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RESUMO GERAL

A Pupunha (Bactris gasipaes H.B.K.) e do Dendé (Elaeis guineensis Jaguim.), sdo duas
palmeiras de grande importancia na atividade agricola, principalmente nos paises tropicais. O
dendezeiro pelo seu potencial na producéo e rendimento de dleo de alto poder calorifico como
também para uso na Indistria Alimenticia Quanto a Pupunha, esta pode produzir precocemente
pamito de boa qualidade e frutos ricos em beta carotenos e amido, além de possuir uma
guantidade satisfatéria de 6leos insaturados. Para comprovar a eficiéncia das bactérias
diazotroficas endofiticas e dos fungos micorrizicos arbusculares na contribuicdo da nutricéo
nitrogenada e fosfatica para as mudas destas pameiras, foram conduzidos em casa de vegetacdo
dois experimentos de inoculacdo com estes microrganismos. O experimento com as mudas de
Pupunheira, teve como substrato, 70% de solo do horizonte B de Podzdlico Vermeho-amarelo
(Alfissol); 20 % de areia lavada, 10 % de Fosfato de rocha Patos de Minas e 2,11g de FTE Br 12
para cada 3 kg da mistura. O ensaio foi conduzido em blocos ao acaso, utilizando recipientes de
polietileno contendo 3 kg de substrato com 10 repeticdes e 8 tratamentos representados pela
Testemunha (T1); 14 mg de N por planta a cada 25 dias (T2); inoculagdo com uma mistura de 3
bactérias diazotroficas, isoladas de raizes de pupunheira e de dendezeiro, sendo 2 espécies de
Herbaspirillum e uma espécie de A. brasilense sem o G. clarum (T 3); inoculagdo de uma mistura
de estirpes padrdes de Azospirillum lipoferum (260), Herbaspirillum seropedicae (Z 67) e
Burkholderia sp (M130) sem ainoculagdo do G. Clarum (T4); inoculagdo do fungo micorrizico
arbuscular Glomus clarum sem bactérias diazotréficas (T5); tratamento 3 com a inoculacéo
conjunta do Glomus clarum (T6); tratamento 4 com ainoculacgo conjunta do Glomus clarum (T 7)
e o tratamento 8, onde as plantas eram fertilizadas com nitrogénio (14 mg de N por planta a cada
25 dias) e inoculadas com o Glomus clarum. As mudas foram mantidas nestas condi¢des por 270
dias ap0s a inoculagéo. Utilizou-se para este ensaio plantulas pré germinadas de pupunheiras sem

espinhos, oriundas de Santa Maria Madaena-RJ. As bactérias diazotroficas foram inoculadas no



momento do plantio destas plantulas nos recipientes com turfa na quantidade de 9,53 g .
recipiente’™, contendo 10° . cél . g ™ . A inoculagdo do FMA foi feita utilizando 1 ml de suspensio
contendo aproximadamente 30 esporos de Glomus clarum por planta. Quanto ao experimento com
as mudas de Dendezeiro, este teve como substrato 45% de solo do horizonte B de um Podzdlico
Vermelho-amarelo (Alfissol); 45 % de areia lavada e 10 % de Fosfato de rocha Patos de Minas e
2,11g de FTE Br 12 para cada 3 kg da mistura. O experimento foi conduzido em blocos ao acaso,
utilizando recipientes de polietileno contendo 3 kg de substrato, constando de 12 repeticbes e 9
tratamentos: testemunha (T1); 14 mg de N naformade (NH,), SO, a cada 25 dias (T2); inoculagéo
com uma mistura de 3 bactérias diazotroficas, isoladas de raizes de pupunheira e de dendezeiro,
sendo 2 espécies de Herbaspirillum e uma espécie de A. brasilense sem o G. clarum (T3);
inoculagéo de uma mistura de estirpes padrdes de Azospirillum spp (260 e Br 17), H. seropedicae
(Z 67) e aestirpe M130 de Burkholderia sp (T4), misturados FMA Scutellospora heterogama, S
gregaria e Glomus clarum (T5), tratamento 3 mais os FMA (T6), tratamento 4 mais os FMA (T7),
14 mg de N a cada 25 dias mais o tratamento cinco (T8); os tratamentos 3 e 4 sem os FMA (T9).
As mudas ficaram 270 dias ap0s a inoculacdo. Foram utilizadas plantulas de dendezeiro com 45
dias ap0Os a germinagdo, retiradas de plantas adultas do gendtipo Dupey oriundas da CEPLAC-
Bahia. As bactérias diazotroficas foram inoculadas no momento do plantio das plantulas nos
recipientes, utilizando-se 2 ml . recipiente ™ de uma suspens3o bacteriana, contendo 10° cél . ml ™.
A inoculacdo dos FMAs foi feita com 3 ml de suspensdo de esporos. Sendo 1 ml contendo 100
esporos de S heterogama, 1 ml com 100 esporos de S. gregaria e Iml  contendo 100 esporos de
G. clarum. Tanto no ensaio de inoculacdo com mudas de pupunheira, como também com as mudas
de dendezeiro o tratamento micorrizado nitrogenado foi 0 que apresentou 0 comportamento mais
satisfatério dentre os demais tratamentos impostos. As duas espécies de palmeiras utilizadas neste
trabalho expressaram um grau elevado de dependéncia ao nitrogénio em estagio de mudas. A
interacdo individuamente de estirpes padrGes ou de isolados de palmeiras, ndo se mostrou
satisfatoria para a maioria dos par@metros analisados em ambos os experimentos. A interacéo de
ambos 0s grupos de bactérias diazotroficas utilizadas nos ensaios, com os fungos micorrizicos néo
evidenciou um comportamento satisfatério para a maioria dos parametros analisados, sendo, no
entanto, nunca inferiores a testemunha. As estirpes padrdes, quando inoculadas conjuntamente com
as bactérias diazotréficas oriundas de pameiras contribuiram para uma melhoria de érea foliar,

contetdo total de nitrogénio nas raizes, peso da parte aérea seca, como também do didmetro e



altura das mudas de dendezeiro ao fina do ensaio. O tratamento com o fungo micorrizico
arbuscular Glomus clarum utilizado no ensaio com a pupunheira em nenhum momento Mostrou-se
inferior a testemunha, sendo em alguns parametros superiores a esta. As trés espécies de fungos
micorrizicos arbusculares utilizadas no ensaio com o dendezeiro, quando ndo eram inoculadas
conjuntamente com as diazotréficas contribuiram para a melhoria da nutricdo fosfética, como
também para a nutri¢do potéssica

Coletou-se também amostras de tecido de raizes, folhas e de frutos (endosperma da
semente e mesocarpo) para quantificacdo e isolamento de bactérias diazotroficas em plantagdes
adultas de Dendé (Elaeis guineensis Jaquim.) e de Pupunha (Bactris gasipaes H.B.K.), na Estacéo
Experimental da CEPLAC “Lemos Maia’, na cidade de Una-BA. Amostras estas, de trés gendtipos
de Dendé (Dura Comum, Dura Dupey e Tenera), e de um gendtipo de Pupunha (Alaranjada), sendo
cinco amostras simples escolhidas ao acaso para formar cada amostra composta. Sendo que de
cada parte da planta de cada gendtipo amostrada se obteve uma amostra composta. No momento
desta coleta também procedeu-se a coleta de solo de rizosfera e raizes finas destas palmeiras para
guantificacdo e levantamento da ocorréncia das principais espécies de FMA que se encontravam
na area, sendo 4 repeticdes para cada média obtida. Foi detectada a presenca de bactérias
diazotroficas em raizes, colmo, endosperma da semente e mesocarpo do fruto de plantas adultas
dos 3 gendtipos de dendezeiro e no Unico gendtipo de pupunheira analisado, sendo que essas
bactérias ndo foram encontradas na parte aérea destas plantas. As principais espéecies de fungos
micorrizicos arbusculares observadas foram Glomus macrocar pum; Glomus sp 1 e Acaulospora
sp 1 na rizosfera dos gendtipos Dupey e Dura Comum. Quanto as principais espéecies de FMA
encontradas na rizosfera do gendtipoTeneraforam Glomus sp 1, Acaulospora sp 1 e Acaulospora
sp 2, como também a espécie Glomus macrocarpum. As especies que predominaram na rizosfera
do gendtipo alaranjada (Pupunha), foram Acaulospora sp 2, Glomus sp 1 e Glomus macrocar pum.
A porcentagem do comprimento de raizes finas colonizadas por fungos micorrizicos arbusculares
de todas 0s gendtipos de dendezeiro, como também do genétipo de pupunheira alaranjada foi muito
baixa, sendo que entre os trés gendtipos de dendezeiro estudados ndo havia diferencas marcantes.
O niimero de esporos encontrados para cada 50 cnt de solo de rizosfera nas plantas ndo diferia
estatisticamente entre Si nos trés gendtipos de dendezeiro analisados. Este variou de 357 no

gendtipo Dupey a 485 no gendtipo Dura Comum.



GENERAL ABSTRACT

The oil pams Bactris gasipaes H.B.K. (Pgibaye) and Elaeis guineensis Jaguim. (Oil
palm), are of great agronomic importance for tropical agriculture. The selection of Oil Pams is
due to its high production and yield of oil with large calorific value. The Pgjibaye can produce
palmhearts of very good quality and fruits of high contents in B - carotene and starch besides low
saturated oils for human consumption. Two green house experiments were conducted to evauate
effects of inoculation with diazotrophic and arbuscular mychorrizae fungi. In experiments with
Pejibaye the treatments consisted of absolute control (T1); 14 mg of N per pot without arbuscular
mychorrizae fungi (T2); inoculation with diazotrophic isolates from Pejibaye Azospirillum
brasilense (23 B) and two isolates of Herbaspirillum sp (8 A e 7 C) without Glomus clarum (T3);
Azospirillum lipoferum (260), Herbaspirillum seropedicae (Z 67) and Burkholderia brasilense
(M 130) without arbuscular mycorrizae fungi Glomus clarum (T4); Glomus clarum without N
application (T5); inoculation with diazotrophic isolates from Pejibaye Azospirillum brasilense (23
B) and two isolates of Herbaspirillum sp (8 A e 7 C) with Glomus clarum (T6); Azospirillum
lipoferum (260), Herbaspirillum seropedicae (Z 67) and Burkholderia brasilense (M 130) with
arbuscular mycorrizae fungi Glomus clarum (T7); 14 mg of N per pot with arbuscular mychorrizae
fungi Glomus clarum (T8). The plant seedlings were grown in pots containg 70% red-podzolic
soil (Alfissol), 20% washed sand, 10% rock phosphate from Patos de Minas and 2,119 per pot of
FTE Br 12. This substrate was fumigated three times with methyl bromate with an interval of one
week. The inoculation was done with 9,53 g of sterilised turf containing 10° cells of each

diazotrophic strain. The inoculation with arbuscular-mycorrhyzae was done with 1 ml suspension



containing 30 spores of Glomus clarum per pote. The experiment was set up in randomized blocks
with 10 replicates where the following analyses were done 90, 180 and 270 days after planting: N,
P and K tota in shoots and roots, leaf area, hight and diameter of stems. In experiments with QOil
Palms the treatments consisted of of absolute control (T1); 14 mg of N without arbuscular
mychorrizae fungi per pot (T2); inoculation with diazotrophic isolates from Pejibaye Azospirillum
brasilense (23 B) and two isolates of Herbaspirillum sp (8 A e 7 C) without arbuscular
mycorrizae fungi (T3); Azospirillum lipoferum (260 and Br 17), Herbaspirillum seropedicae (Z
67) and Burkholderia brasilense (M 130) without arbuscular mycorrizae fungi (T4); Glomus
clarum, Scutellospora heterogama and Scutellospora gregaria without N application (T5);
inoculation with diazotrophic isolates from Pejibaye Azospirillum brasilense (23 B) and two
isolates of Herbaspirillum sp (8 A e 7 C) with arbuscular mycorrizae fungi Glomus clarum,
Scutellospora heterogama and Scutellospora gregaria (T6); Azospirillum lipoferum (260 and Br
17), Herbaspirillum seropedicae (Z 67) and Burkholderia brasilense (M 130) with arbuscular
mycorrizae fungi Glomus clarum, Scutellospora heterogama and Scutellospora gregaria (T 7) ;
14 mg of N with arbuscular mychorrizae fungi Glomus clarum, Scutellospora heterogama and
Scutellospora gregaria (T8) and mixture of T3 + T4 (T9). The plant seedlings were grown in pots
containing 45% red-podzolic soil (Alfissol), 45% washed sand and 10 % rock phosphate from de
Patos de Minas and 2,11g . pot® of FTE Br 12. This substrate was fumigated three times with
methyl bromate with an interval of one week. The inoculation was done supensions of bacteria
containing 10° cells of each diazotrophic strain. The inoculation with arbuscular-mycorrhyzae was
done with 1 ml suspension containing 100 spores of Glomus clarum, Scutellospora heterogama
and Scutellospora gregaria per pot. The experiment was set up in randomized blocks with 12
replicates the following analyses were done 90, 180 and 270 days after planting: total N, P and K

in shoots and roots, leaf area, stem diameter and stem height.



With both pam species the treatment with minera N showed the best growth and
inoculation of diazotrophs had very little effect. The only significant effect was observed by a
mixture of palm isolates with classical diazotrophic bacteria (treatments 9 in experiment Oil
Palm), on stem height, stem diameter, height of the first leaf, leaf area and weight of dry shoot of
plants after 270 days of planting, as well as total N in roots, in plants and total number of

diazotrophs within plants.



1.0 INTRODUCAO

Desde que o homem aprendeu a cultivar o solo ele passou ainterferir na ciclagem natural dos
nutrientes minerais, no equilibrio da populacdo microbiana do solo, como também em agumas
reacoes bioquimicas de substancial importancia para a nutricdo e a produtividade satisfatoria dos
vegetais. Com a “Revolucdo Verde’, a agricultura passou a apresentar um grau elevado de
dependéncia aos fertilizantes minerais e das reservas de matéria prima para a sua fabricacdo. Com
0 passar do tempo a escassez destas reservas tém levado os paises em desenvolvimento a
buscarem alternativas mais eficientes para o uso dos fertilizantes, corretivos e insumos agricolas
em geral. Em contrapartida, a degradacéo do meio ambiente e a demanda do mercado tém obrigado
0s paises desenvolvidos a racionalizarem o uso destes insumos como também da matéria prima
para a sua fabricagdo. Um exemplo de escassez destas matérias primas sdo o0s adubos fosféticos,
cuja matéria-prima “Apatita’, se encontra em quantidades escassas, SO possuindo reservas
disponiveis para os proximos 100 anos. Isto sem falar dos adubos nitrogenados que requerem
energia oriunda do petroleo para serem fabricados, como € o caso da Uréia. Este combustivel
fossil no futuro, tende a gerar uma crise energética de alto impacto na economia mundial, pois as
suas reservas, correm o risco de muito rapidamente serem esgotadas, devido ao intenso consumo,
além de na queima destes combustivels retornar para a atmosfera, em poucas décadas, boa parte
do carbono que foi acumulado no subsolo durante milhares de anos, provocando com isso, aumento
das taxas de gas carbbnico na atmosfera, levando ao efeito estufa. Este fato vem contabilizando
nos ultimos anos, consequéncias bastante nocivas ao equilibrio do meio ambiente, como a
elevacdo do nivel dos mares e oceanos e da temperatura média anual de algumas regides do
planeta. Advém dai, a necessidade de se encontrar fontes alternativas de energia renovavel, para
gue no momento em que a substituicdo dos combustiveis fosseis se fizer inadiavel, a comunidade

cientifica ter uma nova matéria prima a altura do petréleo. Assim gradativamente a populacéo



mundia va consolidando um caminho em potencia para a auto sustentabilidade energética do
planeta, conferindo a este e aos seres vivos que o habitam uma maior qualidade de vida. Dentre as
aternativas viaveis, o aproveitamento da energia solar através do uso de plantas com mecanismos
fotossintetizantes eficientes (Plantas C 4), desponta como uma alternativa economicamente e
ecologicamente viavel. Pesquisas com a cana de acUcar, por exemplo, levaram a criacéo do
PROALCOOL, que atuamente pela falta de agdes politicas, escassez de subsidios, como também
pelas poucas pesquisas para a melhoria da eficiéncia deste combustivel e da adaptabilidade do
motor, tém levado este programa a decadéncia com a desvalorizagdo dos automoveis a alcool em
relacdo aos movidos a gasolina e a escassez de postos de abastecimento que comercializam este
combustivel. Isto aumenta ainda mais a dependéncia do pais ao petréleo, causando consequéncias
desfavoraveis a balanca comercial brasileira com o aumento de importaces deste combustivel
fossil. Uma outra aternativa importante para amenizar o problema energético no pais, surge de
uma area de pesguisa que pode vir a representar uma saida importante, do ponto de vista da
utilizacdo dos biocombustiveis no Brasil. No caso especifico o 6leo proveniente do Dendezeiro,
gue entraria no mercado como aternativa ao Diesel de petroleo.

PURSEGLOVE (1968), salientou que o Dendezeiro (Elaeis guineensis Jaquim), apresenta
uma producéo bastante satisfatoria do ponto de vista de rendimento de 6leo, quando comparado a
outras oleaginosas como a Mamona, a Soja e o0 Girassol. Esta palmeira pode produzir até 38
toneladas de cachos . ha™. ano ™!, com um rendimento de 6leo de 20 a 22 % e uma producio que
pode chegar a patamares de 5 a 8,4 toneladas deste produto . ha . ano™, 6leo este que é extraido
do mesocarpo das sementes. BODDEY (1993), mencionou que 5 a 6 milhdes de hectares
cultivados com Dendezeiros (apenas 1,2 % da area territorial, ou 18 % da érea desflorestada no
pais), seriam suficientes para suprir 460.000 barris de 6leo diesel consumidos diariamente no

Brasil. DOBEREINER et al., (1992), sdlientaram que no Brasil existem condicbes edafo-



climaticas bastante satisfatérias principamente nas regides norte, centro-oeste e na zona da mata
nordesting, tanto para o cultivo do Dendezeiro (Elaeis guineensis Jaquim), como também para o
cultivo da Pupunheira (Bactris gasipaes H.B.K.). Esta Ultima apresenta importancia agrondmica,
por produzir precocemente palmito de boa qualidade e que ndo possui vulnerabilidade a oxidacéo,
pos colheita, como € o caso do pamito oriundo do Acaizeiro (Euterpe oleraceae), adém de
produzir frutos com um teor satisfatorio de amido, proteina, vitamina A e de beta caroteno, como
também de um teor de 6leos insaturados proprios para o consumo humano, pelo baixo teor de
colesterol. O cultivo destas pameiras nestas regides proporcionaria, segundo a autora, uma serie
de vantagens, dentre as quais a geragéo de empregos e renda para a populacdo destas areas, aém
de tornar 0 uso e o aproveitamento destes solos mais eficiente e mais produtivos.

Atualmente, no pais, grande parte dos solos utilizados com Dendezeiro e a Pupunheira,
pertencem a ordem dos Oxissolos, que € caracterizada pela baixa saturacdo de bases, elevada

+++

toxidez de aluminio (Al"™), pH baixo, baixa reserva de minerais primarios e elevada fixacdo do
Fésforo (P), fato este que requer o uso de corretivos e adubos fosfaticos e outros fertilizantes para
atenuar o problema. Entretanto, isto traz um aumento nos custos do cultivo destas palmeiras,
principalmente em regibes como a Amazbnia, onde o0s precos do transporte elevam
demasiadamente o custo final de insumos agricolas. Embora sendo cultivadas no Brasil e em
outras regides tropicais e subtropicais do planeta, sGo bastante escassos 0s estudos sobre o
requerimento nutricional, curvas de resposta a adicdo de nutrientes, efeitos na adicdo da matéria
organica e da biota do solo no crescimento e producéo de ambas as palmaceas.

Racionalizar o mangjo destas palmeiras utilizando aternativas auto-sustentaveis, Como 0 uso
de bactérias diazotroficas se faz necessario. A fixacao bioldgica do nitrogénio representa a forma

mais econdémica do fornecimento deste nutriente, que € 0 mais caro e 0 regquerido em maior

guantidade pela maioria das culturas. Espécies de leguminosas como a Sesbania spp e a



Aeschynomene spp , por exemplo, podem chegar a valores méximos de 600 kg de N . ha™® ano™ .
Valores estes que sdo indiscutivelmente muito superiores as necessidades da maioria das plantas
cultivadas (DE-POLLI et al., 1988). Estas bactérias possuem um aparato enzimético (Nitrogenase)
gue usa o nitrogénio atmosférico e o transforma em aménio, forma esta disponivel para a planta.
KAPULNIK et a. (1985 e PACOVSKY (1989 a), relataram também, que as bactérias
diazotroficas podem promover efeitos benéficos ao crescimento da planta, através da liberagcdo de
horménios como a auxina, citocinina e giberelina. A inoculacdo de bactérias diazotrdéficas, reduz
0S custos com transporte e com a aplicacdo de adubos nitrogenados ndo poluindo desta forma o
meio ambiente.

Hatambém os FMA (fungos micorrizicos arbusculares), que aumentam a érea de absorcdo do
sistema radicular do vegetal, de tal forma que favorece o melhor aproveitamento de um elemento
de extrema importancia para as plantas como Fésforo. As plantas micorrizadas toleram mais o
“déficit hidrico”, e, quando estressadas (murchas), recuperam a turgidez mais rapidamente, se 0
nivel 6timo de agua no solo for restabelecido (PAULA & SIQUEIRA, 1987). AE et al., (1993),
utilizaram modelos cinéticos de absor¢éo e verificaram que para cada 1 % de aumento na
superficie de absorcdo do sistema radicular de uma planta que possui hifas de fungos micorrizicos
arbusculares, tém-se um aumento de 150 % no influxo de fosforo. ASMI et al., (1980),
evidenciaram que a absor¢do de fésforo e nitrogénio constitui o principal efeito benéfico conferido
pela micorrizacdo. A fixacdo biologica do nitrogénio, especialmente, em leguminosas, € também
favorecida pela micorrizagcdo, o que parece ser devido a uma melhor nutricéo fosfatica das plantas.
BOLAN (1991), evidenciou em trabalho sobre os efeitos positivos da micorrizagdo, que a maior
eficiéncia na absorcdo de fosforo, por plantas micorrizadas, se deve basicamente, a exploracdo de
um maior volume de solo e ao transporte do P ser mais eficiente no interior das hifas fungicas do

gue a difusdo deste elemento no solo. Plantas micorrizadas favorecem um melhor aproveitamento



de fontes pouco soltveis como fosfatos de Fe e Al e rochas fosféticas, pelo aumento da absorcéo
do fosforo solivel. COOPER (1984); ALLEN et al., (1981) e NELSON (1987), constataram que
os fungos micorrizicos arbusculares intensificam e incrementam a nutri¢&o inorganica dos vegetais
micotroficos, aém de propiciarem a estes uma maior taxa fotossintética e uma menor
vulnerabilidade ao ataque de pragas e de fitopatdgenos. Dentre estas grandes vantagens, 0s autores
também mencionaran que a trandocacdo de nutrientes entre plantas através de hifas
interconectadas de fungos micorrizicos arbusculares, tém sido comprovada utilizando-se elementos
marcados HEAP & NEWMAN (1980 a) e (1980 b); WHITINGAM & READ (1982); FRANCIS &
READ, (1984). Estes autores também constataram que as hifas de fungos micorrizicos arbuscul ares
podem se estender a um volume de solo maior do que aquele da zona de absorcéo de nutrientes das
raizes da planta hospedeira efetivamente explorado. Igualmente, como o raio das hifas € menor do
gue o das raizes, microporos nos quais as raizes nao entrariam podem ser expl orados pelos fungos,
gjudando a planta a absorver nutrientes de baixa mobilidade na solucéo do solo como o fésforo,
zinco e o cobre (BAREA, 1991). Existem também relatos que os FMA poderiam estar envolvidos
na absorcdo de nitrogénio. AMES et al., (1983), por exemplo, demonstraram que 30 dias depois da
adicdo de amdnio ou residuos de sorgo marcados com N | 25 e 51% do N aplicado,
respectivamente, foram recuperados por plantas micorrizadas. Enquanto que nas plantas nao
inoculadas, os autores relataram que apenas 6,4 e 2,6 % do N* aplicado foram recuperados.
Consequentemente, pode-se esperar, maior produtividade do viveiro com maior eficiéncia na
utilizacdo da m&o de obra especiaizada e da infra-estutura montada, além da reducéo nos gastos
com fertilizantes e aumento na eficiéncia da adubacdo fosfética. Tecnologia esta que tem
potencialidade de uso em mudas de café, cacau, citros e fruteiras em geral, leguminosas arboreas,

e ornamentais, dendezeiros, pupunheiras e outras culturas de importancia econémica.



2.00BJETIVOS

O periodo de tempo que compreende a passagem das plantas pelo viveiro é tido como o
periodo mais importante e crucia na fenologia de plantas perenes, como € o caso da pupunheira e
do dendezeiro. Assm, para que estas palmeiras possam expressar melhor desenvolvimento,
precocidade, resisténcia a fitopatogenos, vigor e uma producdo satisfatéria em condicbes de
campo, € necessario que tenham atendidas as suas necessidades fisiolOgicas e nutricionais neste
periodo de sua fenologia. Neste enfoque uma perspectiva a ser considerada na nutricdo destas
pameiras, nesta fase da sua fenologia é o uso de aternativas biotecnol égicas, como a inoculacéo
conjunta de bactérias diazotroficas e de fungos micorrizicos arbuscul ares.

Este presente estudo visa abrir precedentes para que Se pesguise a ocorréncia e o Sinergismo
entre bactérias diazotréficas e os fungos micorrizicos arbusculares em mudas destas palmeiras,
com a justificativa de que isto pode contribuir para a reducéo das adubacdes nitrogenadas e
conferir a estas uma melhoria na absorcéo, utilizacdo de nutrientes e de &gua, trazendo assm,
avangos no estabelecimento de estratégicas de mangjo e utilizacdo de elementos indispensaveis
para a nutricdo vegetal como € o caso do nitrogénio e do fosforo, dém de melhorar a

aplicabilidade biotecnol 6gicas destes microrganismos aqui citados.

3.0 REVISAO DE LITERATURA

As palmeiras sdo plantas monocotileddneas da familia das palmaceas (Palmaceae ou Pamae
na nomenclatura técnica). A palavrapalma é de origem recente. Os povos italicos aplicavam-na a
tamareira (Phoenix dactilifera) da Africa Mediterrdnea e do Oriente Médio. Os gregos a

chamavam de féinix, palavra de origem fenicia. Essa palavra por influéncia érabe e aramaica foi



aplicada a antiga cidade turca Palmira, com o significado de “cidade onde haviam palmas’. Hoje
esta familia de plantas € representada por cerca de 3.500 espécies reunidas em mais de 240
géneros. Algumas sd0 conhecidas por nomes vulgares, entretanto muitas ndo 0s possuem ou se
possuem déo origem a uma grande confusdo por serem aplicados a plantas totalmente diferentes.
As pameiras estdo entre as plantas mais antigas do globo, sendo que existem vestigios desta
familia de plantas a mais de 120 milhdes de anos atras. As palmeiras nem sempre foram tropicais,
pois, no oligoceno e mioceno, estas que hoje estdo limitadas &s regides da Asia Tropical ocorriam
na Europa Ocidental e atualmente diversas espécies ainda sdo encontradas fora das regides
subtropicais (LORENZI et a.,1996). Dentre as palmeiras de maior importancia econémica,
destacam-se a Pupunheira e o Dendezeiro. A Pupunheira tem a sua origem na América Centra e
Regi&o Amazonica e o Dendezeiro é originério daregido tropical da Africa Central.

3.1 Importancia econdémica da cultura do dendezeiro.

O Dendezeiro (Elaeis guineensis Jaquim) constitui-se dentre as palmeiras oleaginosas, na de
maior produtividade, alcancando nos grandes centros produtores até 7 toneladas . hectare ™ . ano
de 6leo. O dleo de Dendé possui uma série de vantagens, entre os quais destacam-se: 0 seu alto
valor nutritivo; ser rico em vitamina“E” e beta-carotenos; ser um 6leo ndo poluente; possuir baixa
hidrogenacéo; possuir baixa tendéncia na formagdo de polimeros e gomas, ndo apresentar
instabilidade quimica; possuir excelentes propriedades para a producdo de margarinas, além de
ser bem apreciado na culinaria e ter um alto valor comercial. A sua aplicacdo € a mais variada
possivel, com o uso comum na fabricacdo de sabdes, esteres alcodlicos, acidos graxos, aditivos,
na composicdo de borrachas, como secadores para tintas, para flutuacdo de minerais, como
detergentes industriais, como aditivo de lubrificantes, como emulsdes industriais, como aditivos
anti-estaticos, como ingredientes de cosméticos, na fabricacéo de bactericidas e de lubrificantes

(BERGER & ONG, 1985).



Estudos e experimentos ja mostraram ser 0 Dendé uma das mais promissoras fontes de
energia aternativa renovavel. O seu mais nobre produto, o 6leo de Dendé, € uma alternativa ao
Diesel de petréleo. Em motores de ciclo Diesel, pode ser usado “in natura” ou transformado. Na
primeira opcao, pode ser usado em mistura bindria com o Diesel comum, na proporcao de até 20
% sem afetar a performance do motor, ou mesmo puro mediante 0 emprego de alguns recursos
técnicos. Esta alternativa talvez, a mais econdmica, ja foi comprovada por alguns pesguisadores,
mas carece ainda de estudos e ensaios complementares para a avaliacdo do comportamento do
motor em regime continuo de trabalho queimando, somente, 0 dleo de Dendé “in natura”. Este
oleo transformado pode dar origem a dois combustiveis quimicamente distintos; um éster ou um
hidrocarboneto, a depender do processo de transformacéo escol hido.

Visando o aproveitamento do potencial energético desta palmeira, dois projetos pioneiros
estdo em curso no Brasil, ambos apresentando resultados animadores e confirmando que este 6leo
possui propriedades energéticas bastante satisfatorias que o credenciam a apresentar-se CoOmo uma
aternativa ao Diesd de origem fossil, no momento em que a sua participagd no cenario
energético brasileiro se fizer inadiavel. S80 dois 0s processos ora em estudo no Brasil, cada um
seguindo uma rota diferente e consequientemente, gerando produtos quimicamente distintos, mas
guardando entre s uma estreita afinidade; sGo combustiveis e podem ser queimados por motores
de ciclo Diesel. Em S&o Paulo, o IPT-Instituto Paulista de Tecnologia vem desenvolvendo ensaios
pela linha do processo de transesterificacdo, gerando como produto final um éster (metilico ou
etilico). Na Bahia, o Centro de Pesquisa e Desenvolvimento da CEPLAC optou pela linha do
processo de craqueamento catalitico e ja produziu, a nivel de bancada, o diesel vegeta
(Dendediesel), combustivel semelhante ao diesel comum, com quase todas as suas propriedades
fisco-quimicas, porém energicamente idénticos. O motor de ciclo Diesel o aceita sem a

necessidade de submeter-se a qualquer modificacdo ou adaptacdo em sua estrutura bésica. Nos



testes de bancada, o rendimento do motor foi de 72 % comparado ao diesel comum. Assim a
participacdo deste 6leo de origem vegetal na matriz energética brasileira, num futuro ndo muito
distante, dependera mais do aspecto econémico e de acdes politicas do que de limitacbes técnicas.
3.2 Exigéncias Nutricionais do Dendezeiro

Em relacdo ao aspecto nutricional do dendezeiro, muitos trabalhos tém sido desenvolvidos.
Com relacdo a nutricdo nitrogenada por exemplo, resultados demostraram a importancia deste
elemento para o crescimento desta palmeira, principalmente em estdgio de muda ROSENQUIST
(1962); WERKOVEN (1965); PIGGOTT (1968); WALKER & MELTED (1971) e MARTIN &
PRIOUX (1972). Quanto a nutricdo fosfatica, respostas positivas foram obtidas através da
aplicacio deste nutriente por ROSENQUIST (1962), MARTINS & PRIOUX (1972) e PACHECO
et a., (1985). Quanto a nutricdo potassica, relatos obtidos por PACHECO et al., (1987),
evidenciaram que este nutriente aplicado na forma de Cloreto de Potéssio, mostrou com relacéo ao
desenvolvimento da planta, resposta positiva somente para a variavel circunferéncia do colo.
Respostas similares a aplicacdo desse elemento em dendezeiro também foram obtidos por MAY
(1956), ROSENQUIST (1962), WERKOVER (1965), SURRE & ZILLER (1969), ONWNBUYA
& REMISON (1983) e por PACHECO et al., (1985); a adicdo deste elemento ainda evidenciou
aumento, segundo os autores, dos teores deste nutriente e do cloro nas folhas e diminuiu as
concentracOes de magnésio, enxofre, boro e zinco.

PACHECO et al., (1987), evidenciaram que o0 emprego de magnésio na forma de Sulfato de
Magnésio, ndo teve nenhum efeito sobre o crescimento desta palmeira; de acordo com os autores,
0s resultados sdo compativeis com o encontrado por MARTIN & PRIAUX (1972) e PACHECO et
a., (1985). A aplicacéo de célcio tendo como fonte o calcario dolomitico, ndo influenciou no

crescimento das plantas, entretanto a adicdo deste elemento promoveu um efeito positivo sobre os



teores foliares de magnésio, boro, molibidénio e negativo sobre os teores foliares de manganés (
PACHECO et al., 1987).

VIEGAS et d., (1995 a), relataram que a extragcdo de nutrientes pelo dendezeiro aumentou
3,45 vezes do segundo ano para o terceiro ano e em 2,83 vezes do terceiro para o quarto ano. A
partir do quarto ano os acréscimos na quantidade extraida foram menores. Os elementos que
apresentaram maior acréscimo percentual foi o fosforo que mostrou um aumento de 64 vezes na
guantidade extraida do segundo para o oitavo ano. Os autores, relatam também que as quantidades
acumuladas de N, P e K entre 0 segundo e oitavo ano variaram de 130 gramas para 4080 gramas
de N por planta (incremento de 3032 % em N); de 9 gramas de P para 410 gramas por planta
(incremento de 4314 % em P) e de 193 gramas de K para 4244 gramas por planta (incremento de
2095 % de K) . Esses valores, corresponderam, segundo os autores em kg . ha ™ no oitavo ano a
586 de N; 58 de P e de 606 de K por planta. Os autores concluiram o trabalho relatando que a
guantidade de nutrientes exigida pelo dendezeiro seguiu a seguinte ordem decrescente: K >N > P.
VIEGAS et al., (1995 b), em trabalhos sobre a exportacdo de macronutrientes pelo dendezeiro
adulto, em funcdo da idade nas condic¢bes de Tailandia-Pard, concluiram que tomando-se como
base a producéo no oitavo ano de producdo desta palmeira, estimou-se que, para cada uma
tonelada de cachos frescos produzidos foram exportados 4,00 kg de nitrogénio; 0,67 kg de fosforo ;
7 kg de potéssio, 2,40 kg de calcio; 1,06 kg de magnésio e 0,47 kg de enxofre.

BOTELHO et al., (1993) em trabalhos sobre a comparacéo de fontes de adubos fosféticos e
seus respectivos efeitos no equilibrio da nutricdo de potassio, calcio e magnésio em dendezeiros
adultos, concluiram que no quarto ano, amaior resposta de producéo foi quando se usava 0,164 g .
planta™ de fosforo ; 2,61g . planta™ de nitrogénio e onde a fonte de fésforo era o superfosfato

triplo, com uma producgo de 22.676 kg de cachos . hectare ™. ano™. BOTELHO et al., (1994),



objetivando estudar o efeito do nitrogénio, fosforo, potasso e magnésio sobre o crescimento,
nutricdo e producdo do dendezeiro, constataram gque ndo havia resposta desta palmeira a aplicacéo
de fosforo para peso e niumero de cachos no primeiro ano de producéo, embora no quarto ano de
producdo esta resposta ja fosse evidenciada para ambos os parametros citados anteriormente. Esta
mesma tendéncia de comportamento foi observada no quinto ano, porém no sexto ano houve um
acentuado aumento na produczo tanto em ndmero como em peso de cachos. planta™ . Esta producéo
foi marcadamente aumentada pelo fosforo e, em menor grau pelo potassio, verificando-se efeito
significativo, desses nutrientes para todos os parametros avaliados, enquanto que para o nitrogénio
e magnésio ndo havia diferenca significativa. BOTELHO et a., (1995) em trabalhos sobre a
exportacdo de micronutrientes pelo dendezeiro em funcéo da idade, nas condi¢des de Tailandia -
Parg, evidenciaram que os micronutrientes mais exportados no oitavo ano, em ordem decrescente
foram : FesMn>Zn>B>Cu. VIEGAS et d., (1996), objetivando investigar a acumulacdo de
nitrogénio e fosforo nas diversas partes da planta do dendezeiro, em funcéo da idade,
evidenciaram que as quantidades acumuladas destes nutrientes nas diferentes partes da planta
aumentaram com a idade; sendo que no oitavo ano, 0 maior acumulo de nitrogénio foi no estipe
com 1723 g . planta™ e nos foliolos com 1140,4 g . planta™ correspondendo a 42 e 28 % de N
respectivamente. Ja o acimulo de fésforo, ocorreu no segundo e no terceiro ano, principalmente
nos foliolos. Os autores observaram também uma grande quantidade de fésforo exigida para a
formacao dos cachos no quarto ano. RODRIGUEZ et al., (1996 a), em trabalho sobre a nutricéo
mineral do Dendezeiro nas condi¢oes da Regido do Médio Amazonas, constataram que a fixacéo
do P, tipica de latossolos dlicos amazonicos, obriga a se recorrer a doses inicialmente superiores
a necessidades do dendezeiro que exporta anualmente apenas 20 kg . ha ™ do eemento. Assim a
aplicacéo do Super Fosfato Triplo melhorou significativamente os teores de Ca, Mg, Se B e

diminuiu o de K. A adubacéo fosfatada melhorou a nutricdo do Cl pelo sinergismo Ca x Cl. De



modo contrario, as concentragdes de Cu e Zn foram diminuidas pela elevacdo do Super Fosfato
Triplo . Os autores concluiram ainda que os teores de K, inicialmente adequados, diminuiram
gradativamente em consequiéncia da demanda pela producéo e pelo efeito depressivo da fonte de
P e a0 antagonismo K x Mg. RODRIGUES et d., (1996 b), objetivando avaliar o efeito de
fertilizantes sobre o crescimento do dendezeiro nas condicdes da Regido do Médio Amazoneas,
constataram que depois de um ano, com excecdo do magnésio, os tratamentos que tiveram doses
adequadas de nitrogénio, fosforo e potassio influenciaram significativamente a circunferéncia do
colo, comprimento e nimero de folhas emitidas, sendo que de todos os nutrientes avaliados o
fosforo foi 0 elemento mais requerido pelo vegetal. RODRIGUES et al., (1995), observaram em
trabalho sobre a producéo do dendezeiro em resposta a aplicacéo de fertilizantes, que o fésforo,
foi o nutriente que promoveu os maiores incrementos nas producdes, seguido por potassio e calcio.
SOBRAL et a., (1989), objetivando investigar as exigéncias nutricionais do Coqueiro (Cocos
nucifera L.) nafase adulta, constataram que esta palmeira € extremamente exigente em nitrogénio e
potéssio, sendo que a fata destes nutrientes foi um fator limitante para o desenvolvimento da
planta e producdo. MALAVOLTA et d., (1989), em trabalho sobre as exigéncias nutricionais do
dendezeiro com aidade de 12 meses e no dendezeiro em estagio de producéo, observaram que aos
12 meses esta planta apresenta uma exigéncia minima nas folhas de 2,7% de N; 0,16 % de P; 1,25
% de K; 0,5 % de Ca; 0,23% de Mg e 0,21% de S. Quanto as exigéncias em estagio de producéo,
0s autores relataram que as mesmas possuem uma necessidade minima nas folhas de 2,5% de N;
0,15% de P; 1% de K; 0,6% de Ca; 0,24% de Mg e 0,21% de S.
3.3 Alguns aspectos edafocliméticos do Dendezeiro .
BARCELOS et a., (1987) em trabaho sobre as exigéncias climaticas da cultura do

Dendezeiro (Elaeis guineensis Jaguim), observaram que esta palmeira consegue produzir



satisfatoriamente em temperatura média méxima de 30°C e média minima de 24°C. Uma condicéo
importante é que a temperatura ndo atinja valores inferiores a 18° C, temperatura esta, onde as
plantas comegam a apresentar anomalias no seu desenvolvimento vegetativo, € mesmo diminuic¢éo
na producdo, caso permaneca por alguns dias as condigbes de baixa temperatura. Esta pouca
tolerancia as baixas temperaturas explica porque a maioria dos plantios com esta palmeira se
encontraram, principalmente, distribuidas na faixa equatorial e em altitudes ndo superiores a 500
metros. O autores também relataram que esta palmeira requer precipitacdo entre 1.800 a 2000 mm
. ano * bem distribuidos considerando-se 120 mm o limite de precipitacdo mensa minima
recomendavel. Baixas precipitacbes ou periodos superiores a dois meses, sem qualquer
precipitacdo pluviométrica afetam acentuadamente a emissdo foliar, nimero de cachos e peso
medio dos cachos. Salientaram também que a produtividade do Dendé esta em estreita correlacéo
com o solo e a pluviosidade. Cem milimetros de défit hidrico, por exemplo, correspondem a uma
queda na producgo de cerca de 2 toneladas . hectare ™ . ano™ de cachos de Dendé. A insolag3o,
segundo os autores, tem efeitos sobre a taxa fotossintética, maturidade dos cachos, teor de 6leo na
polpa, e consequentemente producdo. Exerce também importante funcéo na proporcéo de flores
femininas emitidas. Com relacdo ao solo, os autores relataram que a cultura requer solos
profundos, permeaveis, sem qualquer impedimento fisico como picarras e pH entre 4,5 a 6,0,
devendo-se evitar declividades maiores que 10%.

3.4 Importancia econdmica da cultura da pupunherra.

A Pupunheira (Bactris gasipaes H.B.K.) é também considerada uma excelente opcéo para a
producdo de palmito porque a planta ndo morre com a colheita. As nacdes indigenas aproveitam
guase todas as partes da planta, como folhas para a cobertura de casas, os frutos nutritivos e o
pamito. Em algumas tribos a pupunha chegou a ser o principa aimento e € até objeto de

reveréncia, algumas vezes usadas em rituais, durante o periodo de colheita. Os seus frutos



apresentam um teor de proteina que pode chegar até a 18%, sendo que de suas améndoas se extrai
0 acido laurico e da polpa o 6leo oléico e o bagaco € utilizado para a producéo de torta animal de
alto teor protéico. A farinha do mesocarpo dos frutos da Pupunheira, por exemplo, € uma
alternativa excelente para alimentacdo de aves de postura, pois esta parte do fruto desta palmeira é
rica em beta caroteno e assm a qualidade fina dos ovos passa a ser melhor. (EMBRAPA,
CENARGEN, 1990).

As pesguisas em relagdo a Pupunheira, atualmente estdo em fase de andamento, visando a
selecdo de materiais promissores e 0 manejo adequado de perfilhos, espacamento, nutricéo, ejaé
possivel recomenda-la como alternativa de diversificagdo agricola, existindo projetos de cultivo
em larga escala no norte do Estado do Espirito Santo. Na Amazonia, a pupunha tem-se restringido
a0 cultivo de fundo de quintal, sendo comum se encontrar a pupunha convivendo com outras
culturas, perenes ou anuas, sem prguizo das mesmas. Atualmente, trabalhos vem sendo
desenvolvidos com bons resultados do consorcio de pupunha com maracuja, abacaxi, guarana,
banana, mandioca, cupuagu e outras.

A pupunheira se desenvolve em forma de torceiras, podendo apresentar de 3 a 5 estipes
frutificando simultaneamente por planta. A frutificacdo ocorre a partir do terceiro ano,
apresentando em cada estipe cerca de 4 cachos. Os frutos sdo geralmente grandes, com cercade 3
cm de didmetro e sdo utilizados também para 0 consumo humano, apos cozimento ou na forma de
farinha por também ser rico em amido.

A pupunheira fornece até 5 toneladas de palmito por hectare . ano . De acordo com o
IBGE, a producéo brasileira anual de palmito gira em torno de 110.000 toneladas métricas (com
os dados oriundos do extrativismo vegetal deste produto, que ndo foram aqui incluidos, esta
producdo chega 210.000 toneladas métricas), com 92 % da producéo, oriundas do estado do Para

e de outros estados da regido norte; os 8 % restantes sdo oriundos dos estados de Sao Paulo,



Espirito Santo, Rio de Janeiro e Bahia. O palmito da pupunha constitui-se em mais um valioso
produto extraido dessa palmeira. O fato da pupunheira produzir perfilhos torna esta cultura uma
excelente opcdo para o cultivo racional do palmito. Em experimentos realizados na Costa Rica, foi
demonstrado ser possivel obter palmitos de pupunha na metade do tempo requerido pelas
pameiras do género Euterpe.

Os plantios mais antigos estdo com 18 anos de cultivo e estéo localizados na Costa Rica, um
dos paises produtores, junto com a Colémbia, Equador, Venezuela e Brasil. Este Gltimo € o maior
produtor de pamito do mundo, com cerca de 90% da producdo consumida internamente (95.000
toneladas métricas) e o restante exportado (16.000 t). Além de maior consumidor € também o
maior exportador, abastecendo 85% do mercado mundial. A demanda deste mercado é superior a
oferta atualmente, e é considerado um mercado em potencia. Em todo mundo 60 paises sdo
importadores de pamito, porém alguns de maneira esporadica. Os maiores importadores tém sido
0s paises da Europa, em especia a Franca. Com relacéo ao mercado Norte Americano, este tem se
mostrado ascendente com relacéo as importacdes deste produto. Outros mercados como o Japéo,
Canada, Reino Unido, Alemanha, Itdlia, Bélgica, Espanha, Dinamarca, Isragl e Grécia, também tém
mostrado interesse quanto aimportacdo de palmito oriundo desta palmeira.

3.5 Exigéncias Nutricionais da Pupunheira.

Com relacéo ao aspecto nutricional desta cultura, RODRIGUEZ et a., (1993) em trabahos
sobre o efeito de niveis de nitrogénio e fosforo no desenvolvimento (altura; diametro a5 cm do
colo e numero de lancamentos de folhas) de mudas de pupunheira, enfocaram que as melhores
doses para a formagdo de mudas foram de 12 g de Uréia (45%N) e 12 gramas de superfosfato
triplo (48% de P,Os) por planta. Sendo que como complementacdo nutricional, para cada 500 kg
de substrato foram usados 500 gramas de cloreto de potassio, 5 gramas de borax, 10 gramas de

sulfato de zinco, 10 gramas de sulfato de magnésio e 500 gramas de carbonato de calcio.



TEIXEIRA et al., (1995 a), em trabalhos sobre a extragdo de nutrientes no periodo de
formacéo de mudas de pupunheira, constataram que o maior desenvolvimento das mudas ocorreu
em dois periodos distintos, com 60 a 90 dias e 180 a 210 dias respectivamente. Os autores
observaram também que; com relacdo a extracdo de nutrientes, o periodo onde foi mais
evidenciado este fato foi entre 60 e 90 dias, correspondendo também com a época de maior
incremento de peso de raiz e parte aérea secas.

CANTARELLA et al., (1995), em trabalho sobre a extracéo e reciclagem de nutrientes em
plantas de pupunheira adultas, constataram uma resposta acentuada a aplicacéo de nitrogénio.
Segundo os autores os nutrientes extraidos e exportados necessarios para a producéo de 1 tonelada
. ha™ de matéria fresca de palmito indicaram uma grande exigéncia deste nutriente e de potéssio.
Os autores concluiram o trabalho sugerindo a reposicdo de quantidades apreciaveis tanto de
nitrogénio, que podera sofrer perdas adicionais durante a decomposi¢éo dos residuos no campo,
como também de potasso. GOMES & ALVIM (1995), em trabalhos sobre as exigéncias
nutricionais da pupunheira, constataram que 0 nitrogénio e 0 potassio sdo 0s nutrientes mais
exigidos por esta palmeira em fase de muda. TEIXEIRA et a., (1995 b), em trabalhos sobre os
principais sintomas de deficiéncia nutricional em mudas de Acaizeiro (palmeirada qual também se
extral 0 palmito), evidenciaram que 0s primeiros sintomas que surgiram foram os de caréncia de
nitrogénio e, logo apos, os de omissdo de fosforo; cacio; enxofre; ferro; potassio; magnésio e
boro. Segundo os autores a deficiéncia de nitrogénio, provoca uma diminuicdo de cor verde
normal da planta (verde paido), seguido de clorose generalizada das folhas. Com o progredir da
deficiéncia, as folhas ficavam cor de palha, secavam e caiam, sendo que 0s sinais aconteciam nas

folhas mais velhas.



PACHECO et d., (1996), em trabalho sobre o efeito do aluminio sobre a eficiéncia de
utilizacdo e trandocacéo de P e Ca e eficiéncia de enraizamento de mudas de Pupunheira,
salientaram que doses crescentes de aluminio afetaram a eficiéncia de utilizagdo tanto de fésforo,
como de calcio, bem como a translocagao destes para a parte aérea e a eficiéncia de enraizamento.
CRUZ et dl., (1996), em trabalho sobre o efeito do aluminio sobre a composi¢éo mineral de mudas
de Pupunheira, evidenciaram que de modo geral, o Al em solucdo, diminuiu as concentracoes e 0
conteldo de Cacio e Fosforo, tanto na parte aérea como no sistema radicular, havendo um
aumento na concentracao do aluminio no sistema radicular com o aumento das doses de Aluminio

na concentragao da solucao.

3.6 Condicdes edafoclimaticas da Pupunheira

A pupunheira, esta adaptada a diferentes condicdes ecologicas, dada a amplitude de sua
distribuicdo geogréfica. As melhores condicbes para o desenvolvimento desta cultura sdo
encontradas em altitudes de até 700 metros do nivel do mar; atos indices pluviométrico (1900 a
3000 mm), e temperaturas entre 24 e 28° C, com solos bem drenados, profundos, permeavels, sem
qualquer impedimento fisico e pH entre 5,5 a 6,5. O sombreamento € prejudicia a cultura, devido
a concorréncia principalmente durante o inverno seco, sendo recomendado o cultivo a pleno sol
(GERMEK,1978).
3.7 Associacdo de Bactérias Diazotroficas em palmeiras e em algumas culturas de
importancia econdmica.

As bactérias fixadoras de nitrogénio utilizam N, como Unica fonte de nitrogénio para seu
crescimento. Estes microrganismos, porém, eram conhecidos até a década de 70 como sendo

capazes de crescerem em placas de Petri sob baixas concentragdes de O, do ar. Essa caracteristica



€ devida a sensibilidade extrema da nitrogenase a0 oxigénio, que requer mecanismos que protegjam
esta enzima contra altas concentragdes de G, mesmo que precisem dele para a respiracéo e
geracéo de ATP. Este mecanismo € conhecido como protecdo respiratoria, isto €, respiracéo
extremamente el evada para escoar o O, do sitio da enzima nitrogenase. As bactérias que usam este
mecani Smo respiratorio pertencem aos géneros Azotobacter e Azomonas. O muco muito denso das
capsulas nos géneros Beijerinckia e Derxia, por outro lado, oferece uma protecdo mecanica contra
0 O,. Membros desses quatro géneros formam as Unicas bactérias fixadoras de nitrogénio aerdbias
conhecidas até a década de 70. Através do maior conhecimento sobre o funcionamento da enzima
nitrogenase houve um aprimoramento de novos métodos de isolamentos de bactérias diazotroficas
gue ndo possuem mecanismos de protecdo contra o O, e portanto sGo muito mais eficientes em
relacdo ao uso de fontes de carbono para a fixagcdo de nitrogénio. Essas bactérias foram
identificadas como as que vivem em associacdo, principalmente com gramineas. Bactérias desse
grupo pertencem aos géneros Azospirillum spp, Herbaspirillum spp, Azoarcus spp e Acetobacter
spp (DOBEREINER et al., 1995).

Na década de 70, as espécies até entdo conhecidas do género Azospirillum, foram
consideradas os principais microrganismos fixadores de N, em gramineas de clima tropical
(BULOW & DOBEREINER, 1975; DAY & DOBEREINER, 1976; DOBEREINER & DAY, 1976
e NEYRA & DOBEREINER, 1977), como também de algumas regifes de clima temperado
(PEDERSEN et d., 1978; VLASSAK & REYNDERS, 1981). O descobrimento das cinco espécies
de Azospirillum se deve aintroducdo de meios semi-solidos sem nitrogénio, onde essas bactérias,
devido a sua caracteristica de aerotaxia, se desocam paraaregido do meio de cultura onde ataxa
de difusdo de oxigénio esta em equilibrio com a taxa de respiracdo das bactérias. Nessa faixa,

formam-se peliculas em forma de véu, inicialmente 5 a 10 mm abaixo da superficie, movendo-se



em direcdo a superficie, quando as células atingem naimero suficientemente elevado, para escoar o
OXigénio excessivo que se acumula em volta das mesmas, ativando assim a nitrogenase.

A espécie A. amazonense foi inicialmente isolada de gramineas forrageiras e de pupunheiras
e outras plantas nativas da regiio amazonica (MAGALHAES, 1981; MAGALHAES &
DOBEREINER, 1984). Posteriormente, bactéria foi encontrada em numeros bastante
similares aos observados para as espécies vegetais anteriormente citadas. Hoje a espécie de
bactéria diazotrofica Azospirillum spp é encontrada em solo da rizosfera e de raizes de arroz,
milho e sorgo cultivados na Regido Centro-Sul do Brasil (BALDANI et a., 1984).

As bactérias diazotroficas associativas Herbaspirillum spp; Azoarcus spp. e Acetobacter
diazotrophicus, sdo bactérias endofiticas obrigatérias e portanto devem ser isoladas,
principamente de suas plantas hospedeiras. Essa caracteristica, descoberta recentemente, parece
ser a chave para explicar a contribuicéo de fixagcdo de N, muito mais eficiente das associagoes
endofiticas, especiamente nos tropicos, do que das associacdes rizosféricas. A bactéria da
espécie Herbaspirillum seropedicae tem sido isolado de um grande nimero de amostras de
raizes, colmos e folhas de gramineas, mas n&o de outras familias de plantas (OLIVARES et al.,
1993). Néo ha descricdo da ocorréncia dessa espécie em outros paises, com excecdo de um
isolado obtido de cana-de-agucar cultivada no Havai.

FERREIRA et al., (1994), evidenciaram a presenca de bactérias diazotrdéficas endofiticas em
pameiras oleaginosas, onde foram isoladas de raizes e colmo de dendé e pupunha e de raizes de
acai: A.amazonense, A. lipoferum e Herbaspirillum sp. Das duas espécies isoladas de pameira
também foram isoladas bactérias diazotroficas ainda ndo identificadas, possivelmente novas.
FERREIRA et al., (1995), confirmaram a presenca de Azospirillum amazonense, A. brasiliense, A.

lipoferum e Herbaspirillum seropedicae em dendezeiro e A. amazonense, A. brasiliense, A.



lipoferum e, Beijerinkia spp em pupunheira. SHAMUSDIM et al., (1995), relataram a presenca de
Azospirillum spp associado ao Dendé, ocorrendo em varios tipos de solo daMalasia.

DOBEREINER et al., (1988), constataram a presenca de Acetobacter diazotrophicus em
colmo de cana-de-aglicar. O mesmo parece ser especificamente adaptada a associacdo com esta
graminea, ja que cresce melhor com altas concentragdes de aglcar no meio. No entanto, hoje esta
espécie de bactéria fixadora de nitrogénio ja foi também encontrada em batata-doce
(PAULA,1992), Penisetum (SILVA et al., 1995) e em Café (JIMENEZ, 1995).

URQUIAGA et al., (1994), objetivando estudos sobre os beneficios das bactérias
diazotroficas em pastagens de Desmodium ovalifolium e Brachiaria humidicula, utilizando a
metodologia do N, observaram que, num periodo de 60 dias apés a inoculagdo, as bactérias
fixadoras de nitrogénio, contribuiram com cerca de 40% do valor total do N incorporado ao
vegetal. Utilizando a mesma metodologia empregada por URQUIAGA et al., (1994), foi também
possivel demonstrar a fixacdo biologica de nitrogénio na ordem de 20-40% do N-total
incorporado em algumas espécies de Brachiaria spp (BODDEY & VITORIA, 1986), de Panicum
maximum (MIRANDA & BODDEY, 1987) e de até 60% na cana-de-agucar.

Estudos feitos com milho e sorgo elucidaram que algumas bactérias diazotroficas, como
aquelas do género Azospirillum, podem invadir aregido do cortex e do cilindro central da planta
(PATRIQUIM & DOBEREINER, 1978 ; BALDANI et al., 1986), enquanto que outras como a
Acetobacter diazotrophicus e Herbaspirillum seropedicae sdo essencialmente, endofiticas (REIS
etal., 1991; BALDANI et al., 1992 ; DOBEREINER et d.; 1993 e JAMES,1994).

3.8 Associagtes de Fungos Micorrizicos Arbusculares em Palmeiras

O Fésforo desempenha inimeras fungdes fisioldgicas no mundo vivo. Devido aos fatores do

solo que limitam a sua disponibilidade para a nutricdo vegetal, e a atual dependéncia externa do

Brasil em relacdo ao enxofre utilizado na Industria de Super fosfatos, o aproveitamento adequado



do fésforo assume assim, fundamental importéncia. Neste contexto, evidenciase o papel
indispensavel dos fungos micorrizicos arbusculares na atenuacéo deste problema (EIRA et al.,
1992). Os fungos micorrizicos arbusculares estdo atualmente classificados na subdivisdo
Zigomicotina, Ordem Glomales, englobando as Familias Glomaceae (géneros Glomus e
Sclerocystis), Acaulosporaceae (géneros Acaulospora e Entrophospora) e Gigasporaceae
(géneros Gigaspora e 0 género Scutellospora) (MORTON & BENNY/, 1990).

Em condi¢cbes experimentais varias espécies tais como Café (LOPES, 1980), Cacau
(AZIZAZ CHULAN & RAGU, 1986), Algoddo (PRICE et a., 1989), Abacate (MENGE et al.,
1978), Dendé (BLAL et a.,1990) e Banana (MATOS et a., 1994) entre outras foram beneficiadas
pela associacdo com fungos micorrizicos arbuscul ares.

BOVI et al., (1987), objetivando o estudo de FMA em associagdo com as pupunheiras e
acaizeiros salientaram que o desenvolvimento das plantas destas palmeiras micorrizadas, foi
superior ao das plantas destas pameiras que ndo foram micorrizadas. Em mudas de agaizeiro
(Euter pe oleraceae), por exemplo, os autores constataram um aumento no nimero de folhas vivas,
na circunferéncia do coleto, na altura total da muda, no peso da parte aérea, além de maior
desenvolvimento do sistema radicular, quando se comparava com as plantas ndo micorrizadas.
SUDO et d., (1996), em trabalho objetivando avaliar o comportamento de mudas de pupunheira
em condicdes de viveiro, evidenciaram que em média, houve um aumento significativo em relacéo
as mudas ndo inoculadas de 45% em altura, 22% em diametro a altura do colo, 140% em peso de
parte aérea seca, 89% em peso de raizes secas, 180% em area foliar, 40% em comprimento de
raguis do limbo dafolha mais nova aberta, 70% em P total e 80% em K total, acumulados na parte
a&rea. SILVA et al., (1994), em ensaios com a associagdo micorrizica em pamiteiro (Etuerpe
edulis) redlizados na estacdo experimental do Ingtituto Agrondémico de Campinas - SP

evidenciaram que os tratamentos com Glomus macrocarpum (Tulasne & Tulasne) foram



superiores aos tratamentos com Glomus etunicatum (Becker & Gerdemann) e Glomus clarum
(Nicolson & Schenck).

Para o dendé hibrido, em solos fumigados com adi¢&o de nutrientes, as plantas inoculadas
com Acaulosphora spp demonstraram melhor crescimento e maior producéo de matéria seca da
parte aérea. Em solo ndo fumigado, sem a adicdo de nutrientes, as plantas inoculadas com
Gigasphora gilmorei (Becker & Hall), demonstraram maior incremento do peso das raizes secas.
Em solo ndo fumigado com adi¢do de nutrientes, Acaulospora sp promoveu maior absor¢éo de P e
K pelas plantas (CHU et a .,1987).

CHU (1989 a), em trabalho sobre o efeito dainoculagéo de fungos micorrizicos arbusculares
e niveis de nutrientes em Dendé durante a fase de pré viveiro, constatou que em media, os FMA
aumentaram em 100% a producéo de matéria seca, areafoliar e magnésio absorvido e 300 %, 170
% e 40 % de fosforo, cacio e potassio absorvidos respectivamente. Sendo os fungos Gigaspora
gilmorel e Gigaspora spp (ambos isolados de rizosfera de dendenzais adultos), as espécies que
promoveram as maiores percentagens de colonizacdo no sistema radicular. A colonizacéo
micorrizica, segundo a autora expressou menores taxas, quando aumentou-se o nivel de adubacéo.
Nas mudas inoculadas, diferentes niveis de nutrientes ndo causaram diferencas significativas no
crescimento, A autora concluiu o0 ensaio evidenciando que a inoculagdo de fungo micorrizico, na
fase de pré viveiro, pode proporcionar o crescimento satisfatorio de mudas de dendé
economizando nitrogénio, fosforo, potassio e magnésio em até 75 % da dosagem recomendada.
CHU (1989 b), em trabalho sobre o efeito de inoculagdo de fungos micorrizicos arbusculares e
diferentes niveis de nutrientes de Dendé, durante afase de viveiro, verificou que, apds nove meses
do transplantio para solo fumigado, as mudas inoculadas tiveram, em média, um aumento de 26 %

em atura e 32 % em circunferéncia do coleto, em relacdo as mudas ndo inoculadas. As mudas ndo



adubadas tiveram um crescimento inferior as mudas adubadas. A autora concluiu também que as
mudas ndo inoculadas tiveram maiores teores de N, P, K e menores teores de Cae Mg. Entre as
espécies de fungos micorrizicos testadas, as mudas inoculadas com Gigaspora spp, tiveram
maiores teores de fosforo. Os teores de N, K, Ca e Mg variaram entre as mudas inoculadas com as
diferentes espécies de fungos micorrizicos arbusculares. Os beneficios da inoculagdo com fungos
micorrizicos arbusculares, segundo a autora permaneceram mesmo apos o transplantio para o solo
natural ndo fumigado. CHU & BOTELHO (1991), em trabalho sobre o comportamento de mudas
de Dendé (Elaeis guineensis Jaquim.) inoculadas ou ndo com fungos micorrizicos arbusculares,
em condicdes de campo, verificaram que na primeira avaliagcdo (2,5 anos apos a inoculagéo), que
as mudas desta palmeira inoculada com Gigaspora spp apresentaram um aumento de 12 % em
altura da planta e circunferéncia do coleto, em relacdo as ndo inoculadas. As mudas que néo
receberam adubacdo, durante a fase de viveiro, tiveram desenvolvimento bem inferiores ao
daguelas que foram adubadas. As que receberam os niveis de adubacdo reduzidos (25 % e 50%)
cresceram igualmente bem ou melhor que aquelas que receberam 100 % de adubacdo. A andlise
dos teores de nutrientes ndo demonstraram diferencas significativas entre as plantas. Nas trés
primeiras avaliacdes da produtividade (4,5 anos ap0Os a inoculagéo), os autores verificaram
também que 70 % das plantas inoculadas entraram em fase de producdo, enquanto que, nas néo
inoculadas com os FMA , apenas 44 % iniciaram a producéo.

BLAL etal., (1990), trabalhando com dois isolados de FMA (Glomus isolado LPA 22 e 0
Glomus isolado 21) em mudas micropropagadas de Dendé usando dois fertilizantes fosfaticos
(superfosfato simples e fosfato de rocha natural, respectivamente) em dois solos acidos,
concluiram que a inoculagdo do fungos micorrizicos arbusculares aumentou a eficiéncia de
absorcéo de fosforo por parte das plantas e que entre os adubos fosfatados ndo houve diferencas

significativas. O ensaio também evidencia que entre os isolados de fungos micorrizicos



arbusculares utilizados ndo houve diferencas marcantes. Ambos promoveram a mesma eficiéncia
de absorc¢éo do fosforo em relacéo a testemunha sem fungos micorrizicos arbusculares.

COOPER (1994), evidenciou que a adi¢éo conjunta de fosfato de rocha natural associados
aos fungos micorrizicos em mudas de dendezeiro proporcionou uma melhoria na absor¢éo de
nutrientes de tal forma que houve um incremento na producdo de matéria seca das raizes, como
também na melhoria de absor¢cdo do macronutriente K e dos micronutriente como o Fe,Zn e Cu.
LILY (1975), destacou o papel importante do fungo micorrizico Endogone sp sobre o
desenvolvimento de mudas de céco (Cocos nucifera L.). THOMAS et al., (1991), salientaram que
os FMA propiciaram as mudas desta palmeiras uma melhoria na absorcdo de fosforo e no
desenvolvimento das plantas. RUIZ (1993), evidenciou em ensaios visando selecionar os melhores
isolados de FMA e de rizosfera de outras plantas na Costa Rica, que os oriundos da rizosfera de
pupunheiras foram os que proporcionaram os melhores desenvolvimento destas palmeiras.

Algumas plantas ndo crescem sem uma associagdo com fungos micorrizicos (micotroficas
obrigatdrias), outras crescem bem sem a micorrizagdo em solos férteis, mas sdo beneficiadas pela
associacdo em solos com baixos niveis de nutrientes disponivels (micotréficas facultativas) e
outro grupo ndo forma a associacdo sob nenhuma condicdo (ndo micotrdéficas). JANOS (1980),
reportou que o predominio de certas espécies vegetais em um ecossistema € influenciado por esta
caracteristica de dependéncia ao micotrofismo, sendo afetada pelo nivel de fertilidade do solo e
pela presenca de enddfitos no local. Assim diversas culturas de importancia econdémica que sao
dependentes de uma associacdo efetiva com estes fungos, como a Mandioca, Batata doce, Citros,
Alho, Cebola, Kudzu Tropica e o Edtilosantes (YOST & FOX, 1979; LOPES et a., 1983;
PAULA, 1992) s0 conseguem se desenvolver em condi¢bes naturais quando colonizadas por
fungos micorrizicos arbusculares. BLAL et al., (1987), relataram em trabalhos de dependéncia

micorrizica que as pameiras apresentam uma ata dependéncia a este microrganismo. BERTHEAU



et a., (1980) e KRISHNA et a., (1985), evidenciaram comportamento bastante diferenciado
guanto a dependéncia micorrizica do Dendezeiro (Elaeis guineesis JAQUIM.) e que este fato
estaria diretamente correlacionado com a variabilidade dos genétipos das plantas envolvidas nos
ensaios. Espécies de palmeiras, como a maioria das plantas superiores também formam
associagoes entre raizes e fungos micorrizicos arbusculares. (JANOS, citados por CARPANEZZI,
1982). Em condicOes experimentais, varias espécies foram relatadas como beneficiadas pelas
associagdes micorrizicas, incluindo o Dendé (BLAL et al., 1990). SHANCHES & SALINAS
(1980), sugeriram seis estratégicas para 0 manejo de Oxissolos e Ultissolos da América Tropical,
incluindo, entre elas a utilizacdo de associagdes micorrizicas para 0 melhor aproveitamento do
fosforo do solo e de fertilizantes e neste contexto estdo incluidas as palmeiras tropicais.

3.9 Associagdo de Bactérias Fixadoras de Nitrogénio e Fungos Micorrizicos Arbusculares em
N&o L eguminosas.

A interacdo entre bactérias diazotroficas e fungos micorrizicos arbusculares traz uma série
de vantagens para a planta. Autores relataram que 0 aumento no nivel de P na planta, beneficia os
processos metabdlicos de grande demanda de ATP, como € o caso da fixagdo biologica do
nitrogénio (BAREA & AZCON-AGUILAR 1983; HO, 1988). O uso desta interacdo pode trazer
uma melhoria na absorcdo de agua e nutrientes e uma maior tolerancia a estresses hioticos
(PAULA & SIQUEIRA, 1987; GARCIA-GARRIDO & OCAMPO, 1988; SIQUEIRA & FRANCO,
1988). Aumentos no crescimento vegetal, podem ser constatados, porém sem aumentos dos teores
de N e P, quando plantas sdo inoculadas com bactérias diazotroficas e fungos micorrizicos
arbusculares (BAREA et a.,1982; KAPULINK et d., 1985 e PACOVSKY,1989 a). Estes
resultados foram atribuidos a producdo e excrecdo de fitohorménios como auxinas, giberelinas e

citocininas (AZCON et a., 1978). Além das varias bactérias diazotréficas (CLARK, 1974; TIEN



et a., 1979), os fungos micorrizicos arbusculares também podem produzir substancias de
crescimento (ALLEN, 1985). Também podem ocorrer mudancas no metabolismo do vegetal,
devido a inoculagdo destes microrganismos, como foi descrito por PACOVSKY, (1989a). A
importancia da interacéo entre bactérias diazotroficas e de fungos micorrizicos arbuscul ares sobre
0 crescimento positivo das plantas, também foi relatado por AZCON-AGUIAR (1978);
BAGAYRAJ & MENGE (1978); BAREA & AZCON-AGUIAR (1982); BAREA et a., (1975);
BROW & CARR, (1975) e MANJUNATH et al., (1987).

Certos componentes da microbiota do solo, como as bactérias diazotéficas, podem interagir
com FMA narizosfera e até mesmo na hifosfera (BAGHARAJ, 1984 e VANCURA et al., 1989).
Estes autores demonstraram a interacdo sinergistica e a ocorréncia conjunta de bactérias,
especialmente as diazotroficas, em varias fases do estabelecimento da simbiose micorrizica. A
presenca parece seguir uma dindmica de populacdo especifica como relatado para Azospirillum
brasiliense e Pseudomonas fluorescens (KLIVUCHNIKOV & KOZHEIVIN, 1990).
BIANCIOTTO et al., (1996), também constataram através de técnicas de biologia molecular a
presenca da espécie Burkholderia sp no interior de esporos das espécies de fungos micorrizicos
Gigaspora margarita (Becker & Hall) e de Scutellospora spp, fato este que demonstra mais um
papel de grande importancia desta interacdo, onde bactérias diazotroficas tem 0 seu processo de
colonizacdo interna no vegetal incrementado devido ao sinergismo com esporos dos fungos
micorrizicos arbusculares, fato este também relatado por TILAK et al., (1989), onde os autores,
objetivando investigar ainteracéo entre bactérias diazotroficas e fungos micorrizicos arbuscul ares,
constataram a presenca de Azospirillum sp no limem e nas camadas mais internas da parede de
esporos de FMA.

Em ensaio sobre associacdo de FMA e bactérias fixadoras de nitrogénio em plantas

micropropagadas de batata-inglesa (Solanum tuberosum L.), foi observado que o contetido de



fosforo total, nos tratamentos inoculados com Glomus clarum e a mistura de fungos com
Acetobacter diazotrophicus foram superiores aos tratamentos  inoculados com Glomus
entunicatum; Gigaspora margarita; testemunha ndo inoculada e aqueles tratamentos inoculados
apenas com as bactérias diazotroficas. Com relagdo ao N-total o tratamento inoculado com
Glomus clarum foi superior estatisticamente aos tratamentos inoculados com G. margarita;
testemunha n&o inoculada, como também aos tratamentos que tinham o Azospirillum brasiliense e
Acetobacter diazotrophicus, (MATOS et al., 1994).

BALI & MURKERJ (1991), verificaram que a inoculagdo conjunta de Glomus
macrocar pum e Azospirillum brasilense proporcionaram a cultura da Juta (Corchourus olitorius),
uma melhoria no desenvolvimento das plantas duplamente inoculadas com estes microrganismos
em relacdo a testemunha. Os autores constataram também que o fungo micorrizico arbuscular
Glomus macrocarpum (Tuslane & Tuslane), apresentou um evidente antagonismo ao Fusarium
solani, que é um agente causal, com elevado poder infectivo, de doencas sérias de raizes nesta
planta. BELLONE & BELLONE (1995), relataram que quando se inoculou conjuntamente a
espécie de fungo micorrizico arbuscular Glomus intraradices (Schenck & Smith) e a espécie de
bactéria diazotréfica associativa Azospirillum brasilense em plantas de avela, houve uma
colonizagdo mais rapida de ambos os microrganismos inoculados, em relacdo a inoculada apenas
com o Glomus intraradices ou apenas inoculada com a espécie de bactéria diazotréfica em
guestdo. GORI & FAVILLI (1995), constataram que plantas de trigo duplamente inoculadas com
Azospirillum brasilense (estirpe Cd, resistente ao antibiético Rifocim) e o fungo micorrizico
arbuscular Glomus spp (isolado A 6), apos 12 semanas da inoculagdo, apresentavam peso da
matéria fresca da parte aérea e de raizes estatisticamente superiores a testemunha e aos tratamentos

inoculados individulamente com o fungo micorrizico ou a bactéria diazotrofica.



SCHONBECK (1995), evidenciou que quando inoculava-se o fungo micorrizico Glomus
clarum conjuntamente com Acetobacter spp em raizes de cana-de-agUcar, havia um incremento na
colonizacdo de ambos 0s microrganismos citados anteriormente nesta parte da planta. O autor
também constatou um aumento no peso total das plantas (raiz + parte agrea secas), em relacdo aos
tratamentos onde estes microrganismos eram inoculados sozinhos. A inoculacdo de fungos
micorrizicos arbusculares com bactérias do género Azospirillum spp, segundo o autor, tem sido
relatado também promovendo o crescimento de plantas e um maior incremento na concentracao de
nitrogénio e fosforo nos tecidos tanto daraiz como da parte aérea. Além desta bactéria ser também
encontrada em superficies esterilizadas de esporos de varias espécies de fungos micorrizicos
arbusculares, principal mente em esporos de Glomus clarum.

BELLONE & BELLONE (1993), constataram em trabal hos sobre a atividade da nitrogenase,
celulase e pectinase em cana-de-aglcar inoculada com Gigaspora margarita; Glomus
intraradices e Acaulospora laevis (Gerdemann & Trappe) conjuntamente com isolados de
bactérias diazotréficas oriundos da prépria rizosfera da cana Azospirillum brasilense, Bacillus
spp e Pseudomonas spp que a simbiose destes organismos favoreceu de forma bastante positiva a
colonizacdo de bactérias diazotréficas nas raizes desta planta. BELLONE & BELLONE (1996),
observaram que raizes de cana de acUcar (Variedade NA 56-79), inoculadas com Glomus
intraradices e Acetobacter diazothropicus apresentavam uma colonizacdo bastante satisfatoria de
ambos os microrganismos. Durante a fase de maior colonizagcdo as hifas intercelulares do fungo
estavam associados internamente e externamente com a bactéria diazotrofica, evidenciando assim,
gue a interacéo entre estes organismos se da de forma bastante dindmica e com um sinergismo
bastante satisfatorio.

Fungos micorrizicos arbusculares também sdo inoculados conjuntamente com bactérias

solubilizadoras de fosfatos associadas a bactérias fixadoras de nitrogénio como € relatado no



trabalho de TORO et d., (1995). Segundo os autores a combinagdo de Azospirillum sp, Bacillus
sp ou Enterobacter spp, associados ao Glomus mossae (Nicol. & Gerd.) Gerdemann & Trappe
mostrava uma considerével estimulacdo de absorcdo de nutrientes. O fato do Bacillus sp, um
isolado solubilizador de fosfato de célcio interagir positivamente com o ,Glomus mossae e
negativamente com o Glomus fasiculatum (Thaxter) Gerd. & Trappe emend. Walker & Koske
indicou uma compatibilidade funcional especifica entre os componentes bidticos que interagem no
sistema. Os autores evidenciaram também, que as espécies de bactérias solubilizadoras de fosfato
de ferro, foram mais eficientes e ativas quando sozinhas, de que quando eram associadas com 0
Glomus spp, porém os isolados de bactérias que solubilizam o fosfato de aluminio interagiram
positivamente com plantas micorrizadas. As interacbes de Glomus mossae com as bactérias
solubilizadoras de fosfatos foram mais efetivas, porém menos infectivas, do que com o Glomus
fasiculatum.

MANJUNATH et a., (1981), obtiveram efeito positivo no desenvolvimento e vigor de
cebola (Allium cepa L.), quando se inoculava conjuntamente o Glomus clarum, Glomus
fasiculatum, Beijerinkia spp e o Aspergillus ninger (fungo solubilizador de fosfato). Os autores
também salientaram gue o tratamento inoculado com a bactéria diazotrofica da espécie Beijerinkia
mobilis associada as espécies de FMA apresentava um comportamento satisfatorio, tanto para a
fixac@o biologica de nitrogénio, como para 0 acumulo de fésforo e que houve um antagonismo
guando se inoculava 0 Aspergillus ninger individuamente como associados ao FMA, tanto para
acumulo de P, como para desenvolvimento das plantas.

PAULA & DOBEREINER (1991), objetivando investigar o crescimento micelial da espécie
de FMA Gigaspora gigantea (Nicol. & Gerd.) Gerdemann & Trappe “in vitro” e os efeitos de
bactérias diazotroficas, sacarose, fitohormonios e células de raizes e ramas de batata doce,

verificaram que as maiores producdes de hifas foram conferidas com a adicdo de 2 g . litro ™ de



sacarose, principalmente quando se utilizaram esporos do fungo micorrizico arbuscular em
guestdo, oriundos da prépria rizosfera desta planta. Os autores destacaram também o isolamento
da espécie de bactéria diazotréfica Acetobacter diazotrophicus em esporos desinfestados desta
espécie de FMA. Foi observado também que a combinacéo de Pseudomonas phaseoloides com
sacarose e fitohormonios em um meio especifico identificado de Murashige & Skoog, propiciaram
um aumento considerado no crescimento das hifas, quando comparado com o tratamento que
recebeu células de Pseudomonas phaseol oides e fitohormonios.

BALOTA et a., (1991), em trabalho sobre a ocorréncia de bactérias diazotréficas e de
fungos micorrizicos arbusculares na cultura da mandioca, constataram a predominancia da espécie
Azospirillum lipoferum com até 11 x 10* . g * de tecido fresco do vegetal, sendo que houve
diferenciacéo na predominancia em funcéo do meio utilizado. PAULA et a., (1989), em trabahos
sobre a nutricdo e producéo de batata doce micropropagada e inoculada com fungos micorrizicos
arbusculares e bactérias diazotroficas, constataram que os tratamentos com inoculagcdo mista (FMA
+ bactérias diazotroficas) apresentaram melhor assimilacdo e utilizagdo dos nutrientes,
especialmente de nitrogénio e fosforo. 1sso evidenciou, segundo os autores, a grande dependéncia
da batata doce a micorrizagdo e o potencial desta cultura para a inoculagdo com bactérias
diazotroficas endofiticas.

BELONE et al., (1995), observaram que a inoculagdo conjunta de esporos de Glomus
intraradices (Schenck & Smith) e células de Azospirillum brasilense em cinco variedades de
Cergia, aumentou o numero de bactérias diazotroficas e a atividade da nitrogenase destas
bactérias. BELONE (1983), evidenciou que a bactéria diazotréfica da espécie Azospirillum sp
aumentou a atividade da enzima pecnolitica e a atividade celulolitica em tecidos de raizes, quando

erainoculada individualmente ou quando era combinada com fungos micorrizicos arbuscul ares.



ISOPI et al., (1992), observaram em trabalhos sobre a dupla inoculagdo de Glomus mossae,
Glomus occultum (Walker) e Acetobacter diazotrophicus, que a combinacdo  destes
microrgani Smos aumentou principal mente a matéria seca das raizes de cergleira. Fato este que ndo
foi observado quando os organismos citados anteriormente eram inoculados individua mente.
KLYUCHNIKOV & KOZHEVIN (1991), objetivando investigar o sinergismo de bactérias
diazotroficas e de fungos micorrizicos arbusculares em batata inglesa, evidenciaram que 0 maior
numero e populagéo considerada ativa de Pseudomonas flourescens foi detectada na parte mais
externa da rizosfera desta planta. Os autores destacaram também que no rizoplano e na
endorizosfera ocorreu grande desenvolvimento de Azospirillum brasilense e que a presenca do
FMA aumentou consideravelmente o processo de colonizagcdo interna da planta de ambas as
espécies de diazotroficas em questéo.

A presenca de Klebsiella pneumoniae, diazotrofica facultativa de ampla distribuicdo na
natureza, em inoculagcéo conjunta com Glomus deserticola Trappe, Bloss & Menge aumentou 0
crescimento de hifas deste fungo micorrizico em comparagcdo com a testemunha e incrementou o
desenvolvimento de Uniola paniculata. Os autores também enfocaram a importancia da producéo
de inoculantes com estas bactérias e a inoculagdo conjunta destas com os fungos micorrizicos
arbusculares para propiciarem um maior estabel ecimento destas plantas em solos indspitos como é
o caso dasdunas (WIILL & SYLVIA, 1990). KRISHNAN & KALAVATI (1996), sdlientaram em
trabalhos sobre a influéncia da combinacdo de Azospirillum spp e fungos micorrizicos
arbusculares sobre o crescimento de mudas de Neen (Azadirachta indica A. JUS.), plantatipicada
india que possui propriedades bioinseticidas que o peso de matéria seca, taxa de colonizagdo e
absorcdo de nutrientes foi estimulada tanto com 30, 60 e 90 dias apds o plantio. A combinacdo de
ambos 0s microrganismos evidenciou também um aumento no peso total da planta (raiz + parte

aérea secas) em relacdo a testemunha inoculada s6 com a bactéria diazotréfica associativa, ou



apenas com o fungo micorrizico arbuscular. A associacdo de ambos microrganismos também
aumentou o conteddo de nitrogénio, fosforo, potassio , zinco, ferro, manganés e cobre nas plantas.

ANANDAN & SANTHANA KRISHNAN (1996), mostraram em trabal hos sobre ainfluéncia
da combinacéo de Azospirillum brasilense, Glomus constrictum Trappe e Pseudomonas striata
sobre o crescimento de mudas de Neen (Azadirachta indica A. JUS.), o aumento do peso das
plantas (raiz + parte aérea secas), da colonizagdo micorrizica, comprimento da hifa extramatricial,
absorcdo de macro e micronutrientes, contetido de clorofila, concentracéo de AlA, contelido total
de fenol e carboidratos, como também o aumento da atura e do diametro do colo das plantas que
foram inoculadas com 0s respectivos microrganismos em relacdo aos tratamentos inoculados com
cada microrganismo isoladamente e a testemunha absol uta.

BALOTA & CAMACHO (1994), objetivando avaiar o efeito da interacdo de fungos
micorrizicos arbusculares e de bactérias diazotroficas em plantulas micropropagadas de mandioca
sob diferentes niveis de nitrogénio e fésforo, observaram que estas bactérias estimularam de
forma diferenciada o desenvolvimento das plantas em funcéo do nivel de N e P aplicado, sendo
gue, a elevacdo dos niveis de aplicacdo do fertilizante nitrogenado apresentou um efeito mais
negativo ao crescimento das plantulas inoculadas, do que a elevacdo dos niveis de fertilizaco
fosfatica

A espécie de bactéria fixadora de nitrogénio Klebsiella sp, muito comum em raizes de cana
de aclcar e outras bactérias da rizosfera parecem estar correlacionadas com um maior
favorecimento no crescimento de hifas e na colonizacdo de fungos micorrizicos arbusculares
(GARBAYE, 1991). BALOTA et al., (1993), objetivando investigar sobre as principais espécies
de bactérias diazotréficas e fungos micorrizicos arbusculares presentes em diferentes partes da
planta de Mandioca em diferentes regides do Brasil salientaram que houve 38 isolados da espécie

Klebsiella sp; 79 isolados da espécie Azospirillum lipoferum e 37 isolados da espécie



Burkholderia sp. Os autores também verificaram um nimero bastante variado de espécies de
fungos micorrizicos arbusculares colonizando esta planta, com predominancia de Entrophospora
colombiana (Spain & Schenck) e Acaulosphora scobiculata (Trappe) no estado do Rio de
Janeiro, Acaulospora scrobiculata (Trappe) e a espécie Scutellospora heterogama (Nicol. &
Gerdemann) Walker & Sanders no Parand e em Piracicaba-SP e a espécie Scutellospora
pellucida (Nicol.& Schenck) Walker & Sanders em Campinas-SP. BALOTA et a., (1994), no
ensaio sobre o efeito de fungos micorrizicos arbusculares e bactérias fixadoras de nitrogénio no
desenvolvimento e nutricdo de mandioca micropropagada, relataram que a colonizacdo micorrizica
e 0 numero de esporos foram estimulados em até 40% e 169%, respectivamente, com a inoculacéo
de algumas bactérias fixadoras de nitrogénio. O aumento na colonizacdo micorrizica estimulado
pela presenca de bactérias fixadoras de nitrogénio ocorreu a partir dos 30 dias.

PACOVSKY (1988), estudando a interacdo de Glomus fasciculatum e Azospirillum
brasilense em sorgo observou que plantas colonizadas pelo fungo micorrizico continham uma
menor quantidade nos teores de manganés, amido e sacarose e maiores teores de cobre, zinco e
prolina do que as plantas fertilizadas com fosforo. O autor observou, também, que plantas
inoculadas com bactérias diazotroficas continham menos nitrogénio, glucose, treonina e glutamina
e mais ferro e glutamato que aguelas fertilizadas com o nitrogénio. O fato das plantas inoculadas
comA. brasilense apresentarem menos glutamina e mais glutamato que agquelas fertilizadas com N
indicam que a inoculagdo pode determinar diferenciado padrédo de assimilacdo e alocacdo de
nitrogénio. O autor evidenciou também gque mudangas nos niveis metabdlicos e na composicéo de
lipidios possuem um papel importante no estabel ecimento ou manutencdo da associacdo endofito-
hospedeiro.

Relatos de PAULA etal., (1992), em resultados sobre a ocorréncia de fungos micorrizicos

arbusculares e de bactérias diazotroficas em batata-doce (pomea batatas L.) evidenciaram que



estas bactérias foram isoladas da maioria das amostras de todas as partes da planta, apresentando-
Se em maior nUmero em amostras de raizes, casca e pol pa de tubércul os.

NEGI et al., (1990), constataram que a interacdo entre Azospirillum brasilense e Glomus
versiforme (Karsten) Berch, foi o tratamento que apresentou o melhor comportamento,
incrementando o crescimento e nutricdo da Cevada (Herdeum vulgare L.). As raizes das plantas
inoculadas com Azospirillum brasilense e Glomus versiforme exibiram uma baixa atividade de
nitrogenase na fase inicia do crescimento da planta, aumentando com o desenvolvimento da
planta, mas quando o fungos micorrizicos arbusculares foram inoculados individual mente, obteve-
se um baixo nivel de fixacdo de nitrogénio nas plantas, quando se comparava com a inoculacéo
conjunta de ambos 0s organismos.

HALL (1978) e OHORA et a., (1981), relataram que a inoculagdo conjunta de bactérias
fixadoras de nitrogénio da espécie Azospirillum spp e fungos micorrizicos arbusculares em
diferentes cereais tém fregientemente produzido resultados significativos com relagdo ao acumulo

de nutrientes, em particular o nitrogénio e o fosforo.

PACOVSKY (1989 a), relatou que em gera plantas de milho colonizadas por Glomus spp
continham mais zinco e cobre, porém menos fosforo, amido, prolina e alanina, do que plantas que
foram fertilizadas com P. O autor também mencionou que as plantas de milho inoculadas com
Azospirillum spp continham menos nitrogénio, aglcares sollveis, proteinas sollveis, leucina e
isoleucinas, entretanto apresentavam mais area foliar e glutamato em relacéo as plantas que eram
fertilizadas com o N-mineral. As raizes das plantas micorrizadas continham um maior niUmero de
lipidios ndo encontrados na testemunha que era fertilizada com o adubo fosfatico. A fisiologia da

planta inoculada com Glomus entunicatum ou Azospirillum brasilense foi aterada independente



do estado minera do hospedeiro. PACOVSKY (1989 b), objetivando investigar a inoculacéo
conjunta de Glomus entunicatum e a estirpe Cd de Azospirillum brasilense em milho, evidenciou
gue ainteracdo entre os dois microrganismos em questdo proporcionou de imediato um sinergismo
bastante dinamico e que, em nenhum momento foi verificado efeito de antagonismo entre os
mesmos. O autor relatou também que a presenca do Glomus entunicatum intensificou o
estabel ecimento e a manutencéo dos inéculos de Azospirillum brasilense em ambos os substratos
estudados.

RAMOS (1995), em trabalho sobre bactérias diazotroficas e fungos micorrizicos
arbusculares em diferentes gendtipos de milho, observou que houve diferencas entre o
comportamento dos genétipos avaliados, quanto a0 nimero de esporos, densidade relativa de
espécies e colonizacdo de raizes pelos fungos micorrizicos arbusculares, assim como no nimero
de bactérias diazotroficas presentes em varias partes da planta. O autor também verificou uma
correlacdo entre o numero de esporos de FMA antes do plantio e bactérias diazotréficas no
interior das plantas e que os genétipos melhorados mostraram maior ocorréncia de bactérias

diazotroficas no interior do vegetal.

3.10 Aspectos ecofisiol0gicos e alguns pontos importantes do manejo de Fungos

Micorrizicos Arbuscul ares.

A inoculacdo com FMA pode ser benéfica, apesar da presenca de fungos nativos. Algumas
plantas sdo beneficiadas com ainoculagdo micorrizica, em solos ndo esterilizados, quando ja estéo
colonizadas na época do transplante (MOSSE et al., 1959; CORNET et al., 1982 e MONTEIRO,
1990). A distribuicéo e abundancia de fungos micorrizicos arbusculares que ocorrem naturalmente
no solo, a capacidade de colonizar raizes e a efetividade destes em relagdo a um fungo introduzido

sdo fatores importantes e que determinam a possibilidade favoravel a inoculagdo de fungos



micorrizicos arbusculares em solos ndo esterilizados. Solos com infectividade baixa (baixa
densidade de propagulos viaveis) apresentam grande possibilidade de sucesso da inoculacéo, se 0
fungo utilizado como inoculante, for adequado para a cultura e compativel com as condices
existentes. Por outro lado solos com infectividade ata podem ter sua comunidade dominada por
populagdes de fungos micorrizicos arbusculares com efetividade baixa ou ata. Se for baixa a
inoculacéo com FMA efetivos, e de alta competitividade, pode ter sucesso. Os fungos micorrizicos
arbusculares com estas caracteristicas ndo parecem ser comuns. Assim para garantir 0 sucesso da
inoculacdo, nesta condicdo, torna-se necessario reduzir a populagdo dos nativos, através da
desinfestacdo ou sistemas especificos de mangjo da cultura; solos com alta infectividade e
dominados por FMA ou espécies com alta efetividade ndo sdo recomendados para a inocul acéo.
Assim, neste caso, os FMA nativos precisam ser manejados, de modo a preservar sua popul acéo
(densidade de esporos) em niveis altos, ou poderdo, apds uma multiplicagdo em massa ser

utilizado em programas de inoculacéo ( SIQUEIRA & FRANCO, 1988).

Mesmo sendo os resultados em ensaios utilizando os fungos micorrizicos arbusculares
considerados satisfatorios para o crescimento e desenvolvimento das plantas, a utilizacdo destes
biotas do solo n&o é feita em grande escala pel os agricultores, fato este que pode ser explicado por
serem estes biotroficos obrigatorios. Esta caracteristica dificulta a producéo do inéculo, ndo
havendo ainda inoculante disponivel no mercado. Entre as vérias tentativas de cultivo in vitro,
pode-se citar MOSSE (1959), SIQUEIRA et al., (1982) e PAULA (1988).

Embora os fungos micorrizicos arbusculares sejam de ocorréncia generalizada, pouco se
conhece sobre a sua ecologia nos tropicos, pois a maioria dos estudos ecol 6gicos ja conduzidos
foi realizada predominantemente nas regides temperadas. A colonizacdo radicular e a densidade

de esporos narizosfera sdo as variaveis geralmente utilizadas para avaliar a ocorréncia dos fungos



micorrizicos arbusculares. Entretanto, tanto a colonizacdo quanto a esporulacéo sdo influenciadas
por fatores do ambiente das plantas hospedeiras e espécies fungicas envolvidas, podendo
inclusive esses fatores atuarem separadamente ou interagindo entre s (DEAN 1972; LOPES et al.,
1983; MOSSE, 1986).

Os nutrientes do solo especificamente nitrogénio e fésforo, influenciam a colonizagéo por
microrganismos. A maior colonizacdo radicular por FMA e efeitos micotroficos ocorrem em solos
com baixa disponibilidade de fosforo diminuindo com o aumento de P disponivel (CARDOSO et
al., 1986).

Fungos micorrizicos tém sido encontrados em solos com pH variando de 2,7 a 9,2
ocorrendo, entretanto, diferencas entre as espécies e isolados de fungos quanto a capacidade de
germinar e colonizar vegetais (TRUFEM et a .,1988). Em solos &cidos o0 aluminio téxico parece
ser o principal fator fungistatico sobre a associacdo. Devido a isso, o efeito da calagem do solo
sobre as micorrizas é em geral, positivo. A salinidade do solo influi na simbiose, sendo que sodio
e cloro podem reduzir a germinacdo de esporos. A umidade, temperatura, luminosidade e aeracéo
afetam diretamente o fungo micorrizico ou indiretamente a associacdo, pela interferéncia no
desenvolvimento da planta. Apesar da ocorréncia de fungos micorrizicos arbusculares em
ambientes aguaticos e em zona &ida, a umidade do solo interfere na germinacéo de esporos, na
colonizacdo de raizes e esporulacdo de fungos, havendo um efeito mais negativo em condic¢des de
excesso de umidade. A aeracdo do solo estimula a simbiose desde a germinacéo do esporo, uma
vez gue os fungos sao aerdbios (SIEVERDING, 1989).

Existe acentuado efeito da interacdo dos fatores luz e temperatura sobre fungos
micorrizicos, uma vez que podem afetar o vigor do hospedeiro e, portanto, a disponibilidade de
carboidratos para o fungo, alterando o equilibrio da ssimbiose. Apesar da resposta da planta a

condicdo micorrizica ser afetada por vérios fatores externos, a dependéncia da simbiose € uma



caracteristica inerente a propria planta. A dependéncia micorrizica é definida como o grau em que
a planta depende da condicdo de estar micorrizada para apresentar crescimento maximo a um certo
nivel de fertilidade do solo (GERDEMANN et al., 1968). Assm um vegetal, que possui maior
dificuldade de captar o fésforo da solucéo do solo, ou que sgja mais exigente em fésforo, obtém,
maior beneficio dos fungos micorrizicos.

A morfologia e a geometria do sistema radicular sdo determinantes do grau de
micotrofismo da planta. Aqueles cujas raizes séo desprovidas de pélos radiculares ou em que estes
S80 curtos e escassos apresentam maior dependéncia. Outro fator a ser considerado € a espécie ou
o isolado de fungo micorrizico.

O fornecimento de carbono ao fungo em simbiose é feito pela transferéncia direta de
compostos fotossintéticos da planta preferencialmente, através dos arblsculos. Assm os fatores
gue influem na fotossintese do hospedeiro, como intensidade luminosa, fotoperiodo e
desfolhamento, podem alterar tal fornecimento causando um desbalanco na simbiose. O mecanismo
de transferéncia e a forma de carbono transferida ainda ndo foram elucidados. Contudo as
evidéncias sugerem um sSistema ativo de transferéncia de carboidratos. Nos fungos
endomicorrizicos 0 materia de reserva se acumula essencialmente como lipidios, podendo
também ocorrer acimulo de glicogénio nas hifas (COOPER et a .,1984).

ARAUJO et a., (1996), em trabalho envolvendo andlises de crescimento em tomateiro
colonizado por fungo micorrizico arbuscular constataram que este microrganisSmo proporcionou um
aumento no peso de raizes secas, na arearadicular e narazao raiz : parte aérea, e reduziu o raio
radicular. Nadose de 120 mgde P. kg ™ de solo, o fungo micorrizico arbuscular aumentou o teor
e 0 conteido de P na parte aérea. Quanto as taxas de crescimento relativo, de assimilacéo liquida,
de utilizacdo especifica de P e o0 influxo de P nas raizes, estas reduziram-se com o

desenvolvimento ontogenético, indicando menor eficiéncia vegetal de absorver e utilizar o P. A



simbiose micorrizica apresentou variagdes ontogenéticas, associadas a0 suprimento de fosforo.
Enquanto que na dosagem de 60 mg de P. kg * de solo o fungo micorrizico arbuscular aumentou
de forma ndo significativa as taxas de crescimento, de acumulacéo e de utilizacdo de fosforo
durante todo periodo do experimento. Na dosagem 120 mg de P . kg ™ de solo dois estagios foram
observados. no periodo inicial, o fungo micorrizico arbuscular diminuiu as taxas de crescimento,
de acumulacéo e de utilizagdo de fosforo e posteriormente, aumentou essas taxas. Nesta dosagem
120 mg de P . kg * de solo o influxo de fésforo nas raizes micorrizadas foi provavelmente limitado
pelo suprimento de carbono.

A calagem dos solos minerais &cidos elimina os fatores fungistéticos e favorece o
estabel ecimento dos fungos micorrizicos, especialmente dagqueles formados por espécie do género
Glomus spp , que com poucas excegdes, preferem solos com pH proximo do neutro a alcalino, ao
contrério do que é observado para a maioria das espéecies dos géneros Acaulosphora spp,
Gigaspora spp , Scutellosphora spp e a Entrophospora spp que preferem pH mais baixos. A
calagem dos solos minerais acidos pode pelo menos temporariamente reduzir a formagdo de
fungos micorrizicos arbusculares, pois a elevacdo do pH pode ter efeitos adversos sobre a
infectividade dos fungos nativos naturalmente adaptados as condic¢fes adversas como a acidez
(SIVERDING, 1991). Os solos com elevado teor de umidade ou sujeitos a inundacdo portanto com
aeracdo deficiente, sdo geralmente desprovidos de micorrizas, porque os fungos micorrizicos
arbusculares séo aerdbios obrigatorios (SIQUEIRA et a .,1988). Um estudo comparativo no
Estado de Minas Gerais, mostra que o cultivo do solo aumenta a colonizagdo das raizes e a
densidade de esporos na rizosfera, mas modifica a composicéo e reduz a diversidade de espécies.
As espécies Acaulosphora scrobiculata (Trappe) e Acaulospora morrowae (Spain & Schenck)
tiveram indices de ocorréncia duas vezes superior nos solos cultivados em relacdo aos virgens (

SIQUEIRA etal .,1988).



As hifas externas dos fungos endomicorrizicos em simbiose com as plantas participam na
agregacao de particulas do solo, principalmente gréos de areia, como foi observado em dunas.
Além disso, agem na estabilizacdo dos agregados, ocorrendo deposicdo de material amorfo entre
as particulas de arela e as hifas (TISDALL & OADES, 1979). A deficiéncia de fésforo, comum em
solos acidos, € causada pela imobilizaggo por adsorsdo dos ions fosfatos nos col 6ides de oxidos
deferro e de duminio e argilado tipo 1:1 presentes nestes solos. Isto faz com que formas solGveis
de adubos fosfatados tornem-se rapidamente ndo disponiveis as plantas e, em menor intensidade
aos microrganismos. A adicdo de fosfatos naturais que tem solubilidade aumentada em condicoes
acidas, apresenta-se como uma alternativa para os solos de baixa fertilidade com pH baixo

(MARSCHHNER etal., 1983).

WANG et a .,(1986 a), concluiram em ensaio sobre a interagdo entre N e P sobre o
desenvolvimento de fungos micorrizicos arbusculares, que a aplicagéo de altas concentragcdes de N
reduzem a eficiéncia de fungos micorrizicos arbusculares, sendo o aménio mais problematico do
gue o nitrato. WANG et al., (1986 b), relataram que a capacidade do fungos micorrizicos
arbusculares em promover o crescimento da planta e a intensidade de infeccdo micorrizica nas
raizes foram reduzidas pelo sombreamento. Menos vesiculas e arbusculos desenvolveram-se nas
plantas sob sombra quando comparadas com as que receberam ata intensidade luminosa. WANG
et al., (1985), evidenciaram que os efeitos do pH sobre a associagdo micorrizica ndo podem ser
considerados separadamente ja que a disponibilidade de P e a solubilidade e disponibilidade de
outros nutrientes bem como os problemas com aluminio variam com o pH . O fator mais marcante e
talvez melhor estudado, capaz de incrementar a absor¢do de ions de fosfato pelas raizes é

resultante do estabelecimento de associagbes micorrizicas, particularmente, as micorrizas



arbusculares em muitas culturas de interesse econémico incluindo as pameiras como 0 Dendé e a
Pupunha ( EIRA ,1992).

A fixacdo bioldgica do nitrogénio € estimulada indiretamente pela maior disponibilidade
de P, devido aos efeitos benéficos de micorrizas na melhoria da absorcéo e translocacdo deste
elemento para a planta, principalmente em solos &cidos (ASIMI et a .,1980). De acordo com
SIQUEIRA et al., (1988), a reducéo da intensidade luminosa provocou como conseqiiéncia uma
gueda na fotossintese e na colonizag&o micorrizica das raizes. Os fungos micorrizicos arbusculares
utilizam de maneira mais eficiente o P e outros nutrientes, de formas minerais de baixa
solubilidade como fosfatos de Fe e Al , predominantemente encontrados nos solos acidos dos
tropicos, e rochas fosfaticas. Os autores também salientaram que, considerando as condicdes
edafocliméticas, as aptiddes agro-florestal e pastoril e a escassez de recursos financeiros e
materiais destinados a agricultura, existe no Brasil um enorme potencial para o uso de fungos
micorrizicos arbusculares. A infeccdo micorrizica aumenta 0 aproveitamento de outros nutrientes
pelas plantas, principal mente das formas pouco solUvel's, nativas ou aplicadas ao solo, tais como o
fosfato de cdcio e de Oxido e hidroxidos de auminio e de ferro (MOAWAD, 1979).

A maioria dos pesticidas age inibindo o estabelecimento dos fungos micorrizicos
arbusculares ( MOSSE et a .,1973 ). A fumigacéo do solo reduz o nimero de esporos e inibe a
infeccdo. Os fumegantes mais toxicos para estes microrganismos sdo cloropicrina, formaldeideo,
milone, brometo de metila, vapam e vorlex. Por outro lado, fumegantes utilizados para reduzir a
populagdo de nematdides no solo podem aumentar a incidéncia da associacdo. Os fungicidas
sistémicos inibem as micorrizas arbusculares agindo néo apenas nas estruturas externas do fungo,
mas podendo também eliminé-lo dentro dos tecidos colonizados. Ja os fungicidas ndo sistémicos

podem ser menos prejudiciais, se usados em doses normais. Os herbicidas possuem efeito



variavel, e muitos deles parecem ndo afeté-las. Ha também relatos de que aguns inseticidas
inibem amicorrizagdo (O CAMPO et al .,1980 ).

PAULINO et dl., (1986), observaram em trabalho com fungos micorrizicos arbusculares na
nutricdo mineral (N,P,K) de Trevo e Azevém que a presenca de fertilizacgo fosfatica diminuiu a
micorrizacdo e que a absorcdo de N foi similar nas plantas fertilizadas com fosfato ou inoculadas
com micorrizas. Também salientaram que os fungos micorrizicos arbusculares ndo aumentaram o
aproveitamento de P e K do Azevém em cultivos exclusivos e que a producdo de matéria seca das
associacOes mais elevadas foram obtidas na presenca de fertilizacéo fosfética

WANG et al., (1986 c), constataram em ensaio sobre o efeito de diferentes concentragtes
de N na atividade de fungos micorrizicos arbusculares em trevo, cebola e milho que ainfecgdo por
fungos micorrizicos arbusculares foi inibida pelo N. Relataram também que a infeccdo por fungos
micorrizicos arbusculares e a concentracéo de N no Trevo foram pouco influenciadas pelo N
aplicado. Resultados semelhantes foram obtidos em milho e em ervilha. Os autores concluiram
também que o maior efeito nainfeccdo por micorriza é devido ao N da planta do que o N do solo.

A inoculacdo ndo é bem sucedida em solos fértels, ricos em nutrientes, especialmente N e
P, porgue esses nutrientes inibem o estabelecimento da associacdo, € mesmo que a associagao se
estabeleca, 0s beneficios para a planta serdo minimos ou inexistentes, porque ela se encontra em
condicdes nutricionais favorecidas, dispensando a contribuicdo do fungo. Os fungos micorrizicos
arbusculares utilizam tanto o amoénio como 0 nitrato, entretanto seus efeitos s maiores na
absorcdo de amonio, que o nitrato. Este Ultimo difunde-se lentamente pela rizosfera. Além disso,
esses fungos absorvem aménio de concentracbes mais baixas que as raizes, e 0 assimilam
rapidamente, via glutamina sintetase. Por isso 0s fungos micorrizicos arbusculares desempenham
papel muito importante no N em solos naturais, como os solos florestais ou agqueles com elevada

taxa de amonificacdo e provavelmente, de menor importancia nos solos agricolas, onde o papel



principal dessas associacdes seria 0 favorecimento da fixacéo biol 6gica do nitrogénio. SIQUEIRA
eta ., (1988).

3.11 Aspectos ecofisologicos e alguns pontos importantes do mango de bactérias
fixador as de nitrogénio associativas.

O processo de fixagdo biologica de nitrogénio esta vulneravel a uma série de fatores
estressantes, cada um agindo de uma maneira diferente. Estes determinam o bom desempenho das
espécies de diazotroficas e suas associagbes com organismos superiores em cada ambiente. O
comportamento mais eficiente de uma espécie de diazotréfica em fixar nitrogénio em relacdo auma
outra espécie esta diretamente influenciada por fatores genéticos do préprio microrganismo, do
hospedeiro e desta interacéo simbiotica.

O funcionamento da simbiose entre bactérias diazotroficas endofiticas e a planta € mais
sensivel aos extremos de temperaturas altas ou baixas, do que as plantas fertilizadas com o N-
mineral ou de bactérias diazotroficas crescendo em meio de cultura (FRANCO & NEVES, 1992).
As temperaturas baixas retardam o processo de colonizagdo interna, enquanto as temperaturas altas
diminuiram a eficiéncia destas bactérias. As melhores temperaturas para a simbiose bactéria
diazotrofica-planta estéd em torno de 25 a 32 © C. Temperaturas acima de 35 °C podem causar a
perda de plasmideos, que podem inclusive conter os genes Nif e acima de 46 °C, de um modo
geral, afetam o processo de colonizacdo interna e a sobrevivéncia das bactérias diazotréficas
associativas. A reducdo do potencia hidrico no solo também tem efeito direto na atividade de
fixacdo de nitrogénio, principalmente através da diminuicdo dos produtos da fotossintese
(SPRENT, 1979).

Entre as espécies de bactérias diazotroficas existe uma variacdo de comportamento em

relacdo aos fatores abidticos. As espécies de bactérias diazotroficas Azospirillum brasilense e



Azospirillum lipoferum, por exemplo, ndo fixam nitrogénio com 10 mM de nitrato, n&o utilizam
sacarose como fonte de carbono, preferem pH entre 6,0 -7,0 e suportam temperatura até 35° C. A
espécie Azospirillum amazonense ndo fixa nitrogénio com 10 mM de nitrato, utiliza sacarose como
fonte de carbono, prefere pH entre 5,8-6,6 e suportam temperatura até 35° C. Ja a espécie
Herbaspirillum seropedicae também n&o fixam nitrogénio com 10 mM de nitrato, ndo utiliza
sacarose como fonte de carbono, prefere pH entre 5,3 - 8,0 e suportam temperatura até 35° C
(DOBEREINER ,1992).

Dos nutrientes minerais, 0 nitrogénio € o que exerce 0 maior efeito sobre a fixacéo
biol6gica de nitrogénio (FBN), que sb acontece em situacOes de deficiéncia deste elemento. A
presenca de altos teores de N diminui as taxas de FBN, como também o processo de colonizacéo
interna e a sobrevivéncia das bactérias diazotroficas associativas no vegetal. O inicio do processo
de colonizacdo interna € mais sensivel ao excesso de N. Pequenas doses de N estimulam o
crescimento da planta, e consequentemente, podem aumentar a eficiéncia destas bactérias em
captar oN,. BALANDREAU (1996), enfocou que durante a fase de maior crescimento da
planta, a mesma exuda de 10 a 15 % dos seus fotossintatos para a rizosfera, energia esta que pode
ser muito bem utilizada pelas bactérias fixadoras de nitrogénio (associativas) que estdo nesta area
da planta. Assume-se que a atividade da nitrogenase nestas bactérias estara diretamente
influenciada pela fotossintese e pela variabilidade de fatores como area foliar, concentracéo de
gas carbbnico, luminosidade, temperatura e fechamento de estbmatos.

As diversas espécies de diazotroéficas desenvolveram estratégias distintas para a obtencéo
de compostos ricos em energia. Alguns dependem de compostos de carbono da matéria organica
presente no solo (diazotroficas de vida livre), ou vivem na rizosfera, utilizando compostos

organicos excretado pelas raizes ou em associagdes endofiticas com plantas, dos quais recebem os



compostos de carbono. Por isso, para manter altas populagbes destes microrganismos, €
necessario manter o solo com umarelacdo C\N baixa.

De uma maneira geral plantas dependentes de fixacdo biologica de nitrogénio sdo mais
sensiveis aos fatores estressantes do solo, como erosdo, compactacdo, acidez, salinidade,
alcalinidade, deficiéncia de P e K e de micronutrientes e estresse hidrico do que plantas adubadas
com N-mineral ( SIQUEIRA & FRANCO, 1988).

A maioria das bactérias fixadoras de nitrogénio, livres no solo ou associadas as raizes das
plantas, € pouco tolerante a acidez em meio de cultura. As bactérias do género Beijerinkia sp sdo
as mais tolerantes. Em solo, entretanto, Azotobacter paspali predomina em raizes de grama
batatais (Paspalum notatum ), mesmo em pH abaixo de 5,0 e Azospirillum spp tem sido isolados
de raizes e solos com pH abaixo de 4,5. Recentemente, foi isolado uma espécie de Acetobacter de
raizes e colmos de cana de agUcar, capaz de fixar nitrogénio em pH 3,0 ( DOBEREINER, 1992).

Plantas fixando nitrogénio (N, entra na forma neutra), pela maior absor¢do de cétions
(Ca Mg K*, Na") do que anions ( Cl °, H, PO, e SO,?) abaixam o pH da rizosfera por deixar
um saldo positivo de H™ no solo ( MUNNNS & FRANCO, 1982). O molibidénio é o elemento
indispensavel na fixacdo biologica de nitrogénio, pois este micronutriente € um elemento chave
contido na nitrogenase, responsavel pela transferéncia final de elétrons da redutase da nitrogenase
( Fe - proteina) para o N, , com a sua reducdo a aménio. O molibidénio adsorve-se aos coloides
dos solos tropicais tornando-se pouco disponivel as plantas. A sua disponibilidade pode ser
aumentada com a calagem. O ferro e 0 magnésio também sdo importantes no funcionamento da

nitrogenase.



40MATERIAL E METODOS

4.1 Aquisicdo de material de plantas de diferentes gendtipos de dendezeiro e
pupunheras adultas na regi&o produtora de Una, no Estado da Bahia para determinagdo da
presenca de Bactérias Diazotr 6ficas e Fungos Micor rizicos Arbuscular es

A coleta de amostras de tecido de raizes, folhas e de frutos (endosperma da semente e
mesocarpo) para quantificacdo e isolamento de bactérias diazotroficas em plantacfes adultas de
Dendé (Elaeis guineensis Jaquim.) e de Pupunha (Bactris gasipaes H.B.K.), foi redizada na
Estacdo Experimenta da Ceplac (Comissdo Executiva para a Lavoura Cacaueira), “Lemos Maia’,
na cidade de Una-BA, regido tradicionalmente cultivada com estas palmeiras. Amostras estas, de
trés gendtipos de Dendé (Dura Comum, Dura Dupey e Tenera), e um gendtipo de Pupunha
(Alaranjada), sendo cinco amostras simples escolhidas ao acaso para formar cada amostra
composta. Sendo que de cada parte da planta de cada gendétipo amostrado se obteve uma amostra
composta.

As respectivas amostras foram devidamente lavadas em agua corrente (3 vezes) ;acool
50% (2 vezes) e dgua estéril (2 vezes), enxugadas, identificadas e devidamente acondicionadas em
embalagens plasticas, onde foram transportadas até o Rio de Janeiro, por via aérea. Estas foram
analisadas no laboratorio de Gramineas na Embrapa Agrobiologia, Seropédica RJ. De cada uma
das amostras foram retiradas aliquotas de 10 g que foram maceradas na proporcéo de 10 % (
peso / volume ) em solucéo salina. A partir desse extrato foram feitas diluigdes sucessivas até 10
® . Das diluicBes 10% 103 10* 10° e 10 ® foram retiradas aliquotas de 0,1 ml que foram
inoculadas em frascos contendo os meios semi solidos seletivos LGl (LIPMAN, 1904), JNFb

(BALDANI et a.,1992) e NFb (TARANDS, 1978). Este ensaio foi feito utilizando 3 repeticoes



para cada amostra da planta. O material foi incubado a 30°C , por 96 horas, quando foi feita a
avaliacdo do crescimento da pelicula caracteristica e quantificou-se a populacéo total de bactérias
diazotroficas com base na técnica do nimero mais provavel (NMP), e utilizando a tabela de Mac
Crady. Dos frascos onde foi verificado o crescimento bacteriano, o material foi sucessivamente
repicado para meio semi-solido especifico, riscado em placa com meio especifico, repicado para
0 semi-solido e riscado em placa com meio rico (meio batata) objetivando a obtencéo de culturas
puras. Com os isolados totalmente puros, procedeu-se a caracterizacéo de Azospirillum lipoferum;
Azospirillum brasilense e Azospirillum amazonense utilizando a metodologia descrita por
DOBEREINER et al., (1986 e 1987). As caracteristicas diferenciais entre as trés espécies foram
feitas tomando-se como base, o trabalho de BALDANI et al., (1986). A caracterizacéo de
Beijerinkia spp foi feita utilizando a metodologia descrita por BECKING et a., (1984). Para
caraterizacaéo de Herbaspirillum seropedicae utilizou-se a metodologia descrita por BALDANI et
a., (1986). Em seguida procedeu-se a avaliacdo do potencial de fixacdo de nitrogénio dos
isolados, através da atividade da nitrogenase (via reducdo de acetileno). Quando era evidenciado
um bom potencia de fixaco biol6gica de nitrogénio (entre 300 a500 nmol . h ™. frasco ), estes
isolados eram estocados em meio batata solido inclinado com 2 a 3 ml de 6leo mineral, para
posteriores testes com fonte de carbono, pH e montagem de laminas para caracterizacéo
morfoldgica das células. Quando o potencial de fixag&o de nitrogénio ndo era expresso, 0S MesMos
eram descartados. Esta metodologia utilizada, obedeceu aos principais requisitos basicos
relatados por DOBEREINER (1986) e DOBEREINER et al., (1995), para o isolamento de
bactérias diazotroficas.

Na hora da coleta de materiais para a contagem e isolamento de bactérias diazotrdficas,
procedeu-se também a coleta de raizes finas, (raizes menores que 1 mm de diametro), para

guantificacdo da colonizacdo micorrizica e de solo de rizosfera, para quantificacdo e avaliacdo da



ocorréncia das principais espécies de fungos micorrizicos arbusculares, além da coleta de solo
para fins de analise quimica. Para cada amostra de solo da rizosfera o contetido foi de 2 kg. A
unidade amostral por plantafoi coletada a uma profundidade de 10 cm e aumadistanciade 0,30 m
a 0,40 m do estipe (na projecéo da copa).

A extracdo de esporos foi feita utilizando as técnicas de peneiramento relatada por
GERDEMANN & NICOLSON, (1963) seguido de centrifugacdo com sacarose 45% (JENKINS,
1964). Os esporos extraidos foram devidamente desinfestados com hipoclorito de sddio a 0,5%
por seis minutos e estreptomicina a 100 mg . litro ™ por 15 min, lavados por trés vezes em égua
destilada e utilizados para isolamentos de bactérias. Grupos de 50 esporos desinfestados, intactos
e estourados e também ndo desinfestados, foram transferidos para meios semi-solidos seletivos
LGl (LIPMAN, 1904), JNFb (BALDANI et a., 1992); NFb (TARANDS1978) e JMV
(BALDANI,1996), com o objetivo de avaliar o crescimento de bactérias diazotréficas. As raizes
finas (raizes menores que 1 mm de diametro) foram clarificadas e coradas, seguindo-se a
metodologia de GRACE & STRIBLEY (1991), e a porcentagem do comprimento de raizes finas
colonizadas por FMA foi avaliada de acordo com a metodologia de intercessdo em placa, descrita
por GIOVANETTI & MOSSE (1980), adaptada a partir do método de medida de comprimento de
raizes de NEWMAN (1966). A identificacéo das espécies de fungos micorrizicos arbusculares foi
feita segundo a metodologia de SCHENCK & PEREZ (1987), mediante a preparacdo de laminas e
observacdes em microscopio.

O tempo de multiplicacdo dos esporos das espécies de fungos micorrizicos arbusculares
encontrados na rizosfera destas pameiras foi de 5 meses. A multiplicacéo foi realizada em vasos
com volume de 150 cn?, sendo utilizado como substrato a mistura 3:1 (v:v) de solo (Podzdlico
Vermelho-amarelo), areialavadae 0,2% de fosfato natural de Patos de Minas (24% de P,Os total

e 5% de P,Os soluvel em é&cido citrico 2%, indicacéo do fabricante). Em seguida a mistura foi



passada em peneira de malha com abertura de 6 mm, homogeneizada em betoneira e
posteriormente autoclavada durante dois tempos de 1 hora. A planta utilizada para a multiplicacéo
foi a Brachiaria decumbens. As sementes desta forrageira foram devidamente lavadas, com o
auxilio de uma peneira, utilizando agua corrente (3 vezes), hipoclorito de sodio 5% ( 1vez ) e &gua
estéril (2 vezes), até total remocéo de residuos de solo e impurezas que vinham junto com as
sementes desta forrageira, evitando assim posteriores contaminagoes.

A andlise quimica dos solos oriundos da rizosfera das plantagbes adultas de Dendé e
Pupunha na Bahia foi feita pelo laboratério de quimica do solo da Embrapa Agrobiologia, onde a
rotina era a seguinte: o pH (feito em &gua), determinacdo da acidez trocavel (Al) redlizada pelo
extrator KCI (Cloreto de potassio), determinacdo de (Ca + Mg) redizada através do extrator
EDTA, determinacdo do Ca trocavel redizada com o KCl (Cloreto de Potassio) via
espectrofotometria de absorcdo atdmica e o P (Fésforo) e o K (Potassio) determinados através da
solucdo extratora de Mehlich-1. A analise quimica do solo de rizosfera dos diferentes gendtipos,
mostrou os seguintes resultados : gleba com o gendtipo Dura o pH em agua foi = 5,2 ; Al = 1
mmol . kgdesolo™; Ca=30mmol .. kg desolo™®;: Mg=10mmol .. kgdesolo™ P=55mg.
kgdesolo™; K =62mg. kg de solo™. Nagleba do genétipo Tenerao pH em 4gua=4,6; Al = 1
mmol .. kg desolo™; Ca=29mmol ;. kg desolo™ Mg=5mmol..kgdesolo™ P=25mg
.kgdesolo® K =17 mg . kg de solo™ . Para a gleba com o genétipo Dupey o pH em &gua foi =
42:Al=5mmol .. kgdesolo™; P=36mg.kgdesolo™ K =33mg.kgdesolo™. Paraagleba
com o gendtipo Alaranjado (Pupunheira) o pH em 4gua foi = 4,4 ; Al = 0,6 mmol . . kg de solo
Ca=7mmol .. kgdesolo™ ; Mg=7mmol .. kgdesolo™; P=35mg.kgdesolo !, K=47
mg . kg desolo™.

4.2 Experimentos



4.2.1 ExperimentoN.° 1

Este ensaio foi conduzido em casa de vegetacdo da Embrapa Agrobiologia, (Centro
Nacional de Pesquisa em Agrobiologia) localizada na cidade de Seropédica, RJ. A Embrapa
Agrobiologia possui uma latitude de 22 graus, 46 minutos sul e longitude 43 graus, 41 minutos a
oeste de Greenwich, com altitude de 33 m, sendo o clima AW, classificado por Koppen.

O experimento foi realizado durante o periodo de 18 de Maio de 1995 a 18 de Fevereiro
de 1996. Utilizaram-se sementes pré germinadas em areia, sendo estas retiradas de pupunheiras
adultas. As sementes pré germinadas foram cedidas por um agricultor da cidade de Santa Maria
Madaena - RJ, sendo que o mesmo importa sementes da amazonia peruana, onde 95 % das plantas
n&o possuem espinhos no estipe (caule).

Antes da montagem do ensaio foi necessario reservar algumas plantulas para observacéo
da ocorréncia de bactérias diazotroficas (raiz e parte aéred), utilizando os meios LGI (LIPMAN,
1904), INFb (BALDANI et a., 1992); NFb (TARANDS1978) e JVMV (BALDANI,1996).
Operacéo esta de extrema importancia, pois evidenciou-se e quantificou-se a populacdo de
diazotroficas, preexistentes nas raizes e na parte aérea destas plantulas. N&o se utilizou plantulas
micropropagadas, porque no momento da instalacdo dos ensaios ndo havia disponibilidade
suficiente deste material vegetativo para o fornecimento nos principais Centros de Pesquisa que
trabalham com esta palmera, devido principamente a dificuldade de se encontrar uma
metodol ogia adequada para tal operacéo.

Apbs o término da observacdo da ocorréncia e quantificacdo de bactérias diazotroéficas nas
plantulas, foi dado prosseguimento a montagem do ensaio. Onde os tratamentos impostos
constavam de::

Tratamento 1; Testemunha



Tratamento 2: Plantulas fertilizadas com 14 mg de N a cada 25 dias (naformade (NH4),SO; .

Tratamento 3: Plantulas inoculadas com a mistura de trés isolados de bactérias diazotroficas,
oriundas de raizes de pupunheiras e de dendezeiro, sendo dois isolados de
Herbaspirillum spp (8 A e 7 C) e um de Azospirillum brasilense (23 B), sem a
inoculagéo do Glomus clarum (Nicolson & Schenck) .

Tratamento 4: Plantulas inoculadas com a mistura das estirpes padrbes 260 (Azospirillum
lipoferum), Z-67 (Herbaspirillum seropedicae) e M-130 (Burkholderia sp)
sem ainoculagdo do Glomus clarum.

Tratamento 5: : Plantulas inocul adas apenas com o Glomus clarum (30 esporos . plantula ™).

Tratamento 6. Tratamento 3 com a inoculaggo do fungo micorrizico arbuscular Glomus clarum
(30 esporos . plantula™).

Tratamento 7. Tratamento 4 com a inoculaggo do fungo micorrizico arbuscular Glomus clarum

(30 esporos . plantula™).

Tratamento 8: : Plantulas inoculadas com o fungo micorrizico arbuscular da espécie
Glomus clarum e fertilizadas com 14 mg de N a cada 25 dias, naformade (NH4
)2S0;.
Os 8 tratamentos foram distribuidos em delineamento experimental de blocos ao acaso com
10 repeticoes.
As plantulas foram distribuidas em recipientes de polietileno envolvidos com uma lamina
de papel aluminio, com a finalidade de evitar excessiva temperatura, sendo que cada um destes
recipientes portava um prato na sua base para assm evitar possiveis contaminagdes durante as

irrigacoes.



Cada recipiente de polietileno media 25 cm de atura por 15 cm de diametro, e tinha
capacidade para comportar 3 litros de substrato, onde a composicdo era a seguinte: 50% de
Horizonte B oriundo de Podzdlico Vermelho-amarelo; 40% de areia lavada, 10% fosfato natural
de Patos de Minas (24% P,Os total e 5% P,Os soluvel em &acido citrico 2% indicagcdo do
fabricante) e FTE-BR 12 (aindicacéo do fabricante mencionava a seguinte composicao: 9% de Zn;,
1,8% de B; 0,8% de Cu; 3% de Fe; 2% de Mn e 0,10% de Mo), sendo este dosado em 20 kg para
cada 2,0 x 10° kg da mistura. O substrato foi passado em peneira de malha com abertura de 6 mm,
homogeneizado em betoneira e em seguida fumigado 3 vezes (com interval os de uma semana), em
tanques de 1000 litros, onde utilizou-se como fumigante o brometo de metila, sendo este dosado
em funcdo da recomendacdo do fabricante. Depois da fumigacdo, esperou-se 10 dias para a
utilizacdo do mesmo. Antes do seu uso, procedeu-se a andlise quimica no laboratorio de quimica
do solo do Embrapa Agrobiologia, seguindo-se a rotina para todos os elementos ja citados
anteriormente, exceto o P (Fésforo), onde foi utilizado um extrator acalino, no caso, o bicarbonato
de sédio (Método descrito por OLSEN, 1954). Também foi analisado o N-total do solo seguindo
ametodologia de BREMNER, 1965. Os resultados foram o seguinte: o pH em &gua foi = 6,3 ; Al
=0 mmol . kg de substrato *; Ca = 26 mmol . . kg de substrato * ; Mg = 13 mmol . . kg de
substrato *; P = 4,35 mg . kgde substrato * ; K = 41 mg . kgde substrato * e N total = 60 mg . kg
de substrato ™.

O veiculo utilizado para a inoculacdo das bactérias diazotroficas foi a turfa estéril,
seguindo a metodologia adotada por ARAUJO (1981), na dosagem de 9,53 gramas . plantula ™,
sendo que cada grama continha aproximadamente 10°células das bactérias diazotréficas utilizadas
em cada tratamento. Antes da inoculagdo com o Glomus clarum foi necessario a desinfestacéo dos

esporos com hipoclorito de sddio 0,5% por 6 minutos e estreptomicina a 100 mg. litro ™ por 15



min, seguido de lavagem por trés vezes em agua destilada e esterilizada. Assim grupos de 50
esporos desinfestados intactos, estourados e ndo desinfestados foram transferidos para meios
meios semi-solidos seletivos LGI (LIPMAN, 1904), JNFb (BALDANI et a., 1992); NFb
(TARANDS, 1978) e JMV (BALDANI,1996), visando constatar a presenca de bactérias
diazotroficas. Nos tratamentos com o fungo micorrizico arbuscular procedeu-se a inoculagdo no
momento da distribuicdo das plantulas nos recipientes de polietileno, utilizando-se como inéculo
uma suspensio calibrada para aproximadamente 30 esporos de Glomus clarum . plantula ™,
tomando-se o cuidado de deixar para inocular por Ultimo os tratamentos que continham o fungo
micorrizico arbuscular, para evitar assim possiveis contaminacdes dos demais tratamentos ndo
micorrizados.

As plantulas eram irrigadas com agua deionizada de acordo com a necessidade constatada
(mantendo-se 70 % da capacidade de retencdo de umidade do substrato), sempre tomando-se 0
cuidado de manter a alternancia de umedecimento e secagem relatado por SIQUEIRA & FRANCO,
(1988), que tinha como finalidade propiciar uma germinacdo de esporos mais uniforme possivel.
4.2.2 Parametros Avaliadosdo experimento 1

Aos 90; 180 e 270 dias apbs a inoculacdo (DAI), mensurou-se o didmetro (com auxilio de
um paquimetro), medido a regido do colo e atura, medida do colo até a insercdo da folha mais
nova. O ensaio foi colhido com 270 dias apés a inoculacdo de bactérias diazotrdéficas e de fungos
micorrizicos arbusculares. No momento da colheita separou-se, aproximadamente 5 gramas de
parte aérea e raizes frescas respectivamente, de cada repeticdo por tratamento para assim
guantificar e reisolar as bactérias diazotroficas, seguindo a metodologia mencionada por
DOBEREINER et d., (1995) para plantas ndo leguminosas. Para cada planta colhida obteve-se a
area foliar através de leitura fotométrica em aparelho Li-3100 Area meter (Li-Cor, Inc.). Em

seguida procedeu-se a separacdo da parte aérea e das raizes, como também de 0,4 g de raizes



mais finas (raizes menores que 1 mm de didmetro) frescas e colocou-se em acool 50% para
posterior clarificacdo e obtencdo da colonizacdo micorrizica. As raizes e a parte aérea foram
colocadas para secar em estufa a 60°C com circulagdo de ar por 72 horas. Determinaram-se 0S
pesos de raizes e de parte aérea secas. Em seguida os materias das plantas foram moidos para
determinacdo de N-total, P-total e K total. O extrato para andlise de nutrientes no tecido foi obtido
segundo HUNTER (1975). O preparo das amostras para determinagdo do P total acumulado na
parte aérea e naraiz, foi realizado através de digestdo nitrico-perclérica. O contelido de P-total
nas amostras de parte aérea e raiz foram obtidos por colorimetria, através da formacdo do
complexo fosfato-molibidato em presenca de acido ascérbico (EMPRESA BRASILEIRA DE
PESQUISA AGROPECUARIA-EMBRAPA, 1979); aandise de N total acumulado (Parte aérea e
Raiz) e andlise de K total acumulado (parte aérea e raiz) foram feitas pelo método descrito pela,
EMBRAPA (1979).

As raizes finas (raizes menores que 1 mm de didmetro) foram clarificadas e coradas
obedecendo a metodologia de GRACE & STRIBLEY (1991). A porcentagem do comprimento de
raizes finas colonizadas por fungos micorrizicos arbusculares foi avaliada pelo método de
intercessdo em placa, descrito por GIOVANETTI & MOSSE (1980), adaptado a partir do método
de medida de comprimento de raizes de NEWMAN (1966). A quantificagdo do nimero de esporos
em cada vaso dos tratamentos que foram inoculados, ou ndo com o fungo micorrizico arbuscular
foi feito retirando 50 ml de solo apOs a separacdo das raizes e homogeneizacdo do solo
(GERDEMANN & NICOLSON, 1963) e centrifugacio em agua e sacarose 45% (JENKINS, 1964)
e observacdo sob microscopio estereoscopico. A quantificacdo de bactérias diazotroficas foi
avaliada em amostras das raizes e folhas lavadas e desinfestadas superficiamente (5 min em
cloramina T a 1%). Fragmentos macerados de ambos os tecidos das plantas (1g) foram col ocados

em tubos de ensaio contendo nove ml de trés quartos (%) dos sais do meio NFb (Solucéo saling),



formando adiluicdo 10 *. Em seguida iniciou-se uma diluicio seriada (102 103, 10* 10°, 10°
por grama de material fresco) que posteriormente inoculou-se em meios semi-solidos sem
nitrogénio LGI (LIPMAN, 1904), INFB (BALDANI et a., 1992); NFB (TARANDS,1978) e MV
(BALDANI,1996). O crescimento da pelicula caracteristica foi avaliada depois de 96 horas de
incubacdo dos frascos contendo os respectivos meios e indculos em ambiente sem luz e a uma
temperatura de 30°C. Através dos frascos com crescimento de pelicula caracteristica e com base
na tabela de Mac Crady se chegou a populagdo das bactérias diazotroficas contidas em cada
amostra (DOBEREINER, 1995). Ap6s a quantificacdo das bactérias diazotroficas, estas foram
purificadas, e posteriormente estocadas em meio batata sdlido inclinado contendo 2 a 3 ml de 6leo
mineral. A caracterizacdo de cada um destes reeisolados ndo foi readlizada em funcdo da
insuficiéncia de tempo paratal operacéo.

Todos os dados foram avaliados com base no teste de variancia (Anova 2) e no teste de
comparacdo de médias Tukey a nivel de 5 % de probabilidade. O programa estatistico utilizado

foi o MSTAT.

4.2.3 Experimento N.° 2

Este ensaio foi conduzido em casa de vegetacdo na Embrapa Agrobiologia, no periodo de
12 de Janeiro de 1996 a 12 de Outubro de 1996. Utilizaram-se sementes pré germinadas
(aproximadamente com 45 a 60 dias ap0s o inicio de germinacdo), retiradas de dendezeiros
adultos (Gendtipo Dupey), sendo estas acondicionadas em recipientes pléasticos, contendo
vermiculita umedecida e gentilmente fornecidas pela Estacdo Experimental “ Lemos Maia “ da
Ceplac (Comissdo Executiva para a Lavoura Cacaueira) na cidade de Una-BA, de onde foram
transportadas por via terrestre até o Rio de Janeiro. Antes da montagem do ensaio foi necessario

reservar algumas plantulas para observacao da ocorréncia de bactérias diazotroficas (raiz e parte



aéred), Uutilizando os meios LGl (LIPMAN, 1904), JNFb (BALDANI et a., 1992); NFb

(TARANDS,1978) e JMV (BALDANI,1996). Operacéo esta de extrema importancia, pois

evidenciou-se e quantificou-se a populacéo de diazotroficas, preexistentes nas raizes e na parte

aérea destas plantulas. Apds o término da observagédo da ocorréncia e quantificacdo de bactérias
diazotroficas das plantul as de dendezeiro, foi dado prosseguimento a montagem do ensaio, onde 0s
tratamentos impostos constavam de :

Tratamento 1: Testemunha

Tratamento 2 Plantulas fertilizadas com 14 mg de nitrogénio a cada 25 dias ( na forma de
(NH4)2S0,).

Tratamento 3 Plantulas inoculadas com uma mistura de 3 isolados de bactérias diazotroficas,
oriundos de raizes de pupunheiras e de dendezeiro, sendo 2 do género
Herbaspirillum (8 A e 7 C) e uma da espécie Azospirillum brasilense (23 B),
sem ainoculacdo dos fungos micorrizicos arbuscul ares.

Tratamento 4 Plantulas inoculadas com as estirpes padrbes de Azospirillum lipoferum (260),
Herbaspirillum seropedicae (Z-67), Burkholderia sp (M-130) e Azospirillum
lipoferum (BR-17), sem ainoculag&o dos fungos micorrizicos arbuscul ares.

Tratamento 5. Plantulas inoculadas com uma mistura de fungos micorrizicos arbusculares, sendo
100 esporos viaveis de Scutellospora heterograma (Nicol. & Gerdemann)
Walker & Sanders, 100 esporos de Scutellospora gregaria (Schenck & Nicol.)
Walker & Sanders e 100 esporos de Glomus clarum .

Tratamento 6: Tratamento 3 com a inoculacdo das mesmas espécies e mesma dosagem de fungos

micorrizicos arbuscul ares utilizados no tratamento 5



Tratamento 7: Tratamento 4 com a inoculacdo das mesmas espécies e mesma dosagem de fungos
micorrizicos arbuscul ares utilizados no tratamento 5

Tratamento 8 : Plantulas inoculadas com 100 esporos viaveis de cada espécie de fungos

micorrizicos arbusculares (Scutellospora heterograma, Scutellospora gregaria e Glomus

clarum) efertilizadas com 14 mg de N a cada 25 dias, naformade (NH4 ), SO,

Tratamento 9: Tratamentos 3 e 4 juntos com auséncia da inoculagcdo de fungos micorrizicos

arbuscul ares.

Os 9 tratamentos foram distribuidos em delineamento experimental blocos ao acaso com 12 repeticdes.

As plantulas de dendezeiro foram plantadas em recipientes de polietileno envolvidos com
uma lamina de papel aluminio, com a finalidade de evitar excessiva temperatura, sendo que cada
um destes recipientes portava um prato na sua base para assim evitar possiveis contaminagoes
durante as irrigacOes.

Cada recipiente de polietileno media 25 cm de altura por 15 cm ¢k didmetro, e tinham
capacidade para comportar 3 litros de substrato, onde a composicdo era a seguinte: 45% de
Horizonte B oriundo de Podzolico Vermelho-Amarelo; 45 % de areia lavada; 10 % de fosfato
natural de Patos de Minas (24% P-Os soluvel em écido citrico 2 % ;indicacdo do fabricante) e
FTE-Br 12 (aindicagéo do fabricante mencionava a seguinte composicao: 9% de Zn; 1,8% de B;
0,8% de Cu; 3% de Fe; 2% de Mn e 0,10% de Mo), sendo este dosado em 20 kg para cada 2,0 x
10° kg da mistura. Este substrato foi passado em peneira de malha com abertura de 6 mm,
posteriormente homogeneizado em betoneira e fumigado 3 vezes (com intervalos de uma semana),
em tanques de 1000 litros, onde utilizou-se o fumigante brometo de metila, sendo este dosado em
funcéo da recomendacéo do fabricante. Depois da fumigacéo, esperou-se 10 dias para a utilizacéo
do mesmo. Antes do seu uso, procedeu-se a andlise no laboratério de quimica do solo da Embrapa

Agrobiologia, seguindo-se a rotina para todos os elementos ja citados anteriormente, exceto o P



(Fésforo), onde foi utilizado um extrator alcalino, no caso, o bicarbonato de sodio (Método
descrito por OLSEN, 1954) devido ao mesmo ndo super estimar o conteldo de P no substrato.
Também foi analisado o N-Total do solo seguindo a metodologia de BREMNER (1965). Os
resultados foram os seguintes: o pH em 4gua foi = 6,1 ; Al = 0mmol .. kg de substrato *; Ca =
25mmol .. kgdesubstrato™; Mg =18 mmol . . kg de substrato ™ , P = 4,86 mg . kg de substrato ™
K =45mg. kg de substrato ™ e o N total = 61 mg . kg de substrato™.

A inoculacdo das bactérias diazotroficas foi efetuada utilizando-se uma  suspenséo
bacteriana que continha aproximadamente 10® células . ml de suspens3o ™ sendo que cada plantula
recebeu 2 ml deste in6culo contendo as respectivas bactérias utilizadas para cada tratamento em
guestdo, tomando-se o cuidado de evitar contaminagdes entre os tratamentos ndo inoculados com
estes microrganismos. A metodologia utilizada seguiu a mesma adotada por ARAUJO (1981).

Antes da inoculacdo com o Glomus clarum, Scutellospora gregaria e Scutellospora
heterograma foi necessaria a desinfestacdo dos esporos com hipoclorito de sodio 0,5 % por 6
minutos e estreptomicinaa 100 mg . litro ™ por 15 min, seguido de lavagem por trés vezes em agua
dedtilada e esterilizada. Assim grupos de 50 esporos desinfestados intactos, estourados e ndo
desinfestados foram transferidos para meios seletivos LGI (LIPMAN, 1904), INFb (BALDANI et
a., 1992); NFb (TARANDS,1978) e MMV (BALDANI,1996), visando constatar a presenca de
bactérias diazotroficas. Nos tratamentos com fungos micorrizicos arbusculares procedeu-se a
inoculacéo no momento da distribuicdo das plantulas de dendezeiro nos recipientes de polietileno
contendo o substrato mencionado, utilizando-se como indculo uma suspensdo de 100 esporos
devidamente calibrada com cada espécie de fungos micorrizicos arbusculares utilizadas no

ensaio.



As plantulas eram irrigadas com é&gua deionizada, mantendo-se sempre os 70% da
capacidade de retencéo de umidade do substrato.

4.2.4 Par ametr os avaliados do experimento 2.

A cada 90; 180 e 270 dias apOs a inoculacdo de bactérias diazotroficas e fungos
micorrizicos arbusculares, mensurou-se 0 didmetro (com auxilio de um paquimetro), medido a
regido do colo e atura, medida do colo até a inser¢éo da folha mais nova . Ao final de 270 dias
apos a inoculacdo (DAI) o ensaio foi colhido. No momento da colheita separou-se
aproximadamente 5 g de parte aérea e raizes frescas respectivamente de cada 3 repeticdes por
tratamento para assim quantificar e reisolar as bactérias diazotréficas, seguindo a metodologia
mencionada por DOBEREINER et al., (1995). Para cada planta colhida obteve-se a area foliar
através de leitura fotométrica em aparelho Li 3100 Area meter (Li-Cor, Inc.). Em seguida
procedeu-se a separacdo da parte aérea e das raizes, como também de 0,4 g de raizes mais finas
frescas, colocou-se em acool 50%, para posterior clarificacdo e coloragdo das mesmas com o
objetivo de determinacéo da colonizac&o micorrizica. As raizes e a parte aérea foram colocadas
para secar em estufa a 60° C com circulagéo de ar por 72 horas. Determinaram-se 0s pesos de
raizes e de parte afrea secas. Em seguida os materiais das plantas foram moidos para
determinacdo de N-total, P-total e K-total. O extrato para analise de nutrientes no tecido foi obtido
segundo HUNTER (1975). O preparo das amostras para a andlise do P-total acumulado na parte
aérea e naraiz, foi realizado através da digestdo nitro-perclorica. A determinacdo do P-total foi
efetuado por colorimetria, através da formacéo do complexo fosfato-molibidato em presenca de
acido ascorbico, seguindo a metodologia descrita pela EMBRAPA, (1979) e aandlise de N-total
e a andlise de K-total acumulados na parte aérea e raiz pelo método descrito pela também pela

EMBRAPA (1979).



As raizes finas (raizes menores que 1 mm de didmetro) foram clarificadas e coradas
seguindo a metodologia de GRACE & STIBLEY (1991). A porcentagem do comprimento de raizes
finas colonizadas por fungos micorrizicos arbusculares foi avaliada pelo método de intercessdo em
placa, descrito por GIOVANETTI & MOSSE (1980), adaptado a apartir do método de medida de
comprimento de raizes de NEWMAN (1966). A guantificacdo do nimero de esporos em cada vaso
dos tratamentos que foram inoculados com fungos micorrizicos arbusculares foi realizada retirando
50 ml de solo apds a separacdo das raizes e homogeneizacdo do solo (GERDEMANN &
NICOLSON, 1963) e centrifugacéo em agua e sacarose 45% (JENKINS, 1964) e observacédo sob
Mi croscopi o estereoscopio.

A quantificacdo de bactérias diazotroficas foi avaliada em amostras das raizes e tecido da
parte aérea lavadas e desinfestadas superficialmente (5 min em cloramina T a 1 %). Fragmentos
macerados de ambos os tecidos das plantas (1g) foram colocados em tubos de ensaio contendo
nove ml de trés quartos (3\4) dos sais do meio NFb (Solucéo salina), formando assim a diluicéo
10 %, Em seguida iniciou-se a diluicgo seriada (10™,10°,10%10°,10° . grama de material fresco ™
) e posteriormente inocul ou-se em melos semi-solidos sem nitrogénio LGI (LIPMAN, 1904), INFb
(BALDANI et a., 1992); NFb (TARANDS,1978) e IMV (BALDANI,1996). O crescimento da
pelicula caracteristica foi avaliada depois de 96 horas de incubacdo dos frascos contendo os
respectivos meios e indculos em ambiente sem luz e a uma temperatura de 30° C . Através dos
frascos com sinal positivo e com base natabela de Mac Crady se chegou a populacdo de bactérias
diazotroficas contidas em cada amostra (DOBEREINER et a., 1995). Apés a quantificagdo das
bactérias diazotrdéficas, estas foram purificadas, e posteriormente estocadas em meio batata solido
inclinado contendo 2 a3 ml de 6leo mineral.

A caracterizacdo de cada um destes reisolados ndo foram realizados em funcdo da

insuficiéncia de tempo paratal operacéo.



Todos os dados foram avaliados com base no teste de variancia (Anova 2 ) e no teste de
comparacdo de médias Tukey anivel de 5% de probabilidade. O programa estatistico utilizado foi

0 MSTAT.



5.0 RESULTADOSE DISCUSSOES DO EXPERIMENTO 1 (Mudas de Pupunheir a)
Para os parametros didmetro do colo e atura, medida do colo até ainsercéo da folha mais

nova, aos 90 dias apds a inoculacdo de bactérias diazotroficas e fungos micorrizicos arbuscul ares
(Figuras 1 e 2), foi verificado que entre as plantulas havia uma variagdo acentuada de
comportamento. Isto pode ser atribuido ao periodo inicial, que € marcado pela adaptacdo das
plantulas a0 substrato, como também pela pouca uniformidade destas e a dependéncia das
plantulas as reservas do endosperma da semente (todas as pléantulas ainda estavam ligadas ao
endosperma da semente). Estes fatores contribuiam para que os efeitos dos tratamentos ndo se
refletissem nesta fase. A testemunha, por exemplo, para o parametro atura com 90 DAI (dias apos
a inoculacdo de bactérias diazotréficas e fungos micorrizicos arbusculares), se comportava
estatisticamente superior a testemunha nitrogenada (T2), resultado este antagbnico, a0 que
normalmente é verificado com mudas de pupunheira, quando estas séo fertilizadas com N-mineral.
BOVI et d., (1987), relataram em trabalhos com mudas de Acaizeiro, que plantas desta palmeira
neste estdgio ndo se recomenda a utilizacdo de adubacdo nitrogenada, pois esta pratica causa
aumento acentuado de area foliar, tornando a planta mais vulneravel ao estresse hidrico, por
ocasi 8o do transplante para o campo. GOMES & ALVIM (1995), em trabalho sobre as exigéncias
nutricionais da pupunheira em estagio de mudas, verificaram que esta pameira foi bastante
exigente em nitrogénio, expressando um desenvolvimento bastante considerdvel em resposta a
fertilizac&o com este elemento.

Com relacdo a0 parametro diametro com 180 dias ap0s a inoculacdo de bactérias
diazotroficas e fungos micorrizicos arbusculares (Figura 3), foi verificado que ainda néo existiam
diferencas significativas entre os tratamentos impostos em relacdo a testemunha. Resultado este
diferente do observado por SUDO et a., (1996). Estes autores objetivando investigar o

comportamento de fungos micorrizicos arbusculares em mudas de pupunheira, constataram que a



inoculagdo dos fungos micorrizicos arbusculares proporcionaram um aumento de 22 % no
diédmetro, medido a aturado colo, em relacdo atestemunha.

O efeito da variabilidade entre as plantulas de pupunha, gradativamente comegava a ser
anulado com o decorrer do tempo. Para o parametro Altura com 180 dias apds inoculacéo (Figura
4), por exemplo, o tratamento 8 (N-minera + G.clarum) era estatisticamente superior aos demais
tratamentos. PAULA (1992), em trabalho com a inoculagcdo de bactérias diazotroficas associadas
ao Glomus clarum em mudas micropropagadas de batata doce, observou 0 mesmo comportamento.
O autor relatou que, quando as plantas recebiam o N-mineral associado a esta espécie de FMA,
este tratamento era 0 que se comportava melhor em relacéo aos demais. A adequada nutricdo deste
nutriente confere a planta uma sintese mais satisfatoria de carboidratos, proteinas, enzimas,
clorofila e uma taxa fotossintética mais eficiente (MALAVOLTA et al., 1989).

O tratamento N-mineral com auséncia do FMA, apesar de ser inferior estatisticamente ao
tratamento 8, apresentava-se superior a todos os demais tratamentos e a testemunha. O fato deste
ndo ser superior ao tratamento 8 (FMA + N-mineral), pode ser atribuido ao maior incremento no
crescimento também conferido pela presenca do FMA no tratamento nitrogenado micorrizado ja
mencionado anteriormente. ALLEN et al., (1981) e NELSON (1987), verificaram que os fungos
micorrizicos arbusculares intensificaram e incrementaram a nutricdo inorganica dos vegetais
micotroficos, além de propiciarem a estes uma maior taxa fotossintética e um maior incremento no
seu desenvolvimento. Os resultados continuavam sendo compativeis com o que foi mencionado
anteriormente quanto ao alto grau de resposta desta palmeira ao nitrogénio. O tratamento Glomus
clarum (T5), apesar de ser inferior aos tratamentos 2 (N-mineral) e 8 (FMA + N-minera),
apresentava-se estatisticamente superior aos demais tratamentos com excegdo do tratamento 6
(isolados de palmeiras + FMA), resultado este semelhante com o que foi relatado por SUDO et dl.,

(1996), onde a inoculagcdo com o fungos micorrizicos arbuscul ares proporcionou um incremento de



45 % em dtura em relacdo a testemunha ndo micorrizada. Este aumento em atura também foi
congtatado por SILVA et a., (1994), na qual a associacdo micorrizica em pamiteiro (Etuerpe
edulis), evidenciaram que o tratamento micorrizado com Glomus macrocarpum (Tulasne &
Tulasne) foi superior a testemunha ndo micorrizada e por BOVI et a ., (1994), em ensaios com
hibridos de palmiteiros (E. edulis x E. oleraceae ), inoculados com FMA, onde os autores
observaram que as mudas inoculadas com Glomus clarum e Acaulospora scrobiculata (Trappe)
foram superiores as inoculadas com o Glomus etunicatum (Becker & Gerdemann) e superiores a
testemunha ndo inoculada com FMA.

Quanto ao fato do tratamento micorrizado (T5) ndo se comportar estatisticamente superior
aos tratamentos 2 (N-mineral) e 8 (N-mineral com o FMA), isto evidencia que, quando se anula a
adubacao nitrogenada, as plantas ndo se desenvolvem como as plantas destes dois tratamentos (T2
e T8) e que apenas 0 Glomus clarum s ndo era capaz de produzir o mesmo efeito observado
nestes tratamentos. Isto demonstra mais uma vez, 0 que vem sendo constatado anteriormente com
outros parametros analisados, quanto a dependéncia desta palmeiraao N nafase de muda.

A respeito dos tratamentos que foram inoculados com ambos grupos de bactérias
diazotrdficas isolados de palmeira (T3) ou estirpe padrdes (T4) associados ou ndo ao Glomus
clarum, os resultados demonstraram que, quando o FMA era associado as bactérias diazotroficas,
o efeito positivo no crescimento das plantas era estatisticamente inferior ao quando esta espécie de
FMA era inoculado sem ambos os grupos de bactérias diazotréficas utilizados no ensaio.
Provavelmente deve ter existido agum efeito negativo quando ambos microrganismos eram
inoculados, refletindo em uma atenuagdo do efeito positivo no crescimento até entdo observado
guando o fungo micorrizico era inoculado sem as diazotroficas. Embora estes tratamentos tenham
sido inferiores ao tratamento N-mineral sozinho ou este com a presenca do Glomus clarum (T8),

ou a0 FMA sem o N-mineral (T5), todos eram estatisticamente superiores a testemunha (T1).



Efeito benéfico no desenvolvimento de plantulas micropropagadas de batata doce (PAULA, 1992),
e de plantulas micropropagadas de tomate por BAREA & MENGE (1978), foram obtidos através
dainteracéo de bactérias fixadoras de nitrogénio e FMA.

A respeito de efeitos positivos no desenvolvimento da planta, oriundos da inoculacéo de
bactérias diazotréficas, com a auséncia do FMA, em relacdo a testemunha. Isto foi atribuido por
alguns autores a liberacdo de substéncias promotoras de crescimento, como os fitohormonios
auxina, citocinina e giberelina (HADAS & OKON, 1987; FALLIK et a 1988 e FALIK et d.,
1989).

Quanto aos tratamentos que eram inoculados com as bactérias diazotroficas com ou sem o
FMA, ndo apresentarem 0 mesmo comportamento do tratamento 8 (FMA + N-minera) e do
tratamento 2 (N-mineral), converge para a hipotese de que ndo houve nitrogénio suficiente
proveniente da fixacdo biologica, para que o suprimento da necessidade deste elemento pelo
vegetal fosse devidamente realizado. Este fato pdde se comprovado pela coloracdo tipica “verde
paida’ observada nas mudas de pupunha neste periodo avaliado. TEIXEIRA et a., (1995 b) em
trabal hos sobre os principais sintomas de deficiéncia nutricional em mudas de agaizeiro (pameira,
onde também se extrai palmito), também constataram o0 mesmo sintoma. FERRI (1985), relatou que
sintomas de caréncia e de deficiéncia de nitrogénio manifesta-se em primeiro lugar, com um
amarelecimento ou clorose das folhas. Como sem nitrogénio, ndo ha proteina, as plantas
deficientes se desenvolvem menos que as plantas supridas adequadamente com esse elemento. No
entanto, ndo temos subsidios suficientes para maiores discussdes e esclarecimentos sobre este fato
observado, pois ndo utilizamos a metodologia do N, empregada por URQUIAGA et al., (1994).
Estes demonstraram que € possivel mensurar a fixacao bioldgica de nitrogénio em pastagens de
Desmodium ovalifolim e Brachiaria humidicula. Os autores constataram que, no periodo de 60

dias apds a inoculagéo de bactérias fixadoras de nitrogénio, as mesmas contribuiram com cerca de



40 % do valor de nitrogénio incorporado ao vegetal. BODDEY & VIA (1986), utilizando a mesma
metodologia empregada por URQUIAGA et al., (1994) verificaram que cerca de 20-40% do N-
total incorporado em agumas espécies de Brachiaria spp e de Panicum maximum eram
provenientes da FBN (fixacdo biologica de nitrogénio) e de até 60% na cana-de-acUcar
(MIRANDA & BODDEY,1987).

Nas figuras 3 (diametro, medido a regido do colo com 180 DAI) e 4 (altura do colo até a
insercéo da folha mais nova 180 DAI), observa-se que as plantulas, comegavam a refletir mais os
efeitos dos tratamentos impostos. Isto pode ser atribuido a fatores como a pouca uniformidade
destas, e pelo fato das plantulas desta pameira em estagio inicial de germinacdo (cercade 90 a
120 dias apbs a emisséo da radicula), apresentarem uma dependéncia elevada do endosperma da
semente. Endosperma este que apresenta uma elevada reserva de nutrientes que sustenta a plantula
durante um determinado periodo de tempo. PASSOS (1987), observou também a influéncia da
elevada reserva do endosperma em mudas de Coco (Cocos nucifera L.) sobre o desenvolvimento
e ainfluéncia deste fato no momento de avaliar o estado nutricional destas mudas tanto a nivel de
campo, como a nivel de viveiro. Outro fator que também pode ter contribuido para este fato, pode
esta relacionado com a aclimatacéo inicial das plantulas ao substrato.

Estes fatores mencionados anteriormente gradativamente eram anulados com o passar do
tempo de inoculacdo. BOVI et al., (1987), relataram que a germinacdo das sementes de palmeiras
em condi¢des naturais, € lenta e desuniforme refletindo assim posteriormente no desenvolvimento
das plantulas durante a fase de viveiro. Os autores também evidenciaram que um dos principais
entraves ao estabelecimento racional da cultura da Pupunha e do Acaizeiro € o crescimento inicial
bastante lento e a consideravel mortalidade de mudas, tanto em viveiro como no campo, sendo que
experimentos, considerando desde a emergéncia até o quarto ano de cultivo, as perdas chegam a

ser superiores a40 %.



Para o parametro diametro com 270 dias apés inoculacdo (Figura 5) os resultados mostram
também que o efeito da desuniformidade entre as plantas era anulado com o tempo e assm o0s
dados refletiam valores mais condizentes com os tratamentos impostos. Observa-se que o
tratamento N-mineral (T2) e o tratamento FMA + N-minera (T8) ndo diferenciavam
estatisticamente entre s, e que 0 tratamento 8 era superior aos demais tratamentos impostos
(incluindo a testemunha). Entre os tratamentos 3 (isolados de palmeiras), 4 (estirpes padrdes), 5
(FMA), 6 (isolados de palmeiras + FMA) e 7 (estirpes padres + FMA) ndo havia diferenca
significativa.

Um fato importante observado para este parametro, foi os tratamentos 7 (estirpe padréo +
FMA) , 6 (isolados de palmeira+ FMA) e 3 (isolados de palmeiras), ndo expressarem diferencas
significativas em relacdo ao tratamento 2 (N-mineral), conseguindo desta forma apresentar um
efeito positivo no desenvolvimento das plantas semelhante a quando estas recebiam a fertilizacéo
nitrogenada. BALI & MURKERJ, (1991), em trabalho com Juta (Corchourus olius), relataram
gue quando inoculou-se Glomus macrocarpum (Tulasne & Tulasne) e o Azospirillum brasilense
(estirpe Cd), as plantas evidenciavam um maior incremento de didmetro de colo em relacéo a
testemunha n&o inoculada. Quanto a inoculacdo individualmente de Glomus clarum (T5), conferir
as plantas este efeito positivo SUDO et d., (1996), também evidenciaram o0 mesmo comportamento
em mudas de pupunheira inoculadas com FMA. CHU (1989 b), em trabalho com a inoculacéo de
FMA em mudas de dendezeiro observou incremento de 32 % em didmetro do colo, quando se
inoculou fungos micorrizicos arbusculares em relacéo a testemunha ndo inocul ada.

Quanto ao fato das bactérias diazotroficas isoladas das proprias palmeiras com auséncia da
inoculacdo do FMA (T3), propiciarem um incremento no diametro, este resultado é compativel
com o que é relatado por DOBEREINER & BALDANI (1982); RYNDERS & VLASSAK (1982) e

por BODDEY et a., (1986). Estes relataram que os melhores resultados obtidos quanto ao



desenvolvimento de plantulas inoculadas com bactérias diazotroéficas, sdo atribuidas as bactérias
diazotroficas oriundas da propria espécie vegetal em questéo.

Para o parametro altura com 270 dias ap0s a inoculagéo de bactérias diazotroficas e fungos
micorrizicos arbusculares (Figura 6), os resultados demonstraram que os tratamento micorrizado
nitrogenado (T8) e o tratamento nitrogenado com a auséncia do FMA (T2), eram estati sticamente
superiores a todos os demais tratamentos impostos (incluindo a testemunha), o que novamente
evidencia a elevada resposta desta palmeira ao nitrogénio em estagio de mudas. Quanto aos
demais tratamentos, estes ndo apresentavam diferencas estatisticas entre s como também em
relacdo atestemunha. Mesmo ndo sendo significativas essas diferencas, observa-se que em relacéo
a testemunha, a atura elevou-se 26,15 % no tratamento isolados de palmeiras com auséncia do
FMA; 49,04 % no tratamento estirpes padrdes ; 49,19 % no tratamento isolados de palmeiras com
o fungo micorrizico; 50,83% no tratamento com as estirpes padrdes associadas ao fungo
micorrizico arbuscular e de 65,13 % no tratamento que foi inoculado apenas com Glomus clarum
sendo que essas diferencas sO seriam significativas a nivel de 10 % PAULA (1992), evidenciou
gue, quando havia a inoculagdo do Glomus clarum associado ao N-mineral em batata doce, este
tratamento se comportava estatisticamente superior a testemunha e aos tratamentos que eram
inoculados com as bactérias diazotréficas com ou sem a presenca do fungo micorrizico arbuscular,
como também superior ao tratamento que tinha o fungo micorrizico arbuscular sozinho. O que
difere dos resultados obtidos por este autor em relacdo ao que foi observado neste experimento
com pupunheira é o fato deste constatar que em plantas micropropagadas de batata doce ao invés
do tratamento nitrogenado com auséncia do Glomus clarum se comportar estatisticamente similar
a0 tratamento nitrogenado + o Glomus clarum, como foi observado com a pupunheira, 0 mesmo se

comportava inferior estatisticamente a este.



Quanto ao tratamento que tinha o N-mineral (Tratamento 2), conseguir um ganho
estatisticamente superior a testemunha, isto € compativel com 0 que € mencionado por
MALAVOLTA et d., (1989), no qua a adequada nutricdo deste elemento confere a planta uma
sintese mais satisfatOria de carboidratos, proteinas, enzimas, clorofila e uma taxa fotossintética
mais eficiente, refletindo assim no adequado desenvolvimento da planta.

No gera as plantas de todos os tratamentos, incluindo a testemunha tiveram em média, um
desenvolvimento maior entre o periodo compreendido entre 180 e 270 DAI , sendo a variacéo
positiva observada de 108,22 % em diametro do colo e 77 % em atura. Em relacdo ao periodo
inicial compreendido entre 90 DAI e 180 DAI observou-se um ganho no desenvolvimento de 59,51
% em diametro e 76,89 % em altura, resultados estes um pouco diferentes dos encontrados por
TEIXEIRA et a., (1995 a). Estes constataram que as mudas de pupunheira apresentaram um maior
desenvolvimento quando estas tinham entre 60 e 90 dias e entre 180 dias e 210 dias apds o inicio
do ensaio.

Para o parametro area foliar 270 dias ap0s a inoculacdo de bactérias diazotrdéficas e fungos
micorrizicos arbusculares (Figura 7), foi verificado que os tratamentos N-mineral (T2) e o
tratamento FMA + N-minera (T8), mostraram um comportamento bastante satisfatorio. Os mesmos
proporcionaram uma area foliar estatisticamente superior aos demais tratamentos. Estes resultados
continuavam comprovando, que a palmeira em estudo expressa uma el evada resposta a adubacéo
nitrogenada, nesta fase da sua fenologia. Em geral o maior incremento da area foliar e maior
permanéncia de suas atividades sdo obtidas com suprimento adequado deste elemento (MURATA,
1969 ; WATSON et d., 1958 e MURATA & MATSUSHIMA, 1975).

Foi observado também que o tratamento que tinha apenas 0 Glomus clarum. Apesar deste ser
estatisticamente inferior aos tratamentos 8 (N-mineral + FMA) e ao tratamento 2 (N-mineral) e de

apresentar um comportamento estatisticamente semelhante aos tratamentos que eram inoculadas



com as estirpes padrfes associadas ou hdo ao FMA, ou os tratamentos que eram inoculados com
os isolados de palmeiras associados ou ndo com o FMA; 0 mesmo apresentava um comportamento
estatisticamente superior a testemunha ndo inoculada (incremento de 179,51 %), resultado este que
€ semelhante com o que foi observado por SUDO et a., (1996), em trabaho com mudas de
pupunheira inoculadas com FMA, onde as plantas inoculadas com este microrganismo
apresentavam um ganho de éreafoliar de 180 % em relagdo a testemunha néo inoculada. ARAUJO
(1996), objetivando investigar o comportamento de fungos micorrizicos arbusculares em
tomateiro, verificou também um incremento estatisticamente superior da areafoliar desta olericola,
nas plantas micorrizadas em relagdo as ndo micorrizadas.

Quanto aos tratamentos que tinham as bactérias diazotréficas (estirpes padrdes ou isolados
de pameiras), inoculadas individualmente ou acompanhadas com o FMA n&o apresentarem um
comportamento estatisticamente superior a testemunha, isto pode esta relacionado com o fato da
planta ndo apresentar quantidades suficientes de nitrogénio, oriundas da fixagdo bioldgica do
nitrogénio para suprir a necessidade das plantas, trazendo por conseqiéncia uma reducéo na
producdo da area foliar, como também ao fato desta palmeira apresentar elevada resposta ao
nitrogénio nesta fase de sua fenologia.

Os tratamentos que eram inoculados com as bactérias diazotréficas, associadas ou com o
FMA, ndo diferenciavam estatisticamente entre s, e em relacdo ao tratamento que era apenas
inoculado com o Glomus clarum. Isto evidencia, que a associagdo do FMA com as bactérias
diazotroficas ndo influenciou em ganho ou perda de érea foliar em relacéo a testemunha. Porém
guando o Glomus clarum era inoculado sozinho (apesar de ndo diferir estatisticamente dos
tratamentos 3, 4, 6 e 7), este conseguia ser superior estatisticamente a testemunha.

Para 0 parametro peso das raizes secas de mudas de pupunheira apés 270 dias, de

inoculac&o com bactérias diazotroficas e FMA (Figura 8), foi verificado que os tratamentos 2 (N-



mineral), 8 (FMA + N-minera) e o tratamento 5 (FMA) eram estatisticamente superiores a
testemunha e que entre estes ndo havia diferencas significativas.

Quanto aos tratamentos que tinham o Glomus clarum sozinho ou este associado ao N-mineral
(T 5eT 8), apresentarem um maior incremento de peso de raizes secas em relacdo a testemunha,
este resultado é compativel com o que foi relatado por SILVEIRA (1992). A autora evidenciou que
os fungos micorrizicos arbusculares proporcionam ao vegetal um aumento consideréavel na
fitomassa, fato este também constatado por CHU (1989 a e 1989 b) e por COOPER (1984) em
mudas de dendezeiro, BOVI et al., (1987) e por SILVA et a., (1994) em mudas de Acaizeiro,
como também por SUDO et d., (1996) em mudas de pupunheira. Foi observado também que o
tratamento micorrizado e nitrogenado, era o Unico tratamento que apresentava superioridade
estatistica aos tratamentos que eram inoculados com as bactérias (estirpes padrdes ou isolados de
pameiras), com ou sem o Glomus clarum. Isto vem se repetindo com freqiéncia também nos
parametros discutidos anteriormente, sendo também compativel com o que foi relatado por
PAULA (1992). Este autor observou que a interagcdo do Glomus clarum com o N-mineral na
dosagem de 20 como de 60 ug . g * de N, conseguia expressar um incremento no peso das raizes
secas superior estatisticamente a testemunha.

Todos os tratamentos onde eram inoculados conjuntamente bactérias diazotréficas e o fungo
micorrizico arbuscular, ndo diferenciaram estatisticamente da testemunha (T1) e do tratamento N-
mineral (T2) ou do Glomus clarum sozinho (T5). Fato este diferente do que foi observado por
KRISHNAN & KALAVAT (1996), onde a combinacdo de FMA + Azospirillum spp, em mudas de
Azadiractha indica, proporcionou um aumento estatisticamente significativo no peso de raizes
secas em relacdo a testemunha; como também diferente dos resultados obtidos por SCHONBECK
(1995), onde o fungo micorrizico Glomus clarum inoculado conjuntamente com Acetobacter spp

em raizes de cana-de-acUcar, proporcionou um aumento estati sticamente superior no peso de raizes



secas das plantas em relagdo aos tratamentos onde estes microrgani Smos eram inocul ados sozinhos
como também superiores a testemunha.

A respeito dos tratamentos que tinham apenas as bactérias diazotroficas, foi verificado que
ndo havia diferencas significativas entre estes tratamentos (T3 e T4) e atestemunha. Este resultado
observado é diferente do que foi relatado por PISHCHIK et al., (1996), onde os autores
constataram que a inoculagdo de Klebsiella sp em 3 cultivares de batata inglesa aumentou o
rendimento de tubérculos; por CARLETTI et &, (1996), onde foi observado um aumento de 58%
Nno peso de raizes secas de macieira, inoculadas com Azospirillum brasilense, como também por
KENNEDY (1993), onde bactérias diazotroficas da espécie Azospirillum brasilense promoveram
um incremento no peso de raizes secas de trigo superior estatisticamente a testemunha néo
inoculada

HADAS & OKON (1987); FALLIK et al., (1988) e FALIK et al., (1989), salientaram que os
efeitos positivos no incremento de peso de raizes secas, proporcionado por bactérias diazotréficas
pode ser atribuido as substancias produzidas pelas proprias diazotroficas, que pela diversidade de
compostos produzidos nesta parte da planta exercem, um efeito tanto nutriciona como nao
nutricional. Quanto ao fato das bactérias diazotroficas inoculadas sozinhas ou com o Glomus
clarum ndo apresentarem um acumulo no peso de raizes secas superior a testemunha converge para
a hipotese de que ndo houve nitrogénio suficiente proveniente da fixacdo biologica, para que o
suprimento da necessidade deste elemento pelo vegetal fosse devidamente realizado, n&o
propiciando desta maneira um maior acimulo de matéria seca nas raizes em relacéo a testemunha.
Sem nitrogénio, a planta ndo consegue produzir de maneira adequada proteinas, que so utilizadas
no metabolismo vegetal, assim tem-se por consequiéncia plantas deficientes e que se desenvolvem

menos que as plantas supridas adequadamente com esse elemento.



Com relacdo aos tratamentos 7 (estirpe padrdes de diazotroficas, inoculadas conjuntamente
com o FMA), 6 (isolados de palmeiras inoculados conjuntamente com FMA) e ao tratamento 4
(estirpe padrdes de diazotroficas), apresentarem uma acumulacdo de peso de raizes secas
estatisticamente semelhante ao tratamento nitrogenado, isto pode ser explicado pelo fato destas
plantas estarem em condi¢cdes de deficiéncia de nitrogénio. Assm as mesmas apresentam uma
maior tendéncia de translocarem mais fotossintatos para as raizes, com o objetivo de aumentar a
densidade radicular e possibilitar maior extragdo de nutrientes, 0 que sugere um possivel
mecanismo de adaptacao ao estresse nutricional. FREDEEN et al., (1989), e FERNANDES et 4.,
(1980), observaram comportamento semel hante em soja e milho respectivamente.

Com relacdo ao parametro peso de parte aérea seca de mudas de pupunheira 270 dias apos a
inoculacéo de bactérias diazotroficas e fungos micorrizicos arbusculares (Figura 9), foi verificado
gue o tratamento micorrizado nitrogenado (T8) era estatisticamente superior aos demais
tratamentos impostos, exceto apenas ao tratamento nitrogenado (T2), onde o mesmo tinha um
comportamento estatisticamente igual. Com relacéo ao tratamento onde as plantas eram fertilizadas
com nitrogénio (T2 e T8) conferir um maior incremento de peso da parte agrea seca as mudas de
pameiras, resultado semelhante foi também obtidos por CANTARELLA et al., (1995), por
TEIXEIRA et al., (1995 a), como também por RODRIGUES et a., (1993). Nota-se também que,
guando as plantas eram apenas fertilizadas com o N-mineral com auséncia do Glomus clarum, este
tratamento apresentava um comportamento estatisticamente semel hante aos tratamentos 4, 5, 6 e a0
tratamento 7, 0 que ndo acontecia com o tratamento micorrizado nitrogenado. Foi observado que o
tratamento Glomus clarum (T5), apresentava um incremento de peso de parte aérea seca
estatisticamente similar ao tratamento nitrogenado (T2) e era estatisticamente superior a

testemunha (T1).



Quanto aos tratamentos que eram inoculados com fungos micorrizicos arbusculares
apresentarem superioridade estatistica em incremento de peso de parte aérea seca, resultado
semehante também foi relatado por MATOS & SILVA (1996). Estas autoras constataram em
plantas micropropagadas de abacaxi inoculadas individualmente com Glomus clarum, Gigaspora
margarita (Becker & Hall) e Acaulospora sp, que as plantas micorrizadas eram estati sticamente
superiores as ndo micorrizadas. SUDO et a (1996), observaram em mudas de pupunheira 0 mesmo
comportamento, onde as mudas desta pameira que eram inoculadas com FMA, apresentavam um
incremento de 140 % no peso de parte aérea seca, em relacdo a ndo inoculada. BOVI et d.,
(1987), objetivando investigar o comportamento de mudas de Acaizeiro inoculado com fungos
micorrizicos arbusculares também observaram um incremento de peso da parte aérea seca em
relacdo ao tratamento ndo inoculado, como também por CHU & BOTELHO (1991), em mudas de
dendezeiro, onde as plantas que eram inoculadas com o FMA apresentavam um peso de parte
aérea seca superior ao tratamento ndo inocul ado.

Merece também destaque neste parametro o tratamento 7 (estirpes padrées + o Glomus
clarum), que apresentou um comportamento estati sticamente superior ao tratamento ndo inoculado
(testemunha), o que é compativel com os resultados obtidos por PAULA (1992), onde o autor
verificou que através da inoculagdo de Glomus clarum + Acetobacter diazotrophicus ou de
Glomus clarum + a mistura de Klebsiella sp + Acetobacter diazotrophicus, as plantas de batata
doce inoculadas se apresentavam estatisticamente superiores ao tratamento ndo inoculado, como
também com os resultados obtidos por BALOTA (1994), em mandioca, onde as bactérias
diazotréficas quando associadas ao Glomus clarum apresentavam um  comportamento
estatisticamente superior a testemunha e por SHONBECK (1995), em cana de agUcar, onde o
mesmo evidenciou que quando se inoculava o Glomus clarum conjuntamente com o Acetobacter

spp, houve também um incremento do peso de parte aérea seca em relacdo aos tratamentos onde



estes microrganismos eram inoculados individualmente e também em relagdo a testemunha; e por
KRISHNAN & KALAVATI (1996), onde os autores salientaram em trabalhos sobre a influéncia
da combinacdo de Azospirillum spp e fungos micorrizicos arbusculares que esta interacéo
promoveu um incremento tanto no peso de raizes secas como também no peso de parte aérea seca.

Quanto ao fato dos tratamentos estirpes padroes + Glomus clarum (T7), Isolados de
Palmeiras + Glomus clarum (T6) e as Estirpes Padrées com auséncia do Glomus clarum (T4),
apresentarem 0 peso de parte aérea seca estatisticamente similar ao tratamento nitrogenado, isto
também foi relatado por PAULA (1992). Este observou que, quando inoculava-se 0 Acetobacter
diazotrophicus com auséncia do FMA ou o Acetobacter diazotrophicus associado a Klebsiella
p, estes tratamentos apresentavam um comportamento estatisticamente similar ao tratamento
nitrogenado.

Quanto aos tratamentos 4, 5 6 e 7 se apresentarem semelhantes estatisticamente ao
tratamento N-mineral (T2), e estes ndo apresentarem um incremento de nitrogénio da parte agrea
(como era de se esperar), semelhante resultado foi obtidos por BAREA et a., (1982);
KAPULNIK et d., (1985) e por PACOVSKY (1989 a). Estes constataram aumentos no peso da
planta (raiz + parte aérea) seca, porém sem incremento de nitrogénio através da dupla inoculacéo
de bactérias diazotroficas e fungos micorrizicos arbusculares. Isto pode ser explicado pela
liberagdo de substéncias promotoras de crescimento como fitohormonios (auxina; giberelina e
citocining) pelas bactérias diazotroficas como também ha evidéncias que os FMA podem também
liberar fitohorménios para o vegetal como foi observado por ALLEN (1985). Aliado a este fator
mencionado por estes autores, é importante salientar que tanto o tratamento 7 (estirpes padrdes +
FMA), como também o tratamento 6, continham o Glomus clarum, o que também mostra que o

incremento de fitomassa nesta parte da planta pode estar relacionado com a presenca destes



microrganismos neste tratamento. A importancia da presenca do fungo micorrizico arbuscular para
o incremento do peso de parte aérea secajafoi anteriormente discutida.

O Unico tratamento que era inoculado com bactérias diazotroficas e que ndo apresentou 0
mesmo comportamento apresentado pelos tratamentos 4 (estirpes padrdes), 6 (isolados de
pameiras + FMA) e as estirpes padroes + FMA, (todos eram similares ao N-mineral), foi o que
era inoculado apenas com os isolados de palmeiras com auséncia do Glomus clarum. Este se
comportava edtatisticamente similar ao tratamento ndo inoculado (testemunha) e era inferior
estatisticamente ao N-mineral.

Para o parametro conteldo de Nitrogénio-total acumulado nas raizes apds 270 dias de
inoculagdo com bactérias diazotroficas e fungos micorrizicos arbusculares (Figura 10), verificou-
se que a testemunha nitrogenada micorrizada (T8) e a testemunha nitrogenada (T2) conseguiram
acumular quantidades estatisticamente superiores de nitrogénio nas raizes em relacdo aos demais
tratamentos impostos No ensaio, 0 que evidencia novamente a el evada resposta desta palmeira a
adubacdo nitrogenada. Resultado este semelhante com o que foi encontrado por GOMES &
ALVIM (1994), em mudas de pupunheirae por TEIXEIRA et d., (1995 b), en mudas da palmeira
Acaizeiro.

Quanto a nenhum tratamento inoculado com bactérias diazotroficas conseguirem acumular
nitrogénio em quantidades estatisticamente superiores em relacdo a testemunha, isto pode esta
relacionado com os resultados obtidos por BALOTA (1994). O autor evidenciou que, quando
inoculou-se conjuntamente bactérias diazotroficas e FMA a introducdo das diazotroficas
proporcionou as espécies de FMA, comportamentos diferenciados, sendo que, para algumas
espécies deste fungo, o efeito era positivo sendo superior a testemunha ndo inoculada e para outras

especies de FMA o efeito foi igua ou inferior a testemunha ndo inoculada. 1sto evidencia que tanto



0 gendtipo de FMA utilizado, como o genGtipo das bactérias diazotroficas pode influenciar a
expressao da resposta da planta a inocul agéo.

No caso especifico deste experimento com a pupunheira, a interacdo de ambos os
microrganismos parece ndo ter sido positiva para este pardmetro agui  mencionado.
BALANDREAU (1996), enfocou que durante a fase de maior crescimento da planta, a mesma
exsuda de 10 a 15 % dos seus fotossintatos para a rizosfera, energia esta que pode ser muito bem
utilizada pelas bactérias fixadoras de nitrogénio que estdo nesta area da planta. Assume-se entéo
gue, a atividade da nitrogenase nestas bactérias esta diretamente influenciada pela fotossintese e
pela variabilidade de fatores como é&rea foliar, concentracdo de gas carbonico, luminosidade,
temperatura e eficiéncia no fechamento e abertura de estdbmatos da planta. Existem relatos em que o
FMA poderia estar envolvido na absorcdo de nitrogénio. AMES et a., (1983), por exemplo,
demonstraram que 30 dias depois da adicio de amdnio ou residuos de sorgo marcados com N |
25 e 51% do N* aplicado, respectivamente, foram recuperados por plantas, micorrizadas.
Enquanto que nas plantas ndo inoculadas, os autores observaram que apenas 6,4 e 2,6 % do N®
aplicado foram recuperados respectivamente. No caso especifico deste ensaio com a pupunheira,
apesar de ndo ter sido utilizado a metodologia do N, os resultados demonstraram que quando o
FMA era inoculado sozinho (sem bactérias diazotréficas ou sem o N-mineral), 0 mesmo ndo
apresentava uma quantidade de nitrogénio estatisticamente diferente da testemunha ndo inoculada
e em relacdo aos demais tratamentos impostos (exceto 0 T2 e o T8).

Para o parametro conteiido de Nitrogénio total acumulado na parte aérea apos 270 dias de
inoculacéo com fungo micorrizico arbuscular e bactérias diazotréficas (Figura 11), foi constatado
0 mesmo comportamento evidenciado pel os tratamentos no parametro contelido total de Nitrogénio
nas raizes (Figura 10). O tratamento nitrogenado micorrizado (T8) e o tratamento nitrogenado (T2),

conseguiam acumular nitrogénio em quantidades estatisticamente superiores aos demais



tratamentos impostos. Entre os demais tratamentos ndo havia diferencas estatisticas, sendo estes
estatisticamente iguais a testemunha.

Para 0 parametro Fosforo total incorporado nas raizes de mudas de pupunheira apés 270 dias
de inoculagdo com bactérias diazotréficas e fungos micorrizicos arbusculares (Figura 12), foi
verificado que o tratamento micorrizado nitrogenado (T8) e o tratamento nitrogenado (T2)
apresentavam um comportamento estatisticamente iguais. Estes diferenciavam estatisticamente dos
demais tratamentos impostos, incluindo atestemunha.

Entre os tratamentos que ndo eram fertilizadoscom o N-mineral (T 3; T4;T5,T6; T 7ea
testemunha), ndo existiam diferencas edtatisticas, o que evidencia que, quando se supria
adequadamente esta palmeira com o nitrogénio, a mesma também expressava um acumulo maior
de fosforo nas raizes em relacdo as plantas que ndo eram fertilizadas com o N-mineral. Resultado
este que é compativel com o que foi salientado por ENGELSTAD & ALLEN (1971), onde o peso
de raizes secas, como também o conteido de fésforo total incorporado nesta parte da planta foi
mais incrementado, quando se aplicou nitrogénio na forma de amonio, em relacdo a quando se
aplicou nitrato.

Quanto ao fato das bactérias diazotroficas (estirpes padrbes ou isolados de palmeiras), ndo
conseguirem proporcionar efeitos estati sticamente superiores de P nesta parte da planta em relacéo
a testemunha resultado semelhante também foi obtido por BALOTA (1994), onde 0 mesmo
constatou que, quando a espécie de Azospirillum lipoferum; Burkholderia sp ou Klebsiella sp
eram inoculadas individualmente estas bactérias proporcionaram um contelido de fésforo nas
raizes em quantidades estatisticamente similares a0 encontrado na testemunha. Resultados
semehantes a este também foram mencionados por HOWELLER et a., (1982) e por PAULA

(1992).



Os maiores contelidos de fésforo nas raizes e na parte aérea, além do maior desenvolvimento
das plantas, evidenciam a maior capacidade destas em absorver o fosforo. O aumento na
capacidade das plantas em absorver o fosforo nesta parte da planta é atribuido ao fato da presenca
do FMA. Este microrganismo desenvolve grande quantidade de hifas extra radiculares que
funcionam como extensbes do sistema radicular, aumentando assim, a area de exploracéo das
raizes no solo. Além disso estas hifas absorvem o fésforo aém da zona de deplecdo ao redor das
raizes, criada devido a baixa mobilidade deste nutriente. Tem sido salientado que 1 cm deraiz sem
colonizagdo de fungos micorrizicos arbusculares pode explorar até 2 cnt de solo, mas que com
raizes que apresentam-se colonizadas com fungos micorrizicos arbusculares o volume explorado
pode chegar até 200 cnt (SIEVERDING, 1989). No caso especifico da pupunheira os tratamentos
gue foram inoculados com o fungo micorrizico arbuscular com ou sem os grupos de bactérias
diazotroficas, mas que ndo eram fertilizados com o N-minera (T5, T6 e T7) mostraram um
comportamento diferente do que foi relatado por este autor.

A maioria dos trabalhos relacionados com palmeiras em estagio de mudas inoculadas com
fungos micorrizicos arbusculares demonstraram que houve um incremento no peso de raizes secas
como também um aumento do P, tanto nas raizes como na parte aérea. SUDO et d., (1996), em
trabalho com mudas de pupunheiras inoculadas ou ndo com fungos micorrizicos arbusculares
observaram que as plantas que eram inoculadas com este microrganismos apresentavam maior
incremento de P nas raizes desta palmeira. SILVA et a (1994), trabalhando com mudas do Acai
também constataram comportamento semelhante observado por SUDO et a., (1996) e também
por CHU (1989 a e 1989 b) em mudas de dendezeiro. Outro fato que pode também ser atribuido
para estes tratamentos ndo apresentarem um comportamento estati sticamente superior a testemunha
ou similar ao tratamento 2 e 8 pode estar relacionado com a densidade inicial de inéculo (que

neste caso foi de 30 esporos por plantula). Talvez se esta densidade inicial de esporos fosse mais



elevada a colonizacdo micorrizica seria também maior e o efeito dos fungos micorrizicos
arbusculares seriam mais satisfatérios para este parametro. MENGE (1983), ressaltou que dentre
os fatores que mais contribuem para a eficiéncia da ssmbiose entre os fungos micorrizicos
arbusculares e as plantas, a localizacéo do inoculo, germinacdo répida dos esporos no substrato,
capacidade de infeccdo e de crescimento esta a densidade inicial de esporos. SIQUEIRA et al.,
(1994), relataram que a colonizagdo micorrizica, como também os efeitos positivos no incremento
do peso de raizes e parte aérea secas de plantas micorrizadas aumenta de maneira linear com o
passar do tempo de inoculacdo até a sua estabilizacdo. O autor salientou também que no momento
em gue seinicia um ensaio de inoculacdo para que se reduza afase chamadade LAG (faseinicia),
€ fundamental que se eleve adensidade inicial de esporos.

Outro fator que pode ser atribuido ao baixo desempenho destes fungos pode esta relacionado
com a proépria planta. DEAN (1972); LOPES et al., (1983) e MOSSE (1986) relataram que a
colonizacao radicular por FMA e o nimero de esporos narizosfera estéo diretamente rel acionados
com fatores ambientais, como também a espécie da planta envolvida na simbiose.

Para o parametro Fosforo total incorporado na parte aérea de mudas de pupunheira apos 270
dias de inoculacdo de bactérias diazotroficas e fungos micorrizicos arbusculares (Figura 13), foi
verificado que o tratamento nitrogenado micorrizado (T 8), foi estatisticamente superior aos
demais tratamentos. O que ndo ocorreu quando o tratamento nitrogenado ndo era associado ao
FMA (T2). Isto evidencia novamente a importancia da inoculagéo do fungo micorrizico arbuscular
junto a adequada nutri¢éo nitrogenada para esta palmeira que € muito dependente do N, nesta fase
de suafenologia, como jafoi discutido anteriormente.

Quanto ao fato da fertilizacdo nitrogenada conferir a0 vegetal um maior incremento no
contetdo de fosforo na parte aérea resultado semelhante foi também obtido por GRUNES et d.,

(1958); SIMPSON (1961), como também por SOLTANPOUR (1969). Estes autores observaram



gue plantas que sdo supridas adequadamente com nitrogénio apresentam um maior acimulo de
fosforo na parte agrea da planta em relacéo as que ndo eram fertilizadas com este elemento.

Com relacéo ao tratamento nitrogenado micorrizado (T8), apresentar um contetido de fésforo
superior na parte aérea em relacéo aos demais tratamentos também pode ser atribuido a presenca
do Glomus clarum neste tratamento, isto € compativel com os relatados de SIEVERDING, (1989).
O autor salientou que os fungos micorrizicos arbusculares desenvolvem grande quantidades de
hifas extra radiculares que funcionam como extensdes do sistema radicular, aumentando assm, a
area de exploracéo das raizes no solo. Além disso estas hifas absorvem o fosforo além da zona de
deplecao ao redor das raizes, criada devido a baixa mobilidade deste nutriente.

Os tratamentos que eram inoculados com as estirpes padrfes associados ou ndo ao Glomus
clarum, ou os isolados de pameiras inoculados conjuntamente ou nd com o FMA, apresentavam
um comportamento smilar estatisticamente a testemunha. PAULA (1992), em trabalho com
plantulas de batata doce micropropagadas também observou 0 mesmo comportamento, gquando
estas recebiam também este tratamento. De acordo com o autor, quando se inoculava
conjuntamente o Acetobacter diazotrophicus e Klebsiella sp, ou quando o Acetobacter
diazotrophicus era inoculado individua mente estes apresentavam um acumulo de P nesta parte da
planta em gquantidades que ndo diferiam estati sticamente da testemunha. BALOTA (1994), também
relatou 0 mesmo comportamento em trabalhos com plantulas micropropagadas de mandioca
inoculadas com bactérias diazotroficas.

Um resultado importante a ser considerado, foi o tratamento isolados de palmeiras associado
ao Glomus clarum (T 6) e o tratamento isolados de palmeiras com auséncia do Glomus clarum
(T3), que apesar de apresentarem um comportamento estatisticamente similar a testemunha
expressavam um contelido de fésforo na parte aérea em quantidades similares ao tratamento

nitrogenado. Isto ndo acontecia com as bactérias diazotroficas estirpes padrdes ou estas associadas



ao Glomus clarum. O que mostra que o desempenho dos Isolados de bactérias diazotroficas
oriundas da propria palmeira, apesar de ndo diferirem estatisticamente em relacdo as estirpes
padrbes associadas ou ndo ao Glomus clarum, como também a testemunha, apresentavam um
desempenho mais satisfatorio. Resultado este que € semelhante aos relatos de GARCIA-
SALOMONE (1993). Este autor evidenciou que tanto o gendtipo da planta envolvida na interacéo,
como também o gendtipo da bactéria diazotrofica, como também o gendtipo do FMA em questéo
sdo fatores determinantes na expressdo da simbiose. O autor observou também que a utilizagdo de
estirpes de diazotroficas oriundas da propria espéecie (Milho), propiciaram aumentos de até 100%
na producdo em condicdes de campo. TOTH et a., (1990), mencionou em trabalho sobre a
influéncia do gendtipo na expressdo positiva da inoculagdo de FMA, que o controle genético
exercido por diferentes gendtipos da planta como também do fungo, sdo provavelmente os fatores
mais importantes a influenciar a micorrizacéo. PEREIRA et a., (1988) e PEREIRA & BALDANI
(1995) salientaram que para o potencia de fixacdo bioldgica de nitrogénio ser expresso e haver
estabelecimento da bactéria, € necessario que a estirpe inoculada seja especifica além de
competitiva. DOBEREINER (1992), também mostrou a importancia do uso de estirpes especificas
de Azospirillum sp para se obter um beneficio no estabelecimento da bactéria na raiz da planta
hospedeira. BALDANI & DOBEREINER (1987), em trigo sob condi¢des de campo evidenciaram
gue os resultados mais satisfatérios em relacdo a fixacdo bioldgica de nitrogénio ocorreram
guando as plantas eram inocul adas com estirpes oriundas da propria espécie.

Quanto aos tratamentos estirpes padrdes + 0 Glomus clarum, ou os isolados de palmeiras
associadas ou ndo ao Glomus clarum ndo apresentarem diferencas estatisticas em relagdo a
testemunha BALOTA et d., (1994), encontraram também resultado semelhante. Estes constataram

gue quando se inoculava Klebsiella sp + Glomus clarum , Burkholderia sp + Glomus clarum;



Azospirillum sp + Glomus clarum, ou ainda a mistura das diazotréficas mais este fungo
micorrizico arbuscular estes tratamentos, ndo eram diferentes da testemunha.

Com relacéo ao parametro Potassio total incorporado nas raizes de mudas de pupunheira
apos 270 dias de inoculagdo com bactérias diazotroficas e fungos micorrizicos arbusculares
(Figura 14), foi verificado que o tratamento micorrizado e nitrogenado (T8), como também o
tratamento N-minera (T2), ndo diferiram estatisticamente entre si. Os mesmos apresentavam uma
acumulacdo de potéssio nesta parte da planta em quantidades estatisticamente superiores a quando
se inoculava as bactérias diazotroficas estirpes padrdes associadas ou ndo ao FMA, ou osisolados
de palmeiras associados ou ndo ao FMA, como também a testemunha. Observa-se que quando se
utiliza um suprimento adequado de nitrogénio para esta pameira em estagio de mudas, ha uma
melhoria acentuada também na nutricdo potassca. USERWOOD (1982), sdientou que a
fertilizagdo de nitrogénio em plantas ndo leguminosas como o Milho, por exemplo, estimula o
crescimento vegetativo e consegiientemente aumenta a necessidade de nutrientes na planta, sendo
gue, dentre os nutrientes esta 0 potassio. Assim, este nutriente estando disponivel no solo ou no
substrato (no caso especifico da Pupunha), tem-se um aumento significativo deste nutriente na
planta. GOMES (1967), também reportou em trabalho sobre a absor¢éo de nutrientes e producéo
de gréos em milho com deficiéncia de potassio, tratados com diferentes niveis de nitrogénio, que a
fertilizag@o nitrogenada conferiu um aumento de 62 % no conteido de potassio na planta, fato este
gue o autor atribuiu a0 sinergismo entre estes elementos no tecido da planta.

Observa-se também, que mesmo os tratamentos 2 e 8 expressando um comportamento
estatisticamente similar, nota-se um desempenho mais satisfatorio do tratamento 8 em relacéo ao
tratamento 2. O tratamento micorrizado nitrogenado (T8), por exemplo, era superior a todos os
tratamentos impostos (com excecdo do T2), incluindo a testemunha. Enquanto o tratamento

nitrogenado (T2), apresentava-se estatisticamente similar ao tratamento que tinha apenas o fungo



micorrizico arbuscular (T5). Isto evidencia que o fato do Glomus clarum estar associado ao N-
mineral, este confere uma melhoria na incorporacéo de K nas raizes em relagdo ao tratamento que
tinha apenas 0 N-mineral. SIEVERDING (1991), relatou que plantas micorrizadas séo encontradas
com uma quantidade de potassio e magnésio superior as plantas ndo micorrizadas, sendo que a
maior concentracdo deste elemento (K) nas plantas micorrizadas pode ser atribuido a um efeito
indireto proporcionado pela eliminacdo da deficiéncia de fosforo proporcionada pela exploracéo
de um maior volume de solos pelas hifas extraradiculares. BOLAN (1991), evidenciou que a
maior eficiéncia na absorcdo de fosforo, por plantas micorrizadas, se deve basicamente, a
exploracdo de um maior volume de solo e ao transporte do P ser mais eficiente no interior das
hifas fungicas do que a difusdo deste elemento no solo. Plantas micorrizadas favorecem um melhor
aproveitamento de fontes pouco sollveis como fosfatos de Fe e Al e rochas fosféticas, pelo
aumento da absorcéo do fosforo solivel. Outro fato também que pode esta relacionado € o
sinergismo existente entre N e P no tecido vegetal ja mencionado anteriormente.

Outro ponto que merece ser destacado, € que o tratamento Glomus clarum (T5), apesar de
expressar um contelido de potassio nas raizes que nao diferiam estatisticamente dos tratamentos
isolados de palmeiras com presenca ou auséncia do Glomus clarum, das estirpes padrbes de
bactérias diazotréficas com presenca ou auséncia do Glomus clarum, ou ainda da testemunha,
apresentou uma quantidade estatisticamente igual de potassio nas raizes ao tratamento N-mineral.
Como ja foi mencionado anteriormente plantas micorrizadas, em geral apresentam um contetdo de
K mais elevado do que plantas ndo micorrizadas, resultado este também observado por MATOS
(1995). Esta autora constatou que plantas de batata inglesa micorrizadas tinham mais potassio do
gue as plantas que ndo eram micorrizadas.

Com relacdo aos tratamentos que eram inoculados com os isolados de palmeiras com ou sem

0 Glomus clarum, como também as estirpes padrdes associadas ou ndo ao fungo micorrizico



arbuscular ndo diferirem estatisticamente da testemunha semelhante resultado foi também obtido
por PAULA (1992), onde os tratamentos que eram inoculados conjuntamente bactérias
diazotroficas e fungos micorrizicos arbusculares, ou quando as diazotréficas eram inoculadas
sozinhas estes apresentavam um contelido de potassio nas raizes que ndo diferiam estatisticamente
da testemunha.

A respeito dos tratamentos gque tinham os fungos micorrizicos arbusculares associados as
bactérias diazotréficas (T6 e T 7), ndo apresentarem um acumulo de potassio em quantidades
estatisticamente similares a0 N-minera (T 2) como também ao tratamento Glomus clarum (T 5),
converge para a hipotese de que pode ter ocorrido algum efeito negativo nesta interagéo, trazendo
como consequiéncia o baixo desempenho do Glomus clarum.

Para 0 parametro Potéassio total incorporado na parte aérea de mudas de pupunheira apos 270
dias de inoculacdo de bactérias diazotroficas e fungos micorrizicos arbusculares (Figura 15), foi
observado que o tratamento nitrogenado associado ao Glomus clarum (T8), era estatisticamente
similar ao tratamento nitrogenado (T2), no entanto, o primeiro tratamento mencionado se
comportava estatisticamente superior aos demais tratamentos incluindo a testemunha. Fato este
ndo observado com o tratamento 2. Isto mostra que a fertilizacdo nitrogenada por s SO ndo era
capaz de promover um comportamento semel hante a quando este tratamento era associado ao fungo
micorrizico (T8). Um exemplo do desempenho inferior do tratamento nitrogenado (T2) em relacéo
a0 tratamento nitrogenado micorrizado; é o tratamento nitrogenado apresentar um comportamento
estatisticamente smilar aos tratamentos 3, 5 e 6. O que ndo acontecia com 0 tratamento
micorrizado nitrogenado. Este resultado mais uma vez traz evidéncias claras de que a inoculacéo
do FMA associada a um suprimento adequado de nitrogénio para esta palmeira em estagio de

mudas, promove uma melhoria acentuada na nutricdo da planta, demonstrada aqui no acimulo de



potéssio nesta parte da planta em quantidades superiores a testemunha e aos tratamentos 3, 4, 5, 6,
ao tratamento 7, fato este que jafoi discutido anteriormente.

Quanto a fertilizacéo nitrogenada, como também a presenca do FMA conseguir conferir a
esta palmeira uma melhoria na nutricdo do potéssio € extrema importancia, pois como foi relatado
por GOMES & ALVIM (1995) e TEIXEIRA et al., (1995 b), esta pameira é muito exigente tanto
em nitrogénio como também em potassio. Assim, estes dois elementos ndo estando disponiveis a
esta palmeira nesta fase da sua fenologia, pode causar sérias consequéncias ao desenvolvimento e
a producéo.

Um ponto importante que vale ser ressaltado é o os tratamentos 5 (Glomus clarum), 6
(Glomus clarum + isolados de palmeiras) e 3 (isolados de pameira com auséncia do FMA),
proporcionarem uma guantidade de potassio na parte aérea estatisticamente similar ao tratamento
nitrogenado, apesar destes ndo diferirem estatisticamente da testemunha.

A respeito dos tratamentos 5 e 6 apresentarem este comportamento, como também o fato do
Glomus clarum presente no tratamento 8 conferir um melhor desempenho deste tratamento em
relacdo a0 T 2 (apesar do T 8 e T 2 serem estatisticamente similares), pode ser atribuido
principalmente a presenca do fungo micorrizico arbuscular nestes tratamentos, como ja foi
observado anteriormente. Este microrganismo confere as plantas micorrizadas uma melhoria na
absorcdo de nutrientes, incluindo o potassio. Semelhante resultado também foi constatado por
GERDEMANN (1964); ROSS (1971); DEAL et a. (1972) e por KLEINSCHMIDT &
GERDEMAN (1972). Estes autores verificaram que as plantas ndo micorrizadas expressavam uma
menor quantidade de potassio em relacdo as que estavam micorrizadas, como também por
COOPER (1994), onde o autor evidenciou que a adicdo conjunta de fosfato de rocha natura
associados aos fungos micorrizicos em mudas de dendezeiro proporcionou uma melhoria na

absorcdo de nutrientes de tal forma que houve um incremento na producdo de matéria seca da



planta (principalmente das raizes), como também na melhoria de absor¢do do macronutriente K e
dos micronutrientes como o Fe, Zn e Cu. COOPER (1984); ALLEN et a., (1981) e NELSON
(1987), congtataram que os fungos micorrizicos arbusculares intensificam e incrementam a
nutricdo inorganica dos vegetai s micotréficos incluindo o K.

Quanto ao fato do tratamento isolados de pameiras com auséncia do fungo micorrizico
arbuscular apresentar um comportamento estatisticamente similar ao tratamento nitrogenado isto
pode estar relacionado com uma melhoria na absor¢do de nutrientes como foi constatado por
CARLETTI et d., (1996), em trabalho com ainoculacdo de Azospirillum brasilense (estirpe Cd)
em porta enxertos de Macieira. Este autor constatou que além de um incremento no peso de raizes
secas, houve uma melhoria na nutricdo da planta, incluindo o potassio.

Com relacdo aos parametros porcentagem do comprimento de raizes finas colonizadas por
FMA (Figura 16), e nimero de esporos para cada 50 ml de substrato oriundo de rizosfera de
mudas de pupunheira apés 270 de inoculacdo de bactérias diazotroficas e FMA (Figura 17), foi
observado que no momento da separacdo das raizes finas para 0 mensuramento da colonizacéo
micorrizica, verificou-se uma escassez destas.

Quanto aos resultados observa-se que ndo havia diferencas significativas entre os
tratamentos micorrizados. Estes tratamentos para ambos o0s parametros anaisados foram
estatisticamente superiores aos demais tratamentos que ndo eram inoculados com os fungos
micorrizicos arbusculares e com relacéo a testemunha (T1). Entre os tratamentos n&o micorrizados
(Tratamentos 2, 3 e 4) e a testemunha (T1), também para ambos os parametros avaliados né&o
apresentavam diferencas significativas. A porcentagem do comprimento de raizes finas
colonizadas por FMA para os tratamentos micorrizados variou de 12 a 14 %, resultado este um
tanto diferente do que foi observado por SUDO et al., (1996). Esta autora e seus colaboradores

encontraram uma colonizagdo micorrizica de 53%.



Os fungos micorrizicos arbusculares utilizados no ensaio foram oriundos de outras culturas,
gue ndo eram as palmeiras. TOTH et a., (1990) afirmou que o controle genético exercido tanto
pelo gendtipo do FMA, como também pelas planta séo provavel mente os fatores mais importantes
e que influenciam substancialmente a colonizacdo micorrizica, como também a eficiéncia dos
FMAs para a planta. A associacéo preferencial entre plantas e espécies de fungos micorrizicos
arbusculares pode ser avaliada considerando-se as combinagdes que obtenham maior estimulo no
crescimento da planta e a maior colonizag&o de raizes ou maxima esporulacdo, porém, estes trés
fatores ndo sdo0 necessariamente correlatos (MOSSE, 1973). Os fatores que determinam a
afinidade fungo micorrizico arbuscular e a planta hospedeira, ainda ndo foram totalmente
estabel ecidos, porém ndo ha dividas que esta relacdo € de maximaimportancia.

Quanto a utilizacdo FMA extraidos da prépria rizosfera desta pameira, coletadas no seu
proprio habitat (regido de Una-BA), houve uma tentativa de se realizar ta operagdo, mas, no
entanto, os fungos provenientes da Bahia ndo apresentaram uma multiplicacéo satisfatoria e
apresentavam sempre problemas de contaminagédo ao final da multiplicacd. Como o material ndo
se encontrava homogéneo e ndo apresentava um numero suficiente de esporos viaveis para a
montagem de um ensaio de inoculagdo, procedeu-se o cancelamento do uso destes esporos. Este
fato pode ser explicado também pela dificuldade de se criar as mesmas condi¢bes edaf oclimaticas
existentes na Bahia em condicdes de casa de vegetacdo na Embrapa Agrobiologia, Seropédica-RJ.
Assim como o tempo era relativamente curto para a implantacdo do ensaio envolvendo mudas
desta palmeira, utilizou-se o fungo micorrizico arbuscular da espécie Glomus clarum oriundo da
colecdo da Embrapa Agrobiologia, que apresentava um elevado grau de pureza e quantidade de
esporos viaveis para montagem do ensaio.

SIQUEIRA et al., (1994), relataram que a colonizagdo micorrizica, como também os efeitos

positivos no incremento do peso de raizes e parte aérea secas de plantas micorrizadas, como



também o incremento no teor de P na planta e evam-se de maneiralinear com o passar do tempo de
inoculacdo até a sua estabilizacdo. O autor mencionou também que no momento em que se inicia
um ensaio de inoculagdo para que se reduza a fase chamada de LAG (fase inicia), é fundamental

gue se eleve a densidade inicial de esporos. DEAN (1972); LOPES et al., (1983) e MOSSE
(1986), constataram que colonizacdo radicular e a densidade de esporos na rizosfera estdo
diretamente relacionados com fatores ambientais; fatores relacionados a planta como também a
espécie da planta envolvida na smbiose. O que pode ter acontecido também com as mudas de
pupunheiras inoculadas com os FMAS neste caso especifico, é que estas pode ndo ter fornecido
fotossintatos suficientes para que o sistema fosse considerado mais satisfatorio.

Observa-se também que ndo houve efeito negativo na colonizacdo micorrizica pelo fato das
bactérias diazotroficas estarem associadas a0 FMA (T 6 e T 7), em relacdo ao tratamento
micorrizado apenas (T5). Todos estes tratamentos apresentavam uma colonizagdo micorrizica,
como também um numero de esporos por 50 ml de substrato da rizosfera estatisticamente
similares.

Observa-se também que o fato do tratamento que erainoculado com o Glomus clarum e ter a
presenca da fertilizagdo nitrogenada na forma de sulfato de aménio (a 21% de N) a cada 25 dias
ndo influenciou a colonizagdo micorrizica, pois este tratamento ndo diferenciava estatisticamente
dos demais tratamentos que tinham somente o fungo micorrizico arbuscular.

Quanto ao nimero de esporos 270 dias de inoculagcdo com bactérias diazotroficas e fungos
micorrizicos arbusculares (Figura 17), este variou entre os tratamentos micorrrizados entre 92 a
150 esporos por 50 ml de substrato de rizosfera, porém ndo foi observado diferenca estatistica
entre estes tratamentos.

Para 0 parametro populacéo de bactérias diazotroficas em raizes de mudas de pupunheira

apos 270 dias de inoculacdo, com bactérias diazotroficas e fungos micorrizicos arbusculares



(Figura 18), verificou-se que os tratamentos que foram inoculados com os isolados de palmeiras
associados ao FMA (T 6, com 3,47 x 10° células por g de matéria fresca) e os isolados padroes
com auséncia do FMA (T4, com 3,7 x 10° células por g de matéria fresca), apresentavam uma
similaridade estatistica no nimero total de bactérias diazotroficas, nesta parte da planta. Entre os
tratamentos FMA com auséncia das bactérias diazotréficas (T 5, com 2,45 x 10 3 células por g de
matéria fresca), N-mineral (T 2, com 3,0 x 10 2 células por g de matéria fresca) e a testemunha (T
1, com 1,54 x 10 3 células por g de matéria fresca), ndo havia diferenca estatistica. Sendo estes
estatisticamente inferiores aos tratamentos 4 e 6 citados anteriormente. O tratamento isolados de
palmeira, com auséncia do FMA (T 3, com 9,45 x 10 * cdulas por g de matéria fresca), era
estati sticamente superior aos demais tratamentos, exceto o T4 (isolados padrdes) e o T6 (isolados
de palmeiras + FMA), onde 0 mesmo apresentava um numero de bactéria diazotréfica inferior
estati sticamente. Excetuando os tratamentos 3 (isolados de palmeiras), 4 (estirpes padrdes) e o
tratamento 6 (isolados de pameiras + FMA) foi observado que o tratamento que era inoculado
com as estirpes padrdes + o FMA (T 7, com 3,30 x 10 * cdulas por g de matéria fresca),
apresentava uma populacdo de bactérias diazotroficas, estatisticamente superior aos demais
tratamentos. Verificou-se também que o tratamento N-mineral associado ao Glomus clarum (T 8,
com com 1,36 x 10 ® cdulas por g de matéria fresca), apresentava estatisticamente a menor
populacéo de bactérias diazotroéficas.

Verificou-se também que o tratamento isolados de palmeiras associado ao Glomus clarum
apresentava um crescimento de diazotroéficas principamente nos meios NFb e LGlI, fato este que
constata a presenca de Azospirillum sp nesta parte da planta. Pois como foi relatado por
DOBEREINER et al., (1995), estes meios de culturas sd0 considerados seletivos para
Azospirillum lipoferum (NFb); Azospirillum brasilense (NFb); Azospirillum halopaeferans

(NFb), como também ao Azospirillum irakense (NFb) e ao Azospirillum amazonense (LGI).



Resultados semelhantes também foram obtidos por MAGALHAES & DOBEREINER (1984),
como também por FERREIRA et a., (1994) e por FERREIRA et al., (1995) quanto a colonizagéo
deste género de diazotroficas nesta parte da planta. A presenca de bactérias diazotroficas do
género Azospirillum sp nas raizes desta palmeira, fornece bases para afirmar que dentre as
bactérias diazotroficas que foram inoculadas neste tratamento, provavelmente a deste género foi
reisolada, pois neste tratamento, dentre os isolados de pameiras (23 B; 8A e 7C) inoculadas, um
dos isolados, foi identificado como sendo Azospirillum brasilense. Observa-se também que n&o
houve crescimento de Herbaspirillum sp (dentre os 3 isolados de palmeira inoculados; dois eram
Herbaspirillum sp). Se houvesse a presenca desta espécie, seria constatada a presenca de
crescimento no meio JNFb. Resultado este ndo observado. FERREIRA et a., (1994) e (1995),
relataram a presenca desta bactéria diazotrofica em raizes de Pupunha e de Acai. No entanto,
MAGALHAES & DOBEREINER (1984), nd0 constataram a presenca desta diazotréfica nesta
parte da planta Resultado este que pode ser atribuido a algum efeito antagbnico entre o
Azospirillum sp e o Herbaspirillum sp, nesta parte da planta.

A respeito do tratamento estirpe padréo com auséncia do Glomus clarum (T4), foi verificado
gue houve um crescimento principalmente nos meios LGl (meio seletivo ao Azospirillum
amazonense) e IMV (meio seletivo a Burkholderia sp.). Quanto ao fato de encontrar Burkholderia
Sp, este resultado evidencia que a inoculagdo imposta neste tratamento pode ter promovido a
colonizacao desta diazotrofica nas raizes desta planta, confirmada aqui com o seu reisolamento. O
fato de se encontrar esta diazotrofica em raizes desta palmeira, parece ser um fato isolado, pois
ndo ha relatos em literatura que evidencie a presenca desta espécie de bactéria diazotréfica
recentemente identificada como Burkholderia burkholderia (antiga bactéria E). Quanto ao
crescimento de diazotréficas em meio LGI, mais uma vez confirma a presenca de Azospirillum

amazonense nesta parte da planta, ja que a inoculagcdo imposta com as estirpes padrfes nao



continha 0 A. amazonese e sim a estirpe padréo de A. lipoferum. Como ja foi mencionado
anteriormente por FERREIRA et a., (1994) e (1995), como também por MAGALHAES &
DOBEREINER (1984), a espécie diazotréfica A. amazonese € uma bactéria diazotrofica tipica das
raizes desta palmeira, sendo encontrada em quantidades satisfatorias e com uma boa frequéncia
tanto na Regid Amazonica, como no Estado do Rio de Janeiro e na Bahia

Quanto ao tratamento FMA, sem a presenca das bactérias diazotréficas (T5), este apresentou
uma maior colonizacdo de bactérias diazotréficas no meio NFb, do que o tratamento que tinha
apenas 0 N-mineral, apesar deste tratamento ndo ter sido inoculado com nenhuma bactéria
diazotrofica. Este meio é seletivo para as espécies como Azospirillum lipoferum (NFb);
Azospirillum brasilense (NFb); Azospirillum halopaeferans (NFb), como também o Azospirillum
irakense (NFb). Quanto a este tratamento apresentar bactérias diazotroficas destas espécies, isto
pode estar relacionado com o fato destas bactérias estarem colonizando o endosperma das
sementes desta palmeira, sendo que com o passar do tempo da germinacdo, e com 0 esgotamento
das reservas do endosperma, estas diazotroficas passaram a colonizar as raizes desta palmeira.
SHAMUSDIM et d., (1995), encontrou resultado semelhante em raizes de uma outra pameira
(dendezeiro). Este encontrou bactérias diazotréficas do género Azospirillum sp colonizando
diferentes gendtipos de dendezeiros em diferentes solos da Maédsia Quanto a presenca de
bactérias diazotréficas crescendo em meios como o JNFb (Herbaspirillum sp) e LGI
(Azospirillum amazonense), no tratamento que tinha as plantas fertilizadas a cada 25 dias com N-
mineral, apesar de ter sido encontrado em uma densidade inferior estatisticamente aos tratamentos
3, 4,5, 6 e7 evidencia que ndo apenas 0 Azospirillum sp estaria colonizando em pequena
populacdo as raizes desta pameira, mas também o Herbaspirillum sp. Resultado este que
confirma os relatos obtidos por FERREIRA et al., (1994, 1995 e 1997), também em raizes de

pupunheira.  Muitos autores tém relatado o efeito inibitério das atas doses de fertilizantes



nitrogenados na reducdo da populacdo de diazotroéficas. Neste caso especifico observa-se que este
tratamento apresentava uma populacdo de diazotréficas superiores ao tratamento N-mineral +
Glomus clarum e similar a Testemunha. O que parece estar relacionado com ago inerente a
mecanismos utilizados pelas diazotroficas para contornar a ata concentragdo de N por parte desta
diazotrofica

Quanto ao tratamento N-mineral + Glomus clarum , apresentar 0 menor nimero de bactérias
diazotroficas nesta parte da planta em relacdo aos demais tratamentos impostos, como também a
testemunha, pode ser atribuido ao efeito do fertilizante nitrogenado utilizado neste tratamento.
Mesmo tendo sido observado que o tratamento que tinha o N-mineral apresentava um nimero de
bactérias diazotroficas superior a este tratamento, como ja foi mencionado. No entanto aqui entra
um novo fator, que é a presenca do fungo micorrizico arbuscular, como também a adubacéo
nitrogenada que elevou a valores muito elevados tanto os contelidos de N, como o de P, no tecido
da planta, de tal forma que a colonizacéo de diazotroficas nesta parte da planta foi gradativamente
diminuida. Este resultado é compativel com que é relatado por SIQUEIRA & FRANCO (1988),
onde os autores destacaram que nutrientes do solo especificamente o N influenciam de maneira
negativa a colonizagao de bactérias diazotroficas.

Observa-se também neste parametro que o tratamento Isolados de Palmeiras com o FMA,
proporcionou uma maior populacdo de diazotroficas do que quando este tratamento ndo era
inoculado conjuntamente com o Glomus clarum, o que evidencia que o FMA conferiu uma maior
colonizacéo destas diazotréficas nesta parte da planta, resultado este que também foi constatado
por BAREA & AZCON (1983), como também por PACOVSKY (1989 a) e PAULA et d., (1991),
onde os autores observaram que naregido das raizes existem grandes possibilidades da penetracéo

das hifas de FMA.



Para 0 parametro populacdo de bactérias diazotréficas na parte aérea de mudas de
pupunheira apds 270 dias de inoculagdo com bactérias diazotroficas e fungos micorrizicos
arbusculares (Figura 19), verificou-se que os tratamentos 8, 2, 5, 7, 4 e o tratamento 3 ndo
evidenciaram presenca de bactérias diazotroficas em nenhum meio utilizado. Verificou-se também
que o tratamento isolados de palmeiras associado a0 Glomus clarum (T6, com 1,50 x 10 ° células
por g de matéria fresca, tendo o meio LGI como 0 Unico que evidenciou crescimento de
diazotroficas), foi estatisticamente superior a testemunha.

Com relacdo ao tratamentos 6, este evidenciava crescimento de bactérias diazotroficas
principalmente nos meios LGI. Meio este que é seletivo apenas para 0 Azospirillum amazonense,
resultado este que é semelhante com os relatos de MAGALHAES & DOBEREINER (1984),
embora estas autoras constatassem a presenca desta diazotrofica, apenas nas raizes. O fato de
encontrar estas diazotroficas na parte aérea, parece ser compativel com o que é relatado por
PACOVSKY (1989 a) e PAULA, (1992). Estes autores relataram, que na regido das raizes, ha
grande possibilidade de penetracdo das hifas infectivas dos fungos micorrizicos arbusculares,
sendo que ai geralmente, se observa uma relativa exposi¢céo dos vasos condutores, facilitando a
exsudacdo de nutrientes e podendo acelerar o crescimento de bactérias diazotroficas nesta area
especifica, que provavelmente, com o decorrer do tempo poderiam chegar até a parte aérea da
planta.

Com relacdo a testemunha apresentar presenca de bactérias diazotréficas na parte aérea,
principalmente no meio seletivo de Azospirillum amazonense (LGI), isto pode ser atribuido a
presenca de diazotréficas oriundas da prépria planta, ou sga, estas diazotréficas colonizam
primeiramente o endosperma da semente, em seguida colonizam as raizes e com um grau maior de

sinergismo colonizam a parte aérea da planta, o que é compativel com as observacdes de



MAGALHAES & DOBEREINER, (1984), embora, como ja foi mencionado anteriormente, esta
espécie foi apenas encontrada nas raizes e ndo na parte aérea.

N&o foi encontrado nos esporos de Glomus clarum utilizados neste ensaio a presenca de
bactérias diazotroficas (utilizou-se os meios NFb, LGl e JNFb e grupos de 50 esporos
desinfestados ou ndo, como foi relatado no materia e métodos). BAGHARAJ (1984) e
VANCURA ¢ al., (1989), relataram que certos componentes da microbiota do solo, como as
bactérias diazotdficas, podem interagir com FMA na rizosfera e até mesmo na hifosfera. A
presenca, segundo 0s autores, parece seguir uma dinamica de populacdo especifica como relatado
para Azospirillum brasiliense e Pseudomonas fluorescens (KLIVUCHNIKOV & KOZHEIVIN,
1990). BIANCIOTTO et d., (1996), também constataram através de técnicas de biologia
molecular a presenca da espécie Burkholderia sp no interior de esporos das espécies de fungos

micorrizicos Gigaspora margarita e de Scutellospora spp.



Diametro (centimetros)

Figura 1. Diametro a altura do coloem mudas de Pupunha apds 90 dias de inoculacéo
de Bacteriasdiazotrdficas e Fungos micorrizicos arbusculares
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Figura 2. Altura, medida do colo atéainsercdo dafolha maisnova, em mudasde
Pupunha apés 90 diasdeinoculacdo de Bactérias diazotréficas e Fungos micorrizicos

arbusculares.
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Figura 3 .Diametro aalturado colo em mudasde Pupunha ap6s 180 diasde
inoculagdo de Bactériasdiazotroficas e Fungos micorrizicos arbusculares
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Figura4 . Altura, medida do colo até o ultimo par de folha mais nova, en mudasde
Pupunha apés 180 diasdeinoculacdo de Bactériasdiazotroficas e Fungos micorrizicos
arbusculares.
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Figura5. Diametro, medido aaltura do colo, em mudasde Pupunha ap6s 270 dias
deinoculacdo de Bactériasdiazotroéficas e Fungos micorrizicos arbusculares
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Figura 6. Altura, medida do colo até ainsercdo da folha mais nova, em mudasde
Pupunha apés 270 diasdeinoculacdo com Bactérias diazotréficas e FMA .
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Area Foliar (centimetros quadrados)

Figura 7 .Area Foliar de mudas de Pupunha ap6s 270 dias de inoculagdo de Bactérias
diazotroficas e Fungos micorrizicos arbusculares .( leitura fotométrica em aparelho L1 3100
Area meter Li-Cor, Inc).
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Figura 8. Peso deraizes secas de mudas de Pupunha ap6s 270 dias de inoculacdo com
Bactérias diazotr éficas e Fungos micorrizicos arbusculares
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Figura 9. Peso da parte aérea seca de mudas de Pupunha apo6s 270 dias de
inoculagdo com Bactérias diazotroficas e Fungos micorrizicos arbusculares.
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Fig 10 . Nitrogénio total nas raizes de mudas de Pupunha, 270 dias apoésinoculacdo
com Bactérias Diazotr 6ficas e Fungos micorrizicos arbusculares.
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Fig 11. Nitrogénio total na parteaérea de mudasde Pupunha, 270 dias apés
inoculacdo com Bactérias diazotréficas e Fungos micorrizicos arbusculares.
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Fig 12 . Fosforo total nasraizes de mudas de Pupunha , 270 dias ap6s inoculagdo com
Bactérias diazotr ¢ficas e Fungos micorrizicos ar buscular es
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Fig 13 .Fésforo total na parte aérea de mudas de Pupunha, 270 dias apésinoculacéo
com Bactérias diazotr 6ficas e Fungos micor rizicos ar buscular es
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Fig 14 .Potassio total nasraizesde mudasde Pupunha, 270 dias apds inoculacdo com
Bactérias diazotr éficas e Fungos micor rizicos ar buscular es.
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Fig 15. Potassio total na parte aérea de mudas de Pupunha, 270 dias apés inoculacédo
com Bactériasdiazotrdficas e Fungos micorrizicos arbusculares.
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Fig 16. Porcentagem do comprimento de raizes finas colonizadas por fungos
micorrizicos arbusculares em mudas de Pupunha, 270 dias ap0s inoculacdo com
Bactérias diazotr 6ficas e Fungos micorrizicos arbusculares.

Dados transfor mados em ar co de seno raiz quadrada de
X/100

16 a

14

12
S 10
8
\E
o)
[&]
3
ol
N
&
o) 6
o

4

b b b
2
11 0,79 0,88
) g —
0
0

T1 T2 T3 T4

T1:Testemunha T2:N-mineral T3:Isolados de Palmeiras T4: Estirpes 260, M 130 e Z67 T5: Glomus

clarum T6: Isolados de Palmeiras (23b,8a e7c) + Glomus clarum T7: Estirpes 260, M 130 e Z 67 +
Glomus clarum T8:N-mineral + Glomus clarum.



Figura 17. Namero de esporos de Glomus clarum encontradosem 50 ml da rizosfera de
mudas de Pupunha ap6s 270 dias de inoculacdo com Bactérias diazotréficas e FMA .

Dados transformados por raiz de X +1

160

140 | a

123

120 118

100

80

60

nuimero de esporos/50 ml de solo deriz.

40

20 S |p b b

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8

T1:Testemunha T2:N-mineral T3:Isolados de Palmeiras T4: Estirpes 260, M 130 e Z67 T5:
Glomus clarum T6: Isolados de Palmeiras (23b,8a e7c) + Glomus clarum T7: Estirpes 260,
M 130 e Z 67 + Glomus clarum T8:N-minera + Glomus clarum.



Fig 18. Populacado total de Bacterias Diazotr 6ficas nos meios NFb, LGI, INFb e IMV em
raizesde mudas de Pupunha, 270 dias ap6s inoculacdo com Bactériasdiazotréficas e
Fungos micorrizicos ar busculares.
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Fig 19. Populacdo total de Bacterias Diazotr 6ficas nos meios INFb, LGI, IMV e NFb)
em parte aerea de mudas de Pupunha, 270 dias ap6s inoculacdo com Bactérias
diazotrdficas e Fungos micorrizicos arbusculares.
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6.0 RESULTADOSE DISCUSSOES DO EXPERIMENTO 2 (Mudas de Dendezeir o).

Os efeitos da inoculagéo de fungos micorrizicos arbusculares e bactérias diazotroficas em
relacdo aos dois parametrosiniciais didmetro e altura aos 90 dias apds ainoculacdo (Figuras 20 e
21), foram observados na altura (Figura 21), ja que para o diametro da planta ndo havia diferenca
estatistica entre os tratamentos impostos. Resultado este que parece ser compativel com os relatos
de MAGALHAES (1985). O autor mencionou que no periodo de tempo que compreende o
desenvolvimento inicial das plantulas (ganho de fitomassa), aplds a germinacéo é considerado
como lento, pois a plantula ainda apresenta elevado grau de dependéncia das reservas da semente
(endosperma), sendo este periodo mais longo, quando se trata de sementes com uma quantidade
mais elevada de reservas, como € o caso das sementes das pameiras. PASSOS (1987), observou
em trabalho com Coqueiro (Cocos nucifera L.), que esta espécie e outras palmeiras em geral
apresentam um desenvolvimento vagaroso apos a germinacao, e que este comportamento expresso
por estas plantas foi atribuido principalmente a elevada reserva do endosperma das sementes.
Outro fator que contribuiu para este fato, foi a desuniformidade das plantas. Assm,
consequentemente foi observado um coeficiente de variacdo mais elevado (o parametro diametro
com 90 DAI apresentava um CV de 38,66%), contribuindo para que todos os tratamentos impostos
e atestemunha ndo diferissem estatisticamente entre si.

Para o parametro altura com 90 dias apds a inoculacdo de bactérias diazotroficas e fungos
micorrizicos arbusculares (Figura 21), foi constatado que as plantas dos tratamentos que tinham
sidos fertilizadas com N-minera + os FMA (T8) comecavam a refletir sinais de resposta aos
tratamentos impostos. O tratamento 8 era edtatisticamente superior a testemunha. Este
comportamento do N-mineral + FMA, néo foi verificado em nenhum outro tratamento, incluindo o
N-minera (T2). Apesar dos demais tratamentos apresentarem valores mais altos do que observado

pela testemunha, ndo havia diferencas estatisticas entre os mesmos. Isto pode ser atribuido a



presenca da fertilizacdo nitrogenada, como também a presenca dos FMA no tratamento 8.
Semelhante resultado também foi observado por COOPER (1984); ALLEN et a., (1981);
NELSON, (1987); DAFT & NICOLSON (1966); HAYMAN & MOSSE (1972) e POWEL (1977).
Estes autores constataram que plantas micorrizadas apresentavam um maior incremento em atura
em relacdo as plantas ndo micorrizadas. Isto foi devido principalmente a uma melhoria na nutricéo
destas, proporcionado por uma maior eficiéncia na absorcdo de nutrientes atraves das hifas extra
radiculares dos FMA. Observa-se também que a nutricdo adequada de nitrogénio, por Si SO, ndo
era capaz de promover na planta um incremento significativo em atura em relacéo a testemunha,
neste periodo analisado. A presenca do fungo micorrizico arbuscular foi de fundamental
importancia para que as plantas expressassem este efeito positivo em altura.

Para o parametro didametro com 180 dias ap0s inoculagéo de bactérias diazotroficas e FMA
(Figura. 22), foi verificado que os tratamentos que tinham as plantas fertilizadas com o N-minera
(T 2 eT 8), eram os unicos que refletiam respostas das plantas aos tratamentos impostos. O
tratamento 2 (N-mineral) e o tratamento 8 (N-mineral + FMA), por exemplo, eram estatisticamente
superiores a testemunha. Isto evidencia novamente a el evada resposta desta palmeira ao nitrogénio
nesta fase da sua fenologia. Semelhante resultado, também foi constatado por PACHECO et al.,
(1985) e por RODRIGUEZ et d., (1996 b), onde os autores observaram um incremento no
diéametro do colo de mudas de dendezeiro, também proporcionado pelafertilizacdo nitrogenada.

Quanto a micorrizagao associada a uma adequada nutricdo nitrogenada conferir aos vegetais
um incremento no didmetro do colo em relacdo as plantas que ndo recebiam este tratamento
PEREIRA et al., (1996), observaram em mudas de fedegoso (Senna macranthera), cassia (Senna
multijuga), cinamomo (Melia azedarach) e de jacaranda (Jacaranda mimimosaefolia), 0 mesmo

comportamento positivo expressado pelas mudas de dendezeiro.



Apesar de ndo existir diferencas significativas entre o tratamento nitrogenado (T2) e o
nitrogenado micorrizado (T8), este Ultimo apresentava-se estatisticamente superior a testemunha e
a0 tratamento 7 (estirpes padrbes + FMA). Este fato ndo era observado com o tratamento
nitrogenado (T2). Este Ultimo apresentava apenas superioridade estatistica a testemunha, o que
continua expressando evidéncias claras da importancia da presenca dos FMA na melhoria do
crescimento e desenvolvimento desta planta. O que é compativel com os relatos de BAREA
(1991), onde o autor mencionou que estes fungos aumentam a area de absorcdo do sistema
radicular do vegetal, de tal forma que favorece o melhor aproveitamento de um elemento de
extrema importancia para as plantas como fosforo, elemento este que esta diretamente relacionado
com o incremento do desenvolvimento da planta, agui expresso em um maior incremento do
diametro do colo. AE et a., (1993), saientaram a importancia destes microrganismos para um
adequado desenvolvimento das plantas pela melhoria da nutricdo fosfatica. Estes autores
utilizaram modelos cinéticos de absor¢do e verificaram que para cada 1 % de aumento na
superficie de absorcdo do sistema radicular de uma planta que possui hifas de fungos micorrizicos
arbusculares, tém-se um aumento de 150 % no influxo de fosforo.

Para o parametro altura com 180 dias ap0s inoculacdo com bactérias diazotroficas e FMA
(Figura 23), o tratamento 2 (N-mineral) e o tratamento 8 (N-mineral + FMA) apresentavam-se
estatisticamente superiores a testemunha. Os demais tratamentos impostos ndo conseguiam
expressar 0 mesmo comportamento, ndo se diferenciando estatisticamente da testemunha. O que
confirma novamente a el evada dependéncia desta palmeiraao N em fase de mudas.

Quanto ao fato da fertilizagdo nitrogenada proporcionar um incremento em altura das plantas
em relacéo aos tratamentos que ndo recebiam o N-minera € muito bem reportado por FERRI
(1985) e por MALAVOLTA et a., (1989). Estes autores salientaram que a planta estando bem

nutrida em nitrogénio, se tem uma producdo mais satisfatoria de aminoécidos, proteinas, vitaminas,



pigmentos importantes como da clorofila além de uma taxa fotossintética mais adequada refletindo
assm em uma melhor atura. Enquanto que a deficiéncia deste elemento, segundo MALAVOLTA
(1976), provoca elevacdo na relacdo carboidratos solUveis/proteina, diminuicdo na quantidade de
clorofila e alteragbes nos cloroplastos, diminuindo assim a capacidade fotossintética da planta,
trazendo como conseqiiéncia um menor desenvolvimento da parte aérea em relacéo as plantas
tratadas com N-mineral.

Mesmo ndo existindo diferencas significativas entre o tratamento N-mineral + FMA (T8) eo
N-mineral (T2), observa-se que o tratamento 8, além de ser estatisticamente superior a testemunha,
apresentava superioridade estatistica em relacéo ao tratamento 6 (isolados de pameira + FMA),
enguanto que o tratamento 2 sd apresentava superioridade estatistica em relacéo a testemunha. 1sto
pode ser explicado pela presenca dos fungos micorrizicos arbusculares no tratamento 8, como
também pela presenca do nitrogénio neste tratamento. PAULA (1992), em trabaho com a
inoculacdo de bactérias diazotroficas associadas ao Glomus clarum em mudas micropropagadas
de batata doce, observou 0 mesmo comportamento. O autor relatou que, quando as plantas
recebiam o N-mineral associado a esta espécie de FMA, este tratamento era 0 que Se comportava
melhor em relacdo aos demais tratamentos, como também por ALLEN et a., (1981) e NELSON
(1987), onde os autores constataram que os fungos micorrizicos arbusculares intensificaram e
incrementaram a nutri¢do inorganica dos vegetais micotroficos, proporcionando a estes uma maior
taxa fotossintética e um maior incremento no seu desenvolvimento.

Observa-se também que apesar dos tratamentos 4, 5, 7 e 9 se comportarem estatisticamente
semel hantes a testemunha, estes apresentavam uma altura que néo diferenciava estatisticamente do
tratamento micorrizado nitrogenado e do tratamento nitrogenado.

Os resultados observados no parametro, diametro com 270 dias apds inoculacdo, de

bactérias diazotroficas e fungos micorrizicos arbusculares (Figura 24), evidenciaram que 0s



tratamentos N-mineral (T2) e o N-mineral associado aos fungos micorrizicos arbusculares (T8),
como também o tratamento onde as plantas eram inoculadas com as estirpes padrdes conjuntamente
com os isolados de palmeiras (T9), apresentavam um comportamento similar estatisticamente entre
S, e eram estatisticamente superiores a testemunha. E notdrio destacar que tal fato era so
constatado para estes tratamentos, enquanto que os demais, mostravam-se estatisticamente
similares a esta. Quanto aos tratamentos que tinham o N-mineral (T2 e T8), evidenciarem um
comportamento superior a testemunha, isto € semelhante aos resultados obtidos por RODRIGUEZ
et a., (1996 b) e por PACHECO et a., (1987). Estes autores constataram que esta pameira
apresentava um grau el evado de resposta a este nutriente nesta fase de suafenologia.

O tratamento que tinha 0 N-minera apenas sem os fungos micorrizicos arbusculares (T2),
apesar de ser estatisticamente superior a testemunha, ndo era capaz de ser estatisticamente superior
aos tratamentos 3, 4, 5, 6 e 7 mas, no entanto, quando este era associado aos FMA (T8),
observava-se uma conduta mais satisfatéria, evidenciado na sua superioridade aos tratamentos que
tinham as plantas inoculadas com as bactérias diazotréficas estirpes padrdes conjuntamente ou ndo
aos fungos micorrizicos arbusculares, e ao tratamento que tinha as plantas inoculadas com as
bactérias diazotroficas isoladas de palmeiras com presenca ou ndo dos fungos micorrizicos
arbusculares (tratamentos 3, 45, 6 e 7). Isto evidencia, que a adequada nutricdo nitrogenada por s
SO ndo era capaz de propiciar um melhor desenvolvimento a esta pameira, ja que também era
necessaria a presenca dos fungos micorrizicos arbuscul ares.

A respeito do tratamento 9 (estirpes padrdes associadas aos isolados de palmeiras),
apresentar um comportamento similar estatisticamente ao N-mineral (T2) e este associado aos
fungos micorrizicos arbusculares (T8), como também serem superiores a testemunha, confirma os
resultados obtidos por ANADAN & SANTHANA KRISNHA (1996), onde a inoculacéo de

bactérias diazotréficas conferiu um maior incremento de didmetro em Azadirachta indica



(graminea tipica da ndia), como também por HADAS & OKON (1987); FALLIK et a., (1988) e
FALLIK et a., (1989), onde os autores relataram que a inoculagdo de bactérias diazotroficas
conferiu um melhor desenvolvimento das plantas inoculadas com as diazotroficas em relacéo aos
tratamentos que ndo eram inoculados com este tratamento. Estes efeitos, segundo os autores, podem
ser atribuidos a substancias produzidas pelas proprias diazotréficas, como fitohormaonios (auxina,
giberelina e citocininas).

Os tratamentos (T3 e T4), mesmo ndo apresentando superioridade em relacéo a testemunha
apresentavam similaridade estatistica ao tratamento 9 (estirpes padrfes associado ao isolados de
palmeiras), como também ao tratamento N-minera (T2).

Observa-se que com excegdo do tratamento 8 (N-mineral + os fungos micorrizicos
arbusculares), todos os demais tratamentos que tinham os fungos micorrizicos arbusculares (T 5, T
6 e T 7), apresentavam um comportamento edtatisticamente semelhante a0 N-mineral, como
também a testemunha. Observa-se que o fato dos fungos micorrizicos arbusculares estarem
associados a ambos 0s grupos de bactérias diazotroficas, ndo contribuiu para uma influéncia
positiva ou negativa em relagdo ao comportamento deste microrganismo perante a planta. Para este
parametro o fungo micorrizico so evidenciou resposta satisfatoria quando este era associado ao N-
mineral, como jafoi discutido anteriormente. Vé&rios autores salientaram que quando se inoculava
conjuntamente fungos micorrizicos arbusculares e bactérias diazotroficas, estes propiciaram ao
vegetal efeitos benéficos. AZCON & RUBIO (1989), por exemplo, observaram que a inoculagéo
mista de 8 estirpes de R. meliloti com trés espéecies de FMA: Glomus mosseae (Nicol. & Gerd);
Glomus fasiculatum (Thaxter.) e Glomus caledonium (Nicol. & Gerdeman) em alfafa
proporcionou uma melhoria no desenvolvimento desta planta. CHATUVERDI & SINGH (1989),
também observaram respostas positivas através da inoculacdo conjunta de G. cledonium e

Rhizobium sp em Gréo de Bico. HO, (1988), inoculou Azotobacter e Glomus mosseae em Festuca



arundinaceae e observou aumento significativo do peso total da planta seca no segundo e terceiro
ano de cultivo, principal mente quando se inoculou conjuntamente com o micronutriente molibdénio
(micronutriente este de substancial importancia nafixagéo biol6gica de nitrogénio).

Para o parametro altura com 270 dias ap0s inoculacéo com bactérias diazotroficas e fungos
micorrizicos arbusculares (Figura 25), verificou-se que os tratamentos 2 (N-mineral) e 8 (N-
mineral +FMA), eram estatisticamente superiores a todos 0s outros tratamentos impostos e a
testemunha. Resultado este que até entdo ndo tinha acontecido com os parametros discutidos
anteriormente. Estes tratamentos (T2 e T8), SO conseguiam ser superiores estatisticamente a
testemunha.

E notdrio destacar também o comportamento dos tratamentos 3 (isolados de palmeira com
auséncia dos FMA), 4 (estirpes padrdes com auséncia dos FMA) e do tratamento 9 (isolados de
palmeira + estirpes padrbes com auséncia dos FMA), pois apesar destes serem estatisticamente
inferiores tanto ao tratamento nitrogenado (T2), como ao tratamento nitrogenado micorrizado (T8),
0S MesSMos apresentavam-se estati sticamente superiores a testemunha, o que é compativel com os
relatos de TIEN et al., (1979). Estes autores salientaram que as bactérias fixadoras de nitrogénio
talvez, incrementem o desenvolvimento e a produtividade das plantas pelo suprimento de
nitrogénio e\ou pelo estimulo hormonal, pois estirpes de Azospirillum brasilense ou outras
bactérias diazotroficas como Klebsiella sp, produzem substéncias na superficie ou dentro do
tecido de raizes podendo influenciar, diretamente, os processos metabdlicos da planta, induzindo a
proliferacdo de raizes laterais e pélos absorventes e conferindo a estas uma melhoria na sua
nutricao e no seu desenvolvimento.

PAULA & SIQUEIRA (1987); GARCIA-GARRIDO & OCAMPO (1988); SIQUEIRA &
FRANCO (1988); BAREA et al., (1982); KAPULNIK et a., (1985), PACOVSKY (1989 a) e

PAULA (1992), relataram que a inoculacdo conjunta de bactérias diazotréficas e fungos



micorrizicos arbusculares confere ao vegeta efeitos positivos como o incremento do peso de
raizes secas, melhoria na nutricdo inorganica e melhoria no desenvolvimento das plantas
duplamente inoculadas. Com relacdo a interacdo bactéria diazotroficas-fungos micorrizicos
arbusculares ndo apresentarem um comportamento superior a testemunha, isto pode ser atribuido a
algum antagonismo entre esses microrganismos. Este antagonismo deve ter reduzido o efeito
positivo observado quando as diazotroficas eram inoculadas individualmente. Resultado este que
pode estar relacionado com o que € relatado por BALOTA (1994). Este autor constatou que as
espécies de fungos utilizadas no ensaio com plantas de mandioca ndo diferiram entre s quando
inoculadas individualmente, mas que na presenca de algumas bactérias, houve uma diferenciacéo
no comportamento. Para algumas interacdes de bactérias fixadoras de nitrogénio (BFN) e FMA, o
efeito era positivo, ja para outras o efeito era negativo ou neutro em relagdo a testemunha. A
inoculacdo conjunta da bactéria diazotrofica recentemente identificada como Burkholderia
brasilense, por exemplo, com espécies de fungos micorrizicos arbusculares possibilitou ao
Glomus manhihotis (Howeler, Severding & Schenck) e ao Glomus clarum (Nicolson & Schenck)
superarem a especie de fungo micorrizico Entrophospora colombiana (Spain & Schenck)
enquanto que a bactéria diazotrofica Azospirillum lipoferum e a mistura de bactérias associadas
com o0 Glomus clarum superou as outras espécies de fungos micorrizicos arbusculares utilizadas
no ensaio.

Outra possivel hipétese para tal fato pode ser atribuido a grande demanda de energia
(carbono), requerida do vegeta por estes microrganismos para sustentar esta Simbiose.
Provavelmente a planta ndo conseguiu suprir de maneira adequada a necessidade de energia destes
microrganismos, trazendo por consequéncia um desempenho insatisfatorio nesta simbiose.
BALANDREAU, (1996), destacou que durante a fase de maior crescimento da planta, a mesma

exsuda de 10 a 15 % dos seus fotossintatos para a rizosfera, energia esta que pode ser muito bem



utilizada pelas bactérias fixadoras de nitrogénio que estéo nesta area da planta. Assume-se entéo,
gue a atividade da nitrogenase destas bactérias esta diretamente influenciada pela maior, ou menor
capacidade fotossintética da planta e pela variabilidade de fatores como quantidade de area foliar
produzida, concentracéo de gés carbdnico, luminosidade, temperatura do ambiente e eficiéncia no
fechamento e abertura de estdmatos da planta. Assim qualquer um destes fatores pode influenciar
positivamente ou negativamente o envio de fotossintatos para as diazotréficas diminuindo assm o
seu desempenho.

Autores também relataram que, tanto a colonizagdo quanto a esporulacdo dos fungos
micorrizicos arbusculares sdo diretamente influenciados por fatores do ambiente, como também
por fatores inerentes a planta hospedeira, podendo inclusive esses fatores atuarem separadamente
ou interagindo entre s (DEAN 1972; LOPES et al., 1983 e MOSSE, 1986). BUWALDA & GOH
(1982), mencionaram que os fungos micorrizicos arbusculares podem competir com a planta
hospedeira por carbono quando existe elevada quantidade de nitrogénio no tecido da planta. RAJU
et a., (1990), observaram que quando se aumentava o teor de fésforo no substrato foi verificado
gue os fungos micorrizicos arbuscul ares tiveram a colonizagdo micorrizica, contetido de P na parte
aérea e 0 peso de parte aérea seca de sorgo (Sorghum biocolor) diminuida.

Como pode ser observado vérios fatores podem interagir de tal maneira que podem trazer
como conseguéncias um baixo desempenho do FMA na simbiose com a planta. No caso especifico
do ensaio com dendezeiro, o sistema “ FMA - BFN - Dendé ”, torna-se ainda mais complexo e
mais dispendioso para a planta, pois, do ponto de vista energético, a demanda de fotossintatos da
planta, por estes microrganismos é ainda muito maior, do que quando se tem ou o FMA ou a BFN
individualmente no sistema. Assm se algum fator interferir na planta, e esta diminuir o envio de
fotossintatos para os simbiontes, por exemplo, o desempenho deste sistema é reduzido ou

insatisfatorio.



Quanto ao tratamento 5 (FMA com auséncia do N-minera e de bactérias diazotroficas), o
mesmo ndo apresentava diferencas significativas em relagdo a testemunha e aos demais tratamentos
impostos, exceto ao T2 e ao T8. Resultado este que é diferente do que foi obtido por CHU et al.,
(1987); CHU (1989 b) e por CHU & BOTELHO (1991). Estes observaram aumentos
estatisticamente superiores na altura de mudas de dendezeiro inoculadas com fungos micorrizicos
arbusculares em relagdo a testemunha ndo inoculada. Quanto a estes autores constatarem uma
aumento significativo na altura das plantas de dendezeiro micorrizadas e no caso especifico deste
ensaio, ndo ter ocorrido semelhante resultado, isto pode ser atribuido ao fato destes autores terem
utilizado espécies de fungos micorrizicos arbusculares diferentes. No caso especifico deste ensaio
(BFN-FMA-Dendé), utilizou-se o Scutellospora heterogama (Nicolson & Gerdeman e Walker &
Sandres); o Scutellospora gregaria (Schenck & Nicol.) e o Glomus clarum (Nicolson & Schenk),
engquanto nos trabalhos destes autores se utilizou as espéecies Gigaspora spp, Scutellospora
gilmorel (Trappe & Herd ) e a espécie Acaulosphora sp. Provavelmente as espécies utilizadas
neste caso especifico tenham sido menos efetivas quando comparadas com as especies utilizadas
por os autores citados anteriormente.

Para o parametro area foliar com 270 dias apos inoculagdo (Figura 26) os tratamentos 2 (N-
mineral) e 8 (N-minera + FMA) eram estatisticamente superiores aos demais tratamentos
impostos, incluindo a testemunha. Resultado este, que continuava evidenciando o elevado grau de
resposta desta palmeira ao nitrogénio nesta fase de sua fenologia. MAGALHAES (1985), sdientou
gue o contetdo tota de N na planta estd diretamente relacionado com a maor ou menor
capacidade da planta produzir uma area foliar satisfatoria, 0 autor mencionou ainda que a captacéo
de energia solar e a producéo de substéncias organicas estdo diretamente relacionados a uma

maior érea foliar. Em geral o maior incremento da éarea foliar e a maior permanéncia de suas



atividades sd0 obtidas com um suprimento adequado de nitrogénio (MURATA 1969; WATSON et
a 1958 e MURATA & MATSUSHIMA, 1975).

Verificou-se também que o tratamento 9 (isolados de palmeira + isolados padrdes), apesar
de apresentar uma quantidade estatisticamente inferior aos tratamentos 2 e 8, expressava uma area
foliar superior a testemunha, mas ndo apresentava diferencas estatisticas em relacéo aos demais
tratamentos. Semelhante resultado foi também observado por PACOVSKY (1982 a), em plantas de
milho inoculadas com Azospirillum spp, onde as plantas apresentavam uma maior area foliar e um
maior teor de glutamato. Estes resultados podem ser atribuidos apenas a producdo e excrecéo de
horménios de crescimento como auxinas, giberelinas e citocinina por parte destas diazotroficas,
como é relatado por AZCON et al., (1978) e AZCON (1989), ja que este tratamento apresentava
um contetido de nitrogénio que néo diferenciava estatisticamente dos demais tratamentos impostos
incluindo a testemunha (exceto ao tratamento 2 e 8, onde este era estatisticamente inferior). Este
resultado € semelhante com o foi relatado por BAREA et a., (1982); KAPULNIK et ., (1985) e
por PACOVSKY (1989 a). Estes autores observaram também que pode existir aumento no
crescimento vegetal, porém sem incremento no contetido de N e de P por parte das plantas.

Quanto aos tratamentos que tinham as bactérias diazotroficas estirpes padrdes associadas ou
ndo aos FMA, ou as bactérias diazotrdéficas isoladas de palmeiras associadas ou ndo aos fungos
micorrizicos arbusculares ndo apresentarem a mesma conduta do tratamento 9 (ser estatisticamente
superior atestemunha), isto pode ser justificado pela maior capacidade de produzir horménios de
crescimento das diazotréficas que estavam presentes no tratamento 9. Além deste tratamento ser
inoculado com ambos os grupos de diazotroficas utilizadas no ensaio (estirpes padrdes e os

isolados de palmeiras).



Quanto as bactérias diazotroficas associadas ou ndo aos fungos micorrizicos arbusculares
apresentarem um comportamento estatisticamente similar a testemunha, resultado semelhante foi
obtido também por MATOS (1995). Esta autora relatou que quando inoculava conjuntamente o
Glomus clarum + G. etunicatum (Becker & Gerdemann) + Glomus manihotis (Howeler,
Severding & Schenck) + Gigaspora margarita (Becker & Hall) e a bactéria diazotréfica A
brasilense, ou quando esta mistura de fungos micorrizicos arbusculares era inoculada
conjuntamente com A. diazotropicus, ou ainda quando ambas diazotréficas eram inoculadas
individualmente n&o foi observado incremento de &reafoliar em relacéo a testemunha em mudas de
batata inglesa (todas eram estatisticamente iguais a testemunha)).

Com relagdo ao parametro peso de raizes secas aos 270 dias apds inoculagdo (Figura 27) os
tratamentos 2 (N-mineral) e o 8 (N-minerd + FMA) como vem acontecendo com os demais
paréametros comentados anteriormente, evidenciam um comportamento mais satisfatorio em relacéo
aos demais, provando mais uma vez para esta palmeira a sua ata dependéncia ao nitrogénio nesta
fase de suafenologia. O tratamento 8 (N-mineral + FMA), apresentava-se estati sticamente superior
atestemunha e aos demais tratamentos impostos, com excegdo ao tratamento 2 (N-mineral), ao qual
era estatisticamente similar.

Com relacdo a fertilizagso nitrogenada conferir um maior peso de raizes secas, SIMAO &
COUTO (1973); MOHAN et a., (1990); DIAS & FARIA (1992) e RENO (1994), também
observaram semel hante resultado em diferentes espécies arboreas. Quanto as mudas de dendezeiro
fertilizadas com N-mineral apresentarem incremento de peso de raizes secas, resultado semelhante
foi obtidos por RODRIGUEZ et al., (1996 b). Estes autores também observaram aumento no peso
de raizes secas das plantas de dendezeiro fertilizadas com N-mineral em relacéo as plantas que

ndo recebiam este tratamento. Quanto ao tratamento N-mineral + FMA contribuirem para a



melhoria do peso de raizes secas em mudas de dendezeiro, os relatos na literatura séo bastantes
€SCassos.

O tratamento 5 (FMA com auséncia de N-mineral e de bactérias diazotréficas), foi
estatisticamente superior a testemunha e ao tratamento 3 (isolados de palmeiras). Isto pode ser
justificado pela presenca dos fungos micorrizicos arbusculares. Estas maiores producfes de raizes
evidenciadas pelas plantas micorrizadas podem estar relacionadas com 0s maiores suprimentos de
fosforo, pois sabe-se que o elemento € essencial nos processos de fosforilacdo no metabolismo
dos carboidratos. Além destaimportante funcéo o fosforo atua como componente importante para a
sintese de ATP, &acidos nucleicos, coenzimas, fosfolipideos, esteres de carboidratos, divisdo
celular, armazenamento e transferéncia de energia, fixagdo simbidtica de nitrogénio, fotossintese,
respiracd0 e outros processos de importancia no metabolismo vegetal. Assm uma planta
micorrizada conseguindo alocar mais fosforo para a planta, todos estes processos serdo
desempenhados de maneira mais adequados, refletindo assm em uma mehoria no
desenvolvimento da planta como um todo (raiz + parte aérea), fato este também observado por
CHU (1989 a), e por COOPER (1994), em mudas de dendezeiro micorrizadas.

O tratamento 7 (isolados padrdes + FMA) evidenciou um aumento estati sticamente superior a
testemunha e ao tratamento 3 (isolados de pameiras com auséncia dos FMA). Semelhante
resultado também foi observado por PACOVSKY (1989 b) em milho, por NEGI et a., (1992) em
cevada, por BALOTA (1994), em mandioca, como também por ISOPI et a., (1992) em sorgo. Os
autores atribuiram essas diferencas a um aumento do nivel de P, como também a uma melhoria na
absorcéo de agua e de nutrientes proporcionado pela micorrizacdo. I1sto beneficiaria 0s processos
metabdlicos de grande demanda de ATP, como € o caso da fixagdo bioldgica de nitrogénio. Além

de que, tanto a micorrizacdo como também as bactérias diazotréficas produzem e excretam



substancias promotoras de crescimento como os fitohormoénios (HO, 1988; SIQUEIRA &
FRANCO, 1988; KAPULNIK et a., 1985 e AZCON, 1989).

Com relagdo ao tratamento que era inoculado com os isolados de palmeiras + os FMA (T6),
este apesar de ndo diferir estatisticamente dos tratamentos 5 (FMA) e 7 (estirpes padrées + FMA),
nd mostrou superioridade edtatistica a testemunha. BALOTA (1994), também observou
semelhante resultado em mandioca. O mesmo evidenciou que quando inoculava a espécie de
diazotrofica Klebsiella sp conjuntamente com o Glomus manihotis este tratamento néo
diferenciava estatisticamente da testemunha, mas, no entanto quando se inoculava a Burkholderia
Sp conjuntamente com o Glomus manihotis este tratamento se comportava estati sticamente superior
atestemunha. 1sto pode ser explicado pelo fato de ter existido maior sinergismo entre as bactérias
diazotroficas estirpes padroes com estes fungos micorrizicos arbusculares do que quando estes
fungos micorrizicos arbusculares eram associados com os isolados de bactérias diazotroficas
oriundas das palmeiras.

Quanto aos tratamentos gue tinham as bactérias diazotroficas estirpes padroes inoculadas
sozinhas, isolados de palmeiras inoculadas sozinhas, ou ainda a inoculagdo conjunta de estirpes
padroes + isolados de pameiras, ndo conseguiram ser superior a testemunha. Resultado
semelhante foi também observado por BALOTA (1992), onde a inoculagdo individualmente de
Klebsiella sp, Burkholderia sp, Azospirillum lipoferum ou a mistura destas espécies nao
proporcionaram um aumento da producdo de raizes secas em relacdo a testemunha. Fato este que
esta relacionado com a auséncia dos fungos micorrizicos arbuscul ares nestes tratamentos.

Para o0 parametro peso da parte aérea seca aos 270 dias apds a inoculacdo de bactérias
diazotroficas e fungos micorrizicos arbusculares em mudas de dendezeiro (Figura 28), novamente
era observado o0 mesmo comportamento dos tratamentos nitrogenado (T2) e nitrogenado

micorrizado (T8). Estes tratamentos conseguiram produzir uma parte aérea estatisticamente



superior a testemunha e aos demais tratamentos impostos. Resultado este que vinha acontecendo
com frequéncia em outros parametros discutidos. Respostas no incremento da parte aérea seca,
guando as plantas eram fertilizadas com N-mineral, ou quando estas eram fertilizadas com este
nutriente e a0 mesmo tempo inoculadas com fungos micorrizicos arbusculares também foi
constatada por PAULA (1992), em trabalho com batata doce. PEREIRA et al., (1996), em traba ho
com mudas de espécies arbdreas, como a Cassia verrugosa (Senna multijuga); Cinamomo (Melia
azedarach) e em Jacararanda (Jacaranda mimosaefolia), também observaram 0 mesmo
comportamento. Estes autores também constataram que a espécie Fedegoso (Senna macranthera),
respondeu positivamente com um aumento no peso da parte aérea seca, quando estas eram
fertilizadas e micorrizadas. Em mudas de dendezeiro trabalhos realizados por ROSENQUIST
(1962), WERKOVEN (1965); PIGGOTT (1968); WALKER & MELTED (1971) e MARTIN &
PRIOUX (1972), como também por PACHECO et d., (1985), também constataram a mesma
resposta positiva para este parametro através da fertilizacdo nitrogenada. Quanto ao fato da
associacdo de fungos micorrizicos arbusculares com 0 N-minera proporcionar um incremento na
parte aérea de mudas de dendezeiro, observa-se uma escassez de trabalhos em literatura
relacionando aisto.

Um resultado que é importante ser destacado foi o tratamento estirpes padrées + isolados de
pameiras que, apesar de ndo proporcionar maior contelido de nitrogénio na parte aérea destas
plantas, promoveu um aumento na producdo desta parte da planta em quantidades superiores
estatisticamente a testemunha. Resultado este ndo observado com nenhum outro tratamento que era
inoculado com estas diazotroficas. Isto parece ser compativel com os relatos de BAREA et d.,
(1982); KAPULNIK et a., (1985) e PACOVSKY (1989 a). Estes obtiveram aumentos no
desenvolvimento vegetal, porém sem incremento de nutrientes como o N e o P. O que pode ser

justificado pela liberacgo de substancias promotoras de crescimento como fithorménios por parte



destas bactérias. Pois, se este efeito positivo proporcionado fosse oriundo da fixagdo bioldgica do
nitrogénio haveria uma quantidade maior deste elemento na parte aérea deste tratamento em
relacdo a testemunha. Fato este ndo observado. Observase também que este tratamento
apresentava um nimero maior de diazotréficas em relacéo aos demais tratamentos nesta parte da
planta.

Quanto aos tratamentos que tinham as bactérias diazotréficas inoculadas individua mente,
como é o caso dos tratamentos 3 (isolados de pameiras) e 4 (estirpes padrdes), ndo diferirem
estatisticamente do tratamento 9, que tinha ambos os grupos de bactérias diazotréficas inoculadas
conjuntamente (isolados de pameiras + estirpes padroes), provavelmente estas bactérias quando
inoculadas conjuntamente apresentavam um maior sinergismo do que quando estas diazotroficas
eram inocul adas separadamente. Resultado semel hante também foi observado por MATOS (1995),
guando inoculava Azospirillum brasilense, ou Acetobacter diazotrophicus em batata inglesa,
como também por BALOTA (1994), onde a inoculacdo individualmente de Klebsiella sp, ou de
Burkholderia sp, ou ainda de Azospirillum lipoferum em mandioca ndo conferia a estas plantas
aumentos no peso de parte aérea seca superior a testemunha.

Quanto aos tratamentos que eram inoculados com os fungos micorrizicos arbusculares
associados ou ndo com as bactérias diazotroficas (estirpes padrdes), ou ainda quando estes fungos
eram associados as bactérias diazotroficas (isolados de pameiras), ndo apresentarem um
comportamento superior a testemunha, isto provavelmente, pode estar relacionado com a baixa
disponibilidade de nitrogénio no substrato.

Quanto ao tratamento micorrizado (T5), ndo apresentar um comportamento superior
estatisticamente a testemunha, este resultado € diferente dos relatos obtidos por COOPER (1994),
como também por CHU, (1989 b) e por CHU & BOTELHO, (1991). Estes autores obtiveram

aumentos estatisticamente superiores no peso de parte aérea seca das plantas micorrizadas em



relacdo as ndo micorrizadas. Isto pode estar relacionado com o substrato e com as espécies de
FMA utilizadas por estes autores. Estes trabalharam com um substrato mais rico do que o
substrato utilizado neste experimento, como também espécies de FMA mais eficientes do que as
espécies de FMA trabal hadas neste ensaio especifico com o dendezeiro.

Com relacdo a interacéo de bactérias diazotréficas com os fungos micorrizicos arbusculares
(T6 e T 7) ndo proporcionarem um incremento de peso da parte aérea seca em relagcdo a
testemunha, resultado semelhante foi obtido por BALOTA (1994), onde ainoculagéo de Klebsiella
sp + Glomus manihotis, ou de Azospirillum lipoferum + Glomus manihotis em mandioca néo
promovia um aumento do peso de parte aérea destas plantas em relacdo a testemunha. 1sto pode
estar relacionado com um maior sinergismo das bactérias diazotroficas no tratamento 9, do que
guando estas eram associadas com os fungos micorrizicos arbusculares (T6 e T 7).

Para o parametro Nitrogénio-total nas raizes 270 dias ap0s a inoculacdo com bactérias
diazotroficas e FMA (Figura 29), foi verificado que o tratamento 8 (N-minera + FMA), era o
unico que mostrava superioridade estatistica em relacéo a testemunha e aos demais tratamentos
impostos, 0 que vem acontecendo com fregiiéncia com outros parametros, e que € justificado pela
presenca da fertilizacdo nitrogenada e da presenca dos fungos micorrizicos arbusculares neste
tratamento, fato este ja anteriormente discutido. PAULA (1992), em batata doce também observou
semelhante resultado, onde a inoculagdo conjunta do fungo micorrizico arbuscular Glomus clarum
com o N-mineral também proporcionou uma melhoria na absor¢do de nitrogénio nas raizes
(tubérculos), destas planta.

Quanto aos fungos micorrizicos arbusculares incrementarem o contelido de nitrogénio nas
raizes, este resultado é compativel com o que é relatado por HARLEY & SMITH (1983); BOWEN
& SMITH (1981) e por BROWN et a (1981). Estes autores observaram que normalmente quanto

menos movel o ion no solo, maior arelevancia de seu transporte atraveés das hifas dos FMA paraa



planta hospedeira. No caso especifico de nitrogénio na forma amoniacal, parece que esta forma de
nitrogénio apresenta uma maior importancia, tendo sido observado um maiores beneficios da
fertilizacdo na forma de amonio do que em relacéo a fertilizagdo na forma de nitrato por hifas
extra-radiculares dos fungos micorrizicos arbusculares. Fato este que esta diretamente relacionado
com a maior mobilidade do nitrato em relagdo ao amonio no solo. AMES et a (1983) e (1984),
também constataram em estudo com sulfato de aménio marcado com N* e fungos micorrizicos
arbusculares, que estes fungos eram capazes de absorver e transferir nitrogénio para as plantas
micorrizadas, fato este também observado por SMITH et a (1985). Estes constataram que em
geral raizes micorrizadas apresentavam incrementos na atividade de determinadas enzimas
envolvidas na assimilacdo de nitrogénio, como a redutase de nitrato e a glutamina sintetase.
Embora o tratamento estirpes padrdes + os isolados de palmeiras (T9), ndo tenha expresso
um incremento nos contetdos de N, na parte aérea da planta, verificou-se que tal comportamento
ndo foi observado nas raizes. Este tratamento destacava-se em relacéo aos demais pelo fato dos
Mesmos apresentarem um comportamento superior a testemunha, como também aos tratamentos 3
(isolados de palmeiras), 4 (estirpes padrdes), 5 (fungos micorrizicos arbusculares), 6 (isolados de
palmeiras + FMA) e um comportamento estatisticamente similar ao tratamento nitrogenado. 1sto
provavelmente pode estar ligado a um maior sinergismo entre estes grupos de bactérias
diazotroficas (estirpes padroes + isolados de pameiras), do que quando estes grupos de
diazotroficas eram inoculados sozinhos (T3 e T4), como também pelo fato destas bactérias
diazotroficas (T9), provavelmente terem recebido mais fotossintatos nas raizes, do que quando
estas se encontravam na parte aérea. Assm estas diazotroficas conseguiram apresentar uma
fixacdo biologica de nitrogénio mais satisfatoria e desta maneira conseguiram fornecer uma maior
guantidade deste elemento nas raizes do que na parte aérea. Semelhante resultado foi também

obtido por ORLANDO FILHO et d., (1980) e URQUIAGA & DOBEREINER (1991) em raizes de



cana de agucar, como também por BODDEY & DOBEREINER (1982) e por BODDEY &
DOBEREINER (1988) em gramineas e em cereais e por CARLETTI et a., (1996) em macieira.

Observa-se também uma diferenca de comportamento entre o tratamento nitrogenado
micorrizado e o tratamento nitrogenado com auséncia do fungo micorrizico. Este dltimo n&o
conseguia apresentar um contedido de nitrogénio superior a testemunha e aos tratamentos 3, 4, 5, 6,
7 e 9, resultado este que deixava bem evidenciado a importancia da inoculagdo dos fungos
micorrizicos arbusculares para 0 bom desempenho do tratamento 8. SO para se ter uma idéia do
efeito positivo no incremento de nitrogénio conferido por este fungo nesta parte da planta no
tratamento 8, este apresentava um incremento de 247,04% deste nutriente nas raizes em relacéo ao
tratamento que tinha apenas o N-mineral. Resultado semelhante também foi reportado por
CROSSMAN & HILL (1983) e por KANDASMY et al., (1988). Estes autores relataram que
fungos micorrizicos arbusculares também possuem capacidade, através das hifas extra radiculares,
de absorver e trandocar para 0 vegetal 0 N na forma amoniacal aumentando assim o contetido de
N nesta parte da planta.

O comportamento satisfatorio dos fungos micorrizicos arbusculares observado no tratamento
8, ndo foi verificado quando estes eram inoculados sozinhos, ou quando estes eram inoculados
conjuntamente com os isolados de palmeiras, ou ainda quando estes fungos eram inoculados com
as estirpes padroes. Resultado este que novamente deixa clara aimportancia que tem a fertilizacéo
nitrogenada nesta fase da fenologia desta palmeira, como também a contribui¢cdo que o suprimento
deste elemento (N) pode propiciar para a melhoria na atividade metabdlica desta palmeira,
refletindo em uma melhor sustentabilidade da simbiose com este fungo micorrizico arbuscular. O
fato destes fungos, quando inoculados sozinhos ou conjuntamente com as diazotréficas em substrato

deficiente em nitrogénio (como foi 0 caso especifico deste ensaio), ndo conseguirem propiciar as



raizes desta palmeira uma quantidade de nitrogénio superior a testemunha, também foi observado
por MATOS (1995), em batata inglesa.

Com relacdo as bactérias diazotroficas estirpes padroes inoculadas conjuntamente ou néo
aos fungos micorrizicos arbusculares, ou as bactérias diazotroficas isoladas de pameiras
inoculadas ou ndo com os fungos micorrizicos arbuscul ares expressarem a mesma quantidade de N
nas raizes em relacéo a testemunha, semelhante resultado foi observado por BALOTA (1994). Este
constatou que quando se inoculava o Azospirillum lipoferum sozinho ou este inoculado
conjuntamente com as especies de FMA Glomus manihotis ou com 0 Glomus clarum estes néo
diferenciavam da testemunha, e por MATOS (1995), em batata inglesa, onde a autora observou que
guando se inoculava a diazotrofica Acetobacter diazotrophicus sozinha ou conjuntamente com a
mistura de fungos micorrizicos arbusculares (Glomus etunicatum + Glomus manihotis +
Gigaspora margarita e Glomus clarum), estes tratamentos ndo diferiram também da testemunha.

Verificou-se também que os tratamentos 3, 4, 6 e 7 nd0 expressavam O MesMo
comportamento satisfatorio do tratamento estirpes padroes + isolados de pameiras (este
tratamento apresentava um conteido de N maior nas raizes do que a testemunha e superior aos
demais tratamentos impostos, com excecdo do T 2 edo T 8). Isto pode ser atribuido a um maior
sinergismo destes grupos de bactérias quando séo inoculados conjuntamente do que quando estes
grupos de bactérias sdo inoculados individua mente.

Com relacdo ao Nitrogénio-total na parte aérea apés 270 dias de inoculagdo com bactérias
diazotroficas e fungos micorrizicos arbusculares (Figura 30), verificou-se que os tratamentos 2 (N-
mineral) e 8 (N-mineral + FMA), propiciaram o acumulo de quantidades superiores
estatisticamente deste nutriente em relacdo a testemunha e aos demais tratamentos impostos.
Quanto aos tratamentos que tinham as plantas fertilizadas com N-mineral, conseguirem apresentar

uma maior quantidade deste elemento na parte aérea em relagdo aos demais tratamentos,



ROSENQUIST (1962); WERKOVEN (1965); PIGGOTT (1968), WALKER & MELTED (1971) e
MARTIN & PRIOUX (1972), encontraram semelhante resultado em mudas de dendezeiro também
fertilizadas com este elemento nesta fase de viveiro.

Quanto aos demais tratamentos, onde as plantas ndo eram fertilizadas com o N-mineral, ndo
evidenciarem 0 mesmo comportamento dos tratamentos 2 e 8, isto pode ser atribuido ao elevado
grau de resposta desta palmeira em estégio de mudas ao nitrogénio, como ja foi mencionado
anteriormente, como também ao fato do substrato ser pobre em nitrogénio. Este procedimento foi
necessario devido se tratar de um ensaio com bactérias diazotroficas e fungos micorrizicos
arbusculares. Ambos 0s microrganismos sd&0 muito vulneraveis a quantidades elevadas deste
nutriente no solo ou no substrato, fato este salientado por FRANCO & NEVES (1992). Estes
autores mencionaram que dos nutrientes minerais o nitrogénio € o que mais prejudica a fixagéo
biol6gica do nitrogénio. Os autores salientaram ainda que so ha fixagdo biol 6gica de nitrogénio em
situacdo de deficiéncia deste elemento no substrato. Quanto aos fungos micorrizicos arbusculares
CARDOSO ¢t al., (1986), relataram que nutrientes como o N e o P, influenciam negativamente a
colonizagdo destes microrganismos quando estes elementos estdo em alta concentragdo no
substrato, como também é relatado por CHAMBBERS et al., (1980); BAATH & SPOKES (1989)
epor VAAST & ZAROSKI (1992).

Os resultados obtidos no ensaio com a pupunheira (experimento 1), evidenciavam
comportamento semelhante aos observados com as mudas de dendezeiro neste ensaio especifico
(tratamento nitrogenado e micorrizado nitrogenado ndo diferiam estatisticamente entre s e eram
estatisticamente superiores aos demais tratamentos). SO para se ter uma idéia da demanda elevada
do dendezeiro por este elemento no tecido da parte aérea nesta idade, nem a fertilizaco
nitrogenada ( com 14 mg de N, na forma de Sulfato de Amonio a cada 25 dias), foi suficiente para

suprir esta palmeiracom N, na parte aérea nesta fase de sua fenologia.



De acordo com MALAVOLTA et a., (1989), o dendezeiro requer um teor de 2,02% de N
nas folhas com 9 meses de idade. De todos os tratamentos impostos, os tratamento 2 (N-mineral,
com 1,39 %) e o tratamento 8 (N-mineral associado aos fungos micorrizicos arbusculares, com
1,03%), foram os que chegaram mais proximos deste valor. Os demais tratamentos ficaram com
valores abaixo de 1%.

Quanto aos tratamentos que tinham as bactérias diazotréficas (estirpes padrdes ou isolados
padrdes, juntas ou inoculadas separadamente), ndo conseguirem fornecer nitrogénio para a parte
aérea da planta em quantidade superior a testemunha ou em quantidade estatisticamente similar aos
tratamentos nitrogenado e nitrogenado micorrizado, é diferente dos resultados obtidos por
BODDEY et d., (1986) e por DIDONET et a., (1996). Estes autores constataram um maior
incremento de nitrogénio na parte aérea de trigo, e por HASSEN et al., (1987), onde os autores
observaram um incremento de N na parte aérea de milho, utilizando bactérias diazotroficas.

Quanto ao fato das bactérias diazotroficas ndo apresentarem um comportamento satisfatéorio
para este parametro, isto pode ser atribuido a elevada dependéncia desta palmeira a este elemento,
aliado ao fato de ndo ter existido disponibilidade suficiente do nitrogénio para a fotossintese
destas plantas. Este elemento, segundo FERRI (1985), € considerado como componente essencial
para uma adequada atividade fotossintética, pois 0 mesmo aém de ser elemento estrutural de
aminoéacidos, proteinas, vitaminas, enzimas, € também componente da molécula da clorofila, sendo
gue esta Ultima desempenha um papel fundamental no processo de bioconversdo de energia. Tendo
escassez de N, consegientemente se tem menos clorofila e uma atividade fotossintética menor e
bem aquém de uma planta bem nutrida com nitrogénio. Assim, consequentemente a planta reduziria
0 envio de fotossintatos para sustentar a simbiose com estas diazotroficas. Tendo menos
fotossintatos disponiveis, a atividade metabolica destas bactérias diazotroficas seria bastante

comprometida, fazendo com que as mesmas agpresentassem um comportamento ndo muito



satisfatorio com relagdo ao incremento de N (via fixagdo bioldgica de nitrogénio), para esta parte
da planta desta palmeira atamente dependente deste elemento nesta fase de sua fenologia
Provavelmente se estivéssemos trabalhando com uma planta ndo tédo dependente de nitrogénio
nesta fase de muda, ou se 0 substrato fosse um pouco mais rico neste elemento o resultado poderia
ser diferente.

Quanto aos tratamentos que tinham as plantas inoculadas conjuntamente com bactérias
diazotroficas (estirpes padrdes ou isolados de palmeiras), e os fungos micorrizicos arbusculares
ndo conseguirem incrementar o contelido de nitrogénio na parte aérea desta pameira € diferente
dos relatos de BALI & MURKEJ (1991). Estes autores observaram gue a dupla inoculagdo com
Glomus macrocarpum (Tulasne & Tulasne) e Azospirillum amazonense proporcionaram a
Corchourus olitorius (Juta), um incremento de N na parte aérea desta planta, como também por
SCHONBECK (1995), onde o autor observou também um maior incremento deste elemento na
parte aérea, quando se inoculou conjuntamente Glomus clarum e o Acetobacter spp em cana de
acucar, como também por KRISNHAN & KALAVATI, (1996), onde os autores constataram uma
maior quantidade de N em Azadirachata indica (graminea tipica da india), quando esta planta era
inoculadacom Azospirillum spp e fungos micorrizicos arbusculares e por BALOTA (1994), onde
0 autor constatou um aumento de N na parte aérea desta planta quando inoculava-se conjuntamente
bactérias diazotroficas e fungos micorrizicos arbuscul ares.

Quanto a simbiose bactéria diazotrofica - fungos micorrizicos arbusculares - mudas de
dendezeiro ndo ter se mostrado satisfatoria a ponto de se ter um incremento de N na parte aérea
desta palmeira nesta fase de sua fenologia, pode também ser justificado por ndo ter havido
fotossintatos suficientes também para suprir a necessidade deste sistema triplice. Fato este ja

discutido no paragrafo anterior.



Quanto ao tratamento onde as plantas eram inoculadas com os fungos micorrizicos
arbusculares ndo terem acumulado uma quantidade de nitrogénio na parte agrea estatisticamente
similar aos tratamentos N-mineral (T2) e a0 N-mineral + os fungos micorrizicos arbusculares
(T8). CHU & BOTELHO (1991), e CHU (1989 a), observaram resultados mais satisfatorios. Estes
autores em trabalho com mudas de dendezeiro inoculadas com Gigaspora sp e Acaulospora sp, em
solo fumigado, constataram que esses fungos proporcionaram um maior conteddo de N na parte
aérea em relacdo a testemunha. Quanto ao tratamento micorrizado (T5), ndo apresentar 0 mesmo
comportamento, isto pode ser atribuido ao fato das espécies utilizadas por estes autores serem
mais eficientes na contribuicdo do acimulo de N, do que as espécies utilizadas neste ensaio.

Verificou-se que para o parametro Fosforo total nas raizes apos 270 dias de inoculagdo com
bactérias diazotroficas e fungos micorrizicos arbusculares (Figura 31) que o tratamento 8 (N-
mineral + FMA) apresentava diferencas significativas em relagdo aos demais tratamentos, exceto
a0 N-mineral com auséncia dos FMA (T2), onde o mesmo foi estatisticamente semelhante. O que
pode ser justificado pela presenca dos FMA no tratamento 8, como também pelo fato da
fertilizacdo nitrogenada contribuir na melhoria da absorcéo de P pelo vegetal, como é reportado
por MILLER & OHLROGG (1958); OLSON & DREIER, (1956) e por ROBERTSON et d.,
(1954).

O sinergismo N X P também contribuiu para que o tratamento 2 (N-mineral) fosse superior
estatisticamente a quase todos os tratamentos, exceto ao tratamento 5 (FMA apenas), 6 (isolados
de palmeiras + FMA) como também ao tratamento 7 (estirpes padrdes + FMA). O tratamento N-
mineral ndo foi superior a estes tratamentos (T5, T6 e T7) em virtude destes tratamentos terem sido
inoculados com os fungos micorrizicos arbusculares ja que, segundo BOLAN (1991), a maior
eficiéncia na absorcdo de fosforo, por plantas micorrizadas, se deve basicamente, a exploracéo de

um maior volume de solo e ao transporte do P ser mais eficiente no interior das hifas fungicas do



gue a difusdo deste elemento no solo. Com isto, relatou o autor, plantas que tem suas raizes
colonizadas pelas hifas de fungo micorrizicos arbusculares possuem uma maior quantidade de P na
planta do que uma planta ndo micorrizada.

Verificou-se também que mesmo o tratamento nitrogenado (T2) sendo estatisticamente igual
a0 tratamento nitrogenado associado aos fungos micorrizicos arbusculares (T8), 0 mesmo
apresentava um comportamento um tanto inferior a0 T 8. Fato este que pode ser explicado pela
presenca dos FMA no T 8, como ja foi mencionado anteriormente. Este microrganismo, segundo
GIANINAZZI-PEARSON (1986), HOWELER et ., (1987) e MILLINER (1988), confere a planta
uma mel horia na absor¢do de nutrientes do solo, em particular o fosforo.

O tratamento 5 (FMA com auséncia do adubo nitrogenado e de bactérias diazotroficas) foi
estatisticamente superior a testemunha e ao tratamento isolados de pameira (T3), ndo
apresentando diferencas significativas em relacdo aos demais tratamentos, exceto ao T 8, onde o
mesmo era estatisticamente inferior. O que mostra novamente o efeito positivo dos fungos
micorrizicos arbusculares na melhoria da absor¢céo do P, por parte das plantas micorrizadas.
Resultado este também observado por CHU & BOTELHO (1991) e CHU (1989 a), também em
mudas de dendezeiro inoculadas com fungos micorrizicos arbusculares, como também por KATO
(1987) e HOWELER €t d., (1982) em mandioca inoculada com estes fungos.

Observou-se também que a inoculagdo conjunta dos FMA e bactérias diazotréficas (T6 e
T7), ou quando estes microrganismos eram inoculados individualmente (T3 e T4) ou quando estes
microrganismos eram inoculados conjuntamente com auséncia dos FMA (T9), que ndo havia
diferencas estatisticas entre os tratamentos citados, mas, no entanto o desempenho dos tratamentos
3, 4 e 9 foram um tanto inferiores aos tratamentos 6 e 7. Estes dois Ultimos, por exemplo, eram
estatisticamente iguais ao tratamento nitrogenado, enquanto que os tratamentos 3, 4 e 9 eram

estatisticamente inferiores ao tratamento nitrogenado. O fato dos tratamentos 3 (isolados de



pameiras), 4 (isolados padrdes) e do tratamento 9 (isolados de palmeiras + estirpes padrdes), ndo
diferiram edtatisticamente da testemunha, como também n&o diferiram estatisticamente dos
tratamentos 6 (isolados de palmeira+ FMA) e 7 (isolados padrfes + FMA) e serem inferiores aos
tratamento nitrogenado (T2) e nitrogenado micorrizado (T8), pode ser justificado pela auséncia
dos fungos micorrizicos arbusculares nestes tratamentos (T 3, T 4 e T 9). BALOTA (1994), em
trabalho com mandioca obteve resultado semelhante. O autor constatou que quando se inoculava a
mistura de diazotroficas Klebsiella sp + a bactéria E (Burkholderia sp) + Azospirillum lipoferum,
ou quando estas eram inoculadas individualmente ndo se observava diferencas significativas em
relacéo a testemunha, mas, no entanto quando estas eram associadas a0 Glomus manihotis , com
excecao da inoculacdo conjunta de Klebsiella sp com este fungo micorrizico, todos os demais
tratamentos tinham mais P nas raizes.

Como vem acontecendo com frequéncia nos parametros anteriores discutidos, como também
era observado no ensaio 1 em mudas de Pupunheira, o tratamento nitrogenado micorrizado e o
tratamento nitrogenado, eram o0s que se comportavam de forma mais satisfatoria em relacdo a
testemunha e aos demais tratamentos impostos. Para o parametro Fosforo total na parte aérea apos
270 dias de inoculagdo com bactérias diazétroficas e os FMA (Figura 32), este fato também se
repetia. Ambos os tratamentos se comportavam estatisticamente superiores a testemunha e aos
demais tratamentos. Embora estes tratamentos apresentassem superioridade a testemunha e aos
demais tratamentos impostos, entre estes tratamentos observava-se que o nitrogenado micorrizado
(T8), era superior estatisticamente ao tratamento nitrogenado (T2). Fato este que € justificado pela
contribuicdo da fertilizacdo nitrogenada (sinergismo N x P), como também pela presenca dos

fungos micorrizicos arbusculares no tratamento 8.



Quanto afertilizacdo nitrogenada (na forma amoniacal), promover uma melhoria no contelido
de fosforo no tecido da parte aérea da planta € compativel com os relatos de GRUNES et a.,
(1958); de SIMPSOM (1961), como também de SOLTANPOUR (1974).

Quanto ao tratamento 5 (Mistura das espécies de fungos micorrizico arbuscular Glomus
clarum + Scutellospora gregaria + Scutellospora heterogama), apresentar um incremento de P na
parte aérea de mudas de dendezeiro em relacdo a testemunha, resultado semelhante foi constatado
por CHU (1989 a); CHU & BOTELHO (1991), como também por COOPER (1994), também em
mudas de dendezeiro inoculadas com fungos micorrizicos arbuscul ares.

Quanto aos tratamentos que tinham os fungos micorrizicos arbusculares associados com as
bactérias diazotroficas estirpes padrdes ou quando estes fungos eram inoculados conjuntamente
com as bactérias diazotroficas isoladas de pameiras, 0S mesmos expressavam um comportamento
estati sticamente superior a testemunha. Semelhante resultado foi também obtido por KANDASMY
et a., (1988), como também por PAULA (1992), em batata doce, onde os tratamentos que eram
inoculados com Glomus clarum + Acetobacter diazotrophicus + Klebsiella sp, ou que eram
inoculados com o Glomus clarum + Acetobacter diazotrophicus, apresentavam um incremento de
P na parte aérea estati sticamente superiores a testemunha.

Quando as bactérias diazotréficas (isolados de palmeiras ou estirpes padrbes), eram
inoculadas individualmente com auséncia dos fungos micorrizicos arbusculares, ou quando estas
eram inoculadas juntas (estirpes padrdes + isolados de pameiras), era observado que néo existia
diferencas estatisticas em relacdo a testemunha. Resultado este que € compativel com os resultados
obtidos por BALOTA (1994), em mandioca, onde as bactérias diazotroficas Klebsiella sp;
Burkholderia sp; Azospirillum lipoferum ou estas trés espécies de bactérias diazotroficas
inoculadas conjuntamente, Nd0 conseguiam ser estatisticamente superiores a testemunha, como

também por MATOS (1995), onde a inoculagdo individualmente de Acetobacter diazotrophicus



ou de Azospirillum amazonense em batata inglesa ndo proporcionava a estes tratamentos um
aumento no contetido de P na parte aérea em quantidade estatisticamente superior a testemunha. A
auséncia dos fungos micorrizicos arbusculares nestes tratamentos seria o fator determinante para
gue estes tratamentos ndo se comportassem de forma similar aos que possuiam ambos os
microrganismos inoculados conjuntamente (bactérias diazotroficas e fungos micorrizicos
arbusculares). Provavelmente se houvesse a presenca dos fungos micorrizicos arbuscul ares nestes
tratamentos se observaria 0s mesmos resultados obtidos com o tratamento isolados de palmeiras
inoculados conjuntamente com os fungos micorrizicos (T6) e do tratamento que era inoculado com
as estirpes padrdes conjuntamente com os fungos micorrizicos arbusculares (tratamento 7).

Constatou-se também que todos os tratamentos impostos apresentavam um teor de fosforo na
parte aérea considerado como satisfatorio para 0 desenvolvimento desta palmeira em estégio de
mudas, que é de 0,12% (nove meses de idade), como é mencionado por MALAVOLTA et d.,
(1989). Fato este que evidencia que esta palmeira ndo € tdo exigente em fésforo, quando se
compara com a sua exigéncia do nitrogénio nesta fase de sua fenologia, o que é compativel com os
relatos de SOBRAL (1989), como também por GOMES & ALVIM (1995), onde estes autores
destacaram a baixa dependéncia ao fosforo das palmeiras nesta fase de muda.

Em relacéo ao parametro Potéssio total nas raizes de mudas de dendezeiro apos 270 dias de
inoculacdo com bactérias diazotréficas e FMA (Figura 33), observou-se que tanto o tratamento
nitrogenado (T2), como o tratamento nitrogenado micorrizado (T8), apresentavam um
comportamento estatisticamente superior a testemunha e a todos 0s outros tratamentos impostos.
Resultado este que é atribuido ao fato da fertilizagcdo nitrogenada propiciar ao vegetal uma
melhoria da nutricdo potassica se este elemento estiver disponivel no solo ou no substrato.

UESERWOOD (1982), destacou que a fertilizagdo nitrogenada em plantas como milho, por



exemplo estimulou o crescimento vegetativo e trouxe como efeito uma maior necessidade de
nutrientes para a planta, sendo que, dentre estes esta o K.

Observa-se também um efeito benéfico da micorrizagdo associada a fertilizacéo nitrogenada
na melhoria da absor¢do e da acumulacdo deste nutriente nesta parte da planta. Fato este que €
proporcionado também pela presenca dos FMA. Estes fungos atuam na melhoria da absorcéo de
nutrientes (entre eles o potassio), pela planta quando associado com N-mineral. PAULA (1992),
observou este mesmo fato inoculando Glomus clarum com N- mineral em batata doce.

Com relagdo ao tratamento 5 (FMA apenas), 0 mesmo evidenciou uma quantidade
estati sticamente superior a testemunha, 0 que mostra mais uma vez que a micorrizacdo contribuiu
para uma adequada absor¢do deste elemento por parte das plantas, fato este ndo observado com os
demais tratamentos, exceto os tratamentos 2 e 8, onde estes eram superiores a todos os tratamentos
do ensaio. CHU & BOTELHO (1991), constataram semelhante resultado em trabalho com mudas
de dendezeiro inoculadas com FMA. Além destes autores CARVALHO et a., (1982), utilizando
G. margarita e CARVALHO (1984), utilizando G. margarita, S. heterogama e Gigaspora sp
(espécie nativa), também observaram em raizes de mandioca aumentos no conteido de K, quando
Se comparava com as plantas ndo micorrizadas. SUDO et d., (1996), em trabalho com mudas de
pupunheira inoculadas com fungos micorrizicos arbusculares também evidenciou aumentos no
contetdo de K nas raizes desta pameira em relacéo a testemunha.

Verificou-se também, que com excecao dos tratamentos 2 (superior a todos os tratamentos,
exceto ao tratamento 8), 5 (apenas superior a testemunha) e 8 (superior a todos os tratamentos),
todos os demais tratamentos impostos, incluindo os tratamentos que tinham os fungos micorrizicos
arbusculares inoculados conjuntamente com as estirpes padrées ou com os isolados de palmeiras
N&o conseguiram ser superiores a testemunha e ndo diferiram estatisticamente entre si. Quanto aos

tratamentos 6 e 7, que tinham os FMA inoculados conjuntamente com as diazotréficas



apresentarem uma quantidade de potéssio nas raizes que ndo diferiram estatisticamente da
testemunha, enquanto que os tratamentos 8 (N-minera + FMA), e 5 (FMA) apresentavam uma
guantidade superior estatisticamente a testemunha, pode estar relacionado com algum efeito
negativo existente entre ambos 0s microrganismos nestes tratamentos. Algo pode ter influenciado o
sinergismo destes microrganismos fazendo com que a maior quantidade de K observada no
tratamento 5 e 8 (ambos tinham FMA), néo fosse constatada nos tratamentos 6 e 7. PAULA (1992)
em trabaho com batata doce constatou semelhante resultado, onde plantas micorrizadas
conjuntamente com a inoculacdo de diazotroficas mostravam uma quantidade de potassio nas
raizes semel hante estatisticamente a testemunha

Os tratamentos 3 (isolados de palmeiras); 4 (estirpes padrdes) e 9 (estirpes padrbes +
isolados de palmeiras), apresentaram um conteido de K nas raizes estati sticamente semelhantes a
testemunha. Resultado semelhante foi verificado por MATOS (1992), onde a autora constatou em
batata inglesa que a inoculagdo de Azospirillum brasilense ou a inoculacdo de Acetobacter
diazotrophicus individua mente ndo promoveu aumentos no contedido de K nas raizes desta planta
em relacdo a testemunha como também por SILVEIRA (1992), onde a autora observou gue plantas
de soja e de afafa micorrizadas apresentavam uma quantidade de potassio estatisticamente igual a
testemunha.

Para 0 parametro Potéssio total na parte aérea em mudas de dendezeiro apos 270 dias de
inoculagdo com bactérias diazotroficas e fungos micorrizicos arbusculares (Figura 34), verificou-
se mais uma vez o elevado desempenho do tratamento nitrogenado micorrizado (T8) em relacéo
a0s demais tratamentos. Este foi o Unico tratamento que expressou um comportamento
estati sticamente superior atodos os demais tratamentos impostos, compreendendo a testemunha.

E notdrio destacar que a diferenca deste tratamento em relagdo ao tratamento nitrogenado

com auséncia dos fungos micorrizicos arbusculares era de 173,92%, resultado este que esta



relacionado com o fato da fertilizagdo nitrogenada contribuir para uma melhoria no contetido de
potéssio no tecido da parte aérea da planta (sinergismo na planta entre N x K), como foi relatado
por GOMES (1967), em milho, onde o tratamento que tinha as plantas fertilizadas com N-minera
proporcionaram uma melhoria na absorcdo de potéssio pelas plantas em 62 %; como também por
COIC & LESAINT (1971), onde a adubacéo nitrogenada na forma amoniacal favoreceu a absor¢éo
de cétions como o potéassio e por USERWOOD (1982).

Para 0 parametro porcentagem do comprimento de raizes finas colonizadas por FMA apos
270 dias de inoculagéo de bactérias diazotroficas e fungos micorrizicos arbusculares (Figura 35)
verificou-se que ndo havia diferencas significativas entre os tratamentos que tinham os fungos
micorrizicos arbusculares (T 5, T 6, T 7 e T 8), e que estes apresentavam uma colonizacéo
micorrizica estatisticamente superior a testemunha (T1) e aos demais tratamentos ndo micorrizados
(T2, T3, T4eT?9). Cabe sdientar também que houve dificuldade de encontrar raizes finas, pois
foi observado que no sistema radicular desta palmeira nesta fase da sua fenologia (9 meses de
idade) predominava raizes mais grossas do que as requeridas para avaliar a colonizacdo
micorrizica. SUDO, et d., (1996), em trabalho com mudas da palmeira pupunha micorrizadas,
também relataram a mesma dificuldade de encontrar raizes finas para 0 mensuramento da
colonizacdo micorrizica.

A porcentagem do comprimento de raizes finas colonizadas por FMA foi de 16,87% no
tratamento 5 (Scutellospora gregaria + Scutellospora heterogama + Glomus clarum), de 16,97%
no tratamento 6 (as trés espécies de FMA utilizadas associadas as bactérias diazotroficas isoladas
de pameiras), de 15,82% no tratamento 7 (as trés espécies de FMA associadas as bactérias
diazotroficas estirpes padrdes) e de 15,29% no tratamento micorrizado com as trés espécies de

FMA utilizadas no ensaio associadas a0 N-mineral (T8).



Embora porcentagem do comprimento de raizes finas colonizadas por FMA néo fosse muito
elevada, isto ndo desencadeou entraves sérios para que as mudas de dendezeiro respondesse
positivamente a micorrizagdo, pois como foi observado nos parametros anteriormente discutidos
nenhum tratamento que tinham os FMA foi edtatisticamente inferior a testemunha e para aguns
parametros os tratamentos micorrizados conseguiam ser estatisticamente superiores a testemunha.
O tratamento micorrizado nitrogenado (T8), por exemplo, conseguia ser superior a testemunha em
todos os parametros (com excecdo apenas do didmetro com 90 DAI, onde 0 mesmo era
estatisticamente similar).

Os tratamentos 5, 6 e 7 apresentavam na maioria dos parametros um comportamento
edtatisticamente igua a testemunha e nunca inferior a esta, como também estatisticamente
superiores a testemunha no parametro Fosforo total incorporado na parte aérea (Figura 32),
parémetro este que reporta muito bem se houve ou ndo uma influéncia da micorrizagcdo para uma
resposta positiva da planta, pois, como ja foi enfocado anteriormente estes fungos atuam na
melhoria da nutricdo fosfatica das plantas micorrizadas em relagéo as ndo micorrizadas. SAGGIN
JUNIOR et al., (1995), objetivando estudar a colonizagdo micorrizica em mudas de cafeeiro por
diferentes FMA, observaram também uma colonizacdo micorrizica considerada de média a baixa
(10,8%) com o Glomus etunicatum, entretanto este fato ndo foi considerado um entrave para que
as mudas desta planta apresentassem uma melhoria no desenvolvimento das mudas de cafeeiro,
evidenciado principalmente na melhoria da area foliar (caracteristica esta, considerada muito
importante para a qualidade das mudas).

Quanto as espécies de fungos micorrizicas utilizadas no ensaio ndo diferirem estatisticamente
entre s em todos os tratamentos que tinham estes FMA fazendo parte, evidencia que o fato destes
fungos estarem associados a ambos os grupos de diazotroficas (estirpes padrdes ou isolados de

palmeiras), ou quando estes fungos eram inoculados conjuntamente com a fertilizacdo com N-



minera (na forma de sulfato de amoénio), a cada 25 dias ndo influenciou negativamente a
colonizac&o micorrizica dos tratamentos. Se isto fosse observado o tratamento micorrizado apenas
(tratamento 5), expressaria uma colonizacdo micorrizica superior aos demais tratamentos que
tinhamo FMA (T 6, T 7 e T 8), fato este ndo observado.

Quanto ao tratamento que tinha os fungos micorrizicos arbuscul ares associados ao N-mineral
(T8), apresentarem uma colonizagdo micorrizica estatisticamente semelhante ao tratamento que era
apenas micorrizado (T5), resultado semelhante foi também obtido por PEREIRA et al., (1996).
Estes autores em trabalho com diferentes mudas de espécies arbdreas, constataram que na espécie
Fedegoso (Senna mancranthera), o tratamento que era micorrizado com Glomus etunicatum +
Gigaspora margarita conjuntamente com a fertilizacdo de nitrogénio sob a forma amoniacal
também apresentava uma colonizagcdo micorrizica estatisticamente similar a quando a planta era
apenas micorrizada com estas duas espécies de FMA na auséncia do N-mineral. CHAMBERS et
a., (1980); BAATH & SPOKES (1989) e VAAST & ZAROSKI (1992), destacaram que a
colonizacdo das raizes pelos fungos micorrizicos arbusculares € reduzida na presenca da
fertilizac&o nitrogenada sob a forma de aménio. O que ndo aconteceu, neste ensaio especifico.

EL-RAHEEM et a., (1989), como também BAGY ARAJ & MENGE (1978), relataram que a
inoculacdo de bactérias diazotroficas, contribuiu para uma melhoria na colonizacdo micorrizica
guando estes dois microrganismos sd0 inoculados conjuntamente. Estes autores atribuiram este
efeito estimulatorio a liberacdo de écidos organicos (a&cido malico e citrico), pelas bactérias
diazotréficas, que estimulariam o crescimento do FMA, como também o uso de polifendis
excretados pelo fungo e metabolizados pelas bactérias que permitiriam um aumento no crescimento
do fungo micorrizico, aumentando assim asua colonizacao.

MATOS (1995), evidenciou gque a colonizagdo micorrizica de batata inglesa do tratamento

gue tinha o Glomus clarum + Glomus etunicatum + Glomus manihotis + Gigaspora margarita



era estatisticamente igual a quando a mistura destes fungos micorrizicos arbuscul ares erainoculada
conjuntamente com Azospirillum brasilense ou ainda quando a mistura de FMA era inoculada
conjuntamente com a espécie de diazotrofica Acetobacter diazotropicus.

Os fungos micorrizicos arbusculares utilizados no ensaio com o dendezeiro foram oriundos
de outras culturas, que ndo eram Palmeiras. Talvez se fossem utilizados fungos micorrizicos
arbusculares, oriundos da propria rizosfera de palmeiras os resultados referentes a colonizacéo
micorrizica poderiam ser mais elevados. Com relacdo a este fato, houve uma tentativa de
utilizacdo dos fungos micorrizicos arbusculares extraidos da rizosfera de palmeiras nativas na
regido de Una-BA, em ambos 0s ensaios, mas no entanto, os fungos ndo tiveram uma multiplicacéo
satisfatéria. Assim como o tempo era relativamente curto para implantar ensaios envolvendo
mudas de dendezeiro, utilizou-se os fungos da colecdo da Embrapa Agrobiologia, que
apresentavam um elevado grau de pureza (Scutellospora gregaria; Scutellospora heterograma e
o Glomus clarum).

E notorio destacar também que tanto no experimento com mudas de dendezeiro (Ensaio 2),
como no experimento com mudas de pupunheira (Ensaio 1), os resultados relacionados com a
colonizagd micorrizica ndo foram muito diferentes. Em ambos 0s ensaios as mudas destas
pa meiras expressavam uma col onizagéo de média a baixa.

Para 0 parametro nimero total de esporos de Glomus clarum, Scutellospora heterogama e
Scutellospora gregaria por 50 ml de substrato de rizosfera em mudas de Dendezeiro, 270 dias
apos a inoculacdo de Bactérias Diazotroficas e Fungos Micorrizicos Arbusculares (Figura 36),
verificou-se que todos os tratamentos micorrizados (T5, T6, T7 e T8) apresentavam-se
estatisticamente superiores aos tratamentos nd micorrizados, e que entre os tratamentos
micorrizados ndo havia diferencas estatisticas. Os tratamentos micorrizados (5, 6, 7 e 8) possuiam

um numero de esporos superior a 400 esporos por 50 ml de substrato de rizosfera. Entre os



tratamentos ndo micorrizados ndo havia diferencas estatisticas, sendo que o nimero de esporos
encontrado nestes tratamentos era muito pegqueno. Fica descartada a hipotese de contaminacdo pelo
escorrimento da &gua de irrigacdo de uma parcela com tratamento micorrizado para uma parcela
n&o micorrizada, pois utilizou-se pratos na base das sacolas para evitar 0 desempenho satisfatorio
do ensaio.

EL-RAHEEM et d., (1989) e BAGY ARAJ & MENGE (1978), salientaram que a inoculacéo
conjunta de bactérias diazotroficas e fungos micorrizicos arbusculares proporcionou um
incremento na esporulacdo de fungos micorrizicos arbusculares, efeito positivo este atribuido
pelos autores a presenca das diazotroficas. No experimento com mudas de dendezeiro este fato ndo
foi observado. Tanto o tratamento 6 (Isolados de pameiras + FMA), como também o tratamento 7
(Estirpes Padrdoes + FMA), apresentavam um numero total de esporos estatisticamente igual ao
tratamento que tinham as plantas inoculadas com os fungos micorrizicos arbusculares com a
auséncia das diazotroficas.

CARDOSO et dl., (1986), como também PEREIRA et a., (1996), relataram que o nitrogénio
aplicado na forma de amoénio reduziu a esporulacdo como também a colonizacdo de fungos
micorrizicos arbusculares. No caso especifico deste ensaio com mudas de dendezeiro, verificou-se
gue o N-mineral ndo causou qualquer efeito negativo tanto na esporulacdo, como também na
colonizac&o micorrizica (como jafoi mencionado anteriormente).

Para 0 parametro numero total de esporos da espécie Glomus clarum, por 50 ml de substrato
de rizosfera em mudas de Dendezeiro, 270 dias apods a inoculacdo de Bactérias Diazotréficas e
Fungos Micorrizicos Arbusculares (Figura 37); os resultados mostraram que todos os tratamentos
micorrizados (5, 6, 7 e 8), com esta espécie de FMA foram iguais entre S e superiores aos
tratamentos nd micorrizados. Com relagdo ao parametro numero total de esporos da espécie

Scutellospora heterogama, por 50 ml de substrato de rizosfera (Figura 38); os resultados



evidenciaram que entre os tratamentos micorrizados ndo havia diferencas estatisticas. Estes
tratamentos eram superiores estatisticamente aos tratamentos ndo micorrizados. Com relacéo ao
numero total de esporos de esporos da espécie Scutellospora gregaria, por 50 ml de substrato de
rizosfera, (Figura 39); os resultados evidenciaram que entre os tratamentos micorrizados (5, 6, 7 e
8), ndo havia diferencas significativas. Os tratamentos micorrizados foram estatisticamente
superiores aos tratamentos ndo micorrizados. Para 0 parametro nimero total de esporos no
tratamento 5 (FMA sem inoculacdo de bactérias diazotroficas) de Glomus clarum, Scutellospora
heterogama e Scutellospora gregaria por 50 ml de substrato de rizosfera em mudas de
Dendezeiro, 270 dias ap0s a inoculagcdo de Bactérias Diazotréficas e Fungos Micorrizicos
Arbusculares (Figura 40); os resultados mostraram que ndo houve diferencas estatisticas no
numero de esporos as espécies em questao.

No tratamento 6 (FMA inoculados com isolados de pameiras) de Glomus clarum,
Scutellospora heterogama e Scutellospora gregaria por 50 ml de substrato de rizosfera em mudas
de Dendezeiro, 270 dias ap0Os a inoculagdo de Bactérias Diazotroficas e Fungos Micorrizicos
Arbusculares (Figura 41), os resultados mostraram que nd&o houve variacdo estatistica no nimero
de esporos entre estas espécies de fungos micorrizicos arbusculares .

Para 0 parametro nimero total de esporos no tratamento 7 (FMA inoculados com isolados
padrbes de bactérias diazotréficas) de Glomus clarum, Scutellospora heterogama e
Scutellospora gregaria por 50 ml de substrato de rizosfera em mudas de Dendezeiro, 270 dias
apos a inoculacdo de Bactérias Diazotroficas e Fungos Micorrizicos Arbusculares (Figura 42), os
resultados mostraram que o numero de esporos da espécie Glomus clarum, embora néo
diferenciasse estatisticamente do niumero de esporos da espécie Scutellospora heterogama |,
apresentava um superioridade estatistica em relagdo a0 numero de esporos da especie

Scutellospora gregaria. Com relagdo a0 numero de esporos da espécie Scutellospora



heterogama, os resultados mostram que 0 mesmo ndo diferenciava estatisticamente do nimero de
esporos do Glomus clarum e do niumero de esporos da espécie do Scutellospora gregaria.
Provavelmente as diazotréficas contribuiram positivamente para a esporulacdo desta espécie em
relacdo as demais espécies, mas, no entanto, este fato ndo contribuiu para que este tratamento
apresentasse um numero estatisticamente superior deste esporo em relagdo aos tratamentos 5, 6 e
8.

Para 0 parametro nimero total de esporos no tratamento 8 (FMA + N- minera sem
inoculacdo de bactérias diazotroficas) de Glomus clarum, Scutellospora heterogama e
Scutellospora gregaria por 50 ml de substrato de rizosfera em mudas de Dendezeiro, 270 dias
apos a inoculacdo de Bactérias Diazotroficas e Fungos Micorrizicos Arbusculares (Figura 43), os
resultados mostraram que o nimero de esporos da espécie Glomus clarum foi estatisticamente
superior a0 numero de esporos da espécie Scutellospora heterogama e de esporos da espécie
Scutellospora gregaria. Com relagdo ao nimero de esporos das duas Ultimas espécies citadas
anteriormente, estes eram iguais entre si. Provavelmente o Glomus clarum € menos vulneravel a
presenca do nitrogénio na forma amoniacal do que as demais espécies de fungos micorrizicos
arbusculares utilizadas no ensaio. Entretanto este fato ndo contribuiu para que o tratamento
micorrizado nitrogenado (T8), apresentasse um nUmero superior estatisticamente do esporo desta
espécie em relacdo aos demais tratamentos micorrizados (T 5, T6eT 7).

Para 0 parametro populacdo total de bactérias diazotroficas nas raizes de mudas de
dendezeiro apds 270 dias de inoculagdo com bactérias diazotroficas e FMA (Figura 44),
verificou-se que a testemunha apresentava uma populacdo de diazotréficas de 8,39 x 10° cdlulas
por g de raizes frescas, com presenca de bactérias fixadoras de nitrogénio predominando
principalmente nos meios JNFb (meio tipico de Herbaspirillum sp ) e NFb (meio tipico de

Azospirillum spp). Dentre os 9 tratamentos impostos a testemunha era o Unico que apresentava uma



populacdo de diazotroficas estatisticamente superior a todos os demais tratamentos (incluindo os
tratamentos que eram inoculados com as diazotroficas, como os tratamentos 3, 4, 6, 7 e9). Este
resultado pode ser justificado pela presenca de bactérias diazotroficas pré existentes nesta parte
da planta. No experimento com a pupunheira (Ensaio 1), também foi observado este fato, embora
com uma popul agio menor (1,36 x 10° células por g de raizes frescas), o que provavelmente pode
estar relacionado com as diazotroficas estarem presentes no endosperma das sementes. Com a
germinacao estas passariam a colonizar as raizes da planta.

Quando realizou-se a quantificagdo de bactérias diazotroficas no mesocarpo do fruto, como
também no endosperma da semente dos gendtipos de dendezeiro Dura, Dupey e Tenera, oriundos
da CEPLAC- Bahia, foi constatado crescimento de diazotréficas nos meios (INFb, LGI, IMV e
NFb), tanto no endosperma, como também no mesocarpo das sementes. A populacéo menor foi de
1,2 x 107 c8ulas por g de mesocarpo fresco oriundo do genétipo Dura no meio NFb (meio tipico
de Azospirillum spp, com excecdo apenas do A amazonense) e uma populagdo maxima de 4,5 x
10* cdulas por g de mesocarpo fresco oriundo do gendtipo Dupey no meio MV (meio tipico de
Burkholderia sp). No endosperma de sementes de dendezeiro oriundo do gendtipo Dupey
(gendtipo este utilizado neste ensaio especifico com o dendezeiro), observou-se uma populacéo
méxima de 4,5 x 10* cdulas por g de endosperma fresco, como predominio no meio MV (meio
tipico de Burkholderia sp) e uma populaco minima de 4,5 x 107 células por g de endosperma
fresco no meio LGI. Um fator que poderia justificar esta elevada presenca das diazotroficas
também pode estar relacionado com auséncia de competicdo desta populacédo de diazotréficos pré
existentes com outros grupos de diazotroficas. Nao tendo outras bactérias diazotroficas para
competir por fotossintatos, estas bactérias tenderiam a expressar uma populacdo superior
estati sticamente aos demais tratamentos. Outro fato que é notorio destacar € o fato das plantas que

faziam parte da testemunha (T1), embora apresentassem uma quantidade estatisticamente superior



de diazotroficas em relagdo aos demais tratamentos nesta parte da planta, estas ndo contribuiram
para que plantas pertencentes a testemunha tivessem um comportamento satisfatorio.

A testemunha na grande maioria dos parametros analisados tinha o pior desempenho. Isto
pode ser justificado pela baixa eficiéncia destas bactérias. Como foi observado anteriormente
guando se inoculava conjuntamente bactérias diazotroficas estirpes padroes + isolados de
pameiras (T 9), este tratamento contribuiu para a melhoria de area foliar (Figura 26), contetido
total de nitrogénio total nas raizes (Figura 29), peso de parte aérea seca (Figura 28) e diametro e
altura das mudas de dendezeiro 270 dias apds ainoculacéo (Figuras 24 e 25).

Os tratamentos 2 (N-mineral), 5 (fungos micorrizicos arbusculares) e o tratamento 8 (N-
minerd + FMA), também ndo foram inoculados, mas no entanto também apresentavam uma
populacdo de bactérias diazotréficas nesta parte da planta (sendo esta populacdo inferior da que
foi observada na testemunha). O tratamento micorrizado nitrogenado (T8), expressava a segunda
maior populacdo de diazotréficas, o tratamento nitrogenado sem os fungos micorrizicos
arbusculares era 0 segundo tratamento com o menor nimero de diazotroficas e o tratamento
micorrizado (T5), era o tratamento que tinha 0 menor nimero de diazotroficas em relacdo aos
demais tratamentos impostos incluindo a testemunha. Observa-se que sO pelo fato destas
diazotroficas pré existentes terem a presenca da fertilizagdo nitrogenada ou ainda a presenca dos
fungos micorrizicos arbusculares associados ou ndo a0 N-mineral, estes contribuiam para uma
atenuacdo da populacéo destas diazotroéficas nativas.

O tratamento isolados de palmeiras com auséncia de FMA (T 3), com uma populacéo de
diazotréficas de 2,82 x 10° células por g de raizes frescas e apresentando bactérias fixadoras de
nitrogénio principalmente nos meios JINFb (Herbaspirillum seropedicae) e LGI (meio tipico de
A.amazonense) e o tratamento N-minera + FMA (T 8), com 7,01 x 10° céulas por g de raizes

frescas e apresentando bactérias fixadoras de nitrogénio principalmente nos meios JINFb e IMV,



ndo diferiram estatisticamente entre s . Os mesmos apresentaram um numero total de bactérias
diazotréficas SO inferior estatisticamente a testemunha

O tratamento estirpes padrdes com auséncia dos FMA (T4), apresentava uma populacéo de
bactérias diazotréficas de 5,77 x 10* cdlulas por g de raizes frescas e era constatado a presenca de
bactérias fixadoras de nitrogénio principalmente nos meios LGl e NFb. A respeito da populacéo
de bactérias diazotrdéficas no tratamento isolados de palmeiras + FMA (T 6), este continha 2,70 X
10* células por g de raizes frescas e apresentava bactérias fixadoras de nitrogénio principal mente
no meio NFb. Quanto ao tratamento que tinha as estirpes padrdes + FMA (T 7), este apresentava
uma populacio de diazotréficas de 3,52 x 10*céulas por g de matéria fresca e era constatado a
presenca de bactérias fixadoras de nitrogénio principalmente no meio JNFb. A populacdo destes
tratamentos (T4, T6 e T7) ndo diferiram estatisticamente entre si e eram inferiores estati sticamente
atestemunha.

Quanto ao tratamento N-minera (T2), 0 mesmo apresentava uma populacdo de bactérias
diazotréficas de 6,25 x 10° células por g de raizes fresca e apresentava a presenca de bactérias
fixadoras de nitrogénio principalmente no meio NFb. Quanto ao tratamento estirpes padrdes de
palmeiras + isolados padrbes (T9), este apresentava uma populacéo de bactérias diazotroficas de
4,90 x 10° células por g de raizes frescas com presenca de bactérias fixadoras de nitrogénio
principalmente no meio IMV. Estes tratamentos (T 2 e T 9), ndo diferiram estatisticamente entre s
€ eram 0s que apresentavam o segundo menor nimero de bactérias diazotréficas, sd expressando
uma populacéo de bactérias diazotroficas superiores estatisticamente ao tratamento micorrizado (T
5).

Quanto ao tratamento micorrizado apenas (T5), este apresentava uma populacéo de
diazotréfica de 5,77 x 10% cdulas por g de matéria fresca. O mesmo mostrava presenca de

bactérias fixadoras de nitrogénio principalmente nos meios JINFB e NFb. Como foi mencionado



anteriormente este tratamento foi 0 que apresentou 0 menor nimero de bactérias diazotroficas nas
raizes.

Quanto ao fato de se ter constatado a presenca de bactérias diazotréficas crescendo em meios
especificos para Herbaspirillum seropedicae (INFb), para crescimento de Azospirillum
amazonese (LGI), como também para o crescimento de Azospirillum spp (NFb) nos tratamentos
gue ndo foram inoculadas com as bactérias diazotréficas estirpes padroes ou isolados de
palmeiras, como € o caso da testemunha e dos tratamentos 2, 5 e do tratamento 8. Este resultado
parece ser semelhante a0 que é relatado por FERREIRA et a., (1995), onde estes autores
constataram a presenca de bactérias diazotroficas das espécies Azospirillum amazonese, A
brasilense e Herbaspirillum seropedicae colonizando raizes de dendezeiro como também por
SHAMUSDIN et a., (1995), onde estes autores constataram a presenca de Azospirillum spp
colonizando raizes de dendezeiro em diferentes solos daMalésia

Quanto ao tratamento 3 (inoculado apenas com os isolados de palmeiras), foi observado que
SO houve crescimento de bactérias no meio JNFb e LGI, meios estes tipicos para o crescimento de
Herbaspirillum sp e de Azospirillum amazonense respectivamente (DOBEREINER et al., 1995).
Dentre os isolados de palmeiras utilizados neste ensaio o0 Herbaspirillum sp era dois deles, quanto
ao A amazonense esta espécie ndo fazia parte dos isolados de palmeiras. O que evidencia que
esta espécie € nativa das raizes desta palmeira. MAGALHAES & DOBEREINER (1984), em
raizes de pupunheira na Regido Amazbnica constataram a presenca desta diazotréfica nesta
pameira. Quanto ao fato da presenca de Herbaspirillum sp n&o temos maiores subsidios para
afirmar se esta espécie era pre existente nas raizes das mudas de dendezeiro ou se esta especie foi

inoculada, ja que dentre os isolados de palmeiras utilizados dois era desta espécie.



Quanto ao tratamento 4 (Estirpes Padrbes com auséncia de FMA), este apresentava
crescimento de bactérias diazotréficas nos meios tipicos de Azospirillum spp (NFb) e de
Azospirillum amazonense (LGI), principal mente.

Quanto ao tratamento 6 (Isolados de Pameiras + FMA), observou-se que houve
predominancia de crescimento no meio NFb. Este meio, segundo DOBEREINER et al., (1995), é
especifico para o crescimento de Azospirillum spp (exceto o A. amazonense). Dos trés isolados de
pameiras utilizados um era Azospirillum brasilense, no entanto, ndo se pode afirmar que se trata
do Azospirillum brasilense, inoculado, pois como ja foi mencionado anteriormente em solos
diferentes da Maasia, SHAMUSDIM et al., (1995) constataram a presenca de Azospirillum spp,
sem identificar a espécie que se tratava. Como ndo utilizou-se técnicas mais aprimoradas nao
temos maiores subsidios para afirmar cientificamente qual era a origem do Azospirillum spp
constatado.

Quanto ao tratamento 7 (Estirpes Padrbes + FMA), os resultados demostraram que
predominava crescimento de bactérias diazotroficas principalmente no meio JNFb, meio este
tipico de Herbaspirillum seropedicae. Dentre as estirpes padroes utilizadas neste tratamento, duas
eram de Herbaspirillum seropedicae, mas no entanto, como ja foi dito anteriormente outros
autores também constataram a presenca desta espécie de diazotroficas nesta parte desta pameira.
Como vem sendo mencionado anteriormente, ndo se pode afirmar se era o Herbaspirillum sp
inoculado ou se era 0 Herbaspirillum sp pré existente.

Quanto ao fato do tratamento 9 (Estirpes padres + Isolados de Palmeiras), apresentar
crescimento principalmente no meio JIMV (meio este tipico de Burkholderia sp), ndo se tem
relatos desta espécie de diazotrofica colonizando raizes de dendezeiro. Como esta espécie fazia
parte de uma das estirpes padrdes de bactérias diazotroficas utilizadas para a inoculagdo deste

tratamento, este fato evidencia que esta espécie pode ter sido proveniente da inoculagéo.



Para 0 parametro populacdo total de bactérias diazotréficas em parte aérea de mudas de
dendezeiro apds 270 dias de inoculagdo com bactérias diazotroficas e FMA (Figura 45),
verificou-se que com excecdo do tratamento 4 (estirpes padrées + FMA), todos os tratamentos
impostos apresentavam uma populacdo de diazotroficas na parte agrea. Entretanto ndo existem
relatos na literatura sobre a presenca de diazotroficas na parte aérea de dendezeiro (tanto em
mudas como também em idade adulta).

No levantamento e quantificacdo da populacdo bacteriana realizada na CEPLAC-Bahia
constatou-se a auséncia também de diazotréficas nesta parte da planta (em todos os meios
utilizados LGI, NFb e INFb), fato este observado tanto no gendtipo de dendezeiro Dupey, como
também no gendtipo Dura e no gendtipo Tenera. No ensaio de inoculagdo com a pupunheira
(Ensaio 1), foi observado que apenas houve crescimento de diazotroficas nos tratamentos i solados
de palmeira + Glomus clarum e na testemunha, os demais tratamentos impostos ndo foi observado
a presenca de diazotroficas.

Com relagdo aos tratamentos que foram inoculados (T 3, T 4, T 6, T 7 e o tratamento 9 ),
apenas o tratamento 4 ndo evidenciou presenca de diazotroficas nesta parte da planta (Figura 45).
O tratamento 9 (estirpes padrdes + isolados de palmeiras), era, dentre estes tratamentos citados
anteriormente 0 que evidenciava a maior populacdo de diazotroficas, sendo estatisticamente
superior a testemunha e aos demais tratamentos impostos. O tratamento 6 (isolados de pameiras +
FMA), apresentava aterceiramaior populacéo de diazotroficas, sd sendo inferior ao tratamento 9
e a testemunha. O tratamento 7 (estirpes padrbes + FMA), era o que expressava o quarto maior
numero de diazotréficas. Em relacéo ao tratamento 3 (isolados de palmeiras), este apresentava a
sextamaior populacéo de bactérias diazotroficas. Como se pode observar (com excecéo apenas do

T 4 que ndo evidenciava populacdo de diazotroficas), a maioria dos tratamentos que tinham a



inoculacdo de bactérias diazotroficas, evidenciavam uma populacéo de diazotréficas semelhante
estati sticamente, como também superior aos tratamentos ndo inoculados.

A presenca de diazotroficas na parte aérea nestes tratamentos inoculados evidencia apenas
gue estes tratamentos continham bactérias fixadoras de nitrogénio, mas, no entanto, ndo se pode
fazer afirmacdes que estas diazotroficas eram provenientes das inocul agdes impostas realizadas no
ensaio, pois, havia uma colonizacdo pré-existente de diazotréficas na parte aérea dos tratamentos
ndo inoculados, como € o caso da testemunha e dos tratamentos 2 (N-mineral); 5 (micorrizado) e
do tratamento 8 (micorrizado nitrogenado). A confirmacdo da procedéncia destas bactérias
diazotroficas encontradas so poderia se realizada a nivel molecular com o uso de &cidos nucleicos
destas bactérias reisoladas, através de experimentos de hibridizacdo com sondas de
oligonucleotideos de acordo com a metodologia proposta por OELMULLER et a., (1990), ou
através de testes imunol 6gicos, metodologias estas que ndo foram utilizadas devido a escassez de
tempo para tal operacdo. Sem estas técnicas todos os argumentos utilizados para afirmar de
maneira precisaaqual diazotrofica se tratava seriam falhos.

O tratamento que foi inoculado com bactérias diazotroficas isoladas de palmeiras + estirpes
padrbes (T9), apresentava uma populacéo de 1,42 x 10" cdulas por g de parte aérea fresca e tinha
presenca de bactérias fixadoras de nitrogénio principalmente nos meios JNFb e NFb (Figura 45).
Meios estes tipicos de crescimento de Herbaspirillum sp e da bactéria diazotrofica Azospirillum
spp. Este tratamento foi inoculado com ambas as espécies. Porém como foi mencionado
anteriormente ndo se pode afirmar que foi a inoculacdo de estirpes padrdoes + isolados de
palmeiras que proporcionou este fato. Este tratamento era 0 que apresentava 0 maior numero de
bactérias diazotroficas nesta parte da planta.

Observou-se que a testemunha (T1), continha uma popul acéo de diazotréficas de 2,96 x 10°

células por g de parte aérea fresca e apresentava presenca de bactérias fixadoras de nitrogénio



principalmente nos meios LGl e NFb. Meios estes tipicos de crescimento de Azospirillum
amazonense e Azospirillum spp respectivamente. A testemunha apresentava um numero de
diazotroficas nesta parte da planta em quantidades inferiores apenas ao tratamento 9 e superior a
todos os tratamentos restantes.

O tratamento N-mineral (T2) apresentava uma populacdo de bactérias diazotroficas de 5,25
x 10° células por g de parte aérea fresca e apresentava presenca destas bactérias principal mente
no meio JNFb. Meio este tipico de crescimento de Herbaspirillum sp. Quanto ao tratamento
isolados de palmeira com auséncia dos fungos micorrizicos arbusculares (T3), este apresentava
uma populacdo de 1,50 x 10° células por g de parte aérea fresca e apresentava presenca de
bactérias fixadoras de nitrogénio principalmente nos meios JNFb, meio este tipico de
Herbaspirillum sp. Quanto ao tratamento isolados padrées + FMA (T 7), este apresentava uma
populacdo de 5,25 x 10° células por g de parte aérea fresca e continha a presenca de bactérias
fixadoras de nitrogénio principalmente no meio NFb, meio este tipico de crescimento de
Azospirillum spp. Quanto ao tratamento N-mineral + FMA (T 8), este apresentava uma populacdo
de 3,40 x 10°células por g de parte aérea fresca e apresentava presenca de bactérias fixadoras de
nitrogénio principalmente no meio NFb. Meio tipico de Azospirillum spp.

Entre os tratamento 3, 7 e 8 ndo foi observado diferenca significativa. A respeito do
tratamento isolados padrdes com auséncia dos FMA, este ndo apresentava bactérias diazotroficas
nesta parte da planta. O tratamento micorrizado (T5), tinha uma populacgo de 4,00 x 10?céulas
por g de parte aérea fresca e apresentava bactérias fixadoras de nitrogénio principalmente no meio
JNFb, meio este tipico de crescimento de Herbaspirillum sp. Este tratamento era estatisticamente
semel hante ao tratamento isolados de palmeiras com auséncia de fungos micorrizicos arbusculares.
O tratamento micorrizado apresentava 0 segundo menor nimero de bactérias diazotréficas dos

nove tratamentos avaliados no ensaio.



Fig 20.Diametro, medida a regido do colo, em mudas de dendezeiro ap6s 90 dias de
inoculacdo com bactérias diazotréficas e FMA
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Fig 21. Altura, medida do colo até a inser ¢ao da folha mais nova, apés 90 dias de
inoculacao de bactérias diazotroficas e FMA  em mudas de dendezeiro
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Figura 22. Diametro do colo de mudas de dendezeiro 180 dias apos ainoculagdo de bactérias
diazotroficas e Fungos Micorrizicos arbuscul ares.
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Fig 23 .Altura ,medida do colo até a inser cdo da folha mais nova,em mudas de dendezeir o,
apos 180 dias de inoculacdo com bactérias diazotréficas e FMA
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Fig 24.Diametro, medido a regido do colo, em mudas de dendezeir o ap6s 270 dias de
inoculacéo com bactérias diazotréficas e FMA
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Fig 25. Altura, medida do colo até a insercao da folha mais nova, apos 270 dias de
inoculacdo com bactérias diazotroficas e FMA em mudas de dendezeiro.
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Fig 26.Area Foliar de mudas de dendezeir o apds 270 dias de inoculacéo de bactérias
diazotrdficas e fungos micorrizicos arbusculares
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Fig 27. Peso das raizes secas de mudas de dendezeir o, apds 270 dias de inoculacdo de
bactérias diazotroficase FMAS
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Fig 28. Peso de parte aérea seca de mudas de dendezeir o, apds 270 dias de inoculagcdo com
bactérias diazotroficase FMA
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Fig 29. Nitrogénio total nas raizes de mudas de dendezeir o 270 dias ap06s inoculagdo com
bactérias diazotroficas e FMA .
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Fig 30.Nitrogénio total na parte aérea de mudas de dendezeiro 270 dias apds inoculacdo
com bactérias diazotréficas e FMA .
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Fig 31. Fosforo total nas raizes de mudas de dendezeiro,apés 270 dias de inoculacéo com
bactérias diazotréficase FMA

a
70
60
ab
50
(= I
s
o
g
S 40
IS
g
® cde
8 30
c 1 )]
o]
N
e
- 20,68
20 1 e
10 7,71
0

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9

T 1. Testemunha T 2: N-mineral T 3: Isolados de Palmeiras T 4: Isolados Padrdes T 5:
Scutellospora gregaria + Scutellospora heterograma + Glomus clarum (FMA) T 6: Isolados de
Pameiras+ FMA T 7: Isolados Padroes+ FMA T 8 FMA + N-minegral T 9: Isolados de
Palmeiras + | solados padrdes



Fig 32. Fosforo total na parte aérea de mudas de dendezeiro, ap6s 270 dias de inoculacéo
de bactérias diazotroficase FMA
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Fig 33. Potassio total naraiz de mudas de dendezeiro 270 dias ap6s inoculacdo com
bactérias diazotroficas e FMA .
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Fig 34. Potassio total na parte aérea de mudas de dendezeiro 270 dias apds inoculacdo com
bactérias diazotroficas e FMA .
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Figura 35.Porcentagem do comprimento de raizes finas col onizadas por fungos micorrizicos
arbusculares em mudas de dendezeiro ap6s 270 dias de inoculagdo com bactérias
diazotrdficas e fungos micorrizicos arbusculares
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Fig 36.Numero total de esporos de G.clarum , S.heterogama e S. gregaria por 50 ml de
substrato oriundo de rizosfera de mudas de dendezeiro 270 dias ap0s inoculagdo com
bactérias diazotroficas e FMA.

Obs: dadostransformadosem raiz quadradade X + 1
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Fig 37.Numero total de esporos de Glomus clarum por 50 ml de substrato oriundo darizosfera
de mudas de dendezeiro 270 dias apds inoculacdo com bactérias diazotréficas e FMA .
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Fig 38.Numero de esporos de Scutellospora heterogama por 50 ml de substrato oriundo da
rizosfera de mudas de dendezeiro 270 dias ap6s inoculacdo com bactérias diazotroficas e

FMA .
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Numero de esporos de S.gregaria por 50 ml de substrato

Fig 39.Numero de esporos de Scutellospora gregaria por 50 ml de substrato oriundo da
rizosfera de mudas de dendezeiro 270 dias ap0s inoculacdo com bactérias diazotréficas e
FMA .

Obs: dadostransformados em raiz quadradade X + 1
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Fig 40.Numero de esporos de G.clarum , S.heterogama e S. gregaria por 50 ml de substrato
oriundo da rizosfera de mudas de dendezeiro 270 dias ap6s inoculacdo com bactérias
diazotréficas e FMA no tratamento 5 (FMA sem inoculagéo de bactérias diazotroficas) .
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Fig 41. Numero de esporos de G.clarum , S.heterogama e S. gregaria por 50 ml de substrato
oriundo da rizosfera de mudas de dendezeiro 270 dias apGs inoculacdo com bactérias
diazotroficas e FMA no tratamento 6 (Isolados de palmeiras + FMA sem inoculacdo de bactérias
diazotroficas) .
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Fig 42.Numero de esporos de G.clarum , S.heterogama e S. gregaria por 50 ml de substrato
oriundo de rizosfera em mudas de dendezeiro 270 dias apds inoculacdo com bactérias
diazotréficas e FMA no tratamento 7 (Isolados padrdes + FMA sem inoculacdo de bactérias

diazotroficas) .
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Fig 43.Numero de esporos de G.clarum , S.heterogama e S. gregaria por 50 ml de substrato
oriundo da rizosfera de mudas de dendezeiro 270 dias ap0s inoculagdo com bactérias
diazotréficas e FMA no tratamento 8 (FMA + o N-mineral sem inoculagdo de bactérias
diazotroficas) .
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Fig 44 Populacdo total de Bacterias Diazotr éficas nos meios INFB, LGI, IMV e NFB em
raizes de mudas de dendezeiro apos 270 dias dainoculacdo de bacterias diazotroficas e FMA.
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Fig 45.Populacao total de Bacterias Diazotr éficas nos meio INFB, LGI, NFB e JIMV na
parte aérea de mudas de dendezeiro apos 270 dias apos a inoculacdo de bacterias diazotroficas e
FMA.
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7.0 QUANTIFICAGCAO DE BACTERIAS DIAZOTROFICASEM 3 GENOTIPOS DE DENDEZEIROSE UM

GENOTIPO DE PUPUNHEIRAS ADUL TASNA REGIAO DE UNA, NO SUL DO ESTADO DA BAHIA.

Do material coletado na Estacdo Experimental da CEPLAC “Lemos Maia” procedente
de plantagdes adultas de dendezeiro e pupunheira quantificou-se a populacéo de bactérias
diazotrdficas que se encontravam colonizando diferentes partes destas palmeiras. Os
resultados foram os seguintes. (média de 5 repeticoes):

Parte da Planta: Raiz

Gendtipo Dupey (dendezeiro) : Populacgo 1.22 X 10° células por g de raizes frescas, com crescimento nos

seguintes meios:

46,46 % em NFb (Meio tipico de crescimento de Azospirillum spp)
51.94 % em JINFb (Meio tipico de crescimento de Herbaspirillum spp)

2.17% em LGI (Meiotipico de crescimento de Azospirillum amazonense)
Parte da Planta: Folhas (ndo foi constatado a presenca de bactérias diazotr 6ficas em nenhum
meio utilizado).

Parte daPlanta: Raiz

Gendtipo Dura (dendezeiro) : Populagdo 1.13 X 10* células por g de raizes frescas, com crescimento nos

seguintes meios.

46.46 % em NFb (Meio tipico de crescimento de Azospirillum spp)
51.94 % em JINFb (Meio tipico de crescimento de Herbaspirillum spp)
2.17% em LGI (Meiotipico deAzospirillumamazonense)
Parte da Planta: Folhas (n&o foi constatado a presenca de bactérias diazotréficas em nenhum meio utilizado).

Parte daPlanta: Raiz

Gendtipo Tenera (dendezeiro) : Populagéo 1.05 X 10* células por g de raizes frescas.



46.46 % em NFb (Meio tipico de crescimento de Azospirillum spp)
51.94 % em INFb (Meio tipico de crescimento de Herbaspirillum spp)

2.17% em LGI (Meio tipico de Azospirillum amazonense)

Parte da Planta: Folhas (n&o foi constatado a presenca de bactérias diazotréficas, em nenhum meio utilizado).
Parte da Planta: Raiz

Gendtipo Alaranjado (pupunheira): Populagdo 1,4 X 10* células por g de raizes frescas.

37,38% em NFb (Meio tipico de crescimento de Azospirillum spp)
64,45 % em JNFb (Meio tipico de crescimento de Herbaspirillum spp)

2.17% em LGI (Meio tipico de Azospirillum amazonense)
Parte da Planta: Folhas (n&o foi constatado a presenca de bactérias diazotréficas em nenhum meio utilizado).

Como pode ser observado havia predominancia de ocorréncia de bactérias diazotréficas no meio INFb, meio
este proprio para o crescimento de Herbaspirillum seropedicae. FERREIRA et al., (1997), identificou isolados
desta espécie procedentes de raizes de dendezeiros a nivel molecular com o uso de acidos nucleicos (DNA/RNA)
em experimentos de hibridizacdo com o uso de sondas de oligonucleotideos de acordo com a metodologia
proposta por OELMULLER et al., (1990). Observa-se também que havia uma ocorréncia significativa de bactérias
diazotréficas no meio NFb (46,46%), nos 3 gendtipos de dendezeiro analisados (Dura, Dupey e Tenera), meio este
tipico de Azospirillum spp (Exceto o Azospirillum amazonense). SHAMUSDIM, et al., (1995), realizaram um
levantamento das principais espécies de bactérias diazotréficas que colonizavam dendezeiros em idade adulta, em
diferentes regiGes da Mal asia e observaram que predominavam principalmente as bactérias diazotréficas do género

Azospirillumspp (meio LGl e NFb).

Quanto ao fato de ndo ter sido observado a ocorréncia de bactérias diazotréficas na parte aérea tanto de
plantas adultas de dendezeiro (em todos os gendtipos estudados), como também do Unico gendtipo de Pupunha
analisado, resultado semelhante também foi obtido por FERREIRA et a., (1995), como também por
MAGALHAES & DOBEREINER (1984). Nenhum destes autores observaram a ocorréncia de bactérias

diazotréficas na parte aérea destas palmeiras neste estagio fenoldgico onde se encontrava as plantas. E notorio



destacar também que a populagdo de bactérias diazotréficas ndo variou muito de um gendtipo para a outro, sendo
encontrado sempre valores bastante préximos. A maior populaggo observada foi de 1,4 X 10 * cdulas por g de
raizes frescas no genétipo Alaranjada (Pupunheira) e a menor foi de 1.05 X 10* células por g de raizes frescas no
gendtipo Tenera (Dendé). Constatou-se também que a populagdo de bactérias diazotréficas encontrada nas raizes
de pupunheira em idade adulta era mais elevada do que a popul agio destas bactérias encontradas por MAGALHAES

& DOBEREINER (1984), naregido amazonicaque foi de 2,5 x 10°.

Quantificou-se também a populagédo de bactérias diazotréficas (média de 5 repeticbes) em frutos de 3
gendtipos de dendezeiro (Dupey, Dura e Tenera) e de um gendtipo de pupunheira (alaranjada). Os respectivos

resultados estdo em células por grama de matéria fresca:

M esocar po, meio NFb

Dupey : 4,5x 10°
Dura: 1,2 x 10%células por g de mesocarpo fresco
Tenera: 1,2 X10°

Alaranjada (pupunha) : 1,3 X 102
Endosper ma, meio NFb

Dupey: 45x10°
Dura: 1,5x 10% células por g de endosperma fresco
Tenera:  1,6x10°

Alaranjada: 1,2 X 10*

Mesocarpo, meio IMV

Dupey: 4,5x 10
Dura: 4.6x 10
Tenera: 1,8x 10" células por g de mesocarpo fresco

Alaranjada:1,4 x 10?



Endosperma, meio IMV

Dupey:  1,5x10*

Dura: 1,2 x 10* células por g de endosperma fresco
Tenera:  1,5x 10°

Alaranjada: 1,4 x 10*

M esocar po, meio LGl

Dupey: 20x10°
Dura: 1,2 x 10* células por g de mesocarpo fresco
Tenera:  1,5x 10°

Alaranjada: 1,5x 10°

Endosperma, meio LGI

Dupey:  45x 107
Dura: 2,0 X 10? célulaspor g de endosperma fresco
Tenera: 1,5X 10°

Alaranjada: 1,3 x 102

Mesocar po, meio JNFb

Dupey : 15X 10°
Dura: 1,5X 10° células por g de mesocarpo fresco

Tenera: 1,2 X 10°

Alaranjada: 1,4 x 10

Endosperma, meio JNFb

Dupey : 4,0x 10*



Dura: 1,2 X 10* células por g de endosperma fresco
Tenera: 4,5x 10°

Alaranjada: 1,2 x 10?

Como pode ser observado havia ocorréncia de bactérias diazotréficas em todos os meios utilizados, como
também em todos os mesocarpos e endospermas analisados. A menor populagéo observadafoi de 1,2 x 10° células
por g de matéria fresca no endosperma fresco no genétipo Alaranjada (Pupunha), como também no mesocarpo do
gen6tipo de dendezeiro Durae no mesocarpo do gendtipo Tenera. Enquanto que a maior populagdo de bactérias
diazotréficas foi encontrada no genétipo Dura (4,6 x 10* células por g de mesocarpo fresco). Como pode ser
observado ndo existia uma variagdo muito elevada entre as populagbes de bactérias diazotréficas encontradas nas
raizes em relagdo as populagBes encontradas nos endospermas, como também nos mesocarpos dos frutos dos
gendtipos analisados.

No mesocarpo havia ocorréncia de bactérias diazotroficas principalmente no meio IMV. Meio este tipico de
Burkholderia sp. O segundo meio que tinha a maior ocorréncia de diazotréficas no mesocarpo foi o LGI. O
terceiro meio erao NFb elogo em seguidavinha o JNFb.

Quanto ao endosperma o JNFb era o que proporcionava a maior ocorréncia de diazotréficas. Meio este que é
tipico de crescimento de Herbaspirillum seropedicae. O JMV era 0 meio de cultura que apresentava a segunda
maior populagdo, vindo logo em seguida o NFb e o LGI. O fato de ocorrer bactérias diazotrdficas no endosperma
das sementes de todos os gendtipos analisados evidencia que estes microrganismos colonizam as raizes destas
palmeiras através das sementes, ap6s a germinagao.

Quantificou-se também a populagdo de bactérias diazotréficas encontradas nas plantulas de pupunheira sem
espinhos (Bactris gasipaes H.B.K.), pré germinadas oriundas da cidade de Santa Maria Madalena - RJ, que foram

utilizadas no ensaio 1. Utilizou-se 5 plantas para a obtencéo damédia. Os resultados foram:

Parte aérea : 2,0 x 10° células por gramas de parte aérea fresca (Com predominio de

crescimento nos meios NFb e LGlI)
Raiz:

Meio IMV: ndo havia crescimento



Meio NFb 1.4 X 10° células por g de raizes frescas
Meio INFb 1.5 X 10° células por g de raizes frescas

Meio LGl 1.4 X 10° células por g de raizes frescas

Como pode ser observado existiam bactérias diazotroficas pré-existentes tanto nas raizes como também na
parte aérea destas plantulas, antes da inoculagdo com as bactérias diazotréficas nos respectivos tratamentos
impostos. A ocorréncia de bactérias diazotrdficas nestas plantas pode ser justificada pela presenca de bactérias
diazotréficas no endosperma das sementes, como foi mencionado anteriormente. Com a germinagdo estas
passariam a colonizar também as raizes e a parte aérea destas plantulas. Na parte aérea, era observada a presenca de
bactérias diazotroficas principalmente nos meios NFB e no LGI, proprios para o crescimento de bactérias
diazotrdficas das espécies Azospirillum sp e da espécie Azospirillum amazonese respectivamente. Com relagdo as

raizes foi observada a ocorréncia de bactérias diazotréficas nos trés meios utilizados (NFb, LGI e INFb).

E notdrio destacar que a ocorréncia de bactérias diazotroficas tanto nas raizes como também na parte aérea
destas plantulas foi observada em todas as repeti¢cdes analisadas. Quantificou-se a populagéo de bactérias
diazotroficas encontradas nas plantulas de dendezeiro (Elaeis guineensis, Genétipo Dupey), pré germinadas
oriundas da Estac&o Experimental Lemos Maia-CEPLAC, na cidade de Una Ba, que seriam utilizadas no ensaio 2.

Utilizou-se 5 plantas para cada média obtida. Os resultados foram os seguintes:

Parte aérea (Folhas): 1,2 x 10* células por grama de parte aérea fresca (meio LGI, apenas)
Raiz:
Meio IMV': ndo havia crescimento

Meio NFb: populagdo 2,0 X 10°células por g de raizes frescas
Meio LGI: populacdo 1,1 X 10% células por g de raizes frescas
Meio JNFb: populacdo 1,5 X 10* células por g de raizes frescas
Assim como nas pléantulas pré germinadas de pupunheira, foi também observado a ocorréncia de bactérias
diazotréficas tanto nas raizes como também na parte aérea destas plantulas pré germinadas do genétipo Dupey

(Dendezeiro). A ocorréncia destas diazotréficas nas raizes foi observada nos meios NFb, LGI e INFb, sendo, no



entanto, uma populagdo menor do que foi encontrada nas raizes das plantulas de pupunheira. Quanto a populacéo de
bactérias diazotréficas na parte aérea das plantulas de dendezeiro, observou-se que esta parte da planta tinha uma
maior populacdo de bactérias diazotréficas do que a parte aérea das plantulas de pupunheiras e que sd havia
ocorréncia de bactérias diazotréficas no meio LGI, meio este tipico de crescimento de Azospirillum amazonense.
Enquanto que na parte aérea das pléantulas de pupunheira havia crescimento de bactérias diazotréficas nos meios
LGl eNFb.

E importante destacar que a ocorréncia de bactérias diazotréficas tanto nas raizes como também na parte

aérea destas plantulas foi observada em todas as repeti¢des analisadas.

8.0 Levantamento e Quantificacdo de Fungos Micorrizicos Arbusculares em 3 diferentes gendtipos
de dendezeiros adultos e um gendtipo de pupunheira adulta na regido de Una, no Sul do Estado da

Bahia (Epoca de coleta: meados do outono).

Quanto ao levantamento quantitativo e qualitativo de Fungos Micorrizicos Arbusculares em solo de rizosfera
de dendezeiros adultos, realizados na Estac&o Experimental Lemos Maia - CEPLAC, na cidade de Una - Bahia, 0s
resultados mostraram que ndo haviam diferencas estatisticas entre 0 nimero de esporos de FMA encontrados para
cada 50 cm® de solo de rizosfera (Figura 46), como também em rel acdo a porcentagem do comprimento de raizes
finas colonizadas por fungos micorrizicos arbusculares (Figura 47), nos diferentes gendtipos investigados desta
palmeira. Todos apresentavam um numero de esporos de fungos micorrizicos arbusculares por 50 ml de solo
rizosférico, como também uma porcentagem do comprimento de raizes finas colonizadas por FMA semelhante
estatisticamente. Embora existisse um ndmero relativamente elevado de esporos em ambos os gendtipos,
verificou-se uma colonizagdo extremamente baixa destes fungos. A auséncia de uma maior quantidade de raizes
finas dificultou consideravelmente a coleta deste material. SUDO et al., (1996), também relataram dificuldade de
encontrar raizes finas em mudas de pupunheiras para efetuar tal operagdo. O que é ainda mais agravado quando se
tratava de plantas adultas no campo.

As espécies de FMA constatadas na rizosfera do genétipo de dendezeiro Dupey, foram as seguintes. Glomus
macrocar pum, uma espécie de Glomus sp e uma espécie de Acaulospora sp. Com relagéo as espécies de FMA

gue foram encontradas na rizosfera do genétipo Dura (Dendezeiro), observou-se as mesmas espécies de FMA



encontradas na rizosfera do genétipo Dupey (Glomus macrocarpum, Glomus sp e Acaulospora sp). Quanto as
espécies oriundas da rizosfera do gendtipo Tenera, foi observado que predominavam as mesmas espécies
observadas nas dois gendti pos anteriormente mencionados, além da presencga de uma outra espécie de Acaul ospora
sp ndo observada narizosfera dos gen6tipos anteriores. A presenca da espécie Glomus macrocar pum no solos do
sul da Bahia ja foi também relatado por EZETA & SANTOS (1980). Estes além de encontrarem esta espécie de
FMA, os autores constataram também as espécies Gigaspora margarita (Becker & Hall) e Scutellospora
heterogama.

Com relagdo ao levantamento quantitativo e qualitativo de Fungos Micorrizicos Arbusculares em solo de
rizosfera do genétipo de Pupunha adultas (alaranjado), os resultados mostraram que havia 234 esporos de FMA
para cada 50 cm® de solo de rizosfera deste genétipo (Figura 48). Quanto a porcentagem do comprimento de raizes
finas colonizadas por FMA (Figura48), estafoi de 5,76 %. As 2 espécies de fungos micorrizicos arbuscul ares que
predominaram na rizosfera deste gendtipo foi a mesma espécie de Acaulospora sp encontrada na rizosfera do
gendtipo Tenera ( Dendé) e a espécie Glomus macrocarpum.

Com relagdo a presenca de bactérias diazotrdoficas nos esporos de fungos micorrizicos arbusculares
utilizados tanto no ensaio com as mudas de pupunheiras, como também com as mudas de dendezeiro, os resultados
evidenciaram que ndo havia crescimento de diazotréficas em nenhum meio utilizado. Fato este que é diferente do
que foi observado por BAGHARAJ (1984) e VANCURA et d., (1989), onde os autores reportaram que certos
componentes da microbiota do solo, como as bactérias diazotdficas, podem interagir com FMA narizosfera e até
mesmo na hifosfera, como também por BIANCIOTTO et a., (1996). Estes autores também constataram através de
técnicas de biologia molecular a presenca da espécie de diazotrofica Burkholderia sp no interior de esporos das

espécies de fungos micorrizicos Gigaspora margarita e de Scutell ospora spp.



Figura 46. Numero de esporos por 50 ml de solo rizosférico oriundo de 3 diferentes gendtipos de
dendezeiro adultos
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Figura 47. Porcentagem do comprimento de raizes finas colonizadas por FMA em 3
diferentes gendtipos de dendezeiro adultos.
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Numero de esporos para cada 50 ml de solo de rizosfera e colonizagao micorrizica em porcentagem

Figura 48. Numero de esporos por 50 ml de solo rizosférico e Porcentagem do comprimento
de raizes finas colonizadas por FMA oriundo do gendtipo aaranjado (Pupunheira). Média de
4 repeticOes
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9.0 CONCLUSOESFINAIS

- Tanto no ensaio de inoculacdo com mudas pupunheira, como também com as mudas de
dendezeiro o tratamento micorrizado nitrogenado foi 0 que apresentou 0 comportamento mais
satisfatorio.

- A interacdo de bactérias diazotroficas (estirpes padrdes ou isolados de palmeiras) - fungos
micorrizicos arbusculares ndo se mostrou satisfatéria para a maioria dos parametros analisados
tanto no ensaio de inoculagdo com mudas de pupunheira, como também para as mudas de

dendezeiro.

- A inoculag&o individualmente de estirpes padrdes de bactérias diazotréficas, ou de isolados de
palmeiras ndo se mostrou satisfatoria para a maioria dos parametros analisados tanto no ensaio de

inoculagdo com mudas de pupunheira, como também para as mudas de dendezeiro.

- As estirpes padrdes inoculadas conjuntamente com as bactérias diazotroficas oriundas de
palmeiras contribuiram para uma melhoria de area foliar, contetido de nitrogénio nas raizes, peso

da parte aérea seca, como também do didmetro e altura das mudas de dendezeiro aos 270 dias de

inocul agao.

- Tanto as mudas de pupunheira como de dendezeiro apresentaram um grau elevado de

dependéncia ao nitrogénio na fase da mudas.

- O fungo micorrizico arbuscular da espécie Glomus clarum utilizado no ensaio com a pupunheira
em nenhum momento mostrou-se inferior a testemunha. Sendo em aguns parametros superior a
esta.

- Os fungos micorrizicos arbusculares associados ou ndo as bactérias diazotréficas utilizadas no
ensaio com as mudas de dendezeiro contribuiram para a melhoria da nutri¢éo fosfética das mudas

de dendezeiro.



- Os fungos micorrizicos arbusculares quando ndo associados as bactérias diazotroficas utilizadas
no ensaio com as mudas de dendezeiro contribuiram para a melhoria da nutricdo potassica das

mudas de dendezeiro.

- Foi observado a ocorréncia de bactérias diazotréficas nas raizes, mesocarpo e endosperma de
frutos dos trés gendtipos de dendezeiros analisados (Dura Comum, Dupey e Tenera), e no genotipo

de pupunheira (Alaranjada), provenientes da Estacdo Experimental Lemos Maia-Bahia.
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