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RESUMO

Nas Ultimas décadas a Floresta Amazbdnica vem sofrendo um processo de
degradacédo acelerado e a exploracédo das florestas pela industria madeireira € um
dos principais responsaveis. Novas tecnologias devem ser desenvolvidas para tentar
amenizar essa situacdo, como projetos de silvicultura com espécies nativas para
suprir a demanda por madeira no mercado. O Schizolobium amazonicum,
popularmente conhecido como Parica, € uma leguminosa arborea nativa e a area
cultivada com essa espécie tem aumentado. Esta espécie fornece matéria-prima de
qualidade para a obtenc&o a industria de compensados. Apesar de S. Amazonicum
estar sendo plantado em larga escala no norte do Brasil, a cadeia de producéo da
madeira ainda carece de tecnologia para otimizar a producdo dessa espécie. As
raizes das plantas interagem diretamente com o0s microrganismos do solo na
rizosfera sendo estas interacfes importante para a para a manutencao da fertilidade
do solo e o desenvolvimento das plantas. O nitrogénio (N) e o fosforo (P) sdo os
nutrientes mais requeridos pelas plantas. As bactérias fixadoras de nitrogénio
introduzem este elemento no solo a partir do N, atmosférico. Os fungos micorrizicos
arbusculares (MA) também desempenham importante papel na nutricdo vegetal, pois
suas hifas aumentam o volume de solo explorado pelas raizes, permitindo maior
absorcdo de nutrientes como o P e melhor acesso da planta a agua. A dupla
inoculagcéo destes microrganismos melhora o crescimento das plantas por aumentar
a absorcao de nutrientes. Neste trabalho avaliamos a eficiéncia de trés fungos MA
(Glomus clarum, G. intrarradices e G. etunicatum) associados a trés cepas de
bactérias fixadoras de N (dois Rhizobium sp. e uma Bulkholderia sp.) em condicdes
de campo. Foram utilizados dois métodos de plantio: semeadura direta ou através de
muda. O G. intrarradices foi o0 mais eficiente no crescimento das plantas quando
inoculados nas sementes, enquanto as trés linhagens de bactérias nao tiveram
nenhum efeito neste tipo de plantio, com ou sem a associacdo de fungos MA. No
plantio através de mudas a dupla inoculacdo foi mais efetiva. Aos 210 dias as cepas
Rhil e Rhi2 associadas a G. clarum e G. entunicatum aumentaram o crescimento
das plantas. Aos 390 dias G. clarum associado a LEM6 ou Rh1l melhoraram a
maioria dos parametros avaliados, incluindo biomassa e producdo de madeira. O
plantio por semeadura direta foi 0 menos eficiente. Isso mostra que a eficiéncia dos
indculos de bactérias ou fungos MA depende de qual sistema de plantio sera
utilizado.

Palavras-chave: Microbiologia agricola. Microorganismos do solo. Nitrogénio \
Fixagdo. Bactérias nitrificantes.
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ABSTRACT

The Amazon Forest has suffered an accelerated degradation process due to cutting
to implant agricultural systems, pasture and electricity generation projects and
disorganized mining and wood exploitations. The challenge is to develop new
technologies for wood production in agroforestry systems. Schizolobium amazonicum
is a legume tree, with fast growth and its wood is employed to make furniture. More
and more areas have been sowed with S. amazonicum, but this production system is
very poor technologically. In the present paper we proposed to evaluate the effect on
the plant growth and plant survival of three arbuscular mycorrhizal fungi (Glomus
clarum, G. intraradices and G. etunicatum) associated with three N-fixing bacteria
strains (two Rhizobium sp. and one Burkholderia sp). Two methods of planting were
used: direct sowing or transplantation of seedlings after initial growth in nursery. G.
intrarradices was more effective in plant growth when inoculated in seed, and the
bacteria strains had no effect when inoculated alone or with AM fungi. However, in
seedlings the dual inoculation was more effective. At 210 days Rhi 1 and Rhi 2
associated with G. clarum or G. etunicatum increase plant growth. At 390 days G.
clarum associated with LEM6 or Rhi 1 increased most of the parameters evaluated,
including biomass and wood production. Direct sowing is the traditional method
largely used in the non-tillage areas and was more ineffective. The presence of
microorganisms showed significant differences when compared with non-inoculated
plant. The results suggested that some microbial combinations were effective in
stimulating plant growth, but further experiments need to be carried out to evaluate
which N-fixing bacteria and AM fungi is more effective for each planting systems for
S. amazonicum.

Keywords: Agricultural microbiology. Soil micro-organisms. Nitrogen \ Fixation.
Nitrifying bacteria.
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1 INTRODUCAO

O Schizolobium amazonicum (Huber) Ducke, é uma espécie florestal
conhecida popularmente como Parica. Esta arvore destacou-se na producédo de
madeira, principalmente para industria de compensados, além de ser utilizada em
reflorestamentos. Os trabalhos relacionados com a silvicultura dessa espécie ainda
sdo poucos (MARQUES, 1990). Na década de 90, vérios projetos de silvicultura
foram iniciados no sul do Para visando selecionar espécies arbdreas nativas com
potencial para a obtencdo de matéria prima para a inddstria madeireira,
principalmente a de laminacgé&o para a producao de compensados.

Apesar de alguns estudos feitos com essa espécie, em relacao ao
sistema de plantio, as empresas reflorestadoras no Brasil ainda carecem de
tecnologia e estudos para aumentar a producdo do S. amazonicum. O Parica é
plantado de forma bastante rudimentar e em solo campinado, sendo pouco
observado o plantio através de muda. Além disso, ndo ha relatos de estudo de
avaliacdo de inoculantes sobre o crescimento de mudas em condi¢cdes de casa de
vegetacao ou de campo.

A fixacdo biolégica de nitrogénio é crucial para a manutencdo da
vida na Terra.

O nitrogénio € encontrado na natureza na forma molecular (N,), ions
nitrato (NO3), aménia (NH3) ou incorporado em compostos organicos, fazendo parte
da estrutura de acidos nucléicos (DNA e RNA) e aminoacidos formadores das
proteinas, pecas chave na estrutura de qualquer ser vivo. O principal mecanismo
biolégico que reduz o nitrogénio molecular a amonia, € a atividade dos seres vivos
fixadores de nitrogénio (DROZDOWICZ, 1997).

Muitas espécies de plantas arbéreas, principalmente as espécies
pioneiras e secundarias, associam-se a bactérias e fungos MA, uma vez que em
estagios iniciais de uma sucessao ecologica o solo geralmente € oligotréfico. A
associacdo das plantas arbéreas com fixadores de nitrogénio e fungos MA que
aumentam a capacidade de absorcao de minerais impulsiona o desenvolvimento das
plantas, criando condi¢cdes no solo para o estabelecimento dos grupos ecoldgicos
seguintes. Em espécies arbdreas, divididas em quatro grupos sucessionais

(pioneiras, secundarias iniciais, secundarias tardias e climax), da bacia hidrogréafica



do rio Tibagi (PR), Zangaro Filho (1997) demonstrou que as pioneiras sao
extremamente dependentes da associacdo com fungos MA, praticamente nao
crescendo na auséncia destes fungos. A dependéncia praticamente desaparece nos
demais grupos sucessionais, sugerindo que em programas de revegetacdo as
espécies pioneiras devam ser inoculadas com fungos micorrizicos como alternativa
para se acelerar o processo de recuperacao da cobertura vegetal.

Quanto ao Parica, nao existe nenhum dado relacionado a influéncia
de fungo micorrizico arbuscular associado ou ndo com bactérias diazotréficas sobre
seu crescimento. Este estudo é resultado de experimento feito em campo com
bactérias diazotroficas isoladas de raiz de planta carnivora Dorsera villosa var.
villosa e fungo micorrizico arbuscular inoculados na raiz de Parica. Portanto o
objetivo deste trabalho é verificar a eficiéncia dessas bactérias e fungo micorrizico
arbuscular no crescimento do S. amazonicum plantado em condi¢cées de campo, no

Estado do Para.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste estudo foi investigar a interagdo entre
bactérias fixadoras de nitrogénio (N) e fungos micorrizicos arbusculares e o seu
efeito no crescimento e producdo de madeira do S. amazonicum, em condi¢des de

campo no sul do Estado do Para.

2.2 OBJETIVOS ESPECIiFICOS

e Avaliar a efetividade das cepas fixadoras de N no crescimento do S.
amazonicum

e Avaliar a influéncia dos fungos MA na efetividade das cepas fixadoras de N.

e Selecionar as cepas de bactérias fixadoras de N mais efetivas quanto a

fixacdo de N e estimulo de crescimento do Parica.



11

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 FLORESTA AMAZONICA E S. AMAZONICUM

A floresta amazbnica vem sofrendo um processo de degradacao
acelerado por varios motivos como a exploracdo madeireira, 0 desmatamento para
estabelecer novas areas agricolas e projetos para a geracdo de energia. A acao do
homem na exploragdo massiva do solo e da floresta afeta o ecossistema, e a prética
da agricultura na Amazénia é limitada devido a baixa fertilidade do solo (GARVIA,
2003). A remocao da vegetacao 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).

Esse processo de desmatamento da floresta amazbnica, que se
iniciou nos anos sessenta, tem sido mais intenso nos ultimos anos com a destruicédo
de grandes areas de floresta priméria. Observa-se a criacdo de uma paisagem
caracterizada por fragmentos de floresta em diferentes estagios de sucesséo,
sofrendo forte pressdo do homem e dificuldade em preservar a biodiversidade
(GASCON et. al.,2001; VIEIRA et. al., 1998).

A regeneracao de arvores nativas € fundamental para o manejo da
producdo de madeira nas florestas tropicais. No desmatamento de uma &rea ocorre
perda de fertilidade do solo superficial, o que é responsavel pela diminuicdo do
potencial de estabilizacdo e crescimento das arvores nativas, consequentemente
prejudicando a regeneracéo das florestas tropicais (PINARD et. al., 2000).

Dentro deste panorama, é necessario que novas tecnologias sejam
desenvolvidas e implementadas na regido. A demanda por madeira no mercado
interno e externo é crescente, por isso projetos de silvicultura com espécies nativas
devem ser estabelecidos na regido com o objetivo de gerar madeira para industria de
manufaturamento, construcao civil, assim como para a obtencgéo de energia.

A industria madeireira € importante por contribuir para a geracao de
renda para populacdo, porém a forma desordenada de utilizacdo dos recursos
naturais gera grande preocupacdo e até a inviabilidade econémica da extracdo de

madeira de matas nativas. Por isso as industrias madeireiras estdo investindo no
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plantio de espécies de rapido crescimento e elevado valor comercial, tentando assim
manter a sua producdo com madeiras de florestas plantadas. A implantacdo da
silvicultura € muito importante na regido para suprir as necessidades de matéria-
prima das industrias madeireiras e assim reduzir o desmatamento das florestas
nativas. Isso deve contribuir para a conservagdo da floresta amazlbnica e a
sustentabilidade da atividade madeireira (COSTA, 1998).

Muitos projetos de silvicultura foram iniciados no sul do Para visando
selecionar espécies arboOreas nativas com potencial para a obtencdo de matéria
prima para a industria madeireira, principalmente a de laminacdo para a producédo de
compensados. Rondon (2000) avaliou 30 espécies florestais com 54 meses de idade
e constatou que 0 S. amazonicum se destacou em crescimento e forma de plantio.

O S. amazonicum (Huber) Ducke, conhecida popularmente como
Parica, € uma espécie de leguminosa arborea da familia Caesalpinaceae, nativa da
floresta Amazbnica. Esta espécie é uma &rvore de grande porte e rapido
crescimento, que ocorre em mata primaria e secundaria de terra firme e varzea alta
(DUCKE, 1949). O S. amazonicum €é uma espécie florestal que vem sendo
largamente utilizada em reflorestamento por apresentar algumas vantagens, tais
como: rapido crescimento e relativamente resistente a pragas e doencas
(CORDEIRO et al., 2004).

O Parica € uma arvore importante que fornece matéria-prima para
indUstria madeireira. Sua madeira é considerada leve (0,30 g/cm?®), de cor branca e
superficie lisa e sedosa, caracteristicas que a qualificam para fabricacdo de palitos,
compensados, forros e canoas (Le COINTE, 1947). Segundo Melo (1973), esta
espécie também pode fornecer boa matéria-prima para a obtencao de celulose para
papel, pois apresenta facil branqueamento e excelente resisténcia. Seu tronco é alto
e liso, com casca cinzenta e de tonalidade clara, madeira de coloracdo branco-
amarelado-claro com superficie lisa mais ou menos sedosa. Essa arvore pode
alcancar de 20 a 30 m de altura e até um metro de diametro (LIMA et al., 2003). O
Parica apresenta rapido desenvolvimento em altura e diametro, por isso esta incluido
na selecdo de espécies leguminosas para sistemas agroflorestais na amazonia
(MARQUES, 2004).

Quanto ao sistema de plantio, as empresas reflorestadoras no Brasil
ainda carecem de tecnologia e estudos para otimizar o0 aumento da producao dessa
espécie. Os trabalhos relacionados com a silvicultura dessa arvore ainda sao poucos
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(MARQUES, 1990).

Hoje em dia o Parica é plantado de forma bastante rudimentar,
sendo o método mais utilizado o de semeadura direta, onde duas sementes
escarificadas sdo introduzidas no solo capinado e ocorrendo o desbaste de uma
planta semanas apds a semeadura. O plantio de mudas também €& observado na
regido, mas em escala menor. Ainda neste sistema, ndo existe selecdo de matrizes
para producédo de sementes e mudas, assim como as mudas sao plantadas em solo
bruto, com a flora microbiana nativa.

Entre os poucos estudos que foram realizados, Rondon (2000)
avaliou a influéncia de diferentes espacamentos entre as arvores no crescimento das
plantas. Outros autores avaliaram diferentes doses de boro e sua influéncia no
crescimento da planta (Lima et al., 2003). Entretanto, ndo héa relatos de estudo de
avaliagdo de inoculantes microbianos sobre o crescimento de mudas desta espécie

em condi¢cOes de casa de vegetacao ou de campo.

3.2 INTERAGCAO SOLO-RAIZ-MICRORGANISMOS

Em um ecossistema, todos 0s seres vivos interagem entre si e estao
em permanente contato. As interagbes microbianas no solo sdo expressas por
fendmenos antagbnicos, competicdes ou associa¢fes, sendo mais intensas na
rizosfera (Lovato, 2006), a regido do solo que recebe influéncia direta das raizes e
dos microrganismos.

A composicado do solo e da microbiota na rizosfera tem influéncia
direta na aquisicdo de nutrientes pelas plantas. Alguns grupos de microrganismos
atuam diretamente na nutricdo das plantas, como rhizébio e micorrizas. Influéncias
externas como a degradacao das florestas e 0 manejo do solo atingem diretamente o
equilibrio dessa relacao planta-microganismos.

Na interacdo planta-microrganismo, as plantas como organismos
autotroficos apresentam a importante funcdo de liberar moléculas organicas no solo.
Este processo pode ocorrer por dois caminhos: através da deposicdo de materiais
organicos e através da exsudagdo de nutrientes na rizosfera. Estes compostos

liberados pela raiz constituem as fontes principais de nutrientes para microbiota do
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solo (ANDRADE, 2004).

A comunidade microbiana do solo € composta por varias espécies
gue agem nos ciclos biogeoquimicos e sdo importantes para a fertilidade do solo e
crescimento das plantas (ANDRADE, 2004). A acdo dos microrganismos nos
diferentes tipos de solo pode interferir no ciclo biogeoquimico e mudar a diversidade
biolégica e a eficiéncia de um ecossistema (MATSUMOTO, 2004).

O crescimento das plantas é fortemente influenciado pela dinamica
da comunidade microbiana e pela sua funcéo no ecossistema, como a reciclagem de
nutrientes e decomposicdo da matéria organica (DONNISON et al., 2000). Esses
processos sao diretamente relacionados com as comunidades microbianas, pois
varios estagios do ciclo da reciclagem de nutrientes sdo mediados exclusivamente
por microrganismos e alguns deles participam em um ou mais ciclos biogeoquimicos
(ANDERSON, 2003).

No microcosmo do solo, 0os microrganismos crescem formando
populacdes metabolicamente ligadas que podem ser chamadas de grupos
funcionais. Pode-se definir os grupos funcionais como: “populacées que fazem parte
da transformagédo do mesmo nutriente no solo, onde a mesma populagdo pode
participar de diferentes passos em diferentes ciclos bioquimicos” (ANDRADE, 2004).

Os grupos funcionais microbianos participam dos ciclos
biogeoquimicos tais como os ciclos do nitrogénio, fosforo, carbono, enxofre, etc. No
solo, esses ciclos sdo importantes para reciclagem de nutrientes (MATSUMOTO,
2004). A relacdo entre os ciclos do C, N, P e S e os grupos funcionais de
microrganismos mais a influéncia destes no crescimento das plantas, ¢ um
importante indicador na avaliacdo de disturbios no solo (ANDERSON, 2003).

O nitrogénio (N) € um dos nutrientes mais exigidos pelas plantas,
mas é facilmente perdido no solo, devido a sua dindmica. Sendo assim, pode haver
necessidade de se fazer adubacdo nitrogenada de manutencdo para o bom
desenvolvimento das mudas, onerando 0s custos de instalacdo e manutencao
(LOVATO, 2006). Além do nitrogénio, o fosforo (P) também € limitante ao
crescimento vegetal, pelos baixos teores geralmente encontrados nos solos tropicais
e subtropicais (FRANCO; FARIA, 1997).

Vessey (2003) definiu os biofertilizantes como substancias contendo
microrganismos Vivos que colonizam a rizosfera ou o interior da planta, quando

aplicados no solo ou na semente. Os biofertilizantes podem promover o crescimento
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da planta por aumentar o suprimento e a disponibilidade de nutrientes, portanto sua
aplicacdo apresenta grande avanc¢o na producdo de mudas de espécies nativas.

A aplicacdo de microrganismos para substituir a utilizacdo de
fertilizantes deve ser mais compreendida por ser ambientalmente sustentavel e de
menor custo. A producdo de mudas de boa qualidade € um fator importante para os
projetos de reflorestamento, devido ao fato destes projetos serem muito prejudicados
pela baixa sobrevivéncia das plantas ap0s o trans-plantio. A inclusdo de alguns
microrganismos simbiontes pode contribuir para o aumento da qualidade das mudas,
por promover maior tolerancia a estresses e favorecer a absor¢cao de nutrientes,

aumentando a sobrevivéncia dessas mudas no campo (SCHIAVO; MARTINS, 2003).

3.2.1 Bactérias Fixadoras de Nitrogénio

O nitrogénio € o nutriente requerido em maior quantidade pelas
plantas, que podem obté-lo no solo, proveniente principalmente da decomposicéao de
matéria organica, dos fertilizantes, e pelo processo de fixacdo biolégica do nitrogénio
atmosférico (Nz) (Hungria, 1994). A fixacdo biologica de nitrogénio € um dos
principais processos envolvidos na manutencdo da vida nos ecossistemas, sendo
também um exemplo de interacdo sinérgica entre microrganismos e vegetais
(ALBINO, 2004). Assim como muitos habitats dependem das plantas para suprir 0
carbono organico usado como fonte de energia, todos os organismos dependem da
fixacdo do nitrogénio atmosférico (ATLAS; BARTHA, 1998), fundamental para a
manutencgao da biosfera.

Na forma em quesse encontra na atmosfera (N,), o nitrogénio é
acessivel somente a um pequeno grupo de procariotos. Estes microrganismos
possuem a enzima nitrogenase, que € capaz de reduzir o N, para a forma inorganica
combinada NHs, que pode se tornar disponivel para plantas e outros organismos.
Esta pequena parcela de organismos procariotos € chamada de fixadores de
nitrogénio ou diazotréficos (MOREIRA; SIQUEIRA, 2002). A mineralizacdo dos
compostos nitrogenados no solo (amonizacdo e nitrificacdo) € um processo
essencialmente microbiol6gico. As duas fases sao igualmente importantes pois as

plantas sdo capazes de absorver nitrogénio nas duas formas NH;" e NOz
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(ANDRADE, 2004).

A nitrogenase é uma enzima complexa responsavel pela fixacdo do
nitrogénio, que requer grandes quantidades de energia para sua atividade. O
complexo enzimatico nitrogenase rompe a tripla ligacdo existente entre os dois
atomos do nitrogénio atmosférico e o transforma na forma utilizavel pela planta, a
amonia (NHz") e o nitrato (NO3") (ALBINO, 2004).

Para que a amonia seja transportada para os locais de demanda, €
transformada, no citosol das células da planta, para a forma orgéanica por meio das
enzimas glutamina sintetase (GS) e glutamato sintetase (GOGAT), e entéo
assimilada. Este nitrogénio organico pode ser transportado para as partes superiores
da planta na forma de N-Ureidos (alantoina e acido alantdico) (MUNOZ et al., 2001).
Os produtos nitrogenados sintetizados nos noédulos sdo 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 variagdes metabolicas do microssimbionte e do
hospedeiro, efeito de estresses ambientais, etc. (HUNGRIA, 1994).

Em um ecossistema existem as bactérias diazotroficas de vida livre e
as que formam nédulos nas raizes das leguminosas. O género de bactérias de vida-
livre associa-se com as plantas na rizosfera, enquanto as noduladoras formam
nodulos nas raizes das plantas.

Varios géneros de bactérias foram descritos como fixadores de
nitrogénio: Rhizobium, Bradyrhizobium, Acetobacter, Azospirillum, Azotobacter,
Bacillus, Burkholderia, Enterobacter, Herbaspirillum, Kleibsiella, Paenobacillus e
Pseudomonas (MOREIRA; SIQUEIRA, 2002; COCKING, 2003; DOBBELAERE et al.,
2003).

As bactérias diazotréficas 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 ou através de vetores como os fungos
micorrizicos arbusculares (FMA) (FRANKE et al., 2000; COCKING, 2003). Algumas
bactérias do género Rhizobium e Pseudomonas se aderem a hifas de fungos MA,
através de polissacarideos, em que os fungos fazem papel de um veiculo para a
colonizacéo das raizes por essas bactérias (BIANCIOTTO et al., 2000; BIANCIOTTO
et al, 2001). Bactérias do género Burkholderia foram identificadas como
endosimbiontes de espécies de fungos MA da familia Gigasporaceae, sendo a
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espécie Gigaspora margarita a mais estudada (BIANCIOTTO et al., 2000;
BIANCIOTTO et al., 1996b).

Entre os sistemas biologicos envolvendo planta e microorganismos a
simbiose entre leguminosa-rizobio tem grande importancia econbmica. Em
ambientes com deficiéncia de nitrogénio (N), a fixacdo biolégica simbiotica entre
leguminosas e rizébio auxilia o estabelecimento e melhora a sobrevivéncia das
plantas. As espécies de plantas e a disponibilidade de N no solo séo fatores que
determinam a importancia dos microrganismos diazotréficos para a nutricdo de N.

A sobrevivéncia de rizobio no solo € dependente da presenca de
seus hospedeiros. Rizébios nativos geralmente ndo sao detectados ou o potencial de
indculo € muito reduzido em solos onde leguminosas nativas foram exterminadas
(THRALL et al., 2001). Isso torna necessaria a inoculacao 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 N2, podem afetar o crescimento das plantas diretamente pela
sintese de fitormbnios e vitaminas, inibicdo da sintese de etileno das plantas,
melhoria na absorcdo de nutrientes e aumento de resisténcia a estresses
(DOBBELAERE et al., 2003).

3.2.2 Rizobactérias Promotoras de Crescimento em Plantas

As bactérias rizosféricas simbiontes que estimulam o crescimento
das plantas podem ser chamadas de rizobactérias promotoras de crescimento, das
iniciais em inglés PGPR (Dobbelaere et al., 2003). As PGPR estdo geralmente em
contato com a superficie das raizes e podem otimizar o crescimento da planta
através de mecanismos como melhora da nutricdo mineral, supressdo de doencas
ou sintese de fitorménios (WELLER, 1988).

Essas PGPR podem exercer efeitos positivos nas plantas atraves da
secrecédo de reguladores de crescimento de plantas como auxinas e giberelinas que
estimulam atividades metabdlicas nas raizes (LOVATO, 2006). Espécies
pertencentes aos géneros Acetobacter, Azospirillum, Azotobacter, Bacillus,



18

Burkholderia, Herbaspirillum e Pseudomonas estdo incluidas nesse grupo de
rizobactérias (DOBBELAERE et al., 2003).

Os fitormbnios, como as auxinas e giberelinas, sdo substancias
organicas que influenciam nos processos fisiologicos da planta, portanto a baixa
concentracdo dos fitorménios provoca mudangas nas caracteristicas e no
crescimento das plantas.

O é&cido indol acético (AlA) é o fitormdnio mais comumente produzido
por essas bactérias. Estima-se que 80% das bactérias isoladas da rizosfera possam
produzir AIA (VESSEY, 2003). Essas bactérias podem ainda a produzir sideréforos
que facilitam a absorcao de ferro pela a planta (BEVIVINO et al, 1998).

3.2.3 Fungo Micorrizico Arbuscular (MA)

As micorrizas séo as relacfes mutualistas mais comuns na natureza,
sendo formadas por certos fungos do solo e as raizes da maioria das plantas
(SMITH; READ, 1997). Os beneficios da associagdo micorrizica sdo manifestados
apos o estabelecimento do fungo nas raizes e no solo ao seu redor (KOIDE;
SCHREINER 1992).

As hifas aumentam a superficie de absor¢do de nutrientes que séo
transportados para as raizes (GIANINAZZI-PEARSON 1996). As pesquisas tém
demonstrado a importancia destas associacbes no estabelecimento e
desenvolvimento de plantas em solos de baixa fertilidade (OLIVEIRA et al. 1999), em
areas degradadas e em sistemas agroflorestais (HASELWANDTER; BOWEN 1996),
promovendo o crescimento e a sobrevivéncia de plantas e a reabilitacdo dos solos
(GRAHAM 1994).

A inoculacao de fungos MA garante efeitos benéficos, podendo ser
efetuada no solo durante a semeadura de plantas anuais e de pastagens, na
formacdo de mudas de espécies arbustivas ou arbéreas, com finalidades
agrondmica, florestal, de recuperacdo ambiental e de ornamentacdo. As respostas
da inoculagéo variam de 10% a 80% em aumento da biomassa vegetal (SIQUEIRA,;
FRANCO 1998).

O efeito benéfico da inoculagdo com fungo MA nas plantas
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hospedeiras conduz ao aumento na absorcdo de P, aumentando seu conteldo na
raiz e na parte aérea, o que reflete no aumento da biomassa vegetal (HABTE;
MANJUNATH 1987; DIGHTON, 1991). Siqueira et al. (1998) observaram que a
inoculacdo aumentou o contetudo de P,K, Ca, Mg e S na parte aérea das espécies
arboreas dos estadios iniciais a sucessao das florestas do sudeste do Brasil. E, de
acordo com Zangaro et al. (2000), a inoculagdo com MA elevou o conteudo de P, K e
Ca na folha, aumentando a massa seca das raizes e da parte aérea, especialmente
nas espécies de plantas arbdreas nativas que participam do estadio inicial da
sucessao vegetal.

Em solos com alta capacidade de adsor¢édo de P, a concentracao
deste na solucdo do solo sera baixa e a difusdo para as raizes sera reduzida. E
nesse tipo de solo que os grandes beneficios serdo obtidos pelas plantas associadas
com MA. As espécies de plantas podem diferir no requerimento externo para o P
devido as diferencas em suas taxas de crescimento maximo, na capacidade para
absorcéo de P e na utilizacao deste no interior da planta (ZANGARO et. al., 2005).

O fungo leva nutrientes para a planta, principalmente o P, enquanto
esta supre o fungo com carboidratos fotoassimilados. Segundo Barea et al. (1989), o
estabelecimento da simbiose micorrizica modifica varios aspectos da fisiologia da
planta, incluindo a proporcdo de nutrientes minerais, padrdo de alocacdo de C e
balanco hormonal. A transferéncia bidirecional de nutientes através da relacéo
simbidtica envolve efluxo passivo de solutos do doador seguido de uma tomada ativa
pelo organismo receptor (FERROL et al., 2002).

Apesar da colonizacdo micorrizica ndo ser hospedeiro-especifica, a
eficiéncia da simbiose depende da interacdo entre a espécie da planta com o fungo e
0 ambiente. A falta de relacdo 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). Em alguns casos de interacbes pouco eficientes,
embora haja colonizagdo significativa das raizes, os fungos ndo produzem
quantidade suficiente de micélio externo para auxiliar a planta a explorar o substrato
(SIQUEIRA et al., 1994).

Muitas espécies de plantas arbéreas, principalmente as espécies
pioneiras e secundarias, associam-se a bactérias e fungos MA. A associacdo das
plantas arbéreas com fixadores de N e fungos MA que aumentam a capacidade de
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absorcéo de nutrientes impulsiona o desenvolvimento das plantas, criando condigbes
no solo para o estabelecimento dos grupos ecoldgicos seguintes (ZANGARO et. al.,
2003).

Em espécies arboéreas, agrupadas em quatro grupos sucessionais
(pioneiras, secundarias iniciais, secundarias tardias e climax), da bacia do rio Tibagi
(PR), Zangaro Filho (1997) demonstrou que as pioneiras sao extremamente
dependentes da associacdo com fungos MA, praticamente ndo crescendo na
auséncia destes fungos.

A dependéncia diminui hos demais grupos sucessionais, sugerindo
que em programas de revegetacao as espécies pioneiras devam ser inoculadas com
fungos micorrizicos como alternativa para se acelerar o processo de recuperacao da
cobertura vegetal.

Os fungos MA desempenham um importante papel no
desenvolvimento das plantas, pois aumentam o volume de solo explorado pelas
raizes, permitindo maior absor¢cdo de nutrientes como o P, aumenta o acesso da
planta a agua, reduzem danos causados por patégenos e protegem contra outros

estresses abidticos.

5.3 INTERAGAO ENTRE FUNGO MICORRIZICO ARBUSCULAR (MA) E RIZOBACTERIAS EM

LEGUMINOSAS ARBOREAS

As leguminosas associadas ao fungo MA e rizobio tém sido
utiizadas em programas de recuperacdo de éareas degradadas, em sistema
agroflorestais e agropastoris, as plantas que se associam as bactérias diazotréficas
e fungos MA possuem mais sucessOo na revegetacdo, pois as plantas podem
apresentar maior sobrevivéncia no campo.

A associacao das plantas com esses dois simbiontes € chamada de
simbiose tripartite (XAVIER; GERMIDA, 2002). A simbiose tripartide é eficiente pois o
rizobio consome muito P na relagdo com as plantas, entdo o fungo MA ajuda a suprir
essa demanda por P. Considera-se que os efeitos benéficos de algumas PGPR
sejam devidos as suas interacdes com FMA como, por exemplo, aumentando o

crescimento micelial destes, otimizando a formacgéo e funcionamento das simbioses
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micorrizicas (ARTURSSON et al., 2006).

As bactérias diazotroficas disponibilizam N as plantas enquanto 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 reducédo do estresse causado por fatores como a limitacao de
alguns nutrientes e a disponibilidade de agua (JANOS, 1996; SYLVIA; WILLIAMS,
1992).

As 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). Além disso, sao varios os relatos de que a fixacdo biolégica de N, tanto
simbidtica quanto associativa, é incrementada em plantas associadas a fungos
micorrizicos. Por outro lado, a presenca dessas bactérias também pode estimular a
colonizacdo micorrizica (TORO et al.,, 1997), aumentando os beneficios ao
hospedeiro a partir dessa associacao.

A resposta da leguminosa hospedeira ao Rhizobium pode ser
modificada pelas espécies MA envolvidas na associacgao tripartite e os beneficios da
planta nessa simbiose sdo superiores aos das plantas controle ndo inoculadas, ou
aguelas inoculadas isoladamente com MA ou Rhizobium (XAVIER; GERMIDA,
2002). As bactérias diazotroficas podem se beneficiar da associacdo da planta com
MA para facilitar sua colonizacao, pois os fungos MA funcionam como vetores para
as bactérias penetrarem nas raizes das plantas.

Os beneficios para a planta nessa tripla associacdo sdo: aumento do
crescimento e producao das plantas; melhora na nutricdo de N e P; controle de
doencas; resisténcia a seca; solubilizacdo de fosfato; aumento na nodulacédo e
colonizacdo das raizes por MA e bactérias (MARQUES et al., 2001; XAVIER;
GERMIDA, 2003). A dupla inoculacao é capaz de reduzir os custos com fertilizantes
nitrogenados e fosfatados, por conferir as plantas maior capacidade de absorcédo de
seus nutrientes.

A associacdo conjunta das bactérias diazotréficas com MA pode
aumentar o nitrogénio fornecido as plantas pelas bactérias. Uma explicacdo para o
aumento na fixacdo de N, em plantas micorrizadas € que quando, N e P sé&o
limitantes, os MA podem aumentar a absor¢cédo de P pela planta, conferindo a planta
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melhores condi¢Oes de fornecer mais energia para a fixacdo de N2 por Rhizobium na
forma de ATP (ARTURSSON et al., 2005).

O crescimento de leguminosas € dependente de uma combinacéo
especifica de MA e rizébio, indicando que had melhores resultados em interacdes

sinergisticas entre microssimbiontes compativeis (XAVIER; GERMIDA, 2003).
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Abstract

The Amazon Forest has suffered an accelerated degradation process due to cutting
to implant agricultural systems, pasture and electricity generation projects and
disorganized mining and wood exploitations. The challenge is to develop new
technologies for wood production in agroforestry systems. Schizolobium amazonicum
is a legume tree, with fast growth and its wood is employed to make furniture. More
and more areas have been sowed with S. amazonicum, but this production system is
very poor technologically. In the present paper we proposed to evaluate the effect on
the plant growth and plant survival of three arbuscular mycorrhizal fungi (Glomus
clarum, G. intraradices and G. etunicatum) associated with three N-fixing bacteria
strains (two Rhizobium sp. and one Burkholderia sp). Two methods of planting were
used: direct sowing or transplantation of seedlings after initial growth in nursery. G.
intrarradices was more effective in plant growth when inoculated in seed, and the
bacteria strains had no effect when inoculated alone or with AM fungi. However, in
seedlings the dual inoculation was more effective. At 210 days Rhi 1 and Rhi 2
associated with G. clarum or G. etunicatum increase plant growth. At 390 days G.
clarum associated with LEM6 or Rhi 1 increased most of the parameters evaluated,
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including biomass and wood production. Direct sowing is the traditional method
largely used in the non-tillage areas and was more ineffective. The presence of
microorganisms showed significant differences when compared with non-inoculated
plant. The results suggested that some microbial combinations were effective in
stimulating plant growth, but further experiments need to be carried out to evaluate
which N-fixing bacteria and AM fungi is more effective for each planting systems for
S. amazonicum.

Keywords: Schizolobium amazonicum. Agroforestry. Amazon. Mycorrhiza. Nitrogen
fixation.

Introduction

The Amazonian forest has suffered an accelerate degradation process due to
cutting to implant agricultural systems, pasture and electricity generation projects,
disorganized mining, and wood exploitations (Rodrigues et al., 2004). This process
began in the 1960’s and has been more intense in recent years, with the destruction
of large areas of primary forest creating a landscape characterized by forest
fragments at different successive stages, under strong pressure from man and with
serious problems in preserving biodiversity (Vieira et al., 1998; Gascon et al., 2001).

Schizolobium amazonicum Huber ex. Ducke is a native woody legume from
the Amazonian forest belonging to the Fabaceae family (subfamily Caesalpinoideae)
(APG II, 2003) and is a non-nodulating tree. S. amazonicum grow fast and it is a big
tree (20 to 30 m high and 1 m of diameter), occurring in dry land forest (Ducke,
1949). This legume tree has been replanted in agroforestry systems that were
cleared from primary rain forest in the 1970s and 1980s in favor of pasture. Today it
is an important source of wood to supply the local industry of wood sheet for the
furniture industry in many countries. The cultivated areas with S. amazonicum have

increased each year, due to the excellent plant characteristics such as good seed
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source in quality and amount, fast growth, wood density and low disease and pest
incidence. In addition, S. amazonicum is a good C sequester. The dynamic of total
above ground biomass sequestration potential for S. amazonicum plantations ranged
from 134 to 366 ton ha™, considering two different stand densities (300 and 450 trees
ha') and using selected biomass equations and an average biomass expansion
factor (BEF) of 1.3 suggested by Brown (1997) for tropical broadleaf plantations. An
average total biomass of about 209 ton ha™ is reached after 15 years.

The planting system is low tech and needs to be developed to improve the
wood production by S. amazonicum and its quality. Currently, a few papers are found
in the literature related with wood production. Rondon (2002) studied the influence of
different population density and spacing on plant growth, and found that the spacing
of 4 x 4 m produced more biomass. Lima et al. (2003) evaluated different doses of
boron and found that 0.15 mg dm™® showed more effect on plant growth. S.
amazonicum is largely regenerated by planting seedling into the soil. Seeds are also
used in reforestation but in small areas when compared with to seedlings areas.
Despite the low fertility conditions of soil, and the small number of native arbuscular
mycorrhiza fungi (AM) propagules, could influence the survival of seedlings and plant
growth in the field conditions.

Most genera of the Leguminosae family can nodulate and fix nitrogen,
although there are some important exceptions (Sprent, 2001). However, S.
amazonicum is a non-nodulating legume tree, but would benefit from microbial
interaction besides Rhizobium. 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;
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Dobbelaere et al., 2003) and are able to stimulate plant growth mainly due to
phytohormones production.

AM fungi are of widespread occurrence and may represent the natural status
of most tropical plant species especially in the successive groups such as pioneer
and early secondary (Zangaro et. al., 2003). Furthermore, legume trees can establish
mutual symbiosis with AM fungi, which may result in reciprocal transfer of P from the
fungus to the plant in exchange for carbon from the plant to the fungus and improved
growth of tropical woody leguminous plants (Zangaro, 2003). Dual inoculation of
legume trees with rhizobia or other plant growth promoting bacteria and AM fungi can
increase plant growth (Abd-Alla et al., 2000). In Brazil, Franco and Faria (1997) have
studied nodulation and mycorrhizal association in legume trees to restore vegetation
in poor or depleted soils with the goal of restoring their fertility. However, little
information is available about symbiotic relationships of dual inoculation in native
Brazilian legume trees, especially S. amazonicum a non-nodulating legume tree.

The aim of our study was to investigate the interaction between nitrogen fixing
bacteria and AM fungi and their effects on plant growth and wood production of S.

amazonicum in a field conditions at the Southeastern of Para State.

Material and methods

Experimental design

The experiment was carried out at Dom Eliseu County - Para State from

January 2005 to February 2006. The climate in the region is characterized as hot and
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wet with a dry period in the winter and a rainy summer (Kéeppen climatic type is AM).
The mean rainfall varies from 1800 to 2300 mm. The soil in the experimental area is
a Xanthic Ferralsol according to the FAO (1990) classification, ‘Latossolo Amarelo’,
according to Brazilian classification. The original vegetation in the study area was
cleared from primary rain forest in 1970s until 1980s in favor of pasture, and this area
was abandoned, and secondary growth began to develop. In 2003, the secondary
growth was cut and burned and the area has since then been used for experiments
and planting of S. amazonicum.

Two plantation systems (seed and seedlings) were assessed. In each system,
three N fixing bacteria [Rhizobium sp. strain BR4406 (Rhil), Rhizobium sp. Strain
BR4407 (Rhi2) and Burkholderia sp. strain (LEM6)] and three AM fungi [Glomus
clarum (Gc), G. etunicatum (Ge) and G intrarradices (Gi)]. with five blocks (16 x 160
m) were assessed. The treatments in each block were arranged in a completely
random design (3 N-fixing bacteria strains x 3 AM fungi) and their respective controls.
Each block was composed by four rows and each rows had forty plants that
corresponded to four treatments per row with ten plants. The plants were arranged in
spaces of 4 x 4 m among plants and rows; between block the space was 8 m.

In this experiment the parameters evaluated were diameter at soil surface
(DSS), total height (TH), height of until the first leaf (HFL), number of leaves, biomass
(area . breast height . 0.80), survival (%) and wood production (biomass . % death .
2.5).

Data were evaluated by analyses of variance (ANOVA). The Tukey’s Honest

significant difference (HSD) tests were performed at P < 0.05 level of probability.
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Substrate and plant

The soil in the experimental area is Xanthic Ferralsol with the following
chemical composition: pH (CaCl,) 4.8; H+Al 2.9 cmol. dm™, AP 0.2 cmol, dm™; Ca®
3.3 cmole dm™, Mg?* 1.0 cmol, dm™, K* 0.24 cmol, dm™®; P 10.0 mg dm™, C 19.0 g
dm; S-S0,? 4.2 mg dm™, Na" 4.0 mg dm™, B 0.3 mg dm'3, Fe** 99.0 mg dm™>, Mn
7.3 mg dm™, Cu 0.2 mg dm™, Zn 3.0 mg dm™.

The seeds of S. amazonicum were collected at the native forest at the Para
state where the tree occurs naturally. Before sowing the seeds were scarified in one
extremity by mechanical worn. In the seed system, two seeds were sown in each well
and thinned one seedling after one month. For the seedling system one 30 days-old
plantlet (cultivated in a nursery in plastic bags with 1000 mL with non sterile soil) was

planted before taken out of the plastic bag.

Bacteria inoculum

The bacterial strains used as inoculum were two Rhizobium sp isolated from
nodules of legume tree (BR4406 and BR4407) supplied by EMBRAPA - Agrobiologia
collection and one free living N-fixing Burkholderia sp. strain from our own collection
named LEM®6 (Albino et al., 2006).

The strains of Rhizobium sp. were grown in Petri dishes with TY media
(Stanghelli et al., 1977) and the Burkholderia sp strain in Nfb media (Ddbereiner and
Day, 1976). The bacterial strains were inoculated and incubated at 280C 72 h-1. In

the field, bacteria were re-suspended in sterile saline solution (NaCl 0.85 %) plus
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carboximethylcellulose (0.5%). The final cell concentration for each bacteria inoculum
was approximately 1010 colony forming unit (CFU mL-1) adjusted by visual
comparison between CaCO3 solution standard and cells suspension for each strain.
The seeds were inoculated before sowing by immersion in a bacterial suspension
and seedlings were inoculated with 10 mL of the same bacterial suspension around

the plant after planted.

AM fungi inoculum

Three AM fungi, were used as inoculum G. clarum, G. etunicatum and G.
intrarradices. All inocula are from our own collection and are maintained in pots with
Brachiaria decumbens as host plants. Ten grams of inoculum were added in the wells
containing colonized roots, spores and mycelia before seed and plantlet were
planted.

After adding the inoculum, it was covered with a soil layer (aprox. 2 cm) and

then the sowing began.

Results

In spite of the fact that the measures were made monthly, we are showing the
last two evaluations which correspond to 210 and 390 days after the experiment’'s
installation.

After 210 days of sowing, plants inoculated with G. intrarradices without
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bacteria showed greater DSS when compared with others treatments and no
significant differences were observed in TH. On the other hand, plants inoculated with
G. etunicatum without bacteria showed higher HFL when compared with G.
etunicatum associated with Rhi 2 strain, but no differences were observed among AM
fungi treatments (Table 1). There were no differences on the number of leaves, but
plants inoculated only with G. intrarradices had the biggest biomass when compared
with other treatments (Table 1). All treatments had more survival when compared
with control, except for plants inoculated with G. clarum plus LEM6, which did not
differ from the control (Figure 1A). Plants inoculated with G. intrarradices and with an
absence of bacteria showed the best wood production when compared with the other
treatments (Figure 1B).

At 390 days after sowing the DSS, only G. intrarradices without bacteria differs
to the control, and in the others treatments with dual inoculation, LEM 6 strain plus G.
etunicatum and G. intrarradices did not differed to the control but was bigger than G.
intrarradices with LEM 6. The strain Rhi2 plus AM fungi showed more DSS when
compared with control. AM fungi alone increased TH when compared with control
plants. When the bacteria and AM fungi were present, G. clarum plus LEM 6
decreased TH when compared with other AM and LEM 6. With Rhi 1 strain, the
interaction with AM fungi increased TH. On the other hand the interaction with AM
fungi and Rhi 2 did not show any effect on TH. When bacteria were inoculated, with
or without AM fungi, no differences were found when compared with the control,
except for Rhil strains which stimulated total height when co-inoculated with G.
clarum. HFL was stimulated when the AM fungi and LEM6 or Rhi2 were co-
inoculated. The interaction between bacteria and AM species did not affect the

number of leaves. However, all species of Glomus and all bacterial strains showed
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effect on leaves numbers when they were inoculated alone. Biomass was still
increased by G.

intrarradices inoculated alone, but at 390 days this AM species also improved
biomass when interacting with Rhi2 (Table 2). Plant survival showed the same results
observed at 210 days, where non-inoculated plants and G. clarum plus LEM6
treatment showed the lowest level of survival when compared with other treatments
(Figure 2A). Also, the same tendency was observed in wood productivity, where the
three treatments caused less wood production at 210 days, with the same effect at
390 days (Figure 2B).

In the areas where seedlings were employed, the treatments showed different
effects when compared with seeds. At 210 days, the DSS of seedlings was not
influenced by AM fungi, but when plants where inoculated with G intrarradices plus
Rhil, they showed significant differences when compared with the non-AM plants. In

TH and HFL no differences were observed at this time and no differences
were observed in the number of leaves. In relation to Biomass, only the dual
inoculation G. intrarradices plus Rhil increased biomass when compared with G.
intrarradices plusLEM 6 (Table 3). Plant survival was increased by G. etunicatum
plus Rhil and G. intrarradices plus Rhi2 when compared with non-inoculated plants.
Seedlings inoculated with G. clarum plus LEM6 strain showed lower plant survival
than was observed when using seeds (Figure 3A). At 210 days the wood productivity
did not show significant differences among treatments when compared with control in
seedlings planted area (Figure 3B).

In contrast to what occurred in the sowed area, where the treatment with G.
clarum plus LEM6 did not show any stimulatory effect, and in some cases had

suppressive effects, in plantlet at 390 days the DSS of plants inoculated with G.
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clarum plus LEM6 showed significant differences when compared with bacteria
control. Also, the same treatment had significant differences in TH and HFL when
compared with the bacteria control. Again, G. etunicatum, when co-inoculated with
LEMS, increased the number of leaves, when comparing with the non-AM plants. The
plant biomass was also increased by G. clarum plus LEM6 (Table 4). The seedlings
survival had not significant differences (Figure 4A) and wood production was
increased only in plants inoculated with G. clarum and Rhil (Figure 4B), in

composition to plants inoculated with G. clarum or Rhil separately.

Discussion

Soil erosion and disturbance results in reduction of microbial community
including AM propagules which can be critical for plant growth because AM symbiosis
and others microorganisms are key biological components in a tropical rainforest
ecosystem (Matsumoto et al., 2005). A low density of AM propagules normally limits
the establishment of native plants and plant growth. Regarding to S. amazonicum, it
was necessary to use effective and ineffective AM fungi and N-fixing bacteria, in
order to enhance the ability of the plant to become established and to cope with
stress situations such as nutrient limitation and/or imbalance.

Specific rhizospheric microorganisms are also important and can play a
relevant role in promoting root growth and mycorrhizal development, facilitating plant
performance in a tropical agroforestry system. This could be critical for optimal
establishment of plants in these areas (Patrese and Cordeiro, 2004; Zangaro et al.,

2003). Nevertheless, there are few reports describing the beneficial effects of PGPR
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on performance of woody legumes in tropical agroforesty systems.

The different methods used for sowing showed differences on plant growth
when we compared the treatments. When seeds were inoculated the AM fungi was
more efficient to improve plant growth than N-fixing bacteria, similar results were also
observed when dual inoculation was employed. In nursery conditions, Patrese and
Cordeiro (2004) found different responses to the inoculation of AM fungi and
Rhizobium in three species of woody tropical legume. In the same study, the authors
suggested that specific species of AM fungi should be selected to use in a dual
inoculation with Rhizobium to stimulate plant growth. In the area in which seeds were
employed for reforestation, the most effective AM fungi inoculum in all parameters
evaluated was G. intrarradices inoculated alone.

In the area reforested with seedlings, the treatment showed different effects
when compared with our observations in the sowing method. In this system
plantation, the dual inoculation showed to be more effective. In this case, G.
intrarradices increased DSS and plant survival, only when co-inoculated with Rhil
and Rhi2 respectively. In seedling area, G. clarum and G. etunicatum also improved
plant growth, but always associated with the Rhizobium strains at 210 days and LEM
6 and Rhi 1 at 390 days.

The differences found between planting systems is very interesting, because
the results indicated that effectiveness of bacterial and/or AM fungi inoculum depends
on how the system is used. Despite the fact that S. amazonicum is a non-nodulating
legume and, Rhizobium is a symbiotic bacterium, that in many cases may act as
PGPR (Galleguillos et al., 2000; Valdenegro et al., 2001). On the other hand, the free
living N fixing bacteria LEM 6 strain (Burkholderia sp.) increased tree growth in field

conditions, and the similar results were also observed in other woody species
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(Heinonsalo et al., 2004) and rice (Raimam et al., 2007) in green-house conditions.
The positive effects on plant growth observed in seedling reforested area by
bacterium inoculation should be involved with the presence of roots which improve
nutrients into the rhizosphere microcosm, and support the establishment of bacterial
inoculum (Andrade, 2004). It is largely known that roots exude supply nutrients to the
microbial community and AM fungi influence its composition both qualitative and
guantitatively (Andrade et al., 1997 ; Andrade et al., 1998). It is probable that the
presence of roots and AM fungi improved the bacterial inoculum efficiency, as we
found in the area reforested with seedlings. Also, positive impacts of dual inoculation
have been demonstrated in forest tree species in Philippines (De La Cruz et al.
1988), India (Khan & Uniyal 1999) and Kenya (Munro et al. 1999).

The bacteria strains population probably decreased or disappeared during the
time of the experiment, but the effect observed in bacteria treatment every time was
associated with AM inoculation. This fact suggested that AM effect is more
representative than bacteria effect, and certainly the mycorrhizosphere effect was
involved and stimulated indigenous bacteria population. The mycorrhizosphere effect
change exudates and improve the activity of microbial community around the AM
roots (Linderman, 1988), this effect could be involved on the plant growth observed in
the S. amazonicum in a field conditions.

When plants are inoculated, the methods of cultivation, the bacterium
inoculum and mycorrhizal symbiosis status can affect the success of plant
establishment, particularly when the trees are destined to tropical low fertility soils in
agroforesty systems.

We suggest previous testing to check microbial efficiency for each woody

species to select the most efficient microorganisms to improve plant growth. To
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achieve these aims, previous testing with selected microorganisms with specific soils
and plants is needed. The growth-stimulating effect of combined microbial

inoculations can be much greater than individual inoculants.
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Table 1. Effects of PGPR Burkholderia sp strain (LEM 6) and Rhizobium strains (Rhi 1 or Rhi
2) and AM fungi (G. clarum, G. etunicatum and G. intrarradices) on steam diameter on
soil surface (DSS), total height (TH), height until first leaf (HFL), total number of leaves
and biomass of S. amazonicum at 210 days after sowing. Means (n = 50) sharing the
same letter are not significantly different according to Tukey HSD test (P < 0.05). The
small letters compare among AM fungi treatments and capital letters compare among

bacterial treatment.

Bacteria strains

AM fungi Non-bacteria LEMG Rhi1 Rhi2
DSS (mm)

MNon-AM 28 47bA 28.12aA 28 64aA 2547aA
Gc 29.38bA 24 80aA 31.83aA 27 64aA
Ge 27 70bA 30.19a4 28.15aA 27 BBaA
Gi 36.19aA 28 42aB 29.16aB 31.13aAB
TH (em)

MNon-AM 112.02aA 118.82abA 114 41aA 100.23aA
Gc 123.02aA 97 64bB 132.47aA 114.17aAB
Ge 112.02aA 125.35aA 114.93aA 107 11aA
Gi 126.94aA 114.22abA 118.17aA 123.61aA
HFL {cm)

MNon-AM 63.95a4 65.32a4 64 .12aA 58.88aA
Gc 63.45a4 59 32ah 64 05aA 66.75aA
Ge 70.55a4 68 40aAB 61.84aAB 58.63aB
Gi 64 .81ah 61.25a4 65 05aA 54 .89aA
No leaves

MNon-AM 7.72ahA 7.85aA 7.59aA 7.02aA
Gc 8.21aA 7.25aA 8.23aA 7.78aA
Ge 7.19aA 7.78aA 7.80aA 7.44aA
Gi 8.24aA 7.80aA 7.28aA 7.68aA
Biomass (dm")

MNon-AM 0.82bA 0.60aA 0.78aA 0.53aA
Gc 0.81bA 0.46aA 0.97aA 0.68aA
Ge 0.61bA 0.83aA 0.68aA 0.64aA

Gi 1.72aA 0.69aB 0.76aB 0.90aB
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Table 2. Effects of PGPR Burkholderia sp strain (LEM 6) and Rhizobium strains (Rhi 1 or Rhi
2) and AM fungi (G. clarum, G. etunicatum and G. intrarradices) on steam diameter on soil
surface (DSS), total height (TH), height until first leaf (HFL), total number of leaves and
biomass of S. amazonicum at 390 days after sowing. Means (n = 50) sharing the same letter
are not significantly different according to Tukey HSD test (P < 0.05). The small letters

compare among AM fungi treatments and capital letters compare among bacterial treatment.

Bacteria strains

AM fungi Mon-bacteria LEMEG Rhit Rhi2
DSS
MNon-AM 57.22bAB 62 64abA 61.97aA 52 97bB
Gc 64.30abAB 56.89bB 68.82aA 64.05aAB
Ge 63.23abA 64 74ahA 64 57aA 61.86aA
Gi 66.38aA 66.38aA 64 .32aA 65.09aA
TH (cm)
MNon-AM 292 51bAB 318.76abAB 337.53bA 273.23aB
Gc 353.70aA 302.03bA 395 38aA 340.61aA
Ge 349 18aA 358.02aA 357 .03abA 312.92aA
Gi J64.97aA 357 .21aA 352 92abA 368.23aA
HFL (cm)
MNon-AM 134.00aAB 124 28bA 146.46aA 112.50bB
Gc 147 .03aA 143.52abB 171.10aA 148.35aAB
Ge 149 70aA 158.70aA 152.07aA 141.44a4
Gi 165 44aA 156.70aA 150.69aA 159.71aA
N leaves
MNon-AM 17.28bB 21.33aA 21.11aA 17 .46bA
Gc 22 72ah 20.10aA 23.30aA 21.55aA
Ge 22 12aA 21.94aA 21.96aA 21.04aA
Gi 22 95aB 22 67aA 21.48aA 21.80aA
Biomass (dm’)
MNon-AM 7.57bAB 8.61abAB 0.44aA 6.38bB
Gc 10.03abAB 7.06bB 12.67aA 9.70abAB
Ge 9.42abA 10.12abA 10.13aA 8.62abA
Gi 11.08aA 10.70aA 10.04aA 10.91aA
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Table 3. Effects of PGPR Burkholderia sp strain (LEM 6) and Rhizobium strains (Rhi 1 or Rhi

2) and AM fungi (G. clarum, G. etunicatum and G. intrarradices) on steam diameter on soil
surface (DSS), total height (TH), height until first leaf (HFL), total number of leaves and

biomass of S. amazonicum at 210 days after seedling planting. Means (n = 50) sharing the

same letter are not significantly different according to Tukey HSD test (P < 0.05). The small

letters compare among AM fungi treatments and capital letters compare among bacterial

treatment.
Bacteria strains

AM fungi Mon-Bacteria LEME Rhi1 Rhi2
DSS (mm)
MNon-AM 30.68aA 26.71aA 26.75bA 29.30aA
Gc 26 63aA 30.61aA 32.24abA 29.21aA
Ge 31.06aA 28.81aA 31.209abA 30.64aA
Gi 28 B6aB 25 54aB 36.58aA 28.74aB
TH (cm)
MNon-AM 132 55aA 106.37abA 113.06a4 110.41aA
Gc 111.52a4 132.87aA 135.02a4 119.16aA
Ge 136 57aA 123.30abA 128 24a4 118.86aA
Gi 114 43aA 101.83bA 115.55aA 117.76aA
HFL (cm)
MNon-AM 71.74ah 64.27aA 71.36aA 64 41aA
Gc 67 65ah 75.68aA 72.78ah 72.67aA
Ge 71.34a4 68.21aA 74 79ah 68.50aA
Gi 66.13ah 66.25aA 76.08aA 69.64aA
No leaves
MNon-AM 8.16aA 7.78aA 7.57aA 8.05aA
Gc 7.13aB 8.06aAB 8.89aA 7.90aAB
Ge 8.34aA 9.04aA 8.28aA 8.44aA
Gi 7. 94ah 7. 38aA 7 27al 8.64ah
Biomass (dm")
MNon-AM 0.99aA 0.60aA 0.67aA 0.81aA
Gc 0.63aA 1.08aA 1.09aA 0.78aA
Ge 1.00aA 0.74aA 1.01aA 0.88aA
Gi 0.79aAB 0.55aB 1.17aA 0.74aAB
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Table 4. Effects of PGPR Burkholderia sp strain (LEM 6) and Rhizobium strains (Rhi 1 or Rhi
2) and AM fungi (G. clarum, G. etunicatum and G. intrarradices) on steam diameter on soil
surface (DSS), total height (TH), height until first leaf (HFL), total number of leaves and
biomass of S. amazonicum at 390 after seedling planting. Means (n = 50) sharing the same
letter are not significantly different according to Tukey HSD test (P < 0.05). The small letters

compare among AM fungi treatments and capital letters compare among bacterial treatment.

Bacteria strains

AM fungi Non- LEME Rhi1 Rhi2
bacteria
DSS (mm)
Non-AM 63.79aA 58.83aA 63.65aA 60.20aA
Gc 57.51aB 66.62aA 65.66aAB 62.39aAB
Ge 64 46aA 64 60aA 65.66aA 62.39aA
Gi 64.14aA 61.62aA 61.44aA 63 40aA
TH (em)
Non-AM | 3568.36aA 320.81bA 354 00aA 305.77aA
Gc 303.45bB 382.81aA 369 54aAB 351.00aAB
Ge 370.40aA 367 .82abA 341.91aA 357.96aA
Gi 354 60abA 327 73bA 341.16aA 342 87aA
HFL (cm)
Non-AM 162.10abA 138.39bA 153.10aA 137.18aA
Gc 144 74bB 173.48aA 174.82aA 166.63aAB
Ge 172.73aA 162.17abA 155.83aA 163.17aA
Gi 159.30abA 144 56bA 149 25aA 156.62aA
N leaves
Non-AM 22 90aA 18.45bA 21.15aA 18.40aA
Gc 19.41aA 23.44abA 21.57aA 21.77ahA
Ge 21.33aA 24 07aA 24 81aA 22 55ahA
Gi 21.50aA 19.86abA 22 51aA 21.34aA
Biomass (dm”)
Non-AM 10.03aA 8.03bA 9.32aA 7.90aA
Gc 7.08aB 11.97aA 11.53aA 9.51aAB
Ge 10.77aA 10.52abA 9.64aA 10.97aA

Gi 10.23aA 8.67abA 9.07aA 9.46aA
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Figures legend

Figure 1. Effect of PGPR bacteria, Burkholderia sp strain (LEM 6) and Rhizobium
strains (Rhi 1 or Rhi 2) and AM fungi (G. clarum, G. etunicatum and G. intrarradices)
on S. amazonicum at 210 days after sowing. (A) Survival and (B) wood production.
Bar represent the stand error of mean values (n = 50). Means sharing different letters
are statisticaly different at P < 0.05 by Tukey HSD test.

Figure 2. Effect of PGPR bacteria, Burkholderia sp strain (LEM 6) and Rhizobium
strains (Rhi 1 or Rhi 2) and AM fungi (G. clarum, G. etunicatum and G. intrarradices)
on S. amazonicum at 390 days after sowing. (A) Survival and (B) wood production.
Bar represent the stand error of mean values (n = 50). Means sharing different letters
are statisticaly different at P < 0.05 by Tukey HSD test..

Figure 3. Effect of PGPR bacteria, Burkholderia sp strain (LEM 6) and Rhizobium
strains (Rhi 1 or Rhi 2) and AM fungi (G. clarum, G. etunicatum and G. intrarradices)
on S. amazonicum at 210 days after seedlings planting. (A) Survival and (B) woody
production. Bar represent the stand error of mean values (n = 50). Means sharing

different letters are statisticaly different at P < 0.05 by Tukey HSD test.

Figure 4. Effect of PGPR bacteria, Burkholderia sp strain (LEM 6) and Rhizobium
strains (Rhi 1 or Rhi 2) and AM fungi (G. clarum, G. etunicatum and G. intrarradices)
on S. amazonicum at 390 days after seedlings planting. (A) Survival and (B) woody
production. Bar represent the stand error of mean values (n = 50). Means sharing
different letters are statisticaly different at P < 0.05 by Tukey HSD test.
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Figure 3

_.|.- -.I.-
=] i

—

[=] [=] [=]
._u_ .4 .2

120

Y TYAINGNS

=]
b
M x.\\.,.._,.\
b o
Gll_ |_..wx.n‘. ,.m._
(o
= i -,
=Y
e -y "8
i
o ] 2,
_IT.X
ﬁTI B «.nwm\ ._..m_
= L h_“@
e
W B «..xw.\_“...w. =)
4 Lo,
£,
i) L e
i T, b
] - B
L& _U“..‘,.U.w...w. V.._H_
aTI -, H.m._
s, &
ra
L] T'l_ - ._,W_
= " %
@ ] -5
< 21 %,
L BN S B B R B B B E B BN R R B R R R R R R B BN R B B N R R o

TREATMENTS

i
L]

2 L
=] ..wm\
A - e, "%
[ _.n\.m“.._w. i}
= B "
— %%
—— Fe, "6
5
_.a_|'|_ <
ey
e
s ———] g
G_|I |.e_,._v..au_.,_..u_
= * _ m x_w_
T,
a—— o
[e] .Nm..../v.
_|m "
= @wﬂ_\u 3
bI|_ |._w\v x.;__u_
s
o PN
w...,.\\ (0
o—— -
B—— C B
& e -
@ =
a—e— -4,
\.&.J
D
L e o e e e o e B BN e e e e e
(=] w3 (=] w3 (=] i (=]
] ] o - - =1 =1

(,BY Jw) NOILONACOHd a00OM

TREATMENTS



55

Figure 4
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