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Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da inoculacdo de dois novos isolados de bactérias
diazotroficas endofiticas e da interag@o destas bactérias com fungos micorrizicos arbusculares (FMAs), na
cultura do trigo. Foi realizado um experimento em casa de vegetacao, com dois isolados de bactérias diazotréficas
endofiticas, ITAC11HT (Achromobacter insolitus) e IAC12HT (Zoogloea ramigera), e dois FMAs (Glomus sp. e
Acaulospora sp.). Houve efeito sinérgico da co-inoculag@o na colonizagao das raizes por bactérias diazotréficas,
com o emprego do FMA do género Acaulospora. As plantas associadas a Glomus, na presenca dos isolados
bacterianos, apresentaram maior crescimento, acimulo e aproveitamento dos nutrientes do que as plantas
colonizadas por Acaulospora sp., entretanto, ndo superaram os tratamentos em que as bactérias e os fungos
foram inoculados isoladamente. Apesar de nao ter havido efeito benéfico da co-inoculagdo FMA-bactéria
diazotréfica sobre a maioria dos parametros avaliados, essas novas bactérias propiciaram o dobro de crescimento,
actimulo e aproveitamento do N e P em plantas de trigo.

Termos para indexagdo: Zoogloea ramigera, Achromobacter insolitus, micorriza arbuscular, nitrogénio, fésforo.

Interaction between arbuscular mycorrhizal fungi and diazotrophic
bacteria in wheat plants

Abstract — The aim of this work was to evaluate the inoculation effect of two new endophytic diazotrophic
bacteria and the interaction between arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) and these bacteria on wheat plants.
The experiment was carried out in a greenhouse with the two strains of diazotrophic bacteria, IAC11HT
(Achromobacter insolitus) and IAC12HT (Zoogloea ramigera), and two AMF (Glomus sp. and Acaulospora sp.).
There was synergistic effect of the co-inoculation on root colonization by diazotrophic bacteria with the AMF of
the genus Acaulospora. The plants colonized by Glomus associated to bacterial strains showed higher growth,
accumulation and exploitation of the nutrients than plants colonized by Acaulospora sp., however, this effect
did not surpass the treatments in which bacteria and fungi were inoculated separately. Although there were non-
beneficial effects of the AMF-diazotrophic bacteria co-inoculation, for the most parameters assessed, these
news bacteria strains promoted doubled shoot dry matter, shoot N and P concentration and accumulation in
wheat plants.

Index terms: Zoogloea ramigera, Achromobacter insolitus, arbuscular mycorrhiza, nitrogen, phosphorus.

Introducao

No solo hé grande diversidade de microrganismos que
estdo em constante interaco, principalmente na rizosfera
das plantas, em razio da grande quantidade de nutrientes
secretados e liberados pelas raizes, como lisados e
exsudatos radiculares. Entretanto, essas interacdes sao
pouco estudadas, como as que ocorrem na
micorrizosfera, entre os fungos micorrizicos arbusculares
(FMAs) e as bactérias diazotrdficas. Esses dois grupos
de microrganismos estdo associados a maioria das

plantas cultivadas e sdo reconhecidamente benéficos,
pelo incremento na absor¢do de nutrientes escassos no
ambiente e, conseqilientemente, na promoc¢ao de
crescimento das plantas (Artursson et al., 2000).

As bactérias diazotréficas podem auxiliar, por meio
de diversos mecanismos, na nutri¢ao nitrogenada das
culturas, como o aumento do processo da reducao
assimilatéria de nitrato disponivel no solo (Boddey et al.,
1986), pela fixacao bioldgica do N, (FBN) (Iniguez et al.,
2004) e pela producio de fitormonios que interferem no
crescimento das plantas e podem alterar a morfologia
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das raizes, o que possibilita a exploracdo de maior volume
de solo (Zaied et al., 2003).

A transmissio de bactérias diazotréficas para plantas
pode estar relacionada a presenca de FMA, como
demonstrado por Paula et al. (1991) e Li & Strzelczyk
(2000). A bactéria estd presente em esporos de fungos
micorrizicos, mas ainda se desconhece sua funcao.
No processo de penetracdo das hifas infectivas, pode
ocorrer maior exsudacdo de nutrientes pela planta, o
que acelera o crescimento de tais bactérias (Paula et al.,
1991). Em contrapartida, as bactérias diazotréficas
associadas a esporos de FMAs podem promover o
aumento e répida colonizacdo pelo fungo, o que pode
favorecer o desenvolvimento de um inoculante comercial
de FMAs (Bhowmik & Singh, 2004).

Existem vdrios relatos dos efeitos benéficos
propiciados pela interagdo FMA-bactéria diazotréfica
(Clark et al., 1999; Bhowmik & Singh, 2004; Bareaet al.,
2005), principalmente com os FMAs dos géneros
Glomus e Acaulospora, que sdo os mais eficientes e
abundantes nos solos agricolas (Graham & Abbott, 2000).
Segundo Artursson et al. (2006), os beneficios da
interacdo FMA-bactéria diazotréfica podem ocorrer em
razdo do incremento na absor¢do de P pelas plantas
micorrizadas, o que propicia melhores condicdes para o
estabelecimento da associacdo com diazotréficos, o que
representa, por sua vez, alto custo energético. Essas
interagdes podem ser de extrema importancia para uma
agricultura com menor emprego de insumos quimicos,
como os fertilizantes nitrogenados e fosfatados.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da
inoculacdo de dois novos isolados de bactérias
diazotréficas, dos géneros Achromobacter e Zoogloea,
descobertos recentemente, associados a plantas de trigo,
e o efeito da interacdo dessas bactérias com FMAs na
cultura do trigo.

Material e Métodos

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo,
com delineamento inteiramente ao acaso e cinco
repeticdes, tendo-se empregado dois isolados
bacterianos, IAC11HT (Achromobacter insolitus) e
TACI2HT (Zooglea ramigera), e dois isolados de FMA,
pertencentes aos géneros Acaulospora sp. (IAC-13) e
Glomus sp. (IAC-22), e o genétipo de trigo ITD-19
(Triticum durum L.). Os isolados bacterianos utilizados,
IAC11HT (acesso no Genbank n® DQ386150) e
TACI12HT (acesso no Genbank n® DQ389143), foram
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obtidos de raizes de plantas de trigo do genétipo ITD19,
desinfestadas superficialmente, e que promoveram
aumento no crescimento das raizes em condigdes
gnotobidticas (Sala et al., 2005).

As sementes foram desinfestadas segundo
Dobereiner et al. (1995) e pré-germinadas em placas
de Petri, com meio de cultura BDA, para se verificar a
auséncia de contaminantes, e s6 entdo foram transferidas
para tubos de ensaio de 200 mL, com solucdo de
Hoagland & Arnon (1950) sem N, e 0,6% de &4gar.
As bactérias foram inoculadas, tendo-se utilizado 1 mL
de indculo por tubo, antes da solidificacdo do 4gar, ap6s
terem atingido a fase log de crescimento em meio JNFb,
que foi utilizado para repicagem dos isolados
(Dobereiner et al., 1995). As plantas-testemunha
receberam 1 mL de in6culo esterilizado por
autoclavagem. Depois de sete dias, as plantas foram
transplantadas para vasos com capacidade de 2,5 L, com
areia esterilizada como substrato, em casa de vegetacao.

Nos tratamentos com FMA empregou-se solo-indculo,
com aproximadamente 6.000 esporos do fungo
micorrizico por vaso, pedacos de raiz de braquidria
colonizada e hifas. Nos vasos sem inoculacdo de FMA,
adicionou-se uma suspensao de solo isenta de propagulos
de FMAs. Foram realizados 11 tratamentos: Z. ramigera
(IAC12HT), A. insolitus (IAC11HT), Glomus sp.,
Acaulospora sp., Z. ramigera + Glomus sp.,
Z. ramigera + Acaulospora sp., A. insolitus +
Glomus sp., A. insolitus + Acaulospora sp.,
testemunha sem N (controle sem adicdo de N),
testemunha sem P (controle com adi¢do de N e metade
da quantidade de P da solucdo completa) e testemunha
+ N (controle com solu¢do completa).

As plantas receberam solug@o nutritiva (Furlani &
Furlani, 1988), duas vezes por semana, e dgua esterilizada
quando necessdrio. Os tratamentos com bactérias e o
controle sem N (testemunha-N) receberam solucido
nutritiva sem N e com metade da quantidade de P da
solucdo completa. Os tratamentos somente com FMA
e testemunha-P receberam solugdo nutritiva com N e
metade da quantidade de P da solucdo completa, e o
controle recebeu solug@o nutritiva completa.

As plantas permaneceram dois meses em casa de
vegetacdo e, depois deste periodo, foram colhidas, e a
parte aérea foi separada do sistema radicular. Apds
determinacdo da massa da matéria seca (secada em
estufa a 60°C até massa constante), a parte aérea foi
moida para determinacdo dos teores de N e P, e foram
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calculados a quantidade acumulada (gramas de N por
vaso) e o indice de eficiéncia de utilizacdo [(massa da
matéria seca da parte aérea)?/quantidade acumulada do
nutriente], segundo Siddiqi & Glass (1981). As raizes
foram separadas, para a avaliacdo da massa da matéria
fresca e da colonizag@o micorrizica (Phillips & Hayman,
1970) e, para a contagem de bactérias diazotréficas
endofiticas, foi utilizado o meio JNFb semi-sélido e sem
adicdo de N (Dobereiner et al., 1995)

Os dados obtidos foram analisados pelo programa
Minitab, tendo-se feito a andlise da variancia. As médias
dos tratamentos foram comparadas por contrastes
ortogonais, testados pelo teste F, a 5% de probabilidade.

Resultados e Discussao

A inoculacdo do FMA do género Acaulospora
aumentou a colonizac¢do por bactérias diazotréficas, nas
raizes do trigo em que bactéria e fungo micorrizico foram
co-inoculados (BF1 - BF2), para ambas as bactérias co-
inoculadas, e nos tratamentos em que os FMAs foram
inoculados separadamente (F1 - F2) (Tabela 1). Vérios
autores jd demonstraram a ocorréncia de bactérias
diazotréficas endofiticas, na superficie e dentro de esporos
de FMAs (Paula et al., 1991; Li & Strzelczyk, 2000;
Bianciotto et al., 2004). Li & Strzelczyk (2000) sugerem
que as bactérias diazotréficas podem contribuir para a
nutricdo dos FMAs, ao tornar disponivel o nitrogénio.
Os mesmos autores isolaram Azospirillum spp. da
superficie de diferentes espécies de FMAs. A ocorréncia
de bactérias diazotréficas endofiticas, dentro ou na
superficie de esporos de FMAs, parece estar relacionada

Tabela 1. Numero de bactérias diazotréficas endofiticas (BDE)
na raiz de trigo e teste F para comparagc@o dos contrastes
ortogonais obtidos entre os tratamentos. Média de cinco
repetigdes,

Tratamento™® BDE Contrastes Teste F
(n*Mg") ortogonais

Bl 0,330 BF-B 4,29%
B1F1 0,061 BF1 - BF2 55,43*
B1F2 0,370 BIF - B2F 2,50™
B2 0,116 BF - F 17,35%
B2F1 0,044 F1-F2 5,25%
B2F2 0,419 B1-B2 6,29*
Fl1 0,026 - -

F2 0,065 - -

(DPara andlise estatistica os dados foram transformados em log (x + 1);
GL =1¢€32; Fy=4,15. @B1: IACI2HT - Zoogloea ramigera;
B2: IACIIHT - Achromobacter insolitus; F1: Glomus sp.;
F2: Acaulospora sp. "™Niao-significativo. “Significativo a 5% de
probabilidade pelo teste F.
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a espécie do fungo, a planta hospedeira e, ainda, ao
substrato utilizado (Artursson et al., 2006). Como foi
empregado solo-indculo para inoculagdo do FMA, ndo
é possivel afirmar-se que, neste caso, somente o FMA
tenha sido um agente transmissor de bactérias
diazotroficas. Behl et al. (2003) obtiveram efeito contrario
ao deste trabalho com a co-inoculagdo do FMA do
género Glomus, pois houve aumento da colonizacgao por
bactérias diazotréficas em plantas de trigo. Porém, Isopi
et al. (1995) observaram, em plantas de sorgo colonizadas
por G diazotrophicus e trés espécies de Glomus, que
a quantidade de bactérias ndo aumentou com a co-
inoculacdo de FMAs.

Quando as diazotroficas foram inoculadas
isoladamente, houve maior colonizagao nas raizes do trigo
com a inoculacdo de Z. ramigera do que com
A. insolitus (B1 - B2). Entretanto, na presenca do FMA,
nao houve diferenga na colonizacdo radicular, entre os
isolados bacterianos utilizados (B1F - B2F).

A co-inoculagao das bactérias também influenciou a
coloniza¢do micorrizica; A. insolitus promoveu maior
colonizag@o micorrizica do que Z. ramigera (B1F - B2F)
(Tabela 2). No entanto, os FMAs ndo diferiram entre si
quanto a colonizagdo radicular, nos tratamentos que
receberam somente FMA (F1 - F2), e também, quando
co-inoculados com as bactérias (BF1 - BF2).

Bir6 et al. (2000) utilizaram, em plantas de alfafa,
G. fasciculatum em combinagdo com A. brasilense ou
Rizobium meliloti, ou os trés indculos conjuntamente, e
observaram que a colonizagdo micorrizica variou entre
as bactérias utilizadas na associacdo, o que demonstra
especificidade da interacdo fungo-planta-bactéria.
Viézquez et al. (2000) observaram que a inoculacdo de
Azospirillum ndo influenciou a colonizacdo por Glomus

Tabela 2. Colonizagdo micorrizica nas raizes de trigo e teste F
para comparacdo dos contrastes ortogonais obtidos entre os
tratamentos. Média de cinco repeti¢des‘V.

Tratamento”  Porcentagem Contrastes Teste F
de colonizacao ortogonais

BIF1 26,80 BF1 - BF2 1,55™
BI1F2 29,20 BIF - B2F 30,62%*
B2F1 33,25 BF -F 103,22*
B2F2 33,00 F1-F2 1,79™
F1 39,80 - -

F2 38,00 - -

(DPara andlise estatistica os dados foram transformados em
arc sen (x/100)%%; GL =1 € 23; F, =4,28. @B1: IACI2HT - Zoogloea
ramigera; B2: TAC11HT — Achromobacter insolitus; F1: Glomus sp.;
F2: Acaulospora sp. ™Nio-significativo. *“Significativo a 5% de
probabilidade pelo teste F.
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deserticola e G. mosseae, em plantas de milho.
Entretanto, Bhowmik & Singh (2004) sugerem que
bactérias associadas a esporos de FMAs podem
promover aumento e rdpida colonizacdo pelo fungo, o
que representa uma importante informagdo para o
desenvolvimento de um inoculante comercial de FMAs.

Neste trabalho, a colonizagc@o micorrizica foi maior
quando somente os FMAs foram inoculados, em
comparagdo com os tratamentos com ambos 0s
endofitos. Pode ter havido competicdo entre FMAs e
bactérias na colonizagdo das raizes, pois, como
observado por Biré et al. (2000), em raizes de cereais
colonizadas por Azospirillum spp. e FMAs, ambos os
endofitos podem estar presentes na mesma drea cortical
das raizes e tornar possivel uma interacao direta entre
planta-bactéria-FMA, o que pode resultar em competi¢ao
por compostos fotossintetizados. O efeito constatado
também pode ser atribuido a diferenca na solucio
nutritiva, pois os tratamentos em que bactéria e fungo
foram co-inoculados ndo receberam N, e os tratamentos
s6 com FMA receberam N, porém ambos tiveram a
mesma quantidade de P adicionada. A planta mais bem
nutrida teve melhor condi¢do para a colonizagdo por
FMA, pois suportou o alto custo energético envolvido
na simbiose, uma vez que os mecanismos de
regulacdo da colonizag¢do sdo funcionalmente
dependentes do carbono disponivel para o fungo
(Barea et al., 2005).

As plantas colonizadas por Glomus e pelos isolados
bacterianos apresentaram maior massa de matéria seca
da parte aérea do que as colonizadas por Acaulospora
(BF1 - BF2). Vazquez et al. (2000) observaram efeito
da co-inoculacdo de Azospirillum sp. com duas espécies
de FMAs sobre a producdo de massa de matéria seca
de milho, e também obtiveram efeito positivo apenas
com uma espécie de FMA, a G. deserticola. Neste
trabalho, porém, nido houve diferenca entre os
tratamentos que receberam somente FMAs (F1 - F2)
(Tabela 3). A produgdo de matéria seca da parte aérea
foi maior nos tratamentos em que os FMAs foram
inoculados isoladamente, em comparacdo com 0s
tratamentos com ambos os endoéfitos (BF - F), o que
demonstra que ndo houve efeito sinérgico. Também, ndo
ocorreu sinergismo nos tratamentos com inoculagao das
bactérias isoladamente (BF - B), ao contrario, houve
interagc@o negativa, parasitica, entre o FMA do género
Acaulospora e as bactérias diazotréficas, o que
acarretou diminuicdo significativa da producdo de
matéria seca, e nao diferiu somente da testemunha sem
nitrogénio (BF - T - N).
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Em plantas com alta dependéncia micorrizica como a
batata doce, os efeitos sinérgicos sao mais pronunciados.
Os beneficios da co-inoculacdo ocorrem gracas ao
aumento na colonizagdo micorrizica, e conseqiientemen-
te, da maior assimilag@o de nutrientes do solo, e ndo em
razdo da fixacdo bioldgica de N, (Paula et al., 1992).
O trigo, por seu sistema radicular fasciculado, apresen-
ta pouca dependéncia micorrizica.

As bactérias inoculadas isoladamente duplicaram o
crescimento das plantas, em relagdo a testemunha que
recebeu a mesma solugdo nutritiva (B - T - N), sem
adi¢do de N. Nos tratamentos com FMAs somente, a
matéria seca foi menor do que na testemunha que
recebeu a mesma solucdo nutritiva (F - T - P).
Possivelmente, a quantidade de P utilizada na solucao
nutritiva foi alta, uma vez que o substrato utilizado foi
areia e que todo P estava disponivel na solu¢do do solo.
Graham & Abbott (2000) avaliaram o efeito de
10 diferentes isolados de FMAs em trigo e constataram
que apenas dois isolados foram capazes de proporcionar
maior massa de matéria seca do que a testemunha, e
somente em baixo nivel de P. Esses autores sugerem
que tal efeito esteja relacionado a alta colonizacdo por
esses fungos, que denominaram de agressivos. Clark
et al. (1999) observaram que nio houve correlacdo entre
a porcentagem de colonizacdo e massa da matéria seca
da parte aérea ou da raiz, em plantas de trigo.

Tabela 3. Massa da matéria seca da parte aérea (MSPA) de
trigo e teste F para comparac@o dos contrastes ortogonais
obtidos entre os tratamentos. Média de cinco repeti¢desD.

Tratamento™ MSPA Contrastes Teste F
(g por planta) ortogonais
Bl 3,08 BF -F 339,43*
BIF1 3,12 BF-B 15,43*
BIF2 1,32 BF1 - BF2 40,41*
B2 3,30 BIF - B2F 0,37"
B2F1 3,12 F-T-P 11,32*
B2F2 0,94 B-T-N 19,35%
Fl1 6,94 BF-T-N 3,18%
F2 7,32 B-F 322,12*
T+N 6,44 F1-F2 0,73"™
T-N 1,50 B1-B2 0,25"
T-P 8,42 BF1-B 0,01™
BF2-B 43,13*
T-P-T+N 20,00%*
(DGL = 1 € 42; Fy = 4,05. @B1: IAC12HT - Zoogloea ramigera;
B2: IACI1HT - Achromobacter insolitus; F1: Glomus sp.;

F2: Acaulospora sp.; T + N: testemunha que recebeu solucdo nutritiva
completa; T - N: testemunha que recebeu metade da quantidade de P da
solucdo completa e ndo recebeu N; T - P: testemunha que recebeu metade
da quantidade de P da solugdo completa. "Nao-significativo.
“Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.
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A bactéria diazotréfica utilizada influenciou a massa
da matéria fresca das raizes, nos tratamentos em que a
bactéria e o fungo micorrizico foram co-inoculados
(Tabela 4). Com o emprego de Z. ramigera, obteve-se
maior massa de raizes do que com a inoculacdo de
A. insolitus (B1F - B2F), entretanto, ndo houve
diferencas entre os tratamentos com bactérias
diazotréficas isoladamente (B1 - B2). Houve influéncia
do FMA sobre a massa da matéria fresca das raizes,
com a co-inoculacdo (BF1 - BF2), tendo havido maior
crescimento radicular com Glomus do que com
Acaulospora, mas somente na presenga de Z. ramigera
(B1F1 - B1F2). Também nao houve diferencas entre os
tratamentos que continham somente FMAs (F1 - F2).
Novamente, o nivel de N na solu¢do nutritiva parece ter
influenciado o comportamento dos microrganismos, pois
houve diferencas entre os tratamentos na auséncia de
N, porém, quando se adicionou N ndo se observou
influéncia dos FMAs utilizados. Os FMAs isoladamente
ndo influenciaram a massa da matéria fresca das raizes,
em comparacdo com a testemunha que recebeu a
mesma solugdo nutritiva (F - T - P). Este fato pode estar
relacionado a influéncia da solugdo nutritiva sobre o efeito
do FMA. Porém, nos tratamentos que continham
somente bactérias diazotrdficas, obteve-se o dobro da
massa de matéria fresca da raiz do que na testemunha
(B -T-N). Ja foi observado que esses isolados

Tabela 4. Massa da matéria fresca da raiz (MFR) de plantas de
trigo e teste F para comparagdo dos contrastes ortogonais
obtidos entre os tratamentos. Média de cinco repeti¢des(.

Tratamento'” MFR Contrastes Teste F
(g planta™) ortogonais

Bl 6,82 BF -F 223,36*
BI1F1 5,16 BF-B 217,45%
BI1F2 2,44 BF1 - BF2 18,80*
B2 6,87 BIF - B2F 37,46*
B2F1 1,88 F-T-P 2,12%
B2F2 1,88 B-T-N 85,00%
Fl 6,74 BF-T-N 1,75™
F2 7,06 B-F 0,03™
T+N 10,88 F1-F2 0,52™
T-N 3,30 B1-B2 0,01™
T-P 7,46 BI1F1 - BIF2 37,59*
BI1FI - BF 72,93*

B2FI - B2F2 0,01™

(DGL = 1 e 41; Fy=4,08. @B1: IACI2HT - Zoogloea ramigera;
B2: IACI11HT - Achromobacter insolitus; F1: Glomus sp.;
F2: Acaulospora sp.; T + N: testemunha que recebeu solugdo nutritiva
completa; T - N: testemunha que recebeu metade da quantidade de P da
solucdo completa e ndo recebeu N; T - P: testemunha que recebeu metade
da quantidade de P da solucdo completa. "Nao-significativo.
“Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.
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promoveram aumento no crescimento das raizes, em
condi¢des gnotobidticas (Sala et al., 2005). Vdrios efeitos
na morfologia das raizes colonizadas por bactérias
diazotréficas endofiticas, como aumento no comprimento,
no ndmero de ramificacdes, da superficie e, ainda, de
pélos radiculares, ja foram relatados (Dobbelaere et al.,
1999; Roesch et al., 2005). Estes efeitos, geralmente,
estdo relacionados a producdo de hormodnios de
crescimento pela bactéria, e ja foi demonstrado que
isolados pertencentes aos géneros Achromobacter
e Zoogloea podem sintetizar dcido indolacético
(AIA), em cultura pura de células (Tsavkelovaet al.,
2000).

No tratamento em que as bactérias e os FMAs foram
co-inoculados na planta, a massa de raiz nao foi alterada,
comparativamente a testemunha que recebeu a mesma
solucdo nutritiva (BF - T - N). Porém, a testemunha que
recebeu solugdo nutritiva completa (T + N) superou
todos os demais tratamentos no crescimento radicular
(Tabela 4).

Azcon & Ocampo (1981) observaram que as
diferencas na dependéncia micorrizica, entre cultivares
de trigo, foi relacionada inversamente ao comprimento
radicular e ndo a concentracio de P nos tecidos dessas
plantas, o que também poderia explicar a falta de efeito
sinérgico FMA-bactéria diazotréfica, ao ser avaliada a
colonizagdo micorrizica (Tabela 2), uma vez que as
bactérias proporcionaram aumento do crescimento
radicular.

As plantas dos tratamentos, em que somente 0S
FMAs foram inoculados, apresentaram maior teor,
quantidade acumulada e indice de eficiéncia de utilizacdo
do N, em comparacdo aos tratamentos com ambos 0s
enddfitos (BF - F) (Tabela 5). Houve efeito sinérgico
da co-inoculacdo no teor de N das plantas, em
comparacdo aos tratamentos com as bactérias
isoladamente, os quais receberam a mesma solucdo
nutritiva (B - BF), e o FMA do género Acaulospora,
associado a Z. ramigera (B1 - B1F2), promoveu o
aumento do teor de N das plantas. Entretanto, o FMA
do género Glomus propiciou maior quantidade
acumulada e maior indice de eficiéncia de utilizacio
(IEU) do N, independentemente da bactéria empregada
(BF1 - BF2), nos tratamentos com ambos os endéfitos,
em razao da maior massa de matéria seca da parte aérea
produzida (Tabela 3). Porém, os tratamentos com FMAs
isoladamente nao diferiram entre si (F1 - F2).

Nao houve diferencas entre as bactérias diazotréficas
utilizadas, ao serem avaliados a absor¢cdo e o
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aproveitamento do N na parte aérea com a co-inoculagio
dos FMAs (B1F - B2F) (Tabela 5). Porém, nos
tratamentos em que as bactérias foram inoculadas
isoladamente (B1 - B2), houve aumento no teor de N
das plantas com a inoculacdo de A. insolitus.
Nos tratamentos que continham somente bactérias
diazotroficas, obteve-se o menor teor, porém o dobro da
quantidade acumulada e do indice de eficiéncia de
utilizacdo do N do que na testemunha que recebeu a
mesma solucao nutritiva (B - T - N).

As bactérias inoculadas isoladamente propiciaram o
mesmo IEU de N que as plantas testemunha que
receberam solucdo nutritiva completa (B - T + N),
porém, nos tratamentos em que a bactéria foi co-
inoculada com os FMAs, as plantas apresentaram IEU
de N inferior ao da testemunha (BF - T + N), o que
mostra que a co-inoculagdo com FMAs teve efeito
negativo no aproveitamento do N pelas plantas.

Nos tratamentos com FMAs isoladamente, ndo houve
diferengas no IEU de N, em relag@o a testemunha com
a mesma soluc¢do nutritiva (F - T - P). Entretanto, essas
plantas apresentaram maior IEU do N do que as plantas
da testemunha que receberam solucdo nutritiva completa
(F-T + N). As duas testemunhas receberam a mesma
quantidade de N, mas a que recebeu a mesma solugao
nutritiva dos tratamentos com apenas FMA e metade
da quantidade de P utilizada na solugdo completa
apresentou a maior massa de matéria seca da parte aérea

V.M.R. Salaet al.

(Tabela 3). A mesma testemunha apresentou igual
quantidade acumulada e maior IEU do N e do P do que
a testemunha que recebeu solucdo nutritiva completa.

O melhor desempenho dos FMAs, na auséncia da
bactéria diazotréfica, pode ser indicativo de um
desbalanco nutricional/energético do hospedeiro, causado
pela presenca concomitante dos microrganismos
endofiticos (FMA-bactéria diazotréfica), pois, segundo
Frey-Klett et al. (2005), a micorrizosfera tem a
capacidade de selecionar bactérias potencialmente
benéficas para a planta, no estabelecimento da
associacdo planta-bactéria-FMA. Isto é particularmente
observado no presente trabalho, nas plantas colonizadas
por Acaulospora sp. e quaisquer bactérias diazotréficas,
que apesar da maior colonizacio radicular dos endofiticos
apresentaram menor crescimento, teor, acimulo e IEU
do N, em comparag@o ao controle T - N.

Na presenca de A. insolitus obteve-se maior teor de
P na parte aérea do trigo (Tabela 6), e a colonizacdo
micorrizica também foi maior nos tratamentos em que
A. insolitus foi co-inoculado com os FMAs (Tabela 2).
Nos tratamentos com ambos os enddéfitos, o FMA
Acaulospora sp. propiciou maior teor de P, mas nas
plantas colonizadas por Glomus obteve-se maior
quantidade acumulada e IEU (BF1 - BF2), em razdo da
maior produ¢do de matéria seca, propiciada pelo Glomus
associado as bactérias (Tabela 3). Também houve maior
IEU do P nas plantas colonizadas por Glomus do que

Tabela 5. Teor, quantidade acumulada e indice de eficiéncia de utiliza¢@o do nitrogénio (IEUN) e teste F para comparacao dos
contrastes ortogonais obtidos entre os tratamentos. Média de cinco repeti¢des).

Tratamento" Teor N total IEUN Contrastes Teste F
(gkg") (mg planta™) C) ortogonais Teor N total IEUN
Bl 12,75 38 236 B -BF 9,93% 2,38™ 11,99*
BIF1 11,98 37 265 F - BF 55,45% 392,39* 138,57*
BIF2 14,73 19 93 BF1 - BF2 1,71 17,11% 59,55%
B2 13,51 45 247 BIF - B2F 3,23" 0,16" 3,83™
B2F1 15,15 47 211 F1-F2 0,01™ 1,32™ 0,17™
B2F2 14,65 14 66 Bl -B2 7,40%* 2,43™ 4,04™
Fl1 19,62 134 362 F-T-P 20,11%* 0,99™ 0,49™
F2 19,72 144 374 B-T-N 6,28* 4,76* 20,10%
T+N 25,28 161 261 BF-T-N 0,12™ 1,43™ 5,00%
T-N 14,45 21 108 F-T+N 28,35% 10,96* 18,01*
T-P 19,09 159 439 B-T+N 167,97* 273,68* 3,04™
BF-T+N 134,58* 359,91* 19,97*
B1- B1F2 15,40% 1,90™ 12,14*
BF1-T-N 0,01 7,73* 26,96*

(OGL =1 e 41; Fy=4,08. @B1: IACI12HT - Zoogloea ramigera; B2: IACI1HT — Achromobacter insolitus; F1: Glomus sp.; F2: Acaulospora sp.;
T + N: testemunha que recebeu solucio nutritiva completa; T - N: testemunha que recebeu metade da quantidade de P da solugdo completa e ndo
recebeu N; T - P: testemunha que recebeu metade da quantidade de P da solu¢do completa. "Nao-significativo. “Significativo a 5% de probabilidade

pelo teste F.
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Tabela 6. Teor, quantidade acumulada e indice de eficiéncia de utilizacao do fosforo (IEUP) e teste F, para comparacio dos
contrastes ortogonais obtidos entre os tratamentos. Média de cinco repeti¢desD.

Tratamento® Teor P total IEUP Contrastes Teste F
(gkg") (mg planta™) @gh ortogonais Teor P total [EUP
B1 2,36 7,55 1.357 B - BF 4,33% 2,90™ 2,51™
BIF1 2,11 7,07 1.598 F - BF 44,99* 19,00* 266,25*
BIF2 3,05 4,90 532 BF1 - BF2 14,48* 12,60* 11,46*
B2 2,43 7,80 1.327 BIF - B2F 4,30% 0,12™ 0,75"
B2F1 2,62 8,80 1.267 F1-F2 0,14™ 0,85™ 14,92*
B2F2 3,57 3,90 323 B1- B2 0,03™ 0,04™ 0,01™
F1 1,33 10,60 5.988 F-T-P 0,26™ 8,88%* 3,40™
F2 1,46 9,34 4.350 B-T-N 2,00™ 10,94* 5,87*
T+N 1,97 12,40 3.328 BF-T-N 0,00™ 5,30* 2,04™
T-N 2,82 3,62 456 F-T+N 3,57* 4,00™ 25,15%
T-P 1,55 13,60 5.846 B-T+N 1,91™ 15,04* 29,18%*
BF-T+N 9,76* 31,00%* 51,06*
B2 - B2F2 10,72* 7,60%* 5,60*

(OGL = 1 e 41; Fy=4,08. @B1: IAC12HT — Zoogloea ramigera; B2: IACI1HT — Achromobacter insolitus; F1: Glomus sp.; F2: Acaulospora sp.;
T+N: testemunha que recebeu solugdo nutritiva completa; T - N: testemunha que recebeu metade da quantidade de P da solu¢do completa e nio
recebeu N; T - P: testemunha que recebeu metade da quantidade de P da solugdo completa. ™Nao-significativo. “Significativo a 5% de probabilidade

pelo teste F.

nas colonizadas por Acaulospora (F1 - F2).
Nos tratamentos em que somente bactérias diazotréficas
foram inoculadas (BF - B), as plantas apresentaram
menor teor de P do que com a co-inoculagdo dos FMAs,
o que demonstra efeito sinérgico da co-inoculacao,
principalmente de Acaulospora sp., como observado
para o teor de N, em que A. insolitus (B2 - B2F2) foi
co-inoculado. Entretanto, ndo houve diferencas na
quantidade acumulada e no IEU do P nesses tratamentos
(BF - B). Também houve menor teor de P nos
tratamentos que continham somente FMAs (BF - F).
Ao se compararem os tratamentos que continham
somente bactérias diazotréficas ou bactérias com FMAs,
em relac@o a testemunha que recebeu a mesma solucao
nutritiva (T - N), observou-se que, nos tratamentos com
bactérias diazotréficas somente (B - T - N), obteve-se
igual teor de P, mas o dobro da quantidade acumulada e
o triplo do indice de eficiéncia de utilizagdo. Entretanto,
quando as bactérias estavam em conjunto com os FMAs
(BF - T - N), oteor e o IEU ndo foram alterados, porém
obteve-se maior quantidade acumulada de P (Tabela 6).
As plantas na presenca apenas dos FMAs ndo
diferiram da testemunha (F - T - P), no teor e IEU do P,
mas apresentaram significativamente menor quantidade
acumulada de P e menor massa de matéria seca da parte
aérea do que a testemunha (Tabela 3), o que indica um
efeito parasitico. Porém, as plantas da testemunha que
receberam soluc¢do nutritiva completa (T + N)
apresentaram maior teor de P, mas ndo diferiram na

quantidade acumulada e apresentaram menor IEU de P
do que as plantas dos tratamentos com FMAs
isoladamente (F - T + N).

Conclusoes

1. Ha efeito sinérgico da co-inoculacdo do fungo
micorrizico do género Acaulospora e dos isolados
IACI11HT (Achromobacter insolitus) e IAC12HT
(Zoogloea ramigera) na colonizacdo das raizes do trigo
por bactérias diazotréficas.

2. O fungo micorrizico do género Glomus é mais
eficiente em aumentar o crescimento, acimulo e
aproveitamento do nitrogénio e do fésforo pelas plantas
do que Acaulospora sp. co-inoculado com bactérias
diazotréficas.

3. A inoculac¢do isolada de Achromobacter e
Zoogloea duplica o crescimento, acimulo e
aproveitamento do nitrogénio e fésforo pelas plantas.
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