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1 INTRODUCAO

Com o desenvolvimento mundial, varias atividades antropicas vém
causando alteracbes no ambiente, dentre elas os desmatamentos, que geralmente
ocorrem para fins lucrativos e podem resultar na degradacdo do solo e da agua.
Quanto a degradacao do solo, a erosdo € o principal fator, ocasionando a remocao
de seu horizonte superficial e a diminuicdo da fertilidade do solo, como resultado da
perda de nutrientes e matéria organica. Além da degradacdo das propriedades
fisicas e quimicas do solo, a degradacéo das propriedades biolégicas também limita
o restabelecimento e manutencao vegetal.

A revegetacdo de areas degradadas é um processo geralmente
oneroso devido aos custos com instalacdo das mudas, necessidade de adubacao
devida a baixa fertiidade dos solos e replantio devido a morte de mudas
transplantadas. A busca de alternativas viaveis para a revegetacao, baseadas em
conhecimentos adquiridos em pesquisas cientificas, pode contribuir para reduzir
esses custos. O uso de espécies arbdreas nativas reduz o impacto no ambiente a
ser revegetado e contribui para a recuperacdo e conservacdo da biodiversidade,
melhorando as condi¢des para recuperar a diversidade e atividade biolégica do solo,
que contribui para a ciclagem de nutrientes.

Para um melhor resultado com o uso das espécies arbéreas nativas
na revegetacdo, € necessario o conhecimento dos requerimentos ambientais e
nutricionais das plantas a serem utilizadas, desde a etapa primordial de formacé&o de
mudas até o seu estabelecimento e desenvolvimento a campo.

O N e o P sao os nutrientes mais requeridos pelas plantas e séao

limitantes ao seu crescimento, principalmente em solos degradados. O N é



facilmente perdido no solo devido sua alta dinamica e o P possui baixa mobilidade
no solo, fazendo-se necessario o uso de fertilizantes nitrogenados e fosfatados no
processo de revegetacao o que contribui para o0 aumento dos custos.

Com a finalidade de diminuir os custos ambientais, como por
exemplo poluicdo, e econdmicos em revegetacbes, vem sendo pesquisado e
praticado o uso de microrganismos que fazem o papel de biofertilizantes, que
quando aplicados no solo ou nas plantas auxiliam o crescimento destas através do
aumento da disponibilidade e suprimento de nutrientes.

Dentre os microorganismos utilizados como biofertilizantes destacam-
se as bactérias diazotroficas, que disponibilizam N a planta a partir do N;
atmosférico. Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) também desempenham
importante papel, pois aumentam o0 volume de solo explorado pelas raizes,
auxiliando a planta na obtenc&o de nutrientes como o P, além de aumentar o acesso
da planta a agua, contribuir para reducdo de danos causados por patogenos, e de
proteger contra outros estresses abioticos. A dupla inoculacdo destes
microrganismos aumenta o beneficio dos hospedeiros por conferir a estes maior
capacidade de absorcdo de nutrientes, contribuindo com o seu estabelecimento,
crescimento e sobrevivéncia, o que auxilia na reducdo de custos econdmicos e
ambientais com uso de fertilizantes quimicos.

Com relacdo a interacdo tripartite (planta, FMA e bactérias
diazotréficas) a maioria dos géneros da familia Mimoseae possui capacidade de
formar nodulos quando em simbiose com bactérias fixadoras de N. No entanto, a
maioria das plantas também pode formar simbiose com FMA. A fixacao biolégica do
N (associativa ou simbidtica) pode ser incrementada na presenca de FMA, enquanto
que a colonizacdo micorrizica também pode ser estimulada na presenca de
bactérias diazotroficas. Nesse caso, a presenca dos dois simbiontes na mesma

planta pode conferir uma vantagem adicional para ambos.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 AREAS DEGRADAS E REFLORESTAMENTO

As atividades antrépicas, em muitas situacdes, podem causar
impacto negativo no ambiente. A eliminacdo de extensas areas de vegetacdo nativa
favorece a degradacdo ambiental, incluindo o solo e a agua, devido a auséncia ou
escassez de cobertura vegetal adequada (Caravaca et al., 2003; Thrall et al., 2005).
Dentre estas atividades, pode-se destacar a construcao de estradas, de barragens,
aeroportos, mineracdo e areas agricolas mal manejadas. A erosdo € um dos
principais fatores de degradacéo do solo, o0 que resulta na remoc¢éao de seu horizonte
superficial, ocasionando perda de nutrientes, matéria organica, diminuicdo da
atividade e diversidade biologica e alteracbes nas propriedades fisicas do solo, que
limitam sua capacidade de possibilitar o restabelecimento e/ou manutencao vegetal
tanto natural como atraves de programas de revegetacao (Zangaro et al., 2003).

Devido ao aumento da consciéncia sobre a importancia da
preservacdo ambiental, aliado ao avanco das leis que disciplinam a acdo antropica
sobre as florestas de protecdo, ha crescente interesse em programas de
revegetacdo de areas degradadas, o que demanda conhecimentos técnico-
cientificos pelos potenciais usuarios desses programas (Macedo, 1993).

Os processos de revegetacdo sdo, na maioria das vezes, onerosos,
devido ao custo de producdo e instalacdo das mudas. Esses custos sao ainda
maiores quando a area a ser revegetada é de baixa fertilidade natural, ou esta
degradada por processos erosivos, ou ainda quando ha necessidade de replantio

das mudas devido a mortes ocorridas pelo estresse de transplantio. Nesses casos, €
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preciso buscar alternativas economicamente viaveis a serem empregadas nas
estratégias de revegetacao.

A sucessdo vegetal em areas degradadas € imprevisivel (Jordan,
1991) devido, principalmente, a auséncia de banco de sementes e a geralmente
baixa fertiidade do solo. Nestes casos ha necessidade de se praticar o
reflorestamento artificial com espécies nativas ou exoéticas apropriadas. No processo
de reflorestamento, dois componentes s&o essenciais: 0 ambiente edafico,
representado pelo solo e suas propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas, e as
espécies arbdreas selecionadas ou disponiveis, cujo éxito na area vai depender da
capacidade da plantula em captar recursos do solo para o seu desenvolvimento
(Zangaro, 1997). Assim, a unidade basica do reflorestamento artificial é a arvore
individual, cujos requerimentos ambientais e nutricionais, desde a formacdo das
mudas até seu desenvolvimento a campo, precisam ser conhecidos (Carneiro et al.,
1996).

Espécies arboreas podem aumentar as taxas de infiltracdo de agua
no solo através da reducédo do impacto da chuva e da adicdo de matéria organica
dos folhedos, que contribuem para melhorar a estrutura e a capacidade de retencao
de agua, por serem fontes de matéria organica (Caravaca et al., 2003).

A utilizacdo de espécies nativas para reflorestamento ou
recomposicao floristica de areas desmatadas € de grande importancia para reduzir o
impacto ambiental e propiciar a conservacdo da biodiversidade (Carneiro et al.,
1998). O que desencoraja o uso de algumas espécies em revegetacdes € a lenta
taxa de crescimento que apresentam. Entretanto, muitas espécies leguminosas
arbdreas tropicais crescem rapidamente, mas o0 seu sucesso depende do suprimento

ideal de nutrientes (Marques et al., 2001).



11

O nitrogénio (N) é um dos nutrientes mais exigidos pelas plantas,
mas é facilmente perdido no solo, devido a sua dinamica. Sendo assim, pode haver
necessidade de se fazer adubacdo nitrogenada de manutencdo para o bom
desenvolvimento das mudas, onerando os custos de instalacdo e manutencao. Além
do nitrogénio, o fosforo (P) também é limitante ao crescimento vegetal, pelos baixos
teores geralmente encontrados nos solos tropicais e subtropicais (Franco & Faria,

1997).

2.2 PAPEL DOS MICROORGANISMOS

Em um ecossistema, todos 0s seres vivos interagem entre si e estao
em permanente contato. As interacdes microbianas no solo sdo expressas por
fendmenos antagbnicos, competicdes ou associacdes, sendo mais intensas no solo
rizosférico. De acordo com Paul & Clark (1989), a rizosfera é a regido do solo que
recebe influéncia imediata das raizes e na qual ocorre intensa proliferacdo de
microorganismos. Essas interacbes também ocorrem no rizoplano, o qual inclui a
epiderme e o mucigel (Walker et al.,, 2003), compreendendo uma parte dos
fendbmenos bioldgicos da rizosfera (Andrade, 1999).

Os biofertilizantes séo definidos por Vessey (2003) como substancias
gue contém microrganismos vivos que, quando aplicados a semente, superficie das
plantas ou no solo, colonizam a rizosfera ou o interior da planta e promovem seu
crescimento por aumentar o suprimento ou a disponibilidade de nutrientes. Sob essa

Optica, o emprego de biofertilizantes apresenta grande potencial de utilizacdo para
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producdo de mudas de espécies florestais nativas, contribuindo para diminuir os
custos de producdao e instalacdo dessas mudas.

A composicao da biota e sua presenca na rizosfera podem interferir
diretamente na aquisicdo de nutrientes na relacao solo-planta. Os efeitos podem ser
benéficos, favorecendo a captacdo de nutrientes, mineralizacdo da matéria organica,
producdo de enzimas, vitaminas e hormoénios (Barea et al., 2002; Artursson et al.,
2005), ou maléficos, quando ha competicdo por nutrientes ou mesmo a ocorréncia
de doencas.

O emprego de microrganismos com a finalidade de aumentar a
disponibilidade de nutrientes as plantas, em substituicdo ou adi¢cdo aos fertilizantes,
depende de caracteristicas como a possibilidade de serem cultivados e se
associarem as plantas. Essa € uma pratica que merece investigacao por geralmente
ser econdmica e ecologicamente mais viavel. A producdo de mudas com alta
qualidade morfofisiolégica € um dos fatores mais importantes para o sucesso dos
programas de revegetacdo. Os programas de recuperacdo ambiental muitas vezes
sao prejudicados pela baixa sobrevivéncia e desenvolvimento das mudas apdos o
plantio. No entanto, a inclusdo de alguns microrganismos simbiontes pode contribuir
para 0 aumento da qualidade das mudas, pois promovem maior tolerancia a

estresses e favorecem a absorcéo de nutrientes ( Schiavo & Martins, 2003).

2.2.1 Micorrizas

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA), sdo membros relevantes

na comunidade microsimbionte mutualistica da rizosfera (Barea et al., 2002).
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Micorriza € um termo que se refere as associacfes mutualisticas entre raizes de
plantas e espécies de determinados fungos e constitui-se de trés grupos principais:
ectomicorrizas, micorrizas ericoides e endomicorrizas (Colozzi-Filho & Balota, 1994).
As endomicorrizas arbusculares sdo formadas por fungos da ordem Glomales,
classe Zigomicota, de ocorréncia generalizada nas plantas vasculares e possuem
funcdes essenciais no ecossistema, como ha cooperacdo no estabelecimento de
plantas, aumento da absorcédo de nutrientes, protecdo contra estresses ambientais,
melhoramento das propriedades fisicas do solo (Barea et al.,, 2002), além de
estarem envolvidas na conservagdo, armazenagem e ciclagem de nutrientes nos
ecossistemas (Pereira et al., 1996).

Na sua associacdo com as plantas, ap0s a infeccdo das raizes,
ocorre o crescimento do micélio na regido do cortex, com ramificacdes das hifas inter
e intracelularmente. As ramificacfes intracelulares originam estruturas tipicas
especializadas denominadas arbusculos, onde € realizada a maioria das trocas entre
o endofito e o hospedeiro (Colozzi-Filho & Balota, 1994). O fungo leva nutrientes
para a planta, principalmente o P, enquanto esta supre o fungo com carboidratos
fotoassimilados (Li et al., 1991). Segundo Barea et al. (2002), o estabelecimento da
simbiose micorrizica modifica varios aspectos da fisiologia da planta, incluindo a
proporcao de nutrientes minerais, padréo de alocacdo de C e balanco hormonal. A
transferéncia bidirecional de nutientes através da interface simbiotica envolve efluxo
passivo de solutos do doador, dentro de uma interface apoplatica, seguido de uma
tomada ativa pelo organismo receptor (Ferrol et al., 2002).

O micélio extraradicular do fungo micorrizico arbuscular consiste em
uma rede de hifas. A hifa externa prolifera pelo solo e aumenta a area de superficie

para a absorcdo de nutrientes como o P, Cu, Zn e N (Hawkins & George,
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2001;Neumann & George, 2005). A hifa externa do fungo simbionte pode ser
considerada uma via que diminui a distancia, principalmente do P no solo, as
estruturas de absorcéo da planta (Zangaro et al., 2005), transportando e transferindo
0s nutrientes ao hospedeiro. As hifas extraradiculares podem atingir até 8 cm além
da superficie da raiz (Colozzi-Filho & Balota, 1994), aumentando o potencial para a
obtencéo de nutrientes e agua. Ainda segundo Neumann & George (2005), as hifas
externas contribuem para a estabilidade dos agregados do solo, através da
producdo de uma proteina denominada glomalina (Caravaca et al., 2005), protegem
0s hospedeiros dos niveis toxicos de elementos deletérios no meio de crescimento
como 0s metais pesados e também, em algumas condi¢cdes, agem como fontes
iniciais de colonizacao radicular.

Devido a baixa fertilidade natural e ao baixo potencial de in6culo de
microorganismos benéficos para as plantas, como os FMA no solo de areas
destinadas ao reflorestamento (Zangaro et al., 2003), o conhecimento sobre a
capacidade das plantas em formar simbioses eficientes com os FMA é de
fundamental importancia para o sucesso do reflorestamento, podendo determinar a
necessidade ou ndo de inoculacdo das plantas na fase de formacdo de mudas
(Carneiro et al., 1998).

Plantas colonizadas por FMA possuem um aumento na matéria seca
de raiz e de parte aérea e melhores concentracbes de P nos tecidos hospedeiros
(Zangaro et al., 2003). Segundo Carneiro et al. (1996), além dos efeitos no
crescimento inicial e na qualidade das mudas, evidéncias indicam que a colonizacéo
micorrizica afeta as futuras fases sucessionais das espécies e a estruturacdo das
comunidades vegetais. Desse modo, os FMA sdo importantes para o0

reflorestamento artificial, especialmente em solos de baixa fertilidade, onde poderao
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reduzir os requerimentos nutricionais dos hospedeiros, diminuir os custos de
implantacdo e aumentar as chances de sobrevivéncia e estabelecimento das mudas
no ecossistema em restauracgao.

A resposta das plantas a inoculagcdo micorrizica varia com a espécie,
permitindo-se  classifica-las como  micotroficas  obrigatorias  (crescimento
extremamente reduzido sem micorriza), micotréficas facultativas (podem crescer na
auséncia do simbionte, sendo menos responsivas a este) e ndo micotroficas (ndo
respondem e ndo se beneficiam da interacdo). De acordo com Janos (1996), as
micotroéficas facultativas podem apresentar grande dependéncia micorrizica em solos
de baixa fertilidade, enquanto que as obrigatGrias crescem sem micorriza somente
quando intensamente supridas de fertilizantes. Ja as ndo micotréficas ndo formam
associacdo mesmo em ambiente de baixa fertilidade. De acordo com Zangaro &
Andrade (2002), a dependéncia micorrizica de acordo com 0S grupos sucessionais
diminui na seguinte ordem: pioneiras > secundarias iniciais > secundarias tardias >
climaces. As espécies pioneiras e secundarias iniciais sdo de rapido crescimento e
propiciam ambiente adequado paro o estabelecimento dos demais grupos
sucessionais. O alto micotrofismo dessas espécies e 0 consequente aumento de sua
capacidade competitiva elegem as associagcdes micorrizicas como uma das
principais ferramentas para a instalacdo e o desenvolvimento inicial dessas plantas
em programas de reflorestamento.

A selecdo de fungos micorrizicos arbusculares eficientes € um pré-
requisito essencial nos programas de inoculacdo, uma vez que existem diferentes
niveis de compatibilidade entre estes e suas plantas hospedeiras (Roldan et al.,
1992) e que a eficiéncia destes fungos depende das espécies de plantas a serem

inoculadas (Caravaca et al., 2003). Apesar da colonizacdo micorrizica ndo ser
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hospedeiro-especifica, a eficiéncia da simbiose depende da interacdo entre a
espécie da planta com o fungo e o ambiente. A falta de relacéo entre a infectividade
e a eficiéncia do fungo em promover o crescimento do hospedeiro pode estar
relacionada ao tempo necessario ao estabelecimento da colonizacdo radicular,
sobretudo nas culturas anuais (Abbott & Robson, 1981). Por exemplo, os endofiticos
do género Gigaspora ndo séo tao eficientes em promover o crescimento de culturas
anuais (Paula et al., 1988; Nogueira & Cardoso, 2000), mas sao bastante eficientes
em promover crescimento de hospedeiros perenes (Siqueira et al., 1993; Antunes et
al.,, 1998). Em alguns casos de interacdes pouco eficientes, embora haja
colonizacéo significativa das raizes, os fungos nédo produzem quantidade suficiente

de micélio externo para auxiliar a planta a explorar o substrato (Siqueira et al., 1994).

2.2.2 Bactérias Fixadoras de Nitrogénio

Um dos principais processos envolvidos na manutencao da vida nos
ecossistemas é a fixacao biologica de nitrogénio (FBN), sendo também um exemplo
de interacdo sinérgica entre microrganismos e vegetais (Albino, 2004).

O nitrogénio é o nutriente requerido em maior quantidade pelas
plantas, que podem obté-lo no solo, proveniente principalmente da decomposicéo de
matéria organica, dos fertilizantes, e pelo processo de fixacédo bioldgica do nitrogénio
atmosférico (N,) (Hungria, 1994).

O N, compde 78% da atmosfera, porém nesta forma ndo é acessivel
aos eucariotos e a maioria dos procariotos. Uma pequena parcela dos procariotos

possui a enzima nitrogenase, que € capaz de reduzir o N, para a forma inorganica
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combinada NHs, que pode se tornar disponivel para plantas e outros organismos.
Esta pequena parcela de organismos procariotos € chamada de fixadores de N, ou
diazotroéficos (Moreira & Siqueira, 2002).

O complexo enzimatico nitrogenase é formado por uma unidade
protéica maior, contendo atomos de ferro e outra menor com ferro e molibdénio. A
nitrogenase rompe a tripla ligacdo existente entre os dois atomos do nitrogénio
atmosférico e o transforma na forma utilizavel pela planta, NH3 (Albino, 2004). Esse
complexo enzimatico é inibido na presenca de 0O,. Os simbiontes da familia
Rhizobiaceae, que se associam as leguminosas, e os simbiontes do género Frankia,
se localizam em hipertrofias especializadas denominadas nddulos, que abrigam as
bactérias, modificadas em bacteridides. Ali desenvolvem substancias semelhantes a
hemoglobina, leghemoglobina nas leguminosas, que regulam a quantidade de O
que chega até os bacterdides. Os diazotroficos de vida livre também desenvolveram
estratégias para diminuir a quantidade de O,, como: protecéo respiratoria, protecéo
conformacional, producdo de polissacarideos extracelulares, formacdo de células
especializadas ou locomocéo de células (Moreira & Siqueira, 2002).

Para que a amobnia, forma de N incorporada pela planta, seja
transportada para os locais de demanda, é transformada, no citosol, para a forma
organica por meio das enzimas glutamina sintetase (GS) e glutamato sintetase
(GOGAT), e entdo assimilada. Este nitrogénio organico pode ser transportado para
as partes superiores da planta na forma de N-Ureidos (alantoina e acido alantéico)
(Munoz et al., 2001). Os produtos nitrogenados sintetizados nos nodulos sao
exportados rapidamente para a parte aérea do hospedeiro, via xilema, pelo fluxo da
transpiracdo. A analise dos compostos nitrogenados na seiva do xilema é importante

em estudos fisiologicos, permitindo avaliar as variagbes metabodlicas do
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microssimbionte e do hospedeiro, efeito de estresses ambientais, etc. (Hungria,
1994).

Véarios géneros de bactérias foram descritos como fixadores de
nitrogénio, como: Rhizobium, Bradyrhizobium, Acetobacter, Azospirillum,
Azotobacter, Bacillus, Burkholderia, Enterobacter, Herbaspirillum, Kleibsiella,
Paenobacillus e Pseudomonas (Moreira & Siqueira, 2002; Cocking, 2003;
Dobbelaere et al., 2003). As bactérias diazotroficas penetram as raizes das plantas a
partir da rizosfera, por pontos de emergéncia das raizes laterais, por entre as células
epidérmicas, através dos pélos radiculares, estbmatos ou através de vetores como
os FMA (Franke et al., 2000; Cocking, 2003). Algumas bactérias do género
Rhizobium e Pseudomonas se aderem a hifas de FMA, através de polissacarideos,
em que os fungos fazem papel de um veiculo para a colonizacdo das raizes por
essas bactérias (Bianciotto et al., 2000; Bianciotto et al., 2001). Bactérias do género
Burkholderia foram identificadas como endosimbiontes em membros de
Gigasporaceae, sendo a espécie Gigaspora margarita a mais estudada (Bianciotto et
al., 2000; Bianciotto et al., 1996b).

Entre os sistemas biologicos envolvendo planta e microorganismos, o
de maior expressédo econémica € a simbiose leguminosa-rizobio (Burity et al., 2000).
Em ambientes com deficiéncia de N, a fixacdo biologica simbidtica, através da
associacdo entre leguminosas e rizébio, auxilia o estabelecimento, rapido
crescimento e aumento de sobrevivéncia das plantulas de Acacia spp (Thrall et al.,
2005). As espécies de plantas e a disponibilidade de N no solo sdo fatores que
determinam a importancia dos microrganismos diazotréficos para a nutricdo de N.
Em solos com altos niveis de N a FBN é reprimida (Cocking, 2003). Como a

sobrevivéncia de rizobio no solo é dependente da presenca de seus hospedeiros,
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rizobios nativos geralmente ndo sédo detectados ou o potencial de in6culo é muito
reduzido em solos onde leguminosas nativas foram exterminadas (Thrall et al.,
2001). Isso torna necessaria a inoculacdo espécie-especifica destes
microrganismos, nas mudas destinadas a revegetacao.

Bactérias diazotroficas associativas exercem efeitos positivos no
crescimento das plantas diretamente ou indiretamente por diferentes mecanismos.
Além da fixacdo de N,, podem afetar o crescimento das plantas diretamente pela
sintese de fitormdnios e vitaminas, inibicdo da sintese de etileno das plantas,
melhoria na absorcdo de nutrientes, aumento de resisténcia a estresses,
solubilizacéo de fosfato inorgéanico e mineralizacdo de fosfato organico (Dobbelaere

et al., 2003).

2.2.3 Rizobacterias promotoras do crescimento de plantas

Bactérias rizosféricas simbiontes (quando associadas as nao
leguminosas) e associativas que estimulam o crescimento das plantas podem ser
chamadas de rizobactérias promotoras de crescimento de plantas, das iniciais em
inglés, PGPR (Dobbelaere et al., 2003; Artursson et al., 2005). Essas PGPR podem
exercer efeitos positivos nas plantas através da secrecdo de reguladores de
crescimento de plantas como auxinas e giberelinas que estimulam atividades
metabolicas nas raizes. Além disso, podem aumentar o suprimento de nitrogénio
fixado biologicamente, podendo ser entdo, os beneficios da FBN sinergisticos aos

efeitos das PGPR (Cocking, 2003). Espécies pertencentes aos géneros Acetobacter,
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Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Burkholderia, Herbaspirilum e Pseudomonas
estdo incluidas nesse grupo de rizobactérias (Dobbelaere et al., 2003).

As PGPR estdo geralmente em contato com a superficie das raizes e
aumentam a producédo da planta através de mecanismos como melhora da nutricdo
mineral, supressao de doencas ou producao de fitorménios (Weller, 1988; Broek &
Vanderleyden, 1995). Considera-se que os efeitos benéficos de algumas PGPR
sejam devidos as suas interacbes com FMA como, por exemplo, aumentando o
crescimento micelial destes, otimizando a formacé&o e funcionamento das simbioses
micorrizicas (Artursson et al., 2006). O acido indol acético (AlA) é o fitormbdnio mais
comumente produzido por essas bactérias. Estima-se que 80% das bactérias
isoladas da rizosfera possam produzir AIA (Vessey, 2003). Essas bactérias podem
atuar também solubilizando fosfato, tornando o P disponivel as plantas e
aumentando assim o seu crescimento. Pode haver ainda a producao de sideroforos

que facilitam o transporte de ferro para a planta (Bevivino et al, 1998).
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2.3 EFEITOS DA INTERACAO ENTRE FMA E RIZOBACTERIAS EM LEGUMINOSAS ARBOREAS

Plantas que se associam as bactérias diazotréficas e FMA
apresentam grande potencial de utilizacdo para revegetacao (Franco & Faria, 1997).
Nesse caso, enquanto as bactérias diazotroficas disponibilizam N as plantas, os
fungos micorrizicos aumentam o volume de solo explorado pelas raizes, auxiliando-
as a obter nutrientes de baixa mobilidade, principalmente o P (Siqueira et al., 1994).
Isso contribui para o estabelecimento, crescimento e sobrevivéncia das plantas por
meio da reducdo do estresse causado por fatores como a limitacdo de alguns
nutrientes e a disponibilidade de agua (Janos, 1996; Sylvia & Williams, 1992). Assim,
mudas micorrizadas apresentam maior indice de sobrevivéncia quando
transplantadas para o campo, além de apresentarem maior vigor no seu
desenvolvimento inicial (Siqueira et al., 1993; Siqueira et al., 1998; Marques et al.,
2001). Alem disso, sao varios os relatos de que a fixacdo bioldégica de N, tanto
simbidtica quanto associativa, € incrementada em plantas associadas a fungos
micorrizicos. Por outro lado, a presenca dessas bactérias também pode estimular a
colonizac&o micorrizica (Toro et al., 1997), aumentando os beneficios ao hospedeiro
a partir dessa associacao.

As leguminosas associadas a rizébio e FMA tém sido utilizadas em
programas de recuperacdo de éareas degradadas, em sistema agroflorestais e
agropastoris. A associacao das leguminosas com esses dois simbiontes é chamada
de simbiose tripartite (Xavier & Germida, 2002). Algumas estirpes selecionadas de
rizobio podem permitir a planta auto-suficiéncia em N, com resultados superiores a
aplicacdo de N mineral (Rodrigues et al., 2003). Segundo Xavier & Germida (2002),

a resposta da leguminosa hospedeira ao Rhizobium pode ser modificada pelas
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espécies FMA envolvidas na associacdo tripartite, e que os beneficios a planta
nessa simbiose séo superiores aos das plantas controle ndo inoculadas, ou aquelas
inoculadas isoladamente com FMA ou Rhizobium.

A maioria dos géneros da familia Mimoseae pode nodular e formar
simbiose com bactérias fixadoras de nitrogénio, embora haja excecdes. Além do
mais, podem também estabelecer simbiose mutualistica com FMA (Patreze &
Cordeiro, 2004).

Em geral, os beneficios para a planta nessa tripla associacdo sao:
aumento do crescimento e producdo das plantas; melhora na nutricdo de N e P;
controle de doencas; resisténcia a seca; solubilizacdo de fosfato; aumento na
nodulacdo e colonizacdo das raizes por FMA (Marques et al., 2001; Xavier &
Germida, 2003). A simbiose micorrizica geralmente apresenta efeito sinergistico
sobre a nodulacédo (Barea et al., 2002). A dupla inoculacéo é capaz de reduzir os
custos com fertilizantes nitrogenados e fosfatados, por conferir as plantas maior
capacidade de absorcéo de seus nutrientes (Burity et al., 2000; Jia et al., 2004).

Segundo Barea et al. (2002), existem bactérias denominadas helper,
que auxiliam na formacdo e funcionamento das micorrizas por estimularem o
crescimento micelial dos fungos, além de produzirem compostos que aumentam a
permeabilidade das raizes, facilitando sua penetracdo pelos fungos. No caso de
Glomus mosseae e Pseudomonas sp foi observado aumento na producdo de
vitaminas, aminoacidos e horménios, os quais podem estimular o crescimento das
plantas ou dos proprios microrganismos (Barea et al., 1998). Ha relatos de que
certos isolados de Bacillus estimulam a micorrizacdo (Alten et al., 1993; Aboul-Nasr,
1996) e, consequentemente, a producdo de micélio externo, fato que pode alterar a

eficiéncia da simbiose (Nogueira, 2001).
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O fornecimento de nitrogénio as plantas por bactérias diazotroficas
pode ser aumentado pela associacdo conjunta com FMA. Uma explicacdo para o
aumento na fixacdo de N, em plantas micorrizadas é que quando, N e P séo
limitantes, os FMA podem aumentar a absor¢cdo de P pela planta, conferindo a
planta melhores condicbes de fornecer mais energia para a fixacdo de N, por
Rhizobium na forma de ATP (Artursson et al., 2005).

Segundo Xavier & Germida (2003), o crescimento e a produtividade
de leguminosas sdo dependentes de uma combinacéo especifica de FMA e rizdbio,
indicando que ha melhores resultados em interagcbes sinergisticas entre

microssimbiontes compativeis.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

- ldentificar a(as) interacdo(0es) mais eficiente(s) entre 4 espécies
arbéreas leguminosas nativas e 4 espécies de fungos micorrizicos, na presenca e

auséncia de rizobactérias.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Caracterizar o efeito sinergistico de fungos micorrizicos sobre a
nodulacdo das raizes, crescimento das plantas e o acimulo de N e P por espécies
leguminosas, quando inoculadas com bactérias fixadoras de N;

- Caracterizar o efeito das estirpes de rizobactérias sobre a
colonizacdo radicular e producdo de micélio externo por espécies de fungos

micorrizicos.
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INTERACTIONS BETWEEN ARBUSCULAR MYCORRHIZA AND RHIZOBACTERIA ON

NATIVE WOODY LEGUMINOUS TREES USEFUL IN REFORESTATION

Key words: Gigaspora, Glomus, Biological Nitrogen Fixation, P uptake, Rhizobium,

Synergism.

Abstract

Many areas previously covered with native forests are abandoned due to decrease on
soil fertility as consequence of soil degradation. Revegetation of degraded areas may be
expensive due to costs involved in plantlets production, installation and fertilization.
Thus, arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) and rhizobacteria, not only N-fixing but also
plant growth promoter, are good candidates to improve plant capacity to establish in
degraded and low-fertility soils. Accordingly, the aim of this work was identify the most
efficient interaction(s) between AMF (Glomus clarum, Glomus etunicatum, Glomus
intraradices or Gigaspora margarita) and rhizobacteria on the plantlets productions of
four woody leguminous trees (Enterolobium contortisiliquum, Peltophorum dubium,
Anadenanthera colubrina and Parapiptadenia rigida) native from the Brazilian Atlantic
Forest and employed in reforestation programs. The experimental design was entirely
randomized in a 5x2 factorial arrangement (four AMF species and non-AMF control)
with and without rhizobacteria in four replications, for each plant species and three
harvesting time. The AMF species G. clarum and G. margarita improved all plant
species growth and nodulation in two species, what generally coincided with a better P
nutritional status. These most effective AMF also produced higher amounts of external
hyphae. The double inoculation rhizobacteria-AMF increased plant height, and also N

concentration and N accumulated in shoots in the most effective interactions.
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Rhizobacteria stimulated mycorrhizal root colonization in some plant species and was
deleterious in others but had no effect on the external hyphae length. Effective microbial
interactions improve the plantlet precocity, which can be transplanted earlier to the
field. Nevertheless, an effective interaction between AMF and rhizobacteria depend on
the host plant and also on the environment, what reinforces the need for previous
screening to find the best plant-microbes interactions in order to be employed in

reforestation programs.

Introduction

Environmental degradation is a worldwide increasing concern. The substitution
of native forest for pastures, cropping or even wood exploration results, in many cases,
in soil degradation (Thrall et al., 2005). One of the consequences of soil degradation is
the decrease of soil organic matter. As a result, soil fertility, structural stability, water
holding capacity and microbial activity are also reduced (Caravaca et al., 2003). The
consequences are lower soil capacity in supplying water and nutrients for plants. In this
case, the area becomes more dependent on external inputs, such as chemical fertilizers,
which bring not only economical, but sometimes environmental costs as well.

The use of native woody leguminous trees for soil reclamation contributes to
reduce the environmental impacts and improve the preservation of biodiversity
(Carneiro et al., 1998; Marques et al., 2001). Most of these plants, mainly those from
Mimoseae family (Patreze and Cordeiro, 2004), are useful due to its fast growth, high
biomass production, adaptation to unfavorable soil and weather conditions, and ability
in forming symbioses with helpful soil microorganisms (Schiavo and Martins, 2003).

The use of microorganisms as biofertilizers (Vessey, 2003) improves the

morphophysiological quality of seedlings and contributes to reduce the economical and
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environmental costs during reforestation. According to Thrall et al. (2005), plant
interactions with soil microorganisms able to form symbiosis are crucial for
reforestation of degraded areas. Especially in low-P soils, most of plant species depend
on mycorrhizal symbiosis (Jia et al., 2004) for mining P from soil. The improved P
uptake in plants associated to arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) is due to a greater
soil volume explored by the external mycelium, which can extend up to 11 cm away
from the root surface (Li et al., 1991) and amount up to 100 m g™ of soil (Miller et al.,
1995). This surprising amount of external hyphae also contributes to improve the
stability of soil aggregates (Dodd et al., 2000). Other benefits, such as improved
resistance to drought and improved N uptake are also observed, mainly in leguminous
plants (Barea et al., 2002; Caravaca et al., 2003).

Woody leguminous trees able to simultaneously form symbiosis with Rhizobium
and AMF are good candidate to be used in reforestation programs (Franco and Faria,
1997). In this case, plants usually have improved growth, N and P uptake, nodulation,
biological nitrogen fixation, higher levels of mycorrhizal colonization, resistance to soil-
born pathogens and improved phosphate solubilization in soil (Marques et al., 2001;
Xavier and Germida 2001; Xavier and Germida, 2003). The benefits from the double-
symbiosis reduce the costs with N and P fertilizers (Burity et al., 2000) and improve the
plantlets establishment, growth and survival after transplanting to the field (Marques et
al., 2001).

Besides Rhizobium and AMF, other microorganisms may also benefit plants by
means of free-living nitrogen fixation, phosphate solubilization or phytohormones
production (Artursson et al., 2006). Some of these microorganisms are bacteria so-

called plant-growth promoting rhizobacteria (PGPR) (Artursson et al., 2006;



90

91

92

93

94

95

96

97

98

99

100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

35

Dobbelaere et al.,, 2003) and are able to stimulate plant growth mainly due to
phytohormones production.

Despite the benefits of microbial interactions on plant growth, a limitation in
degraded areas is generally the low potential of natural inoculum of beneficial
microorganisms (Carneiro et al., 1998). Moreover, although AMF colonizes most of
vascular plants, not all species, and even isolates, are effective in improving plant
growth (Dodd et al., 2000). This make necessary previous screening for effective AMF
to be employed in inoculation programs, mainly when plantlets are produced in nursery.

The objective of this work was to identify the most effective interaction(s)
among four native woody leguminous trees with four AMF species when co-inoculated

or not with rhizobacteria, during the initial phase of plantlet formation.

Materials and Methods

Substrate

The substrate for plant growth was obtained by mixing three parts of a top-layer
(0-20 cm) of an acidic, low-natural fertility sandy oxisol, with one part of washed river
sand. The objective of the sandy substrate was to make easy the extraction of
mycorrhizal external mycelium. Two kg of the mixture was added to plastic pots that
were wrapped hermetically with plastic sheets and fumigated with methyl bromide for
one week. Afterwards, pots were allowed to stand in open air in order to remove the
fumigant residues. The chemical analysis of the substrate showed the following results:
pH (CaCl,) 4.5; C 11.04 g dm™; P 2.0 mg dm™; AI** 0.57 cmol, dm™; H+Al 5.34 cmol,
dm™; Ca** 1.3 cmol, dm™; Mg?* 0.78 cmol, dm™; K* 0.05 cmol. dm™; CEC 7.47 cmol.

dm™ and bases saturation (V) 28.51%.
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Biological material

Four woody leguminous trees, native from the Brazilian Atlantic Forest, and
used for reforestation programs, were tested. Three of them belong to the Mimoseae
family and are noduliferous: Anadenanthera colubrina (early secondary), Enterolobium
contortisiliguum (late secondary), Parapiptadenia rigida (early secondary). The last
tree, Peltophorum dubium (late secondary), belongs to the Caesalpinioideae family and
is non-noduliferous. Seeds of each species were surface-sterilized with 70% ethanol for
5 min, 2% sodium hypochlorite for 5 min and rinsed several times with distilled water.
Then, seeds were pre-germinated in trays containing autoclaved sand. Before sowing, E.
contortisiliguum seeds were put into boiling water, and left to stand in the same water
for 24 h in order to break dormancy. Six days after sowing of E. contortisiliquum and P.
dubium, and 10 days after sowing of A. colubrina and P. rigida, plantlets were
transplanted to the pots.

The AMF inocula (Glomus clarum, Glomus etunicatum, Glomus intraradices or
Gigaspora margarita) were multiplied previously in Brachiaria decumbens in pure
culture. Before transplanting, pots respective to each treatment received 2 g of soil-
inoculum, containing spores, hyphae and colonized roots. The non-AMF control pots
also received 2 g of the same soil, but free from AMF.

The Rhizobium strains were kindly supplied by Embrapa-Agrobiologia. The
plants from Mimoseae family were inoculated with two strains: A. colubrina was
inoculated with the strains B9001 and BR9004; E. contortisiliguum, BR4406 and
BR4407; and finally P. rigida, BR827 and BR9002. The only species from
Caesalpinioideae, P. dubium, was inoculated with the isolated LEM B6, a PGPR

isolated and kept at the Laboratory for Microbial Ecology (CCB/Dept. of
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Microbiology/UEL) and identified as Burkholderia sp. (Albino, 2004). Prior to
inoculation, the rhizobial strains were grown in TY medium (Tryptone 5 g, yeast extract
3 g, CaCl, 0.5 g; agar 15 g, distilled water 1000 mL), while the isolated B6 was
cultivated in Nfb medium (Do6bereiner and Day, 1976). All strains were incubated in
BOD at 28°C for 3 to 5 days. After growth, each strain was resuspended in 0.85% saline
and the cell concentration adjusted spectrophotometrically at 660 nm. Each plantlet

received at least 10" cells 30 days after transplanting.

Experimental design and statistical analysis

The experiments, for each plant species, were entirely randomized in a 5x2
factorial. The first factor was AMF (non-AMF control and four AMF species) and the
second was rhizobacteria presence or absence, in four replications. Plants were watered
when necessary with tap water and received weekly 10 mL of Hewitt’s nutritive
solution (Hewitt, 1966) for leguminous, with P content reduced to 1/5. The experiments
were conducted under greenhouse from September 2004 to May 2005. Plant height was
measured weekly, while plant biomass (dry weight at 60°C/48h), root length
(Newmann, 1966), and number nodule were assessed at approximately 130, 160 and
190 days after the rhizobacteria inoculation. In the last harvesting, roots were assessed
for percent AMF root colonization (Phillips and Hayman, 1970; Giovannetti and Mosse,
1980), the total external mycelium was estimated in the substrate (Andrade et al., 1997),
and N (Sarruge and Haag, 1974) and P (Murphy and Riley, 1962) were assessed in
shoots. Plants from the second harvest were also analyzed for ureide contents (Hungria
and Neves, 1987; Herridge, 1990) in relation to nitrate (Cataldo et al., 1975) in the dry

shoot biomass.
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Each harvesting time was considered a single experiment. The dada were
submitted to ANOVA with F test (p<0.05) and the averages compared by means of

Duncan’s test (p<0.05) by using the statistical software SAS (SAS, 1991).

Results

Plant growth

The initial plant response to the symbioses varied according to plant species
(Figure 1). AMF effects started between 30 and 90 days, depending on the host and on
the AMF. The most effective AMF were G. clarum and G. margarita, depending on the
plant species, followed by G. etunicatum. Plants inoculated with G. intraradices
generally showed growth similar to the non-AMF control. The response to rhizobacteria
was less expressive, started later than to AMF, and generally occurred in the more
effective AMF associations. In the non-effective mycorrhizal interactions, such as G.
intraradices in P. dubium, the co-inoculation with rhizobacteria caused reduction in
plant height.

There was single effect of AMF on shoot and root dry weights (P<0.001) in each
plant species (Figure 2). Similarly to plant height, G. clarum and G. margarita were the
most efficient AMF in improving plant biomass. G. etunicatum significantly increased
plant biomass only when associated to A. colubrina. G. intraradices was ineffective in
all hosts, while the rhizobacteria effect on plant biomass was also non-significant.
Mycorrhiza also improved total root length (P<0.001), mainly G. clarum, followed by
G. margarita (Figure 3). The rhizobacteria effects on this variable was also non-

expressive.
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Microbial parameters

Nodules were observed in A. colubrina and E. contortisiliquum since the first
harvesting time (Figure 4). In A. colubrina, nodulation occurred only when plants were
also associated with G. clarum, G. etunicatum and G. margarita. E. contortisiliquum
nodulated when associated to all AMF and even some non-inoculated treatments also
presented some nodules, especially in the most effective mycorrhizal symbioses. P.
rigida, although recognized as noduliferous, did not show nodules in any treatment.

The mycorrhizal root colonization varied from 0 to 79% according to AMF
species and was also influenced by rhizobacteria (Figure 5). The highest colonization
levels were found in all plants associated to G. clarum and G. margarita. In three out of
four hosts, the rhizobacteria stimulated G. clarum colonization, resulting in significant
interaction between AMF and rhizobacteria (P<0.001). On the other hand, the
rhizobacteria stimulated G. margarita root colonization only when associated to A.
colubrina, while in the other hosts, rhizobacteria caused decrease in root colonization.
For the less effective AMF species (G. intraradices and G. etunicatum), the
rhizobacteria also decreased the root colonization, when associated to E.
contortisiliguum and P. dubium.

AMF influenced significantly (P<0.001) the amount of total external hyphae in
the substrate, with no effect of rhizobacteria (Figure 6). The AMF that most produced
external hyphae were G. margarita and G. clarum in all host plants. G. margarita
produced higher amounts of external hyphae than G. clarum when associated to A.
colubrina and P. dubium. Considering the host P. rigida, G. clarum produced the
highest amounts of external hyphae. Only in this host plant, G. intraradices and G.
etunicatum produced more external hyphae than found in the non-AMF control.

Although not compared statistically, the host plant seemed to influence the external
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hyphae production. The highest figures were found in E. contortisiliguum and P.

dubium, followed by A. colubrina and P. rigida.

Nitrogen and phosphorus contents

Except for P. rigida, the interaction between AMF and rhizobacteria was
significant for N concentration in the plants (Figure 7). In general, N concentration
decreased in the most effective AMF interactions, as a consequence of dilution effect.
For A. colubrina, the effect of rhizobacteria was very evident in the most effective AMF
interactions, resulting in higher N concentrations. For the other hosts, there was no
effect of rhizobacteria in each AMF treatment. Conversely, when considering the total
N accumulated in the shoots, all host plants showed higher N accumulated when
associated with G. clarum and G. margarita. This increase was still more pronounced in
A. colubrina and E. contortisiliguum when inoculated with rhizobacteria.

P concentration in the shoots increased significantly in the AMF-plants when
compared to the non-AMF-plants, mostly when associated to G. clarum and G.
margarita (Figure 8). There was no effect of rhizobacteria on P concentration. A.
colubrina showed the highest concentration, especially when associated with G.
margarita. E. contortisiliquum showed the lowest P concentration in relation to the
other species.

The ureide-N assessed in the shoot dry biomass from noduliferous plant was
little expressive and did not differ among treatments. The averages for each plant
species were: A. colubrina 2.41%, P. rigida 2.83% and E. contortisiliquum 3.41% (not

shown).

Discussion
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Microbial effects on plant growth

The four woody leguminous species benefited mainly from two AMF species
and, less extensively, from rhizobacteria. In this case, plant response to rhizobacteria
was observed only after AMF stimulated plant growth. In general, the more effective
AMF was, the earlier rhizobacteria contributed to plant height. Even for the non-
noduliferous species, P. dubium, the rhizobacteria stimulated its height when associated
to G. clarum. Similarly, Burity et al. (2000) observed stimulus on Mimosa
caesalpinifolia height when associated to Rhizobium and arbuscular mycorrhiza,
emphasizing the importance of microbial symbiosis on plant growth. Conversely,
Schiavo and Martins (2003) did not observe AMF and Rhizobium effects on Acacia
mangium height. The authors attributed the non-response to the small volume of the
pots used for plant growth.

Plant growth promoting rhizobacteria (PGPR) and AMF may interact
synergistically on plant growth, as a result of improved nutrient acquisition or
production of phytohormones (Artursson et al., 2006). In our case, inoculation with G.
clarum and G. margarita stimulated significantly the shoot and root biomasses and total
root length. The inoculation with G. etunicatum resulted in lower response, while G.
intraradices usually did not affect plant growth. AMF are generally not specific for host
colonization. Different AMF species or even isolates have different effects onto host
plant (Barea et al., 2002). These results strengthen the need for screening an efficient
mycorrhizal symbiosis for a successful plant growth in a low-fertility soil (Caravaca et
al., 2003). The better growth of mycorrhizal plants is also result of an increase of P
uptake (Neumann and George, 2005) by means of the external hyphae. Moreover, the

higher total root length increase in the efficient mycorrhizal associations also result in
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higher degree of root branching (Berta et al., 1994), in addition to mycorrhizal external

hyphae, increasing the surface for P uptake.

Mycorrhizal effects on nodulation

The mycorrhizal stimulus to nodulation in A. colubrina and E. contortisiliquum
strengthens the importance of the tripartite symbiosis Rhizobium-mycorrhiza-
leguminous species. In fact, several other works have emphasized that nodulation and
biological nitrogen fixation are increased in mycorrhizal plants, as consequence of a
synergistic effect (Burity et al., 2000; Xavier and Germida, 2002; Barea et al., 2002; Jia
et al., 2004). The increase in nodulation in mycorrhizal plants is generally attributed to a
more intense metabolism (Burity, 2000) as a result of a better nutritional status of the
host plant, especially in relation to P. Conversely, in some situations, the double
inoculation with Rhizobim and AMF is unfavorable for plants. Schiavo and Martins
(2003) found that the number of nodules in A. mangium decreased when plants were
also inoculated with AMF. In this case, the reduction in nodulation was attributed to a
competition between the symbionts for plant photoasimilates, under limiting conditions.
In our case, although considered noduliferous, P. rigida did not have nodulation in any
treatment. Some factors such as P deficiency may limit nodulation (Frioni et al., 1998).
However, plants associated to G. clarum and G. margarita had expressive growth in
relation to the non-mycorrhizal ones, attributed to a better P nutrition, in fact higher in
these plants. Other factors, such as low pH and high Al availability in the soil, as the
case, are also restrictive to BNF. In this case, the bacterial isolate used for this species
may be more sensitive to these factors and thus not able to survive and colonize plant
roots. On the other hand, E. contortisiliquum showed to be more susceptible to rhizobial

infection and nodulation, because even in a lower extent, the non-inoculated controls
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showed nodulation. Dust and the non-sterilized water used for watering are the probable
sources of Rhizobium that nodulated E. contortisiliguum controls. However, A.
colubrina showed nodules only when inoculated with the rhizobial strains, probably due

to more specificity between host and bacteria.

Rhizobacteria effects on mycorrhizal colonization

The levels of mycorrhizal root colonization in plants are variable and depend on
the interaction host-environment-endophyte (Zangaro et al., 2003; Patreze and Cordeiro,
2004). The main factor affecting mycorrhizal root colonization is generally soil P
availability. Usually, the lower P availability, the greater is mycorrhizal root
colonization. In our case, mycorrhizal root colonization varied according to AMF
species and rhizobacteria, which stimulated mycorrhizal colonization in some cases, and
decreased in other. Burity et al. (2000) and Schiavo and Martins (2003) also observed
increase in root colonization in Rhizobium-inoculated plants. Root hair exudates
substances derived from photoasimilates, generally amino acids, organic acids, sugars,
mucilage, proteins and flavonoids. The latter may attract fungal hyphae towards the root
surface, increasing root colonization (Walker et al., 2003). Any factor affecting plant
physiology will probably also affect the AMF associated. In this case, the inoculation of
rhizobacteria may affect positively or negatively the mycorrhizal colonization due to
effects on the host plant physiology. Indeed, G. clarum colonization was stimulated in
three hosts, while G. margarita was stimulated only in A. colubrina and reduced in the
other hosts. In the host P. rigida, both AMF had the root colonization decreased.

Bacteria that stimulate mycorrhizal root colonization are named *“helper
bacteria” (Balota et al., 1995). According to Artursson et al. (2006), there are many

reports about stimulation of mycorrhizal colonization due to rhizobacteria. These soil
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bacteria are able to produce organic compounds, probably phytohormones, which
increase root cell permeability and exudation, what stimulate the mycorrhizal infection
process (Barea et al., 2002). In our case, the increase in mycorrhizal root colonization in
some Rhizobium-inoculated plants is probably result of better N nutritional status of the
host plant. However, the stimulation of G. clarum in the non-noduliferous P. dubium
inoculated with the isolate B6 may be attributed to production of amino acids, vitamins
or growth substances (e.g. indoleacetic acid) by bacteria (Vivas et al., 2003). As
observed from these data, the stimulation or suppression of mycorrhizal root
colonization depends on the interaction rhizobacteria-host-AMF.

The external hyphae followed the same tendency as mycorrhizal root
colonization in which G. clarum and G. margarita presented the highest figures, but
without rhizobacteria effects. Besides helping the plant mining P from soil, the external
hyphae contributes to improve soil aggregates stability and, consequently, resistance to
erosion (Barea et al., 2002) and are also source of mycorrhizal inoculum (Newman and
George, 2005). These characteristics are of particular interest in degraded area, usually
susceptible to erosion and poor in mycorrhizal inoculum. The production, propagation
and longevity of external hyphae are also variable with AMF species (Dodd et al.,
2000), what may affect their ability for P uptake and, consequently, the mycorrhizal
effectiveness. It must be considered that the external hyphae found in the non-AMF
treatments may be originated from other filamentous fungi in the soil and also the

hyphae originated from native AMF before the fumigation of the substrate.

Nitrogen and phosphorus contents
The fact that plants associated to more effective AMF showed less N

concentration is result of a dilution effect in more developed plants (Jarrel and Beverly,
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1981). However, when considering the total N accumulated in the shoots, the
mycorrhizal plants had higher amounts in the most of the cases. This effect was still
more pronounced when plants were also inoculated with rhizobacteria, even the non-
noduliferous plants, showing a synergistic effect between AMF and rhizobacteria on N
uptake. In the case of non-noduliferous plants, the AMF can help plant uptake N from
soil (Pereira et al., 1996). However, in some cases, the rhizobacteria are also free-living
N-fixers. Indeed, the bacterial isolate B6 inoculated in this plant have nif genes (Albino,
2004). The increase of BNF in mycorrhizal plants is attributed to an improved P supply
that enables the host plant better conditions for supplying ATP to the biological nitrogen
fixation, a high energy-demanding process (Barea et al., 2002; Arturson et al., 2006).
Similar results were also found in Mimosa caesalpinifolia (Burity et al., 2002) and A.
mangium plantlets (Schiavo and Martins, 2003).

In the majority of the cases, the AMF, mainly G. clarum and G. margarita,
increased P concentration in plants, but without effects of rhizobacteria. Previous work
showed that the co-inoculation of AMF and rhizobacteria stimulated P concentration in
plants (Albino, 2004). Similarly, many other works have also showed increase in P
concentration in woody plants due to AMF (Schiavo and Martins, 2003; Caravaca et al.,
2003; Jia et al., 2004). It is noteworthy that not all AMF succeeded in effectively
colonize the host and improve its P uptake and growth, although AMF are recognized as
not specific in colonizing their hosts. Many factors may be related to this unsuccessful
symbiosis, such as incompatibility whit the environment, especially the substrate, or

even spore dormancy.

Concluding remarks
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In summary, the double inoculation with AFM and rhizobacteria in woody
leguminous trees improve plant growth mainly due to a better P and N nutritional status
in an effective symbiosis. Not all mycorrhizal associations are effective in improving
plant growth and nutritional status, what reinforces the need for a previous screening in
each AMF-host-environment to find the best interaction. Once found the best
combination, the effective microbial symbioses may play an important role in plantlets
production in nursery by improving its precocity. When transplanted to the field, these
plants are expected to have an improved capacity of establishment on degraded, low-

fertility, and with low-microbial inoculum soils.
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Figure 1: Growth dynamics of mycorrhizal (G. clarum, G. etunicatum, G.

intraradices or G. margarita) or non-mycorrhizal (Control) native woody
leguminous trees, with (+Rh) or without (-Rh) rhizobacteria co-inoculation. A) A.
colubrina; B) P. dubium; C) P. rigida; D) E. contortisiliquum. Arrow indicates the
time of rhizobacteria inoculation. Vertical bars show the LSD for plant height

measured just before the last harvest (Duncan, p<0.05).
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Figure 2: Shoots and roots dry biomasses of native woody leguminous trees in three

period of plant growth when inoculated with arbuscular mycorrhizal fungi (G. clarum,
G. etunicatum, G. intraradices or G. margarita) or not (Control). A) A. colubrina; B) P.
dubium; C) P. rigida; D) E. contortisiliguum. Vertical bars show the LSD among 4

averages (Duncan, p<0.05).
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Figure 3: Total fresh root length of native woody leguminous trees in three period of

plant growth when inoculated with arbuscular mycorrhizal fungi (G. clarum, G.

etunicatum, G. intraradices or G. margarita) or not (Control). A) A. colubrina; B) P.

dubium; C) P. rigida; D) E. contortisiliquum. Vertical bars show the LSD among 4

averages (Duncan, p<0.05).



510

511

512

513

514

515

55

A B
180 141 days 30 135 days
140 1 B - Rhiz
120 20 — + Rhiz
100 4
80 | 15
60 10
40 1
20 1 ; 5 H
0 0 n 1
(T) 250 171 days 60 165 days
o) 200 50
£ 40
=) 150
< 30
Q@ 100
_g 20
o 50 H 10
z i |
0 = 0
700 201 days 60 195 days
600 50
500 40
400
300 30
200 20
100 10
0 )\ )\ ”
SO, S o SO o (e
O e (e o O Qe (o Ao
G e“é, oG, G e‘g'\““ao A\

Figure 4: Effect of inoculation (+Rhiz) or not (-Rhiz) of rhizobacteria on number of
nodules in two native woody leguminous trees in three period of plant growth, when
inoculated with arbuscular mycorrhizal fungi (G. clarum, G. etunicatum, G.
intraradices or G. margarita) or not (Control). A) A. colubrina; B) E. contortisiliquum.

Vertical bars indicate standard deviation.
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Figure 5: Percent root colonization of native woody leguminous trees inoculated (G.
clarum, G. etunicatum, G. intraradices or G. margarita) or not (Control) with
arbuscular mycorrhizal fungi, with (+Rhiz) or without (-Rhiz) rhizobacteria. A) A.
colubrina; B) P. dubium; C) P. rigida; D) E. contortisiliquum. Means sharing same
letter, in each leguminous tree, do not differ each other (Duncan, p<0.05). a, b, ¢, d and
e: compare arbuscular mycorrhizal fungi without rhizobacteria; v, w, X, y, z, compare
arbuscular mycorrhizal fungi in the co-inoculation with rhizobacteria. * Indicate

significant effect or rhizobacteria in each AMF treatment (Duncan, p<0.05).
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Figure 6: External hyphae length in soil cultivated with native woody leguminous trees
inoculated (G. clarum, G. etunicatum, G. intraradices or G. margarita) or not (Control)
with arbuscular mycorrhizal fungi. A) A. colubrina; B) P. dubium; C) P. rigida; D) E.
contortisiliguum. Means sharing same letter, in each leguminous tree, do not differ one

another (Duncan, p<0.05).



528
529
530
531
532
533
534
535
536

35 4
30
25 1
20 -
15
10

30
25 4
20
15 1

N Concentration (g kg'l)

10 1

50 4

40 -

30 -

20 -

10

- Rhiz
+ Rhiz
a X

. *
|
S *

] <

10

I

Y
=2
I
N
I <
%

25 4

20

15

[\
]

I
<

Xy

] <

<

o ©
(\\.‘ \) \_ \
- <° o aad
G-7 6

(,e

&
6((\

@

X
*
Xy
*
a
a
il I | I
a
a I mZ
a
X
ab
abc
XY pe
y
=L H Iﬂ
X
a
ab o
X
y
ab
b bH i
mND ||
X
X
a a
y
b bH b
y
| B I I
\ .
00(\“0 C\a‘\)«\ ad\ce 9“\'\3
S 6“’2 (\x‘a o o

r 80

- 60

r 40

r 20

r 120
- 100
- 80
r 60
40
F 20

r 40

r 30

r 20

r 10

r 350
r 300
r 250
r 200
r 150
r 100
r 50

Total N (mg plant™)

Figure 7: N concentration and Total N in shoots of native woody leguminous trees
inoculated (G. clarum, G. etunicatum, G. intraradices or G. margarita) or not (Control)
with arbuscular mycorrhizal fungi, with (+Rhiz) or without (-Rhiz) rhizobacteria. A) A.
colubrina; B) P. dubium; C) P. rigida; D) E. contortisiliquum. Means sharing same
letter, in each leguminous tree, do not differ each other (Duncan, p<0.05). a, b, ¢, d and
e: compare arbuscular mycorrhizal fungi without rhizobacteria; v, w, X, y, z, compare
arbuscular mycorrhizal fungi in the co-inoculation with rhizobacteria. * Indicate
significant effect or rhizobacteria in each treatment with AMF (Duncan, p<0.05). ND =
not determined.
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Figure 8: P concentrations in shoots of native woody Iegumlnous trees inoculated (G.
clarum, G. etunicatum, G. intraradices or G. margarita) or not (Control) with
arbuscular mycorrhizal fungi. A) A. colubrina; B) P. dubium; C) P. rigida; D) E.
contortisiliguum. Means sharing same letter, in each leguminous tree, do not differ one

another (Duncan, p<0.05). ND = not determined.
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