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Resumo

Mudas de espécies arboreas inoculadas com bactérias solubilizadoras de fosfato e fungos
micorrizicos arbusculares. Este trabalho objetivou verificar o efeito da inoculacdo de bactérias
solubilizadoras de fosfato na formagdo de mudas de espécies arboreas em viveiro. Mudas de Acacia
holosericea, Mimosa caesalpiniifolia, Anadenanthera macrocarpa, Enterolobium contortisiliquum,
Schinus terebinthifolius e Eucalyptus grandis foram formadas em viveiro durante 11 meses. As
espécies fixadoras de N, foram inoculadas com rizébio e fungos micorrizicos arbusculares (FMAs)
enquanto que as ndo fixadoras apenas com FMAs. Além disso, metade das mudas foi inoculada com
bactérias solubilizadoras de fosfato. A populagdo inoculada de bactérias solubilizadoras decresceu
durante a formagdo de mudas. Por outro lado, a inoculagdo dessas bactérias foi benéfica para
formacdo de mudas de Anadenanthera macrocarpa, Mimosa caesalpiniifolia e Acacia holosericea.
inibindo, entretanto, o desenvolvimento de Enterolobium contortisiliquum.

Palavras-chave: Sinergismo; fosforo; viveiro; fixacdo de N2; leguminosas.

Abstract

Tree species seedlings inoculated with p-solubilizing bacteria and arbuscular mycorrhizal fungi. This
study aimed to verify the inoculation of P-solubilizing bacteria effect on the growth of tree species
seedlings cultivated under nursery conditions. Acacia holosericea, Mimosa caesalpiniifolia,
Anadenanthera macrocarpa, Enterolobium contortisiliquum, Schinus terebinthifolius and Eucalyptus
grandis were grown in nursery during 11 months. N,-fixing tree species were inoculated with
rhizobia and arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) while Non-N -fixing tree species were inoculated
only with AMF. Otherwise, half of the plants were inoculated with P-solubilizing bacteria. Population
of P-solubilizing bacteria inoculated decreased during plant growth. On the other hand, these bacteria
stimulated the growth of Anadenanthera macrocarpa, Mimosa caesalpiniifolia and Acacia
holosericea in spite of inhibiting growth of Enterolobium contortisiliquum.

Keywords: Synergism; phosphorus; nursery,; N)-fixing, leguminous.

INTRODUCAO

A inoculagdo de microrganismos benéficos em plantas tem sido empregada para melhorar seu
desenvolvimento (Caravaca et al., 2002) e aumentar a tolerancia a doengas (Green et al., 1999), além de
favorecer seu estabelecimento frente a condi¢des adversas, como salinidade (Rao e Tarafdar, 1998; Giri e
Mukerji, 2004) e estresse hidrico (Ruiz-Lozano et al., 2001). Dentre os grupos de microrganismos com
comprovado potencial de beneficio para as plantas, tem-se as bactérias do género rizébio (Rao e Tak,
2001; Bala et al., 2003), bactérias solubilizadoras de fosfato (Gull et al., 2004) e fungos micorrizicos
arbusculares (FMAs) (Rao e Tak, 2002). Esses microrganismos podem beneficiar o desenvolvimento de
mudas em viveiros, maximizando a capacidade de estabelecimento dessas mudas em campo. As bactérias
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do género rizébio sdo capazes de formar simbiose com espécies de leguminosas arboreas, possibilitando a
fixagdo do N, atmosférico, garantindo o suprimento desse elemento a planta. Franco e Faria (1997)
relatam que a presenca de fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) aumenta a capacidade de espécies
leguminosas arboreas fixadoras de N, absorverem nutrientes, principalmente P e agua do solo.

Além de rizobio e FMAs, a aplicagdo de inoculante de solubilizadores de fosfato ou o manejo de
suas populagdes no solo constituem alternativas para a melhoria do suprimento de fosforo para as plantas
(Silva Filho e Vidor, 2000). Bactérias solubilizadoras de fosfato podem atuar como “mycorrhiza helper
bacteria”, melhorando o estabelecimento dos fungos micorrizicos (Toro et al., 1997), além de
solubilizarem fosfatos através da liberagdo de acidos organicos, produtos de seu metabolismo,
favorecendo o desenvolvimento vegetal (Gull ef al., 2004). Além disso, as bactérias solubilizadoras de
fosfato podem atuar sinergisticamente com rizobios, favorecendo a nodulagdo, ja que disponibilizam P
para a planta. Tendo em vista que a fixa¢ao biologica de N, ¢ um processo exigente em P, justificam-se
estudos visando maximizar seu fornecimento de forma econdmica.

Dessa forma, ¢ interessante conhecer as inter-relagdes entre esses microrganismos, buscando seu
uso na forma de inoculantes, em prol da nutrigdo e do melhor estabelecimento de espécies arbdreas em
areas degradadas ou de dificil estabelecimento, como nas pastagens.

Nesse sentido, o presente trabalho objetivou verificar o efeito da inoculagdo de bactérias
solubilizadoras de fosfato na formag¢do de mudas de espécies arbdreas co-inoculadas com FMAs e,
quando leguminosas, com rizobios.

MATERIAL E METODOS

No viveiro da Embrapa Agrobiologia, foram produzidas mudas das seguintes espécies arboreas,
fixadoras de N,: timbauva (Enterolobium contortisiliquum), angico (Anadenanthera macrocarpa),
holosericea (Acacia holosericea) e sabia (Mimosa caesalpiniifolia); e ndo-fixadoras: aroeira (Schinus
terebinthifolius), ipé-amarelo (Tabebuia chrysotricha) e eucalipto (Eucalyptus grandis). Antes da
semeadura, foi feita a quebra de dorméncia das sementes de A. holosericea, M. caesalpiniifolia ¢ E.
contortisiliguum conforme Fowler e Martins (2001). As sementes foram pré-germinadas em substrato
composto de areia e vermiculita 2:1 (v/v). Em seguida, as plantulas foram transplantadas para bandejas de
isopor de 72 células, contendo por célula 100 cm® de um substrato composto de areia, argila e composto
organico na propor¢do 4:3:1 (v/v). Foram produzidas 200 mudas de cada espécie, sendo cada muda
inoculada no orificio de transplante com 3,0 g de inéculo de FMAs, que continha 21 ¢ 5 esporos g™ de
Gigaspora margarita € Glomus clarum, respectivamente, além de hifas desses fungos e raizes de
Brachiaria decumbens micorrizadas. As leguminosas foram inoculadas com 1 mL de meio liquido 79,
contendo 4,2 x 107 células de rizobio, sendo utilizadas as estirpes BR 3407 ¢ BR 3446 para M.
caesalpiniifolia, BR 4407 e BR 6205 para E. contortisiliquum, BR 9001 e BR 9004 para A. macrocarpa e
BR 5608 e BR 4406 para A. holosericea. Essas foram crescidas separadamente e misturadas no momento
da inoculag@o. Como tratamentos de inoculagdo de bactérias solubilizadoras de fosfato (BSF), metade das
mudas foram inoculadas com uma mistura de trés isolados, denominados BSF 6, BSF 7 e BSF 14, obtidos
do rizoplano mais rizosfera de M. caesalpiniifolia cultivada em um argissolo procedente da regido da
Floresta Atlantica do municipio de Paraty (RJ). Para a inoculag@o, pipetou-se no orificio de transplante 1
mL de meio liquido GL (Sylvester-Bradley et al., 1982), contendo 1,1 x 10° Unidades Formadoras de
Colbdnias (UFC).

O crescimento das mudas foi avaliado mensalmente, medindo-se a altura e didmetro de 16
plantas de cada espécie tomadas aleatoriamente, sendo oito inoculadas com BSF e oito ndo. Apds 11
meses em viveiro, as mudas foram consideradas formadas e determinou-se matéria fresca e seca de parte
aérea, raizes e nodulos, nimero de nddulos ¢ densidade de BSF em 20 plantas de cada tratamento,
também escolhidas aleatoriamente.

Como as mudas foram amostradas aleatoriamente, o delineamento experimental foi inteiramente
casualizado em esquema fatorial 6 x 2 (6 espécies arboreas x 2 tratamentos de BSF), com 8 repeti¢des nas
avaliagdes mensais de crescimento e 20 repetigdes na avaliag@o final.

Os dados foram submetidos a andlise de varidancia e as médias dos tratamentos de BSF
comparadas pelo teste F (5%), teste t (1, 5 e 10%) e as das espécies arboreas por Scott-Knott (5%),
utilizando o programa estatistico Sisvar (Furtado, 1998).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Nao foi verificado efeito da inoculagdo com BSF na altura e didmetro do caule de nenhuma das
espécies arboreas, ao longo dos 11 meses de cultivo em viveiro (dados ndo apresentados). Da mesma
forma, apos 11 meses de cultivo, ndo foi verificado efeito dessa inoculagdo com BSF nessas variaveis
(Tabela 1). Também observou-se pouco efeito significativo no aumento da populagdo de BSF no
substrato (Tabela 2), sendo significativamente maior apenas a populacdo dessas bactérias em S.
terebinthifolius inoculado com BSF. Entretanto, observando-se mais cautelosamente os dados da Tabela
2, verifica-se que, apesar do pouco efeito significativo, houve propensdo de a populagdo de bactérias
solubilizadoras ser maior no tratamento inoculado com as BSF, particularmente em A. macrocarpa e M.
caesalpiniifolia, onde as populacdes de bactérias solubilizadoras foram muito baixas no tratamento ndo
inoculado com BSF.

Tabela 1. Altura e didmetro das mudas das espécies arboreas inoculadas ou ndo com bactérias
solubilizadoras de fosfato (BSF), apos 11 meses de cultivo em viveiro.

Table 1. Height and diameter of tree species inoculated (+) or not (-) with P-solubilizing bacteria (PSF),
after 11 months of growth in nursery.

Espécies arbdreas BSF Altura (cm) Didmetro (mm)

inoculadas 19 ns' 5,2 ns

A. macrocarpa nao-inoculadas 16 6,4
. inoculadas 20 ns 4,5 ns

M. caesalpiniifolia nao-inoculadas 18 3,9
. inoculadas 25 ns 4.2 ns

A. holosericea nao-inoculadas 24 3,7
L inoculadas 23 ns 5,6 ns

E. contortisiliquum ndo-inoculadas 28 6,5
L inoculadas 13 ns 4,2ns

S. terebinthifolius ndo-inoculadas 14 3,9
. inoculadas 32 ns 3,0 ns

E. grandis nao-inoculadas 29 2,7

'auséncia de significncia dos tratamentos de inoculagiio de BSF, dentro de cada espécie arborea, pelo teste F 5%

Tabela 2. Densidade populacional de bactérias e fungos solubilizadores e ndo solubilizadores de fosfato
em espécies arboreas inoculadas (Inoc) ou ndo (Ni) com trés isolados de BSF, apos 150 dias de
cultivo em viveiro.

Table 2. P-solubilizing and P-non solubilizing bacteria and fungi in tree species inoculated (Inoc) or not
(Ni) with three P-solubilizing bacteria isolates, after 150 days of growth in nursery.

Bactérias Fungos
Espécie arbérea Solubilizadoras Nao-solubiliz. Solubilizadores Nao-solubiliz.
Inoc Ni Inoc Ni Inoc Ni Inoc Ni
10° UFC g solo seco™
A. macrocarpa 1,9b Oa 94,8a* 37,5a 0,3a 1,2b 2,8b 2,5a
M. caesalpiniifolia 1,5b 0,4a 45,7b 42.9a 0,1a 0,1b 6,3a* 2,5a
A. holosericea 2,4b 1,7a 34,1b 36,3a Oa 0,1b 1,2b 2,7a
E. contortisiliquum 0,3b 0,3a 36,1b 49,5a 0,1a 1,6a 4,7% 2,6a
S. terebinthifolius 11,0a* 1,7a 55,6b 28,6a Oa Ob 0,9b 0,8a
E. grandis 0,6b 0,5a 38,5b 53,7a 0,la 0,4b 4,9° 7,0a

Letras iguais nas colunas indicam auséncia de diferenca entre as espécies arboreas dentro de cada tratamento de inoculagdo de BSF
pelo teste Scott Knott 5%. * indica superioridade do tratamento de inoculagdo de BSF dentro de cada espécie, pelo teste t 5%.

Em relacdo as bactérias ndo-solubilizadoras, fungos solubilizadores e ndo-solubilizadores, o
efeito da inoculacdo de BSF também foi pequeno, sendo apenas significativo para A. macrocarpa e M.
caesalpiniifolia, em que a inoculacdo de BSF aumentou bactérias e fungos ndo-solubilizadores,
respectivamente. A maior densidade de bactérias solubilizadoras foi observada para S. terebinthifolius
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inoculado, e a de ndo-solubilizadoras foi observada em A. macrocarpa. Para fungos solubilizadores, foi
observada uma maior densidade em E. contortisilquum ndo inoculada, e a de fungos nio-solubilizadores
nas plantas de E. grandis, M. caesalpiniifolia e E. contortisiliquum inoculadas com BSF (Tabela 2).

Com relagdo a produgdo de matéria seca de parte aérea, raizes ¢ nddulos das mudas de 4.
macrocarpa ¢ M. caesalpiniifolia, houve efeito benéfico significativo da inoculacdo das BSF, ndo
aumentando apenas o nimero de nodulos (Tabela 3). Em A. holosericea, verificou-se efeito benéfico
menor onde a inoculagdo de BSF aumentou apenas a matéria fresca de parte aérea e ndodulos e nimero de
nddulos. Ao contrério, E. contortisiliguum apresentou maior crescimento no tratamento ndo inoculado
com BSF, sendo isso significativo para a matéria fresca de parte aérea, matéria fresca e seca de raizes.

Nas demais espécies arboreas, ndo foi verificado efeito da inoculagdo de BSF (Tabela 3).

Tabela 3. Matéria fresca e seca de parte aérea, raizes, nddulos e nimero de nédulos de mudas de espécies
arboreas inoculadas (Inoc) ou ndo (Ni) com BSF, ap6s 11 meses de cultivo em viveiro (média
de 10 mudas).

Table 3. Fresh and dry weight of shoot, roots, nodules and number of nodules of tree species inoculated
(Inoc) or not (Ni) with P-solubilizing bacteria, after 11 months of growth in nursery (average

of 10 plants).
Parte aérea Raizes Nédulos
Espécie arbérea  BSF Fresca Seca Frescas Secas Frescos Secos N°
mg planta™
A. macrocarpa Inoc 2400%** 1300%**  2300%** 900** 170* T5%* 15
Ni 1400 700 1500 600 70 30 12
M. caesalpiniifolia  Inoc 7900%** 4100%** 3600%** 1100%** 180* 30%* 43
Ni 4000 2200 2200 700 100 20 30
A. holosericea Inoc 10300* 3600 3600 800 420%* 40 20%**
Ni 8900 3400 3500 500 290 30 11
E. contortisiliqguum  Inoc 7300 2900 4300 1000 620 120 19
Ni 8500** 3300 5500%* 1400%** 700 170 19
S. terebinthifolius Inoc 3400 1400 2900 700 e e e
Ni 3400 1300 3200 700 e e e
E. grandis Inoc 5000 1800 2300 400 e e e
Ni 4000 1600 2000 400 e eemeee e

wAk, Ak % significativo pelo teste t, a 1, 5 e 10%, respectivamente.

Houve beneficio da inoculagdo de BSF no crescimento e nodula¢do de mudas de 4. macrocarpa,
M. caesalpiniifolia ¢ A. holosericea, que sdo fixadoras de N,. Embora a avaliagdo da capacidade de
solubilizagdo de fosfato das BSF inoculadas ndo tenha sido o objetivo deste trabalho, as bactérias
provavelmente podem ter melhorado a nutri¢do dessas plantas durante a formagdo das mudas. Fica claro,
entretanto, que houve algum grau de sinergismo das BSF junto aos rizobios, promovendo o crescimento e
nodulagdo das fixadoras de N,. Por outro lado, o efeito das BSF ndo ¢ unicamente nutricional, pois ele
pode ser negativo, como no caso de E. contortisiliquum, que também ¢ fixadora. Portanto, existem
combinagdes entre BSF e plantas que nao sdo favoraveis, e os fatores que explicam esses efeitos precisam
ser evidenciados com outros estudos. E provéavel que houve algum tipo de incompatibilidade entre as BSF
inoculadas e E. contortisiliquum ou entre os proprios microrganismos na sua rizosfera. As trés BSF
utilizadas neste estudo foram isoladas do rizoplano mais rizosfera de M. caesalpiniifolia, o que pode
favorecer seu estabelecimento quando inoculadas nessa mesma espécie arborea. Founoune et al. (2002)
relatam incremento de biomassa de parte aérea e raizes de A. holosericea com a inoculagao de bactérias
solubilizadoras consideradas estimuladoras de micorrizas (“mycorrhiza helper bacteria”). Por outro lado,
ha trabalhos demonstrando certa incompatibilidade entre FMAs e Rhizobium spp (Santiago et al., 2002;
Khaled et al. 2003; Xavier e Germida, 2003). As espécies ndo-fixadoras (S. terebinthifolius ¢ E. grandis)
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mostraram-se indiferentes a inoculacdo de BSF quanto ao crescimento. Pelo fato de ndo fixarem, podem
sofrer menos influéncia das relagdes microbianas rizosféricas ou apresentar menor demanda interna de P,
respondendo menos a essas bactérias.

O fato de os efeitos da inoculagcdo de BSF ndo terem sido detectados na altura e didmetro do
caule das mudas possivelmente se deve a essas varidveis serem muito afetadas pela competicdo por
luminosidade quando cultivadas em bandejas de polipropileno, ocorrendo freqiientemente algum grau de
estiolamento. Além disso, a baixa populacdo de bactérias solubilizadoras encontradas no substrato sugere
que os isolados de BSF inoculados entram em equilibrio populacional com a microbiota restante em um
periodo de tempo inferior ao da formagdo das mudas. Isso também pode ter contribuido para a
inexisténcia do efeito de inoculagdo das BSF em algumas das espécies arboreas, como E. grandis e S.
terebinthifolius. Gyaneshwar et al. (2002) relatam que, embora a solubilizacdo de compostos de P por
microrganismos seja muito comum sob condi¢des de laboratorio, em nivel de campo os resultados tém
sido altamente variaveis. Isso tem limitado o uso desses microrganismos em larga escala na agricultura.
Richardson (2001) sugere que, apesar dos solubilizadores de fosfato apresentarem potencial de uso como
inoculantes, sua ampla aplicagdo permanece limitada devido a falta de conhecimento sobre ecologia
microbiana ¢ dindmica das populagdes no solo. Dessa forma, futuros estudos sdo necessarios visando
evidenciar as inter-relagdes entre esses microrganismos e plantas para viabilizar seu uso na forma de
inoculantes.

CONCLUSOES

e A inoculagdo da BSF 6, BSF 7 ¢ BSF 14 foi benéfica para formacdo de mudas de 4.
macrocarpa, M. caesalpiniifolia e A. holosericea, entretanto, inibiram o desenvolvimento de
mudas de E. contortisiliquum.

e Os isolados de BSF inoculados favoreceram a nodulagdo de 4. macrocarpa, M.
caesalpiniifolia e A. holosericea.
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