkholderia spp. sob condig¢des controladas.

METODOLOGIA

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo localizada na Embrapa
Agrobiologia, Seropédica/RJ. Foram feitos quatros experimentos com leguminosas de habitos
diferentes: Piptadenia gonoacantha, uma arbérea, e Mimosa pudica, uma escandente. As
sementes de P. gonoacantha foram adquiridas do viveiro florestal da Prefeitura do estado do
Rio de Janeiro localizado em Guaratiba. As semente da espécie Mimosa pudica foram

coletadas em individuos localizados na area da Embrapa Agrobiologia.

Preparo do indculo
As estirpes BR4802, BR4812, BSP1, BR3510 e BR3486, previamente selecionadas

com base na descri¢do dos hospedeiros, foram crescidas por dois dias em meio TY liquido, a

28°C e 150 RPM. Apos esse periodo, as culturas foram centrifugadas, a 10000 rpm e a 4°C,
por 10 minutos. O pellet foi ressuspendido em uma solug@o de 10 mM de sulfato de manganés
(MgS04.7H20). Essa etapa de centrifugagdo foi repetida por 3 vezes. A densidade otica das
estirpes foi ajustada para 1.0, correspondendo a, aproximadamente, 108 células por mililitro.
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Extracdo dos Glomerosporos:

Os ino6culos de FMA foram obtidos da Colecdo de Fungos Micorrizicos Arbusculares
da Embrapa Agrobiologia (COFMEA). Trés espécies foram selecionadas: Gigaspora
margarita, Dentiscutata heterogama e Rhiziphagus clarum.

A extracdo dos glomerosporos seguiu 0s passos descritos segundo a metodologia de
peneiramento umido (Gedermann & Nicolson, 1963) e centrifugacdo com sacarose (Daniels
& Skipper, 1982). Estes foram separados em placa Petri com o auxilio de uma lupa

estereoscopica e verificada a pureza dos indculos.

A aplicacdo dos esporos no experimento foi feita através de uma dilui¢do dos esporos
extraidos em &gua destilada. Onde foi padronizada uma quantidade de 50 esporos por ml. Foi
aplicado 1ml dessa solugdo em cada vaso.

Desinfestacdo dos Glomerosporos:
A desinfestacdo dos Glomerosporos seguiu a metodologia descrita por Colozzi-filho

(1994), que se utiliza de uma solucdo de hipoclorito de sédio 1%, por 12 minutos, com
posterior lavagem com &gua destilada. Os esporos desinfestados foram mantidos por uma

semana em placas com meio 79 (Vincent, 1970) para verificar a eficiéncia da desinfestacéo.
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Figura 1. Glomerosporo desinfestado superficial com Hipoclorito de sodio a 1%

Sementes:
As sementes receberam tratamentos diferenciados para a melhor germinagdo. A

espécie Mimosa pudica exigiu imersdo das sementes em acido sulfarico 98% por 15 minutos
para a quebra de dorméncia. As sementes de Piptadenia gonoacantha ndo passaram por esse

tratamento pela auséncia de dorméncia tegumentar.

As sementes de ambas as espécies passaram por um tratamento de desinfestacdo
superficial com perdxido de hidrogénio 30%, por 2 minutos, sendo, posteriormente,

germinadas em placas de petri com papel filtro e algod&o durante quatro dias.

Experimentos de casa-de-vegetacdo

1° Experimento
O experimento foi montado com a espécie Piptadenia gonoacantha, no delineamento

inteiramente casualizado, com nove tratamentos e quatro repeticdes. O experimento foi
composto de tratamentos inoculados com uma espécie de fungos micorrizico, com as estirpes
de bactérias e com uma combinagédo entre os dois micro-organismos (fungo micorrizico +
estirpes). Alem desses, foram inseridos os controles, a saber, uma testemunha absoluta e uma

testemunha nitrogenada.
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Assim, os tratamentos foram:

Inoculagdo com a estirpe BR4802

Inoculagdo com a estirpe BR4812

Inoculacdo com Gigaspora margarita ndo esterilizado
Inoculacdo com Gigaspora margarita

Inoculagdo com Gigaspora margarita e com a estirpe BR4802
Inoculagdo com Gigaspora margarita e com a estirpe BR4812
Inoculagdo com Gigaspora margarita tratado

Testemunha Absoluta

© © N o g k~ w DN E

Testemunha Nitrogenada

Onde BR4802 e BR4812 sdo as estirpes de Burkolderia sp. O fungo micorrizico
utilizado foi o Gigaspora Margarita W.N. Becker & I.R. Hall (Gig.marg).

O experimento foi montado em casa de vegetacdo em vasos de Magenta contendo areia e
vermiculita estéreis na proporcdo 1:1 (v:v) e solugdo nutritiva da Franca livre de nitrogénio
(anexo), utilizando a espécie Piptadenia gonoacantha. As sementes foram inoculadas com 108
células de cada estirpe de bactéria e com os fungos micorrizicos. Os controles nitrogenados
receberam, até o final do experimento, 100mg de N/planta de solucdo de nitrato de aménio. O

experimento foi coletado 120 dias apds a semeadura.

2° Experimento
O experimento foi montado com a espécie Piptadenia gonoacantha, no delineamento

inteiramente casualizado, com onze tratamentos e quatro repeticbes. O experimento foi
composto de tratamentos inoculados com fungo micorrizico, com as estirpes de bactérias e
com uma combinacgdo entre os dois micro-organismos (fungo micorrizico + estirpes). Alem
desses, foram inseridas varios controles, a saber, uma testemunha absoluta, uma testemunha

nitrogenada, e testemunha nitrogenada com FMA.
Assim, os tratamentos foram:

1. Inoculagdo com a estirpe BR4802

2. Inoculagéo com a estirpe BR4812
15



Inoculagdo com Gigaspora margarita e com a estirpe BR4802
Inoculagdo com Gigaspora margarita e com a estirpe BR4812
Inoculacdo com Gigaspora margarita ndo esterilizado
Inoculacdo com Gigaspora margarita

Inoculagdo com Gigaspora margarita tratado

Inoculagdo com Gigaspora margarita tratado e Gigaspora margarita ndo tratado

© © N o 0 bk~ o

Testemunha Nitrogenada
10. Inoculacdo com Gigaspora margarita e adicdo de N mineral

11. Testemunha Absoluta

Onde BR4802 e BR4812 séo as estirpes de Burkolderia sp. O fungo micorrizico
utilizado foi o Gigaspora Margarita W.N. Becker & I.R. Hall (Gig.marg).

O experimento foi montado em casa de vegetacdo em vasos de Magenta contendo
areia e vermiculita estéreis na proporcdo 1:1 (v:v) e solucdo nutritiva de Hoagland
esterilizadas, utilizando a espécie Piptadenia gonoacantha. As sementes foram inoculadas
com 108 células de cada estirpe de bactéria e com os fungos micorrizicos. Os controles
nitrogenados receberam, até o final do experimento, 100 mg de N/planta de solucdo de nitrato

de amonio. O experimento foi coletado 150 dias ap6s a semeadura.

3° Experimento
O experimento foi montado com a espécie Piptadenia gonoacantha, no delineamento
inteiramente casualizado, com 18 tratamentos e 4 repeticdes. O experimento foi composto de
tratamentos inoculados com fungos micorrizicos, com as estirpes de bactérias e com uma
combinacdo entre os dois micro-organismos (fungos micorrizicos + estirpes). Além desses,
foram inseridas varios controles, a saber, uma testemunha absoluta, uma testemunha
nitrogenada, e testemunha nitrogenada com FMA.
Assim, os tratamentos foram:
1. Inoculacdo com a estirpe BR4802
2. Inoculagdo com a estirpe BSP1

3. Inoculagdo com Gigaspora margarita e com a estirpe BR4802
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Inoculagdo com Gigaspora margarita e com a estirpe BSP1
Inoculagdo com Gigaspora margarita nédo esterilizado
Inoculacdo com Gigaspora margarita

Inoculacdo com Gigaspora margarita tratado

Inoculacdo com Gigaspora margarita tratado nao estéril

© © N o 0 &

Inoculagdo com Gigaspora margarita tratado e Gigaspora margarita ndo tratado

10. Inoculacdo com Dentiscutata heterogama

11. Inoculacdo com Dentiscutata heterogama ndo esterilizado

12. Inoculacdo com Dentiscutata heterogama e com a estirpe BR4802

13. Inoculacdo com Dentiscutata heterogama e com a estirpe BSP1

14. Inoculacdo com Dentiscutata heterogama tratado

15. Inoculacdo com Dentiscutata heterogama tratado e Dentiscutata heterogama nao
tratado

16. Inoculacdo com Dentiscutata heterogama e aplicacdo de N mineral

17. Inoculacdo com Gigaspora margarita e aplicacdo de N mineral

18. Testemunha Absoluta

Onde BR4802 e BR4812 sdo as estirpes de Burkolderia sp. O fungo micorrizico
utilizado foi o Gigaspora Margarita W.N. Becker & I.R. Hall (Gig.marg), Dentiscutata
heterogama (Dent.het).

O experimento foi montado em casa de vegetacdo em vasos de Magenta contendo
areia e vermiculita estéreis na propor¢do 1:1 (v:v) e solu¢do nutritiva de Hoagland
esterilizadas, utilizando a espécie Piptadenia gonoacantha. As sementes foram inoculadas
com 108 células de cada estirpe de bactéria e com os fungos micorrizicos. Os controles
nitrogenados receberam, até o final do experimento, 70 mg de N/planta de solucdo de nitrato

de amonio. O experimento foi coletado 77 dias apds a semeadura.

4° Experimento
O experimento foi montado com a espécie Mimosa pudica, no delineamento

inteiramente casualizado, com 17 tratamentos e 4 repeti¢cdes. O experimento foi composto de

tratamentos inoculados com fungos micorrizicos, com as estirpes de bactérias e com uma
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combinacdo entre os dois micro-organismos (fungos micorrizicos + estirpes). Alem desses,
foram inseridas varios controles, a saber, uma testemunha absoluta, uma testemunha
nitrogenada, e testemunha nitrogenada com FMA.

Assim, os tratamentos foram:

Inoculagdo com a estirpe BR3510

Inoculagdo com a estirpe BR3486

Inoculacdo com Gigaspora margarita e inoculacdo com a estirpe BR3486

Inoculacdo com Gigaspora margarita e inoculacdo com a estirpe BR3510

Inoculagdo com Gigaspora margarita

Inoculagdo com Gigaspora margarita tratado

Inoculacdo com Gigaspora margarita tratado ndo estéril

Inoculacdo com Rhizophagus clarum e inoculacdo com a estirpe BR3510

© © N o g~ w D

Inoculagdo com Rhizophagus clarum e inoculagdo com a estirpe BR3486

[EEN
o

. Inoculagdo com Rhizophagus clarum

[EEN
[EEN

. Inoculacdo com Dentiscutata heterogama

[EEN
N

. Inoculacdo com Dentiscutata heterogama e inoculacdo com a estirpe BR4802

[EEN
w

. Inoculagdo com Dentiscutata heterogama e inoculagdo com a estirpe BSP1

[EEN
SN

. Inoculagéo com Dentiscutata heterogama tratado

[EEN
a1

. Inoculagdo com Dentiscutata heterogama e adi¢cdo de N mineral

[EEN
(op)

. Inoculacdo com Rhizophagus clarum e adi¢do de N mineral

[EEN
\‘

. Inoculacdo com Gigaspora margarita e adicdo de N mineral

[EEN
oo

. Testemunha Absoluta

Onde BR3510 e BR3486 sdo as estirpes de Burkolderia sp. Os fungo micorrizicos
utilizados foram o Gigaspora Margarita W.N. Becker & I.R. Hall (Gig.marg), Rhizophagus
clarum (Rhi.cla) e o Dentiscutata heterogama (Dent.het).

O experimento foi montado em casa de vegetacdo em vasos de 2kg de polietileno,
utilizando-se areia e vermiculita estéreis, na proporcédo 1:1 (v:v), como substrato e solucéo
nutritiva da Franca livre de nitrogénio(anexo). A aplicacdo da solugdo nitrogenada iniciou se
apos um crescimento mais uniforme e a queda observada diariamente dos cotilédones. A dose
foi aumentada em resposta ao desenvolvimento das plantas. O experimento foi coletado 98

dias ap6s a semadura plantio conduzido em casa de vegetacédo estéril.
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Anélise e Coleta dos Experimentos:

As seguintes variaveis foram avaliadas ap0s as coletas do experimento: massa da parte
aérea seca, massa das raizes secas, massa dos nodulos secos e taxa de micorriza¢do. Os dados
foram submetidos a analises de variancia e as médias foram comparadas com o teste de Tukey

ao nivel de 5% de probabilidade com auxilio do programa SISVAR.

A eficiéncia de cada tratamento inoculado foi calculada de acordo com a seguinte

férmula:

Eficiéncia = (MPAS trat) x 100
(MPAS testabs)

Onde:
MPAS tratamento: massa da parte aérea seca do tratamento inoculado;

MPAS testemunha absoluta: massa da parte aérea seca da testemunha absoluta;

E a eficacia de cada tratamento inoculado foi calculada de acordo com a seguinte formula:

Eficacia = (MPAS trat) x 100
(MPAS testnitr)

Onde:
MPAS: tratamento: massa da parte aérea seca do tratamento inoculado;

MPAS: testemunha com nitrogénio mineral: massa da parte aérea seca da testemunha

nitrogenada.

Para calcular a eficiéncia serdo utilizados os dados de massa de parte aérea seca de
cada tratamento inoculado em comparacdo com a massa da testemunha absoluta que néo

recebeu nenhum tratamento. Para calcular a eficacia sera utilizada a massa de parte aérea seca
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de cada tratamento inoculado em comparacdo com a testemunha nitrogenada que induziu o

maior incremento de massa (de FARIA, 2000).

A colonizacdo das raizes foi avaliada em amostras de raizes finas clarificadas e
coradas de acordo com o0 metodo utilizado por KOSKE & GEMMA (1989).

Na determinacdo da atividade da nitrogenase, utilizou se o método de anélise de reducdo de
acetileno (ARA) adaptado (MAGUE & BURRIS, 1972; HARDY et al., 1968), tendo-se
incubado por 30 minutos as raizes noduladas em recipientes de vidros hermeticamente
fechados, aplicando um volume de gas equivalente a 10% da atmosfera do frasco. Apds este
periodo, coletou-se 1 mL de gases do interior dos recipientes, e detectou-se o etileno

produzido, em um cromatografo gasoso com detecgdo por ionizacdo de chama.

RESULTADOS

Primeiro experimento com Piptadenia gonoacantha

As plantas inoculadas nodularam apenas com a estirpe BR4802. Neste caso, a
nodulacdo ocorreu independentemente da presenca do fungo micorrizico arbuscular (FMA),
contrariando a hipotese inicial de que a planta depende do fungo micorrizico para sua
nodulacdo. Cabe destacar que as plantas inoculadas com o fungo tratado também néo

nodularam.

A diferenca entre os tratamentos ndo foi significativa ao nivel de confianca de 95%
(Anexo). A auséncia de significancia pode ter sido influenciada pelo elevado coeficiente de
variacdo (28,34%). Ainda assim, pode-se observar que 0s tratamentos proporcionaram um
aumento consideravel no acimulo de massa seca das plantas, em especial os tratamentos de
inoculacdo com G. margarita e de co-inoculacdo de Gigaspora margarita com a estirpe de
BR4802, conforme evidenciado pelos valores de eficiéncia e eficacia, que comparam 0s
tratamentos as testemunhas absoluta e nitrogenada, respectivamente. As plantas inoculadas
com G. margarita e BR4802 apresentaram um crescimento 136,20% superior ao das plantas

ndo inoculadas e quase 100% superior ao daquelas que receberam N mineral (Tabela 1).
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No que diz respeito as taxas de micorrizagdo, estas foram baixas, sendo,
respectivamente, de 9% e 3% (média de 3 repeti¢cdes) nas plantas inoculadas ou ndo com a
estirpe BR4802. Os demais tratamentos inoculados com FMAS nédo apresentaram colonizacéo.
Tabela 1. Influéncia da dupla inoculagéo sobre o desenvolvimento de Piptadenia

gonoacantha. Médias de 3 repeti¢fes. Valores seguidos da mesma letra na coluna ndo diferem
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

TRATAMENTOS MSPA(mg) MNS(mg) Eficiéncia(%)t  Eficacia(%)?
Testemunha abs 12,32a 0,00b 100,00 84,62
Test Nitrogenada 14,56a 0,00b 118,18 100,00
BR4812 15,23a 0,00b 123,62 104,60
Gig.marg Tratado 16,11a 0,00b 130,68 110,58
Gig.marg+ BR4812 16,64a 0,00b 135,06 114,29
BR4802 17,31a 106,53a 140,42 118,82
Gig.marg 20,46a 0,00b 166,07 140,52
Gig.mar+ BR4802 29,11a 162,06a 236,20 199,86
CV(%) 28,34 69,01
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Figura 2. Relacdo entre a massa dos nodulos secos e a massa da parte aérea seca de plantas de
Piptadenia gonoacantha do primeiro experimento inoculadas com rizébios e/ou FMAs. O
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quadrado e o triangulo representam, respectivamente, as médias de todos os tratamentos para
as varidveis massa da parte aérea seca e massa dos nédulos secos.

Apesar desses baixos valores de colonizagdo, as plantas que foram inoculadas com
Gigaspora margarita + BR4802 apresentaram maior nodulacdo do que aquelas ndo
inoculadas com esse FMA. A massa de nddulos superior proporcionou uma maior eficiéncia
para o tratamento e, consequentemente, um maior ganho de massa da parte aérea seca (Figura
2).

Sequndo experimento com Piptadenia gonoacantha

Ao contrario do que foi observado no primeiro experimento, observou-se neste
experimento diferenca significativa entre os tratamentos ao nivel de confianga de 99%

(anexo).

Similar ao que foi observado no primeiro experimento, ndo foram encontrados
nddulos no tratamento inoculado com a estirpe BR4812. As plantas inoculadas nodularam
apenas com a estirpe BR4802. Novamente, a nodulacdo ocorreu independentemente da
presenca do fungo micorrizico arbuscular e as plantas inoculadas com o fungo tratado também
ndo nodularam. Contudo, os noédulos das plantas duplamente inoculadas apresentaram
atividade da nitrogenase 10 vezes maior, 0 que pode ter se refletido no maior acimulo de

massa seca desse tratamento, conforme apresentado a seguir (Figura 2).

O tratamento com o maior acimulo de massa seca na parte aérea foi aquele em que as
plantas receberam a dupla inoculacdo de G. margarita e da estirpe BR4802. As médias desse
tratamento ndo diferiram significativamente das médias do tratamento de inoculagdo com a
estirpe BR4802 somente e da testemunha nitrogenada inoculada com G. margarita, porém
cabe destacar que a co-inoculagéo se refletiu num maior crescimento vegetal das plantas, o
gue € evidenciado pela maior eficiéncia desse tratamento (Tabela 3 e Figura 5). O acimulo de
massa seca da parte aérea no tratamento de dupla inoculagdo foi 372,75% superior ao da
testemunha absoluta, enquanto os outros dois tratamentos foram, respectivamente, superiores
a testemunha em 172,27 e 90,81%. Estes dois ultimos tratamentos também nédo diferiram

significativamente dos demais, apresentando desempenho intermediario. As plantas
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responderam a adubagdo nitrogenada somente na presenca do fungo micorrizico arbuscular
(Tabela 3).

No que diz respeito as taxas de micorrizagdo, estas foram baixas, porém com valores
superiores aos encontrados no experimento anterior. Os valores foram 12, 18 e 28% para 0s
tratamentos inoculados com G. margarita, com e sem N, e co-inoculado com G. margarita e
a estirpe BR4802, respectivamente. A coloniza¢do ndo seguiu um padrdo, tendo um maior
valor no tratamento Gigaspora margarita + BR4802.

TESTEMUNHA
ABS BR 4802 + FMA

FMA +TN

Figura 3. Comparacdo entre os tratamentos que apresentaram os melhores resultados.

Tabela 2. Influéncia da dupla inoculacéo sobre o desenvolvimento de Piptadenia
gonoacantha. Média de 3 repeti¢fes. Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao
diferem ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. A eficacia dos tratamentos
inoculados com G. margarita e com D. heterogama foi calculada com base na testemunha
nitrogenada inoculada com cada um desses respectivos fungos.

TRATAMENTOS MPAS(mQ) MNS(mg)  Eficiéncia(%)* Eficacia(%o)?
Gig.marg + BR4812 20,00 b 0,00 b 39,45 18,18
BR 4812 30,00 b 0,00 b 65,4 27,27
Gig.marg Tratado 30,00 b 0,00 b 71,56 27,27
Gig.marg 40,00 b 0,00 b 92,89 36,36
Testemunha abs 40,00 b 0,00 b 100 36,36
Test Nitrogenada 50,00 b 0,00 b 119,67 45,45
BR 4802 90,00 ab 14,12 a 190,81 81,82
Gig.marg + N 110,00 ab 0,00 b 272,27 100,00
Gig.marg+ BR4802 261,00 a 122,37 a 472,75 237,27
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CV(%) 121,35 264,9
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Figura 4. Relacédo entre a massa dos nodulos secos e a massa da parte aérea seca de plantas de
Piptadenia gonoacantha do segundo experimento inoculadas com rizébios e/ou FMAs. O
quadrado e o triangulo representam, respectivamente, as médias de todos os tratamentos para
as variaveis massa da parte aérea seca e massa dos nodulos secos.

O resultado encontrado nesse experimento foi muito semelhante ao encontrado no
experimento anterior. As plantas co-inoculadas com a estirpe BR4802 e Gigaspora margarita
+BR4802 apresentaram um maior acimulo de massa nos nédulos, que se refletiu num maior
acumulo de massa seca na parte aérea (Figura 4) e em maior eficiéncia e eficacia desse
tratamento. O tratamento Gigaspora margarita+tBR4802 apresentou uma atividade

aproximadamente dez vezes superior ao tratamento com a estirpe BR4802 (Figura 5).
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Figura 5. Atividade da Enzima Nitrogenase entre tratamentos sem e com a adi¢do do FMA.

Terceiro experimento com Piptadenia gonoacantha

Algumas alteracbes foram feitas no terceiro experimento devido a falta de resposta a
aplicacdo de N mineral nas plantas sem FMAs e a falta de nodulacdo com a estirpe BR4812
nos experimentos anteriores. Estes tratamentos foram retirados e a inoculagédo com a BR4812
foi substituida com a inoculacdo pela estirpe BSP1. Além disso, ocorreu a adi¢cdo de novos
tratamentos que derivam de tratamentos diferenciados dados ao Gigaspora margarita, além
da adicdo de uma nova espécie de fungo Dentiscutata heterogama (T.H. Nicolson & Gerd.)
(Sieverd et al., 2008).

Observou-se diferenca significativa entre os tratamentos ao nivel de confianca de
95%, porém a interacdo entre os fatores estirpe de bactéria e espécie de FMA ndo foi
significativa. Os tratamentos que proporcionaram o maior acimulo de matéria seca foram
aqueles em que as estirpes BSP1 e BR4802 foram co-inoculadas com D. Heterogama
(Figuras 6 e 7). Estes tratamentos apresentaram, respectivamente, um acimulo de massa seca
939,33% e 738,58% superior ao da testemunha absoluta, conforme indicado pelos valores de
eficiéncia, e 588,41% e 455,44% superior ao da testemunha inoculada com D. heterogama e
adubada com N mineral, conforme indicado pelos valores de eficacia (Tabela 5). Os demais
tratamentos apresentaram acumulo de matéria seca significativamente menor e ndo diferiram

entre si ao nivel de 5% de probabilidade (Anexo).
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Os resultados da analise da relacdo MSPA/RAIZ variaram entre valores de 0,5 a 2,0.
O tratamento com o menor valor da relagdo foi o de inoculagdo com Gigaspora margarita e
aquele com o maior valor foi o0 de co-inoculacdo de Dentiscutata heterogama e a estirpe
BSP1. O tratamento Dentiscutata heterogama+BSP1 apresentou uma relacdo proxima a dois,
0 que significa que a dupla inoculagdo promoveu uma alteragcdo em favor de um
desenvolvimento maior da parte aérea. J4 o tratamento Dentiscutata heterogama+BR4802
apresentou uma relacdo inferior a encontrada na testemunha absoluta, o que indica que esse

tratamento promoveu um crescimento radicular maior (Figura 8).

As plantas nodularam com ambas as estirpes e embora a taxa de colonizagéo tenha
continuado baixa, esta foi maior que aquelas observadas nos experimentos anteriores. O
menor numero de nddulos foi observado no tratamento Dentiscutata heterogama + BSP1
(Tabela 6). A colonizacdo micorrizica foi observada em 11 dos 15 tratamentos inoculados
com FMAs, levando em consideracgdo os tratamentos utilizados como testemunha. O resultado
encontrado na avaliacdo da taxa de colonizacdo acompanhou o desenvolvimento encontrado

nos valores de eficiéncia e eficacia (Tabela 7).

A espécie de fungo Dentiscutata heterogama obteve um efeito superior com ambas as
estirpes utilizadas, este resultado indica uma maior comparatibilidade genética entre o0s
microrganismos (Figura 6). A infeccdo das raizes por esse fungo também tenderam a ser

maiores quando a bactéria estava presente.
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Figura 6. Relacdo entre a massa dos nédulos secos e a massa da parte aérea seca de plantas de
Piptadenia gonoacantha do terceiro experimento inoculadas com rizdbios e/ou FMAs. O
quadrado e o triangulo representam, respectivamente, as médias de todos os tratamentos para
as variaveis massa da parte aérea seca e massa dos nédulos secos.
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Figura 7. Comparacdo entre plantas com e sem Fungos micorrizicos
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Tabela 3. Influéncia da dupla inoculagéo sobre o desenvolvimento de Piptadenia
gonoacantha. Média de 3 repeti¢fes. Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo
diferem ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. A eficacia dos tratamentos
inoculados com G. margarita e com D. heterogama foi calculada com base na testemunha
nitrogenada inoculada com cada um desses respectivos fungos.

TRATAMENTOS MSPA(mg) MNS(mg) EFICIENCIA(%):

EFICACIA(%)?

Gig.marg 60,86 ¢ 0,00 c 68,39 45,30%/55,94**
Gig.marg Tratado 69,81 ¢ 0,00 c 78,43 51,95*/64,15**
Dent.het.tratado 76,43 ¢ 0,00 c 85,88 56,88*/70,25**
Dent.het. 82,41 ¢ 0,00 c 92,58 61,32*/75,74**
Gig.mar Mac ndo-est 88,12 ¢ 0,00 ¢ 98,99 65,57*/80,97**
Testemunha abs 89,11 ¢ 0,00 ¢ 100 66,24*/81,80**
BR4802 92,61 ¢ 10,23 ab 104,04 68,92*/80,97**
BSP1 98,93 ¢ 14,43 ab 111,16 73,63*/120,71**
Gig.marg + BR4802 107,76 ¢ 16,4 a 121,09 80,20*/99,05**
Dent.het + N** 108,81 ¢ 0,00 ¢ 122,25 80,97*/100**

Gig.marg+BSP1 131,33 ¢ 14,51 ab 147,57 97,74*/120,71**
Gig.marg+ N* 134,36 ¢ 0,00 ¢ 150,97 100,00*/123,50**
Dent.het+ BR4802 746,33 b 11,01 ab 838,58 555,44*/685,97**
Dent.het+ BSP1 925,11 a 8,36 b 1039,33 688,41*/850,18**

CV(%) 26,45 49,71

Tabela 4. Avaliacdo da Colonizacdo Micorrizica. Média de 2 repeticoes.

Tratamentos

Taxa de Mic. (%)

Gigaspora margarita

Gigaspora margarita + BSP1
Gigaspora margarita +BR4802
Gigaspora margarita +N
Dentiscutata heterogama
Dentiscutata heterogama +N
Dentiscutata heterogama + BR4802

Dentiscutata heterogama + BSP1

10
11
16
19
12
18
18
25
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Figura 8. Andlise comparativa entre as relagdes MSPA/RAIZ dos tratamentos. Média de trés
repeticdes

A estirpe BR4802 apresenta valores similares em associagdo com as duas espécies de
fungos inoculados. A BR4802 apresentou valores menores de nimero de nodulos e de massa
seca de nddulos quando inoculada sem adi¢do de fungos micorrizicos.

A estirpe BSP1 apresentou um comportamento invertido e variavel, onde ela
promoveu uma maior nodula¢do quando inoculada sem a adi¢cdo do fungo micorrizico. O
tratamento Gigaspora margarita+ BSP1 promoveu um valor aproximadamente trés vezes
superior em namero de nodulos ao tratamento Dentiscutata heterogama+ BSP1 (Tabela 7).

Na analise da nodulacdo observou se que houve nodulagdo nos tratamentos dados as

espécies de fungo Gigaspora margarita e Dentiscutata heterogama tratadas (Figura 9).

Tabela 5. Analise da nodulagdo com adi¢do do fungo micorrizico. Média de trés repeticdes

Tratamentos N° Nodulos  MSN(mg)
BR4802 52 9,7
BSP1 99 14,4
Gigaspora margarita + BR4802 73,5 13,85
Gigaspora margarita + BSP1 73 13,1
Dentiscutata heterogama + BR4802 71 14,1
Dentiscutata heterogama + BSP1 23 5,05
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Figura 9. Ndodulos do Fungo Gigaspora margarita tratado.

Experimento com Mimosa pudica
Os valores encontrados de MSPA nos tratamentos apresentaram valores

significativos apresentados na tabela de Analise de Variancia (p>0,05), que indicam a

existéncia de tratamentos significativos (anexo).

Figura 10. Experimento de Mimosa pudica na casa de vegetacao

Os melhores tratamentos foram a BR3486, Rhizophagus clarum+BR3510 e

Dentiscutata heterogama+BR3486, com resultados de eficiéncia de 443,59%, 344,29%,
317,48% e 217,48%, 168,80%, 155,66 para eficécia, respectivamente (Tabela 8).
A eficiéncia da estirpe BR3486 sem adi¢do do FMA promoveu maior ganho de massa

seca quando comparada aos tratamentos que receberam essa estirpe com as trés diferentes
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espécies. Com um ganho aproximadamente 4,5x maior que a testemunha absoluta em massa
seca.

A BR3510 apresentou um ganho de massa aproximadamente 2,5X maior que o
encontrado na testemunha absoluta sem a co-inoculacdo de fungos micorrizicos, porém seu
melhor resultado foi com a co-inoculagdo do Rhizophagus clarum, apresentando uma
eficiéncia e eficacia de 344,29% e 168,80% respectivamente.

Os controles FMA+N, para as duas espécies de fungos utilizadas, ndo apresentaram
um desenvolvimento significativo, isso permite concluir que a essa dose de 90mg aplicada

ndo foi suficiente para o desenvolvimento da planta.
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Tabela 6. Influéncia da dupla inoculagéo sobre o desenvolvimento de Mimosa pudica. Média
de 3 repeticdes. Médias seguidas pela mesma letra na coluna nédo diferem ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey. A eficacia dos tratamentos inoculados com G. margarita,
Rhizophagus clarum e D. heterogama foi calculada com base na testemunha nitrogenada
inoculada com cada um desses respectivos fungos.

TRATAMENTOS MSPA(mg) MNS(mg) EFICIENCIA(%) EFICACIA(%)?
Gig.marg Tratado 10,20 b 0,00 ¢ 67,6 39,46*/57,89**/33,14***
Testemunha abs 14,20 b 0,00 c 100 58,37*/69,66**/49,03***
Dent.hetester 15,30 b 0,00 c 106,52 62,18*/85,63**/52,23***
Rhi.cla+N 17,10 b 0,00 c 116,78 68,16*/91,22**/57,26***
Gig.marg+BR3510 21,80 ab 31,10 ab 144,99 84,62*/100**/71,08***
Gig.marg+N* 25,50 ab 0,00 ¢ 171,33 100*/124,15**/84,00%**
Rhi.cla+BR3486 28,70 ab 430 ¢ 196,97 114,97*/146,7**/96,57***
Dent.het+N 29,50 ab 0,00 ¢ 203,97 119,1*/168,6**/100,00***
Gig.marg ndo-ester 31,30 ab 0,00 ¢ 215,15 125,6*/174,6**/105,49***
Dent.het+BR3510 34,90 ab 13,70 bc 238,46 139,2*/184,2**/116,91***
BR 3510 38,50 ab 11,10 bc 262,94 153,5*/204,2**/128,91***
Gig.marg+BR3486 38,80 ab 0,00 ¢ 264,1 154,1*/225,2**[129,49***
Rhi.cla ndo-ester 45,60 ab 0,00 c 312,82 182,6*/226,2**/153,37***
Dent.het+BR3486 45,90 ab 21,10 abc 317,48 185,3*/267,9**/155,66***
Rhi.cla+BR3510 49,60 ab 15,10 bc 344,29 200,9*/271,9**/168,8***
BR3486 63,40 a 37,10 a 443,59 258,9*/379,8**/217 4***
CV(%) 51,47 77,72
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Dentre os treze tratamentos inoculados somente nove apresentaram colonizagao.
(Tabela 9). A colonizagdo foi muito varidvel entre as espécies de fungos micorrizicos. O
fungo que apresentou os menores valores foi o Gigaspora margarita. Com o tratamento
Rhizophagus clarum+BR3510 apresentando o maior valor de colonizacdo. (Tabela 9).

O simbolo quadrado representa a média da varidvel massa seca dos nodulos, o
triangulo representa a média da massa dos nodulos seca. A estirpe BR3486 apesar de
promover o maior ganho de massa para a espécie ndo obteve a maior eficiéncia na nodulacao.
O tratamento Rhizophagus clarum +BR3510 proporcionou um ganho de massa

estatisticamente inferior.
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Figura 11. Relacdo de eficiéncia MNS x MPAS para a espécie Mimosa pudica.
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Tabela 7. Avaliacdo da Colonizacdo Micorrizica. Média de duas repeticoes

TRATAMENTOS TAXA DE MICORRIZACAO (%)
Gigaspora margarita Tratado 2
Gigaspora margarita + BR3510 9
Gigaspora margarita + BR3486 9
Gigaspora margarita ndo esterilizado 17
Rhizophagus clarum + N 14
Rhizophagus clarum + BR3486 15
Rhizophagus clarum + BR3510 51
Dentiscutata heterogama néo

esterilizado 19
Dentiscutata heterogama + BR3486 20

Em uma anélise detalhada das interacGes (Bactérias x Fungos) como um experimento
fatorial ndo houve nenhuma combinacdo entre os fungos e as bactérias inoculadas com
alguma significancia (p>0,05). (anexo)

A andlise da relagdo MSPA/RAIZ retrata que a presenga do fungo micorrizico e das
estirpes inoculadas sem a adi¢do do fungo induziram a uma alteracéo na relacéo.

Esta relacdo torna possivel observar que cada simbiose reagiu de uma forma com a
espécie. Os fungos Rhizophagus clarum e o Dentiscutata heterogama promoveram uma
alteracdo semelhante, causando uma reducdo na relagdo, ou seja, aumento o volume do
sistema radicular da planta. O tratamento Rhizophagus clarum + BR3510 promoveu uma
reducao nesse volume a metade. (Figura 7)

A planta inoculada com o fungo Gigaspora margarita apresentou um comportamento
inverso, o tratamento Gigaspora margarita+BR3510 promoveu um aumento de 300% (3X)
ao volume da parte aérea da planta em relacédo a testemunha absoluta. Em associagdo com a
estirpe BR3486 o fungo Gigaspora margarita promoveu um aumento de 2,5x a parte aérea.

Os tratamentos BR3510 e a BR3486 geraram um ganho no desenvolvimento do
sistema radicular acima do encontrado na testemunha absoluta. Gerado pela presenca da

simbiose.
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Figura 12. Relacdo MSPA/RAIZ no desenvolvimento de Mimosa pudica. Média de trés
repeticdes.

DISCUSSAO

O presente estudo visou estudar a resposta de Piptadenia gonoacantha a inoculagédo
com rizobios e FMAs, dando continuacdo a estudos ja realizados por JESUS et al. (2005) e
BORNAUD (2012). O primeiro estudo realizado com P. gonoacantha indicou que esta
espécie € altamente dependente de FMASs, inclusive para sua nodulacdo. (JESUS et al.,
2005). Contudo, o presente trabalho prova o contrario, ja que as plantas nodularam sem a
presenca do fungo micorrizico. Isto também foi verificado anteriormente por BORNAUD et
al. (2005). Embora seja possivel que o substrato diferente nos trabalhos citados e no presente
trabalho tenham influenciado o resultado (JESUS et al., 2005 utilizaram solo e areia,
enquanto, aqui, utilizamos areia e vermiculita), a fonte de fosforo, mais do que o substrato,
pode ter sido crucial para os resultados obtidos. Enquanto JESUS et al. (2005) utilizaram uma
fonte pouco sollvel, o fosfato de rocha, e em pequena quantidade, aqui se utilizou solugdo

nutritiva com fosforo prontamente disponivel.

Analisados em conjunto, os resultados desses dois trabalhos indicam que o pau-jacaré
¢ altamente dependente de micorrizas para 0 seu crescimento, necessitando do FMA quando o
fosforo € um fator limitante. Porém, quando o fosforo estd prontamente disponivel, a planta

ndo depende mais do fungo para crescer e pode nodular sem sua presenca. 1sso, contudo, ndo
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significa que a co-inoculacdo ndo seja importante, pois observagdes visuais dos nodulos de
plantas ndo inoculadas com FMAs indicam que esses nodulos sdo amorfos, indicando que a
presenca do fungo leva a alteragdes morfologicas nos nodulos. Além disso, dados da literatura
mostram que h& uma interacdo positiva entre o fungo e a bactéria, de modo que a bactéria

favorece a colonizacgdo das raizes de P. gonoacantha pelo FMA (BORNAUD, 2012).

Os beneficios da co-inoculagdo sdo demonstrados pelo maior acimulo de matéria seca
na parte aérea das plantas micorrizadas e noduladas e pela maior atividade da nitrogenase nas
plantas que receberam o FMA. Isto foi evidenciado pela atividade da nitrogenase 10 vezes
maior nas plantas co-inoculadas com G. margarita e a estirpe de rizobio BR4802 se
comparada a atividade dos nodulos das plantas inoculadas apenas com o rizobio.
Proporcionalmente a massa de nddulos encontrada nesse tratamento também foi

aproximadamente dez vezes superior.

Estes resultados ilustram o beneficio gerado pela presenca do fungo micorrizicos a
uma maior fixacdo bioldgica de nitrogénio e ao desenvolvimento da planta. Ha uma grande
exigéncia do processo de fixacdo biologica de nitrogénio em energia na forma de ATP,
dependendo altamente do fosforo fornecido pelo FMA (Barea e Azcon-Aguilar, 1983; Barea
et al., 1992). No trabalho de Pouyu-Rojas et al. (2006), ele ressalta que uma melhor resposta a
micorrizacdo se deve a compatibilidade genética entre a espécie de FMA e a espécie de

planta, assim como acontece com a relacdo bactéria leguminosa (Long, 1996).

No caso da M. pudica, a co-inoculacdo ndo teve efeito aparente, conforme é
evidenciado pelo desempenho similar do tratamento de inoculagdo com a estirpe BR3486 sem
a adicdo de nenhuma espécie de FMA e dos tratamentos de co-inoculagdo. Isso indica que
essa espécie independe do fungo micorrizico para seu melhor desenvolvimento em areas que
ndo apresentem limitacdo de fosforo no solo e que o fungo, a principio, ndo afeta a nodulacdo
da planta, pelo menos sob as nossas condi¢cbes experimentais. Outra evidéncia da
independéncia do FMA para nodulacdo foi que os nddulos formados pela estirpe BR3486
apresentar a maior massa, 0 que ndo aconteceu nos experimentos com a espécie Piptadenia
gonoacantha. Os resultados dos experimentos com P.gonoacantha, conforme ja discutido, ja
mostram um sinergismo, com uma interacdo positiva entre a bactéria e o fungo. Mesmo na
presenca do fosforo solivel, as plantas co-inoculadas acumularam mais matéria seca, como

demostra a alta eficiéncia desses tratamentos (Tabela 1, 3 e 5).
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Os diferentes tratamentos de co-inoculacdo aplicados a espécie P. gonoacantha
apresentaram ganho de biomassa na parte aérea que variaram de duas a dez vezes mais que 0
ganho das testemunhas. Os diferentes resultados encontrados para as diferentes combinacdes
bactéria-FMA indicam que algumas dessas combinacdes sdo mais eficientes que outras,
sugerindo uma certa especificidade entre os micro-organismos simbiontes. Estes dados
corroboram observagbes de BORNAUD (2012), que observou que a taxa de colonizagdo
micorrizica das raizes de P. gonoacantha variou em funcéo da estirpe de rizébio co-inoculada.
As diferentes respostas de plantas a inoculacdo com FMAs podem ser consequéncia de
diferentes estratégias ecoldgicas dos fungos (colonizacdo, absorcdo de nutrientes), além da
producdo de moléculas bioquimicas, que geram uma resposta fisiolégica que podem estar
propiciando um eventual aumento na colonizacdo (Burleigh, et al., 2002; Burleigh &
Bechmann, 2002).

De acordo com os resultados de eficiéncia e eficcia, a combinacdo do fungo
Dentiscutata heterogama com a estirpe BSP1 promoveu um ganho de biomassa na parte aérea
aproximadamente 10 x superior, tendo um alto potencial para uma recomendacdo
(Bethlenfalvay et al.,1982). Este resultado corrobora aquele encontrado por Bornaud (2012),
que observou que a estirpe BSP1 foi a estirpe que proporcionou 0 maior crescimento da parte
aérea, a maior nodulacdo e obteve a maior eficiéncia em plantas de P. gonoacantha co-
inoculadas. Contudo, esta autora utilizou o fungo R. clarum. Pode-se também observar que as
plantas inoculadas com a estirpe BSP1 apresentaram uma micorrizacdo das raizes levemente
superior aquelas inoculadas com o mesmo fungo, mas com a estirpe BR4802. Isto também
corrobora as observacdes de Bournaud (2012), que observou que a estirpe BSP1 estimulava a
colonizacdo das raizes pelo FMA. Aqui, mostra-se que o mesmo efeito observado para R.
clarum € observado com D. heterogama. Entretanto, o desempenho das plantas e os valores
de colonizagdo micorrizica foram menores nas plantas inoculadas com G. margarita, o que
indica que a combinacgdes fungo-bactéria diferentes podem néo apresentar efeito positivo no

desenvolvimento das plantas de P. gonoacantha.

Porém a dupla inoculagdo ndo é certeza de um melhor desenvolvimento, como p6de
ser observado no presente trabalho. Por exemplo, Patreze et al. (2004) e Carneiro et al. (1998)
obtiveram uma colonizagdo baixa para as espécies A. colubrina (0 - 14%), A. falcata (20% -

49%) e A. peregrina (1%-19%). Além de fatores nutricionais, a baixa taxa de infec¢do pode
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estar associada a especificidade entre a planta hospedeira e os FMAs. Um raz&o para as taxas
baixas encontradas de colonizagdo micorrizica no presente trabalho pode ser a quantidade
aplicada de fésforo na solucédo nutritiva (HAYMAN, 1986).

Uma analise dos resultados encontrados na comparacdo entre as testemunhas
nitrogenadas (TN e FMA+TN) indica o quanto a presenca do fungo micorrizico é importante
para a melhor absorcdo do nitrogénio adicionado. Esse resultado pdde ser confirmado no
segundo experimento, onde o ganho de massa seca na parte aérea das plantas inoculadas com
Gigaspora margarita foi o dobro daquelas que receberam apenas N. Isso ressalta a
dependéncia micorrizica de P. gonoacantha ndo apenas para a absorcdo de fdésforo, mas
também de outros nutrientes (Barea et al., 1987). Estes resultados estdo de acordo com o
trabalho desenvolvido por Tavasolee et al. (2011) e Chen et al. (2005), que observaram que a

colonizacdo de raizes por FMAs aumentou a absorcao de fosforo e de nitrogénio da planta.

CONCLUSOES

1. Na&o é necessaria a presenca de fungos micorrizicos para que haja nodulagdo na espécie
Piptadenia gonoacantha;

2. As plantas de Piptadenia gonoacantha co-inoculadas apresentaram maior biomassa na
parte aérea do que aquelas nao inoculadas;

3. A combinacdo Dentisculata heterogama com a estirpe BSP1 apresentou-se como
altamente promissora para a inoculacdo de Piptadenia gonoacantha;

4. A espécie Mimosa pudica ndao foi dependente do fungo micorrizico para seu

desenvolvimento e nodulacdo nas condic¢des experimentais utilizadas neste trabalho.
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ANEXO

Anélise de Variancia experimento 1

Anadlise de Variancia do experimento do Piptadenia gonoacantha para Massa Seca da Parte Aérea.

Experimento nimero 1. média de trés repeticdes

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
TRATAMENTOS 7 5,060841 0,722977 0,475 0,8388
RESIDUOS 16 24,351037 1,52194

TOTAL 23 29,411879

CV (%) 28,34

Anadlise de Variancia do experimento do Piptadenia gonoacantha para Massa Seca da Parte Aérea.

Experimento nimero 2 . média de trés repeticdes

FV GL SQ QM Fc  Pr>Fc
TRATAMENTO

S 10 0033735 0,003373 2,852 0,0118
RESIDUOS 32 0,037851  0,001183

TOTAL 42 0,071586

CV(%) 3,34

Anélise de Variancia experimento 3

Anadlise de Variancia do experimento de Piptadenia gonoacantha para Massa Seca da Parte Aérea.

Experimento nimero 3. média de trés repetigcdes

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
TRATAMENTOS 17 0,5373 0,031609 74,292 0,000
RESIDUOS 36 0,015317 0,000425

TOTAL 53

CV(%) 1,92
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Anélise de Variancia das interagdes Bactéria x FMA. Experimento nimero 3. média de trés repeticdes

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
BACTERIAS 2 0,001989 0,000995 2,257 0,1335
FUNGOS 2 0,000385 0,000193 0,437 0,6527
BACTERIAS*FUNGO

S 4 0,0011 0,000275 0,624 0,6515
RESIDUOS 18 0,007934 0,000441

TOTAL 28 0,011409

CV (%) 2,01

Analise de Variancia experimento 4

Anaélise de Variancia do experimento de Mimosa pudica para Massa Seca da Parte Aérea. média de

trés repeticdes

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamentos 16 0,002592  0,000162 2,731  0,0068
Residuos 34 0,002017  0,000059

Total 50 0,00461

CV(%) 0,76

Anélise de variancia das interacGes Bactéria x FMA. Experimento 4. média de trés repeti¢des

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Bactérias 2 0,000278 0,000139 1,731 0,1987
Fungo 3 0,000181 0,000061 0,745 0,5359
Bactérias*Fungos 6 0,001208 0,000201 2,506 0,0501
Residuos 24 0,001929 0,000081

Total 35 0,003594

CV(%) 0,88
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Solugdo Nutritiva

Solucdo Solugiio ml de Solucdo
PM Final estoque/l de
estoque (g/l) . o
Macro nutrientes (mM) solucdo final
KH2PO4 136,09 0,1 13,609 1
KCI 74,55 3 223,65 1
CaClz,(H20)2 147,02 2 294,04 1
MgSO04,(H20)7 246,48 1 246,48 1
Micro nutrientes uMm
H3BO3 61,8 4 6,25
MnSO4, H20 169 6 25 0,2ml/ 51 (0,04
ZnS0a4, (H20)7 287,54 0,9 6,25 mi/l)
CuSO04, (H20)s 249,68 1 6,25
NazMoO4, (H20)2 241,95 0,1 0,625
Ferro EDTA 16,6
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Tabela 5. Contagem de células.

Ctérias Diluigdes
101 102 1073 10 10° 10 1077

RI RII RIII [RI RII [RINI [RI [RII [RIII

3486 [INCONTAVEL [INCONTAVEL [INCONTAVEL [INCONTAVEL 47 J0 [2 10 [11 9 [ 2 0

P1 INCONTAVEL [INCONTAVEL [INCONTAVEL [INCONTAVEL [53 |51 [68 |11 (10 [11 |5 7 [0

3510 [INCONTAVEL [INCONTAVEL [INCONTAVEL [INCONTAVEL [52 46 [56 |9 9 |10 |2 4 [0

4812 [INCONTAVEL [INCONTAVEL [INCONTAVEL |[INCONTAVEL [54 [53 |61 [8 8 [7 I3 5 0

4802 [INCONTAVEL [INCONTAVEL [INCONTAVEL |[INCONTAVEL [57 W6 [52 [10 |6 [8 |2 3 [0







