UFRRJ
INSTITUTO DE FLORESTAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS
AMBIENTAIS E FLORESTAIS

Tese

SUBSTRATOS, BACTERIAS FIXADORAS DE NITROGENIO E
FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES NA PRODUCAO DE
MUDAS E PLANTIO DE Samanea saman (Jacg.) Merr EM
ESTRESSE HIDRICO

GUSTAVO WYSE ABAURRE

2019



UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE FLORESTAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS
AMBIENTAIS E FLORESTAIS

SUBSTRATOS, BACTERIAS FIXADORAS DE NITROGENIO E
FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES NA PRODUCAO DE
MUDAS E PLANTIO DE Samanea saman (Jacq.) Merr EM
ESTRESSE HIDRICO

GUSTAVO WYSE ABAURRE

Sob a orientacao do Professor
Sergio Miana de Faria

e Co-orientacdo do Professor
Dr. Orivaldo José Saggin Junior

Tese submetida como requisito parcial
para obtencdo do grau de Doutor em
Ciéncias Ambientais e Florestais, no
Curso de P6s-Graduacdo em Ciéncias
Ambientais e Florestais, Area de
Concentracdo em Conservacdo da
Natureza.

Seropédica, RJ
Fevereiro de 2019



Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Biblioteca Central / Secdo de Processamento Técnico

Ficha catalografica elaborada
com os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

Wl21ls

Wyse Abaurre, Gustavo, 1986-

Substratos, bactérias fixadoras de nitrogénio e
fungos micorrizicos arbusculares na produgdo de mudas
e pds plantio de Samanea saman (Jacg.) Merr. / Gustavo
Wyse Abaurre. - 2019.

101 £

Orientador: Sergio Miana de Faria.

Coorientador: Orivaldo José Saggin Junior.

Tese (Doutorado) . —- Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Curso de Pdés-Graduacdo em Ciéncias
Ambientais e Florestais, 2019.

1. Substratos. 2. Bactérias fixadoras de
nitrogénio. 3. Fungos micorrizicos arbusculares. 4.
Producdo de mudas. 5. Estresse hidrico. I. Miana de
Faria, Sergio, 1958-, orient. II. Saggin Junior,
Orivaldo José, 1964-, coorient. III Universidade

Federal Rural do Rio de Janeiro. Curso de Pdés-Graduacdo

em Ciéncias Ambientais e Florestais. IV. Titulo.




UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE FLORESTAS

CURSO DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS AMBIENTAIS E
FLORESTAIS

GUSTAVO WYSE ABAURRE

Tese submetida como requisito parcial para obtengéo do grau de Doutor em Ciéncias
Ambientais_e Florestais, no Curso de Po6s-Graduacdo em Ciéncias Ambientais e
Florestais, area de concentracdo em Conservacgdo da Natureza.

TESE APROVADA EM: 20 DE FEVEREIRO DE 2019.

Membros da Banca

%%\/ﬂ; Wlse, & ﬁwa

Sergio Mlanaudc Faria, Dr. Pesquisador Embrapa Agrobiologia (Orientador)

foolo feqe & (4

Paulo Sérgio dos Santos Leles, Dr. Professor UFRRJ

ﬁﬁlq/\w/t}yw/\ﬂk

Eliane Maria Ribeillo da Silva, Dr. Pesquisador Embrapa Agrobiologia

Ll J L

Alexander Silva de Resende, Dr. Pesquisador Embrapa Agrobiologia

ﬂawéi// Lo

Juliana Mullc%rcnre Dr, Pesquisador Embrapa Agrobiologia




AGRADECIMENTO

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Codigo de Financiamento 001.



RESUMO GERAL

ABAURRE, Gustavo Wyse. Substratos, bactérias fixadoras de nitrogénio e fungos
micorrizicos arbusculares na producdo de mudas e plantio de Samanea saman
(Jacq.) Merr em estresse hidrico. 2019. 101p. Tese (Doutorado em Ciéncias Ambientais
e Florestais). Instituto de Florestas, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2019.

Mudas florestais sdo produzidas principalmente para atender a demanda de projetos de
restauracdo florestal e producdo de madeira. Samanea saman é uma espécie de rapido
crescimento e de fécil obtencdo de sementes. Por essas razdes, tem sido amplamente
utilizada em plantios de restauracao florestal. A interacdo de espécies florestais com
bactérias fixadoras de nitrogénio (BFN) e fungos micorrizicos arbusculares (FMA) tem
sido amplamente estudada e o substrato € um dos fatores que mais influencia essas
simbioses. O objetivo do trabalho foi selecionar substratos que otimizem a associa¢do
simbidtica com bactérias fixadoras de nitrogénio e fungos micorrizicos arbusculares na
producdo de mudas de Samanea saman e no crescimento das mudas apds o plantio em
condicGes de estresse hidrico. Os objetivos especificos de cada capitulo foram: Capitulo
I: Selecionar substratos que favorecem o estabelecimento de simbiose com BFN e FMAs
e 0 crescimento em mudas de Samanea saman relacionando os resultados com as
caracteristicas fisicas, quimicas e nutricionais dos substratos; Capitulo Il: Analisar a dupla
inoculacdo na formacdo de mudas de Samanea saman produzidas em substratos que
favorescem a simbiose com fungos micorrizicos arbusculares e basctérias fixadoras de
nitrogénio; Capitulo I1l: Avaliar a tolerancia ao estresse hidrico apds o plantio de mudas
de Samanea saman associadas as bactérias fixadoras de nitrogénio e fungos micorrizicos
arbusculares que foram produzidas em substratos que favorescem a simbiose. No capitulo
| verificou-se que o substrato Carolina Soil padréo 0,7 (a base de turfa) foi o que mais
favoreceu a nodulagéo e os substratos lodo de esgoto e mistura de terra de subsolo argiloso
acrescida de 10% de cama de frango (V:V) foram os que mais favoreceram a colonizacgéo
das raizes com FMAs e a multiplicacdo de esporos. No capitulo 11 foi demostrdo que o
substrato Lodo é mais indicado para a producdo de mudas de S. saman pois aumentou
todas as caracteristicas de crescimento da muda e que nesse substrato a inoculacéo
aumentou a parte aérea e reduziu o enraizamento e o didmetro de colo. No substrato
Padrdo, as simbioses aumentaram a biomassa, area foliar e didmetro de colo das mudas,
porém, nesse substrato o crescimento das mudas foi menor que nos demais. No capitulo
I, foi verificado que a utilizagdo BFN+FMASs no substrato Padrdo, aumentou o
crescimento em altura e biomassa ap6s o plantio. Para o substrato Lodo, maior altura e
biomassa ocorreram quando n&o foi utilizado inoculantes nem adubagdo na producéo das
mudas, sendo que para esse substrato a adubacdo reduziu a biomassa radicular e 0s
microorganismos reduziram a biomassa radicular e aérea das plantas. Nesse capitulo
também foi concluido que ndo € indicado o plantio de mudas de Samanea saman
produzidas no substrato Comercial em condi¢des de estresse hidrico.

Palavras-chave: viveiros florestais, inoculantes biologico, lodo de esgoto e biossolido.
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ABSTRACT

ABAURRE, Gustavo Wyse. Substrate, nitrogen-fixing bacteria and arbuscular
mycorrhizal fungi in the production of Samanea saman (Jacq.) Merr. seedlings and
planting under water stress conditions. 2019. 101p. Thesis (Doctorate in
Environmental and Forestry Science). Instituto de Florestas, Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, RJ, 2019.

Forest seedlings are mainly produced to meet forest restoration projects and timber
production demands. Samanea saman is a fast growing species and easily-obtained seeds.
For these reasons, it has been widely used for forest restoration plantations. The
interaction of forest species with nitrogen-fixing bacteria (NFB) and arbuscular
mycorrhizal fungi (AMF) has been extensively studied and the substrate is one of the
factors that most influence these symbioses. The objective of the work was to select
substrates that optimize the symbiotic association with nitrogen-fixing bacteria and
arbuscular mycorrhizal fungi in the production of Samanea saman seedlings and in the
growth of the seedlings after planting under water stress conditions. The specific
objectives of each chapter were: Chapter I: To select substrates that favor the
establishment of BFN and AMF symbiosis and the growth in Samanea saman seedlings
correlating the results with the physical, chemical and nutritional characteristics of the
substrates; Chapter Il: To analyze the double inoculation in the formation of Samanea
saman seedlings produced in substrates favoring arbuscular mycorrhizal fungi and
nitrogen-fixing bacteria symbiosis; Chapter I1I: To evaluate the tolerance to water stress
after planting of Samanea saman seedlings associated with nitrogen-fixing bacteria and
arbuscular mycorrhizal fungi that were produced on substrates favoring symbiosis. In
Chapter I, it was verified that the substrate Carolina Soil 0.7 (peat based) was the one that
most favored the nodulation and the substrates sewage sludge and clayey subsoil with the
addition of 10% poultry litter ( V: V) were the ones most favored the root colonization
and the spore multiplication by AMF. In chapter Il it was shown that substrate sewage
sludge is more suitable for the production of S. saman seedlings because it increased all
the growth characteristics of the seedlings and in this substrate the inoculation increased
shoot and reduced the rooting and the diameter of the colon. In the standard substrate, the
symbioses increased the biomass, leaf area and lap diameter of the seedlings, but in this
substrate the growth of the seedlings was lower than in the others. In Chapter IlI, it was
verified that the use of NFB + AMF in the Standard substrate, increased the growth in
height and biomass after planting. For the substrate Sewage Sludge, higher height and
biomass occurred when neither inoculants nor fertilization were used in the seedlings
production, and for this substrate the fertilization reduced the root biomass and the
microorganisms reduced the root and shoot biomass of the plants. In this chapter it was
also concluded that the planting of Samanea saman under conditions of water stress is
not indicated when the seedlings were produced with Commercial substrate.

Keywords: forest nurseries, biological inoculants, sewage sludge and biosolids.
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1 INTRODUCAO GERAL

No Brasil, o custo da restauracdo florestal (implantagdo e manutencdo do
povoamento) € superior as receitas obtidas com 20 anos de cultivo agricola na mesma
extensdo de area (ARONSON et al., 2011) e mesmo com custo elevado, poucos sdo 0s
plantios de sucesso (BARBOSA et al., 2003). Posto isso, evidencia-se uma grande
demanda por pesquisas e estudos que apontem estratégias para viabilizar que a
restauracao florestal seja realizada com qualidade e reducéo de custos.

Neste sentido, a Embrapa Agrobiologia vem estudando ha mais de 30 anos, a
simbiose de espécies florestais com fungos micorrizicos arbusculares (FMA) e bactérias
fixadoras de nitrogénio (BFN) (DE FARIA et al., 1984; PEREIRA et al., 2018). A dupla
inoculagdo tem potencial de reduzir os custos de implantagdo aumentando a chance de
sucesso do povoamento, pois favorece o estabelecimento da muda frente a condicdes
adversas, como salinidade (RAO e TARAFDAR, 1998; GIRlI e MUKERJI, 2004) e
estresse hidrico (RUIZ-LOZANO et al., 2001), dentre os beneficios da dupla inoculacéo,
pode-se citar o aumento da absor¢do de &gua e nutrientes, principalmente o fésforo
(FRANCO e FARIA, 1997) a maior tolerancia a doencas (GREEN et al., 1999) e a
possibilidade de fixacao bioldgica do nitrogénio atmosférico em substituicdo a adubacao
quimica nitrogenada (PELEGRIN et al., 2009).

Mesmo com tantos estudos abordando a inoculacdo bioldgica em espécies
florestais, essa tecnologia ndo € utilizada nos projetos de restauracdo florestal. Dentre 0s
principais gargalos destaca-se: a) melhor compreensdo das caracteristicas dos substratos
que favorecem a inoculacédo, b) estabelecimento de uma metodologia para producédo de
inéculo misto de FMAS no proprio viveiro, ¢) manejo de adubacgdo e combinacdo de BFN
e FMAs para producdo de mudas inoculadas de boa qualidade e d) comprovacdo dos
beneficios da inoculacdo no estabelecimento das mudas no campo. Posto isso 0 presente

estudo tem os seguintes objetivos:

2 OBJETIVO GERAL

Selecionar substratos que favoregam a associa¢do simbidtica com bactérias fixadoras de
nitrogénio e fungos micorrizicos arbusculares na producdo de mudas de Samanea saman
e no crescimento das mudas apos o plantio em condicdes de estresse hidrico e posterior

reidratacao.



3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Capitulo I: Selecionar substratos que favorecem o estabelecimento de simbiose com
BFN e FMAs e o crescimento em mudas de Samanea saman relacionando

os resultados com as caracteristicas fisicas, quimicas e nutricionais dos substratos.

Capitulo II: Analisar a dupla inoculacdo na formagdo de mudas de Samanea saman
produzidas em substratos que favorescem a simbiose com fungos micorrizicos

arbusculares e basctérias fixadoras de nitrogénio.

Capitulo Il1: Avaliar a tolerancia ao estresse hidrico apés o plantio de mudas de
Samanea saman associadas as bactérias fixadoras de nitrogénio e fungos micorrizicos

arbusculares que foram produzidas em substratos que favorescem a simbiose.

4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 Fungos micorrizicos arbusculares (FMAS)

A simbiose das plantas com fungos iniciou-se no periodo paleozoico (460 milhdes
de anos atras) paralelamente a colonizacdo das plantas no ambiente terrestre (SIMON et
al., 1993). A hipotese de que essa simbiose tenha sido de fundamental relevancia pelo
sucesso da expansdo do nicho vegetal para além do ambiente aquatico embasa a discussdo
de que a maior parte das plantas preservou 0s genes ancestrais responsaveis pelo fomento
desta importante relacdo mutualista (HOFFMANN & LUCENA, 2006). Com isso,
estima-se que, atualmente, 80% das familias de plantas vasculares realizam associacédo
com FMAs (BONFANTE e PEROTO, 1995).

Na simbiose mutualista entre os FMAs e as espécies vegetais, as hifas dos fungos
exploram o solo com grande eficiéncia, devido ao seu pequeno diametro e alto potencial
de ramificagdo. Para o vegetal, as hifas dos FMAs se tornam uma expanséo do sistema
radicular aumentando a absorcdo de &gua e nutrientes (DINIZ, 2007) e por isso, a
simbiose facilita o estabelecimento das mudas no campo (OLIVEIRA et al., 2015). Em
contrapartida, a planta fornece aos fungos fotoassimilados (HOFFMANN & LUCENA,
2006) podendo chegar a ate 20% do carbono obtido pela planta através da fotossintese
(PFEFFER et al., 1999). Essa contrapartida se torna, na verdade, um investimento, pois

2



aproximadamente 25% do carbono cedido pela planta € utilizado na expansao das hifas
dos fungos, gerando, para a planta, aumento nos beneficios da simbiose (HAMEL, 2004).

A simbiose dos vegetais com os FMAs aumenta o vigor e o crescimento das
plantas na fase de formacdo das mudas. Além disso, os vegetais inoculados com FMAs
apresentam maior tolerancia a patogenos radiculares (SOARES et al., 2012). A simbiose
com FMAs provoca efeito mais significativo no desenvolvimento vegetal nos casos em
que ocorrem restri¢des nutricionais (BRECHELT, 1987). O percentual de colonizacéo de
FMAs nas raizes € inversamente proporcional ao aumento da matéria organica
(TRINDADE, et al., 2000) e de fésforo (SIQUEIRA & COLOZZI FILHO, 1986) no
substrato.

Mudas de maracujazeiro amarelo (Passiflora edulis) inoculadas com FMAs e
expostas a situacdo de estresse hidrico, mantém o crescimento vegetativo e recuperam a
turgescéncia das folhas com mais velocidade do que mudas ndo inoculadas
(CAVALCANTE et al.,, 2001). Plantas de Andropogon gayanus e Stylosanthes
guianensis, produzem mais biomassa em condig&o de estresse hidrico quando inoculadas
(DE SOUZA, et al., 2000). Esses autores discutem que em solos com alto teor de fosforo
(cerca de 300 mg/kg de solo) a influéncia da inoculagédo diminui.

A inoculagdo de FMAs em mudas florestais pode reduzir o tempo de producédo
das mudas no viveiro em até dois meses (COSTA et al., 2001), porém, o maior beneficio
da inoculacdo com FMAS ocorre no momento pos plantio, e ndo durante o periodo de
producdo (CARNEIRO et al., 2004).

E importante resaltar que alguns FMAs podem assumir caracteristica parasitaria
ao invés de simbidtica nas situacdes em que o beneficio oferecido para a planta é pequeno
em relacdo a quantidade de carbono drenada pelo fungo (SMITH et al., 2003). Nas
situacBes em que existe grande disponibilidade de P no solo, o custo beneficio da relagédo
simbidtica é reduzido pois a presenca dos FMAs torna-se apenas um dreno do carbono
do vegetal (GRANT et al., 2005). Flores-Aylas et al, (2003) concluiram que a presenca
de FMAs influenciou no crescimento e na dindmica competitivas de espécies florestais
nativas pioneiras de forma que a presenga do fungo em substrato com baixa concentragao
de P (0,02 mg L) auxiliou o crescimento das espécies menos adaptadas a essa condicéo,
gerando maior equilibrio entre o crescimento das espécies e em substrato com maior
concentragio de P (0,2 mg L) o fungo atuou como dreno de carbono em algumas

espécies provocando a dominancia de outras.



Os vegetais podem ser classificados como micotroficos obrigatorios (precisam de
FMAs para sobreviver), micotréficos facultativos (sobrevivem com ou sem os FMAS) e
ndo micotroficos, que ndo se associam com FMAs (ALLEN, 1991). Outra forma de
classificar a relacdo entre os FMAS e 0s vegetais é avaliando a dependéncia micorrizica
“grau no qual uma planta ¢ dependente da condi¢cao micorrizica para produzir seu maximo
desenvolvimento em um dado nivel de fertilidade” (GERDEMANN, 1975).

Alguns autores discutem que a dependéncia micorrizica pode estar relacionada ao
potencial que o vegetal tem em absorver P e a demanda da planta por este nutriente
(PLENCHETTE et al, 1983), outros discutem que espécies pioneiras de rapido
crescimento apresentam maior demanda por P e como consequéncia aumentam a
liberacdo de exsudados na raiz que fomentam a simbiose (ZANGARO et al., 2005). A
colonizacdo dos FMASs ocorre de forma decrescente de acordo com 0 aumento dos niveis
sucessionais das espécies florestais nativas podendo variar de 55% para espécies
pioneiras até 5% para espéecies climax (ZANGARO et al, 2000). O aumento na
colonizagdo e no efeito dos FMAs em espécies pioneiras ocorre, dentre outros motivos,
devido a configuracao do sistema radicular dessas espécies, que apresentam raizes finas,
longas e com abundantes pelos absorventes, tornando-se mais atrativas para 0 FMA
(ZANGARQO et al, 2007).

A resposta da inoculacdo com FMAs varia de acordo com a combinagdo da
espécie do fungo com a espécie do vegetal, de forma que espécies de uma mesma familia
podem apresentar respostas diferentes frente a inoculacdo com a mesma espécie de FMA
(BAGYARAJ, 1991). A diferenca na idade, no estado nutricional, na desfolha e na poda
do vegetal podem influenciar no sucesso da micorrizacao e nos beneficios gerados pela
simbiose (CAVALCANTE et al, 2013). Além da interacdo entre o fungo e a espécie, as
condic¢des do meio, como quantidade de P, excesso de agua, pH, salinidade, temperatura,
presenca de outros FMAs ou outros microrganismos, também podem influenciar no
sucesso da colonizagéo da planta (MEHROTRA, 2005).

Estudos mostram que quanto maior a diversidade de FMASs no solo, maior sera a
diversidade vegetal (ALLEN et al., 2003) e maior sera o equilibrio no crescimento das
espécies vegetais, evitando a dominancia de poucas espécies bem adaptadas as situacoes
adversas do sitio (SANTOS, 2008). Além disso, estudos apontam que o crescimento
vegetal também esta associado ao aumento da diversidade de fungos no solo (SANTOS,
2008).



As diferentes linhas evolutivas possibilitaram que algumas espécies de FMAS se
especializassem em algumas funcbes, e por essa razdo, € necessario considerar a
diversidade funcional dos fungos (ALLEN, et al., 2003). Os FMAs podem ser divididos
em grupos funcionais de acordo com o seu potencial de auxiliar o hospedeiro na absor¢édo
de agua, N, C, na resisténcia a doencas, na producdo de fitorménios, ou na tolerancia a
elementos fitotoxicos (ALLEN et al., 2003). Normalmente, no solo sédo encontradas
espécies dominantes de FMAs desempenhando fungbes especificas de forma mais
eficientes do que as espécies de FMAs menos dominantes, que, por sua vez exercem
funcbGes semelhantes de forma menos eficiente ou até mesmo com custo beneficio
prejudicial ao crescimento das plantas (WALKER et al., 1999).

Os FMAs também podem ser divididos em dois grupos: no primeiro estdo 0s
fungos que ocorrem em ambientes iniciais da sucessdo desempenhando as funcdes
ecologicas mais demandadas nesse estagio, como absorcdo de agua e nutrientes, e no
segundo grupo estdo os FMAs que ocorrem em estagio de sucessdo tardio, realizando
prioritariamente fungdes relacionadas ao equilibrio e manutencéo do sistema, como a
transferéncia de nutrientes de uma planta para a outra (MASON et al., 1982).

Posto isso, uma estratégia interessante para inocular mudas florestais que serdo
utilizadas nos processos de restauracdo ecolégica seria utilizar uma mistura de FMAs
adaptados as condicdes indspitas geralmente encontradas nas areas de plantio (baixo P,
restricdo hidrica, pouca matéria organica, baixo pH, etc.), e que apresentem simbiose
eficiente com espécies florestais de estagio inicial de sucessdao. Os FMAs que sdo
encontrados com maior frequéncia na rizosfera de espécies pioneiras em locais de estagio

inicial de regeneracéo, teoricamente, apresentam essas caracteristicas desejaveis.

4.2 Bactérias fixadoras de nitrogénio (BFN)

Os adubos nitrogenados compdem grande parte dos fertilizantes utilizados no
Brasil (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). A utilizacdo de adubo nitrogenado em grande
escala aumenta significativamente os custos da producdo vegetal e gera impactos
negativos ao meio ambiente, pois parte do nutriente se perde por volatilizagdo sem que
seja aproveitado pelas plantas e cerca de 90% deles é importado (MAILSON, 2017).

Apesar de estar pouco disponivel no solo, 78% da atmosfera é composta por
nitrogénio e alguns microrganismos conseguem utilizar o nitrogénio atmosférico através
de um processo chamado de Fixacdo Bioldgica do Nitrogénio (FBN). Nesse processo, 0
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N> atmosférico é convertido em NHs por um complexo enzimatico conhecido como
nitrogenase, que esta presente nesses seres vivos (REIS et al., 2006).

Algumas espécies vegetais da familia das leguminosas realizam simbiose
mutualista com bactérias fixadoras de nitrogénio, aqui chamadas de rizobio, e acabam se
beneficiando do potencial de fixacdo do nitrogénio atmosférico dessas bactérias.
(MERCANTE et al, 2011). Em troca, as plantas oferecem a bactéria parte dos
fotoassimilados obtidos através do processo fotossintético.

Um grande exemplo do beneficio agrondmico gerado a partir desta relacéo
simbiotica é a cultura da soja, na qual, no Brasil, praticamente ndo utiliza adubacao
nitrogenada. 1sso possibilita que a soja brasileira seja competitiva no mercado externo
(ALVES et al., 2003). A soja pode receber mais do que 80% da sua demanda por
nitrogénio fornecida através dos processos de FBN, o que corresponde a uma aplicacao
de aproximadamente 200 kg N ha! (ALVES et al., 2006).

Para a producdo de mudas de espécies florestais nativas da Mata Atlantica, a FBN
também tem grande potencial de fornecer nitrogénio para as plantas. Ao utilizar substrato
composto por bagaco de cana-de-agucar e torta de filtro de usina acucareira, Barroso et
al. (1998) concluiram que o nitrogénio foi o Unico nutriente limitante na utilizacdo do
substrato para producdo de Mimosa caesalpiniifolia e Schinus terebinhtifolius. Porém, ao
testar a producdo de Sesbania virgata neste mesmo substrato, Chaves et al. (2003)
concluiram que a nodulacdo com bactérias fixadoras de nitrogénio, que ocorreu
naturalmente na espécie, ja foi suficiente para suprir a demanda das mudas por nitrogénio,
ndo sendo necessario realizar nenhum tipo de adubacéo.

Ddobereiner (1967) verificou que mudas de Mimosa caesalpiniifolia inoculadas
com BFN apresentaram maior sobrevivéncia e crescimento em campo, quando
comparadas com mudas ndo inoculadas. Neste experimento, 7 meses apds o plantio, 0s
resultados apontavam 94% de sobrevivéncia nas mudas inoculadas e 54% de
sobrevivéncia nas mudas ndo inoculadas. A autora relata que ap6s o plantio, as mudas
ndo inoculadas se tornavam cada vez mais fracas e amareladas (sintoma de deficiéncia de
nitrogénio) até o terceiro més e a partir desse periodo elas adquiriram vigor. Tal fenbmeno
foi atribuido a colonizacdo pds plantio das mudas ndo inoculadas com BFN nativas do
solo.

Ao estudar a producdo de mudas de Acacia sp. com e sem BFN em diferentes
fontes organicas de substrato (lodo de esgoto [33%] e [100%], esterco [33%] e substrato
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sem fracdo organica), Cunha et al. (2006) perceberam que apenas no tratamento em que
ndo havia fragdo organica, a BFN nédo expressou diferenca significativa em relacdo ao
acumulo de N na parte aérea das plantas. Como nesse substrato foi verificada uma menor
presenca de P do que nos demais, os autores justificaram o ocorrido com base nos
trabalhos de Holanda et al. (1982) e Rocha e Holanda (1983), que concluiram que o P do
solo € o nutriente que mais limita a atividade de fixag&o bioldgica do nitrogénio.

Outro fator que interfere na nodulacéo € a concentracao de nitrogénio no solo, pois
a planta estimula a simbiose apenas nas situagcdes em que o nutriente € escasso. Nogueira
et al., (2010) verificaram o efeito de diferentes doses de adubacéo nitrogenada sobre a
inoculacdo de soja e concluiram que a disponibilidade deste elemento prejudicou a
nodulacéo.

A presenca ou auséncia de molibdénio, elemento constituinte do sitio ativo da
enzima nitrogenase, também interfere na eficiéncia da FBN. Leite et al. (2009), estudando
o efeito que a aplicacdo de diferentes doses de molibdénio exercia sobre a nodulagéo de
feijdo-caupi, verificaram que a inoculacdo das sementes associada a aplicacdo do
micronutriente favorece a nodulacdo e o acumulo de N pela planta, aumentando a
produtividade de graos.

A associagéo entre BFN e a leguminosa pode ser positiva, negativa ou indiferente
de acordo com a bactéria que ocupa o sitio de nodulacdo. Bassan et al. (2001) discutem
em sua publicacdo que a ocupacdo do sitio de nodulacdo do feijoeiro por estirpes de
bactérias nativas mais agressivas do que a estirpe inoculada prejudicaram a produtividade
esperada.

Algumas espécies florestais s6 apresentam nodulagdo com bactérias fixadoras de
nitrogénio quando também estdo colonizadas com FMAs (JESUS et al, 2005). A dupla
inoculacdo de mudas florestais (FMAs + BFN) pode gerar maiores resultados na altura,
no crescimento da area foliar, na atividade da enzima nitrogenase e na nodulagdo é
favorecida pela presenca dos FMAs (BURITY, et al., 2000).

4.2 Samanea saman

Samanea saman pertence a familia Leguminosae (subfamilia: Caesalpinioideae e
Tribo: Inga) (AZANI et al., 2017). S. saman ocorre naturalmente no Mato Grosso do Sul,
Mato Grosso, Para, Amazonas, Bahia, Paraguai, Bolivia, Colémbia, Venezuela e Peru.



Trata-se de uma espécie pioneira, higréfita, heliofila, caducifélia e frequentemente se
comporta como colonizadora em varzeas aluviais e beira de rio (LORENZI, 1998).

Tolera ambiente alagado e resiste bem a periodos de seca. Também é flexivel no
que se refere a fertilidade do solo apresentando bom crescimento em solos muito ou pouco
férteis ocorrendo em condicdes de acidez moderada ou até mesmo com pH abaixo de 4,6
(BARWICK et al., 2004). As sementes de S. Saman apresentam tegumento duro e
resistente dificultando sua germinacdo espontanea (FERREIRA, et al., 2005).

Nesta espécie, a luz solar estimula que a bomba de potéssio que saliniza a parte
extensora (dorsal) do pulvino aumentando a turgéncia celular nessa regiao e fazendo com
que as folhas se posicionem de maneira transversal aos raios solares aumentando assim a
taxa fotossintética da planta. Na auséncia da luz solar (periodo noturno) a regido flexora
(ventral) do pulvino apresenta maior concentracdo de K* causando o fechamento das
folhas, encostando a parte dorsal de folhas pareadas e reduzindo o efeito da perda de 4gua
(Figura 1) (SATTER et al., 1974).



Figura 1: Folha de Samanea saman na posigao “aberta” (durante o dia) — a esquerda e na

posicdo “fechada” (durante a noite) — & direita. Figura extraida do artigo de Satter et al.
(1974).

Quando S. saman é infectada por estirpes de rizébio selecionadas com base nos
indices de eficiéncia e eficacia — IEE, forma-se uma simbiose na qual a bactéria fornece
nitrogénio para a planta em troca de fotoassimilados possibilitando o maior crescimento
do vegetal (GONCALVES et al., 2009).

A espécie apresenta boa rebrota quando sofre corte ou podas e tem sido utilizada
para sombrear culturas agricolas (erva mate, café, cacau) e para arborizagdo de pastagem.
Oliveira & Luz, (2012) verificaram que quando utilizada em sistemas silvipastoris junto
com Brachiaria brizantha, a leguminosa provocou o aumento da taxa de acumulo de

matéria seca na pastagem e a porcentagem de proteina bruta na forragem (devido ao
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aporte de N). Além disso, aumentou os niveis de P, Ca, a soma de bases e a saturacdo de
bases no solo abaixo de sua copa.

Por ser uma espécie rastica e de rapido crescimento tem sido amplamente utilizada
em plantios de restauracao florestal, principalmente quando o objetivo é recuperacao de
area degradada. Isso ocorre porque as leguminosas arboreas inoculadas com BFN
possibilitam a melhoria do sitio gerando condic¢des para a instalagdo de outras espécies
(CHADA et al., 2004; LASTE, 2011). Nesse estudo foram plantadas trés espécies
exoticas de leguminosas arbéreas fixadoras de nitrogénio e apos sete anos foi inventariada
a chegada de 50 espécies (pertencentes a 25 familias distintas) na area de plantio. Os
autores ndo verificaram a ocorréncia das espécies exoticas utilizadas no plantio na
regeneragdo natural. Talvez, isso tenha ocorrido devido ao fato das sementes de S. Saman
apresentam tegumento duro e resistente dificultando sua germinacdo espontanea
(FERREIRA et al, 2005).

Considerando o potencial de uso de S. saman para ser utilizada em projetos de
restauracdo florestal visando melhorar a qualidade do sitio, faz-se necessario a realizagdo
de estudos que tenham como objetivo potencializar a simbiose dessa espécie com BFN e
FMAs
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CAPITULO |

SEL[ECAO DE SUBSTRATOS QUE FAVOREQAM AS SII\/IBIOSE’S DE
BACTERIAS FIXADORAS DE NITROGENIO E FUNGOS MICORRIZICOS
ARBUSCULARES EM MUDAS DE Samanea saman (Jacq.) Merr
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RESUMO
Samanea saman (Jacq.) Merr é uma espécie arbdrea muito utilizada em plantios de
restauracdo florestal e a simbiose da mesma com bactérias fixadoras de nitrogénio (BFN)
e fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) pode favorecer a formagdo da muda e o
crescimento da espécie no campo. O presente trabalho selecionou substratos que
favorecem o estabelecimento de simbiose com BFN e FMAs e o crescimento em mudas
de Samanea saman relacionando os resultados com as caracteristicas fisicas, quimicas e
nutricionais dos substratos. O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo em blocos
casualizados, sendo os tratamentos compostos de nove substratos. As mudas de todos 0s
tratamentos foram inoculadas com BFN e FMAs. O crescimento das mudas foi favorecido
nos substratos com menor densidade e pH e com maior porosidade total, espaco de
aeracdo e teor de Mg. O estabelecimento da simbiose com BFN foi favorecido nos
substratos com mais magnésio e a simbiose com FMAs foi favorecida nos substratos com
maior percentual de agua tamponante. As mudas produzidas em substratos comerciais a
base de turfa e a base de casca de pinus apresentaram melhor crescimento. O substrato
Carolina Soil padrdo 0,7 (a base de turfa) foi o que mais favoreceu a nodulacdo enquanto
o0s substratos lodo de esgoto e mistura de terra de subsolo argiloso acrescida de 10% de
cama de frango (V:V) foram os que mais favoreceram a colonizagdo radicular e a

esporulagao.

Palavras chave: viveiros florestais, inoculantes bioldgico, lodo de esgoto e biossolido.
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ABSTRACT
Samanea saman (Jacq.) Merr is a tree species widely used for forest restoration and its
symbiosis with nitrogen-fixing bacteria (NFB) and arbuscular mycorrhizal fungi (AMF)
may favor seedling formation and species growth in field. The present work selected
substrates that favor the establishment of symbiosis with NFB and AMF and the growth
in Samanea saman seedlings correlating the results with the physical, chemical and
nutritional characteristics of the substrates. The experiment was carried out in a
greenhouse experiment with a completely randomized block design, the treatments were
composed of nine substrates. The seedlings of all treatments were inoculated with NFB
and AMF. The growth of the seedlings was favored in substrates with lower density and
pH and with higher total porosity, aeration space and Mg content. The establishment of
symbiosis with NFB was favored in the substrates with more magnesium and the AMF
symbiosis was favored in the substrates with greater percentage of buffering water. The
seedlings produced in commercial and pinus bark peat based substrates presented better
growth. The substrate Carolina Soil 0.7 (peat based) was the one that most favored
nodulation while the substrates sewage sludge and the mixture of clayey subsoil with the
addition of 10% poultry litter (V: V) were the ones that most favored root colonization

and sporulation.

Keywords: forest nurseries, biological inoculants, sewage sludge and biosolids.
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6.3 INTRODUCAO

Leguminosas arbdreas, quando inoculada com bactérias fixadoras de nitrogénio
(BFN) e fungos micorrizicos arbusculares (FMAS) possibilitam o aumento dos teores de
nitrogénio e de matéria organica no solo, ajudando na entrada de outras espécies arboreas
através da sucessdo natural da vegetacdo (Chaer et al., 2011). Samanea saman é uma
leguminosa arbdrea que possui rapido crescimento em campo, alta resisténcia ao estresse
hidrico, toleréncia a solos de baixa fertilidade com alto teor de Al*3. Somado a isso, a
facilidade de producdo de mudas e obtencéo de sementes, fazem com que essa espécie
seja amplamente utilizada em plantios de restauracao florestal, principalmente quando o
objetivo é de recuperacdo de areas degradadas em geral.

A simbiose de leguminosas florestais com FMAs e BFN tem sido estudada ha
mais de 30 anos (De Faria, et al. 1984; Pereira, et al., 2018) tendo a Embrapa desenvolvido
um pacote tecnoldgico que permite a recuperacao de areas degradadas (Martins et al.
1999) com reducéo nos custos de implantacdo. Entretanto, para aprimorar a utilizacdo
dessa tecnologia é importante estudar a simbiose nos substratos disponiveis aos
produtores.

Neste sentido, alguns autores estudaram as caracteristicas nutricionais dos
substratos em relacdo & formacéo de mudas inoculadas com FMAs (Siqueira e Colozzi-
Filho, 1986) e com BFN (Marques, et al. 2009). De maneira geral, esses trabalhos
concluem que as caracteristicas morfol6gicas das mudas, o estabelecimento e a eficiéncia
das simbioses dependem da fertilidade do substrato. Porém, poucos estudos abordam as
caracteristicas fisicas dos substratos em relacdo ao estabelecimento da simbiose.

Dessa forma o presente estudo teve o objetivo de selecionar substratos que
favorecem o estabelecimento de simbiose com BFN e FMAs e o crescimento em mudas
de Samanea saman relacionando os resultados com as caracteristicas fisicas, quimicas e

nutricionais dos substratos.

6.4 MATERIAL E METODOS
O experimento foi conduzido entre maio e novembro de 2017 (196 dias) na casa
de vegetacdo do Instituto de Florestas da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(22°45°26,99”S ; 43°41°46,87”W) com temperatura maxima de 32°C e resfriamento
automatizado que funciona através de um painel de umedecimento do ar e um ventilador
de exaustdo.
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O experimento teve como tratamento mudas inoculadas com BFN e FMAs em
nove substratos, sendo eles: terra de subsolo argiloso acrescida de 33% de cama de frango
(V:V) - Barro 2:1; terra de subsolo argiloso acrescida de 10% de cama de frango (V:V) -
Barro 9:1; Carolina Soil Padrdo 0,7 — Turfa 1; Turfa Fértil Semente CA — Turfa 2;
Mecplant Florestal 3 — Pinus 1; Basaplant Tubete Florestal (Pinus 2); Golden Mix 47 —
Fibra 1; Bioplant Plus Prata - Fibra 2 e Lodo de esgoto - Lodo. O experimento foi
conduzido em delineamento de blocos casualizados contendo quatro blocos (repeticoes)
e cada unidade amostral (parcela) foi composta de nove mudas de cada tratamento
(substrato).

Dos nove substratos utilizados, seis eram comerciais indicados para culturas
florestais, um era composto por lodo de esgoto fornecido pela Companhia Estadual de
Aguas e Esgoto do Rio de Janeiro (CEDAE) e dois foram formulados a partir de misturas
com terra de subsolo argiloso (barro) e cama de frango (compostada com acréscimo de
serragem de eucalipto).

Amostras dos substratos foram enviadas para o Laboratério de Substratos da
Faculdade de Agronomia da UFRGS para a realizacdo das analises fisicas e quimicas
previstas na Instrucdo Normativa SDA N.° 17 de 24 de maio de 2007 (BRASIL, 2007).
As analises realizadas foram: densidade em base seca, porosidade total, espaco de
aeracdo, agua facilmente disponivel, agua tamponante, &gua disponivel, &agua

remanescente, potencial hidrogenidnico e condutividade elétrica (Tabela 1).
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Tabela 1: Caracteristicas fisicas e quimicas dos substratos de acordo com a Instrucdo

Normativa SDA N.° 17 de 24 de maio de 2007 (MAPA, 2007)

Substrato pH CE DS PT EA AFD AT AD AR
(H20) (mScm?) (kgm3)  -ommmmmmmmeoee e e

Barro2:1 7,6 0,92 918 64 13 20 3,9 24 27
Barro9:1 74 0,38 705 64 12 21 49 26 26
Turfa 1 5,7 1,03 183 84 24 22 3,9 26 34
Turfa 2 54 2,38 355 84 23 16 4,0 20 41
Pinus 1 49 1,06 267 91 35 13 2,7 15 40
Pinus 2 49 0,44 311 82 32 16 3,3 19 32
Fibra 1 5,7 0,83 109 77 13 32 3,9 36 28
Fibra 2 6,2 0,67 171 89 38 18 3,6 22 29
Lodo 4,7 2,97 453 83 15 28 7,8 36 32

pH: potencial hidrogenidnico, determinado em &gua na diluicdo 1:5 (V:V); CE:
condutividade elétrica obtida em solu¢do 1:5 (V:V); DS: densidade do substrato seco; PT:
porosidade total; EA: espaco de aeracdo; AFD: agua facilmente disponivel; AT: agua

tamponante; AD: agua disponivel; AR: agua remanescente.

As analises de nutrientes dos substratos foram realizadas no Laboratorio de

Quimica Agricola da Embrapa Agrobiologia aonde foram quantificados os teores de N,

P, K, Ca e Mg totais submetendo os substratos as metodologias de andlise de tecido de

plantas, extraindo os nutrientes por digestdo nitrico-perclorica e determinacdo por

espectrofotometria de absorcio atdmica (Tabela 2). A acidez potencial (H" + Al™®) e os

teores de N potencialmente disponivel (nitrato + aménio + nitrito + formas organicas

labeis) e de P, K, Ca, Mg e Al*® disponiveis, foram determinados nos substratos com a

metodologia de analise da fertilidade do solo, de acordo com os procedimentos descritos

por Nogueira e Souza (2005). Antes do envio das amostras para analise todos os
substratos receberam a adi¢do de 50 gramas/m? do adubo FTE BR 12 (9% Zn, 1,8% B,

0,8% Cu, 2% Mn, 3,5% Fe e 0,1% Mo).
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Tabela 2: Teores de nutrientes nos substratos através da metodologia de analise de fertilidade do solo (nutrientes disponiveis) e analise de tecidos
de plantas (nutrientes totais) de acordo com os procedimentos descritos por Nogueira e Souza, (2005)

-------------------------------- Nutrientes disponiveis ------------------=--e-eoe-eoe -mooeeeeeeee———— Nutrientes totais --------------------
Trat. Npot. P K H+Al Al Ca Mg N P K Ca Mg
--------------- [ el 0111 [0] 10 I % o ] (1 e
Barro 2:1 45 1279* 1632* 0* 0* 2,0 1,8 0,19 2,28 4,53 18,23 1,99
Barro 9:1 40 381* 497* 0* 0* 2,4 1,4 0,07 0,55 2,49 0,95 1,45
Turfal 193 198 355 4,0 0,04 6,6 8,2 0,35 1,38 2,31 8,57 45,20
Turfa 2 207 932 761 11,2 0,21 17,1 3,2 0,57 2,43 1,29 13,90 2,42
Pinus 1 22 334 602 10,4 0,11 7,4 3,2 0,44 1,42 1,71 4,19 1,31
Pinus 2 42 190 250 16,7 0,37 6,8 2,7 0,32 1,59 0,79 3,58 1,74
Fibra 1 42 108 902 6.9 0,39 1,5 0,6 0,32 0,80 5,99 2,59 0,70
Fibra 2 116 367 689 51 0 3,7 31 0,33 1,84 3,05 5,74 8,77
Lodo 797 678 137 9,6 0,05 20,5 2,9 1,30 4,94 1,21 12,32 2,01

Metodologia de extracdo utilizada nas analises de fertilidade do solo: Npot. (extracdo em KCI do substrato seguida pela digestdo acida - Kjeldahl);
P (método colorimétrico - extrator Mehlich I); K (fotometria de chama - extrator Mehlich I); H+Al e Al (titulacdo — Extrator KCI 1M); Ca e Mg
(espectrometria de absor¢do atdmica). Npot. = nitrogénio potencialmente disponivel para as plantas (nitrato + amonio + nitrito + formas orgéanicas
labeis). Metodologia de extracdo utilizada nas analise de tecido de plantas: Digestao nitrico-perclorica e determinacdo por espectrofotometria de
absorcéo atdmica. * Elevado pH (tabela 1) resulta na ndo deteccéo de Al™3, H" e H* + AlI*®, tornando inadequada a metodologia do extrator acido
de Mehlich I.
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Como recipiente de producdo das mudas foram utilizados tubetes de 280 cm3
(modelo Mecprec T54P). Os tubetes foram apoiados em bandejas de 54 células das quais
foram utilizados 50% das células disponiveis (27 tubetes por bandeja). Antes da
semeadura, as sementes de Samanea saman foram submetidas a escarificacdo quimica
com é&cido sulfdrico durante 10 minutos para quebra de dorméncia (Nascimento e
Oliveira, 1999). Trés sementes foram inoculadas e semeadas em cada tubete e apds duas
semanas foi realizado o desbaste deixando apenas a plantula de maior vigor.

As mudas foram irrigadas diariamente com 1,8 mm de lamina d’agua (3,6 mL por
tubete) parcelados em quatro irrigacdes e aplicados por microaspersao. O clima da regido,
segundo a classificacdo de Képpen, é do tipo Aw.

Todas as mudas foram inoculadas com BFN através da mistura das sementes com
o0 inoculante turfoso composto pelas estirpes BR 6208 e BR 6204, selecionadas para
Samanea saman (Gongcalves et al., 2009). A inoculacdo com FMASs foi realizada através
da aplicacdo de um inoculante composto por nove espécies no orificio de semeadura.
Cada tubete recebeu uma dose de inoculante que continha aproximadamente cinco
esporos de cada uma das seguintes espécies de FMAs: Acaulospora colombiana,
Acaulospora morrowiae, Acaulospora scrobiculata, Dentiscutata heterogama,
Gigaspora candida, Glomus formosanum, Rhizophagus clarus, Scutellospora calospora,
Scutellospora gilmorei. Ambos os inoculantes (BFN e FMAs) foram produzidos e
fornecidos pelo Centro de Recursos Biologicos Johanna Ddobereiner da Embrapa
Agrobiologia.

Aos 196 dias apds a semeadura mediu-se a altura e o diametro ao nivel do colo
das mudas. A parte aérea foi separada da parte radicular, da qual foram separados os
nodulos e essas trés fracdes foram secas em estufa de circulacdo forcada (65-70 °C) até
alcancar a estabilidade de massa. Os dados de massa da parte radicular seca, da parte
aérea seca e dos nddulos secos foram obtidos através de pesagem em balanca de precisdo
com quatro casas decimais. A massa total seca foi obtida através da soma da massa de
raiz seca com a massa aérea seca.

Para avaliar o percentual de colonizagdo micorrizica foi utilizada a metodologia
de clarificacdo proposta por Koske e Gemma (1989) e de coloragdo proposta por Grace e
Stribley (1970). O percentual de colonizacdo foi obtido atraves da metodologia sugerida
por McGonigle (1990). Para quantificar a densidade de esporos no substrato, 0s mesmos

foram extraidos das amostras por meio de peneiramento Umido (Gerdemann e Nicolson,
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1963) e centrifugacdes em agua e solucdo de sacarose (Jenkins, 1964) e posteriormente
foram contados em microscépio estereoscopico.

Os dados foram submetidos aos testes de normalidade (Shapiro-Wilk) e
homogeneidade de variancia (Bartlett) com o auxilio do software R. Para obter a

normalidade de homogeneidade da variancia foi necessario transformar os dados de

percentual de colonizacdo micorrizica e densidade de esporos em VX e em log (x+1),
respectivamente. Em seguida usou-se o software SISVAR 5.6 para analisar a variancia e
nos casos em que houve diferenga estatistica pelo teste F foi aplicado o teste de médias
de Scott-Knott, a 5% de probabilidade de erro, para separar as médias.

Por fim, utilizou-se o software Microsoft Excel 2010 para calcular o coeficiente
de correlagao linear de Pearson (p de Pearson) entre as caracteristicas quimicas e fisicas
dos substratos com as variaveis de crescimento das mudas e do estabelecimento da
simbiose com as BFN e FMA. A significancia das correlacdes foram verificadas através

do software R utilizando-se o teste t de Student ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

6.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

As mudas produzidas nos substratos Turfa 1 e 2 e Pinus 1 e 2 foram as que mais
cresceram, sendo que o Turfa 1 promoveu a maior nodulacdo indicando que esse é o
substrato mais indicado para producéo de mudas inoculadas com BFN (Tabela 3).

Por outro lado, as mudas formadas no Turfa 1, assim como o Pinus 1 e Fibrale
2, tiveram 0s menores percentuais de colonizacdo e densidade de esporos, mostrando que
esses substratos sdo menos indicados para a producdo de mudas inoculadas com FMAs.
As mudas produzidas nos substratos Barro 9:1 e Lodo tiveram os maiores percentuais de
colonizacao radicular e densidade de esporos, indicando que esses substratos favoreceram
a simbiose com FMAs. Dentre esses dois substratos, o Lodo proporcionou maior didmetro
de colo e enraizamento das mudas. O Barro 9:1, pode ter reduzido o crescimento das

mudas devido ao pH elevado (Tabela 1) e ao menor teor de Npot, P, Ca e Mg (Tabela 2).

27



Tabela 3: Variaveis morfoldgicas de crescimento de mudas de Samanea saman, massa dos nédulos secos, percentual de colonizacdo das
raizes por fungos micorrizicos arbusculares (FMAS) e densidade de esporos de FMAs no substrato apos 196 dias de cultivo

Colonizagdo Densidade de

Substratos DC (mm) H (cm) MRS (g) MAS () MTS (Q) MNS () (%) espOros
Barro 2:1 391 c 29,4 a 0,50 b 185 b 2,34 b 0,22 c 126 b 28 b
Barro 9:1 392 ¢ 26,8 a 0,60 b 1,74 b 234 b 0,17 ¢ 40,7 a 182 a
Turfa 1 523 a 329 a 142 a 3,18 a 4,60 a 045 a 6,1 b 6 C
Turfa 2 4,99 a 30,7 a 1,19 a 2,70 a 3,89 a 0,35 b 6,4 b 43 b
Pinus 1 523 a 30,6 a 1,23 a 2,71 a 394 a 0,30 b 53 b 9 ¢
Pinus 2 516 a 30,4 a 1,30 a 282 a 411 a 0,36 b 188 b 29 b
Fibra 1 484 b 285 a 0,65 b 229 b 29 b 0,23 ¢ 69 b 2 ¢
Fibra 2 5,04 a 28,3 a 1,05 a 2,27 b 331 b 0,32 b 6,4 b 5 ¢
Lodo 458 b 283 a 093 a 222 b 315 b 022 ¢ 333 a 126 a
Cv 6,5 9,6 21,4 21,4 20,9 21,9 35,5 35,3

Médias seguidas por letras iguais na coluna ndo diferem pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade de erro. Para fazer o teste de média, os
resultados de Colonizacdo (%) foram transformados pela raiz quadrada de X e os resultados de Densidade de esporos foram transformados em log
(x+1). DC (diametro de colo); H (altura); MRS (massa da raiz seca); MAS (massa da parte aérea seca); MTS (massa total seca); MNS (massa de
nodulos secos); CV (coeficiente de variacao). A densidade de esporos foi contada em 50 ml de substrato.
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Com maior percentual de colonizacdo do que os demais substratos, as mudas
produzidas nos substratos Lodo e Barro 9:1 alcancaram valores de colonizacdo
considerados medianos segundo a classificacdo de Carneiro et al. (1998) e os demais
substratos, alcancaram valores considerados baixos.

Hoffmann e Lucena (2006) discutem que o vegetal fornece ao fungo parte dos
seus fotoassimilados em contrapartida aos beneficios nutricionais da simbiose, e Pfeffer
et al. (1999) mencionam que esse fornecimento de energia pode chegar a até 20% do
carbono obtido através da fotossintese. Posto isso, 0 gasto energético pode ter sido maior
nas mudas produzidas nos substratos Lodo e Barro 9:1, tratamentos que possibilitaram
maior colonizacdo, restringindo o crescimento das mesmas (Tabela 3).

Caldeira et al. (2012) concluiram que em substratos com maiores concentracées
de lodo de esgoto foram produzidas mudas de Toona ciliata (cedro australiano) de maior
crescimento do que em substrato comercial, ou seja, um resultado diferente do encontrado
nesse experimento no qual as mudas cresceram mais nos substratos comerciais do que no
substrato Lodo. Possivelmente, essa diferenca ocorreu pois a lamina d"agua de irrigacao
utilizada no experimento com o cedro (12 mm) foi seis vezes maior do que a utilizada no
presente estudo, o que pode ter causado lixivia¢do de nutrientes nos substratos comerciais,
que tem menor CE que o Lodo (Tabela 1) gerando assim uma reducao de nutrientes nesses
substratos.

Samanea saman ocorre naturalmente em condicdes de acidez habitando ambientes
de solos com pH inferior a 4,6 (BARWICK et al., 2004). A adaptacdo dessa espécie a
solos acidos fez com que nos substratos com menor pH houvesse maior acréscimo de
biomassa nas mudas. Destaca-se a influéncia negativa que o pH dos substratos Barro 9:1
e Barro 2:1 (7,4 e 7,6 respectivamente) tiveram sobre o crescimento das mudas (Tabela
3) pois em condic¢des de pH maior que 7,0 ocorre a reducdo na disponibilidade de fosforo
(Kampf, 2005), boro, ferro, zinco, cobre e manganés (Bailey et al. 2000) e além disso, é
possivel que Samanea saman ndo seja uma espécie adaptada a condi¢bes de solos
alcalinos.

A Unica varidvel de crescimento que ndo apresentou diferenca estatistica entre os
tratamentos foi a altura. Possivelmente isso ocorreu porque a variabilidade provocada
pelo estiolamento das mudas pode ter superado o efeito dos tratamentos. O estiolamento
mencionado foi visualmente percebido somente no momento de coleta do experimento,
0 que pode ter sido causado pelo espagamento utilizado.
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Os coeficientes de correlacdo entre as caracteristica fisicas, quimicas e
nutricionais dos substratos com o crescimento das mudas e o favorescimento das
simbioses é mostrada na Tabela 4. Observa-se nessa tabela que o crescimento das mudas
foi influenciado positivamente pela porosidade, espaco de aeragdo, &gua remanescente e
teor de magnésio disponivel nos substratos, e negativamente pelo aumento da densidade
e do pH dos substratos. O favorescimento a simbiose com BFN foi influenciada
positivamente pelos teores mais elevados de Mg total e disponivel nos substratos e o
favorescimento a simbiose com FMAs foi influenciada positivamente pela agua
tamponante.

Assim, mudas produzidas em substratos menos densos e mais porosos tiveram
maior crescimento. Isso ocorre porque em substratos de alta densidade e baixa porosidade
as trocas gasosas sao reduzidas impedindo que o oxigénio chegue até o sistema radicular
(Kampf, 2005) e a falta de oxigénio para o processo de respiracdo radicular causa
disturbios bioquimicos, fisiologicos e decréscimo na absorcdo de &gua em espécies
florestais (De Oliveira et al., 2017).

O espaco de aeracdo representa a porcao de macroporos do substrato e por isso,
também influencia na drenagem e no potencial de trocas gasosas. Neste experimento,
mudas com maior enraizamento e diametro foram produzidas nos substratos mais aerados
pois sem a restricdo de oxigénio, ndo ha restricdo do processo respiratorio, gerando mais

energia para o transporte ativo de agua para dentro da raiz (Pimentel, 2004).
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Tabela 4: Coeficientes de correlacdo de Pearson entre os resultados das analises fisica,
quimica e nutricional dos substratos e o crescimento e estabelecimento da simbiose com

BFN e FMAs em mudas de Samanea saman

DS PT EA AT AR pH MgT MgD

DC -0,89 091 0,75 -0,79
H 0,70 0,82
MRS -0,68 089 0,74 0,84 -0,74 0,68
MAS -0,69 0,73 0,70 -0,70 0,77
MTS -0,71 0,81 0,78 -0,73 0,75
MNS 0,71 0,83
% Colonizagao 0,69
Densidade de 0,68
esporos

Correlages significativas pelo teste t de Student a 5% de probabilidade de erro. DC
(diametro ao nivel do colo); H (altura); MRS (massa das raizes secas); MAS (massa da
parte aérea seca); MTS (massa total seco); MNS (massa dos nodulos secos); Dens. Esp.
(densidade de esporos medida em 50 ml de substrato), DS (densidade seca); PT
(porosidade total); EA (espaco de aeracdo); AT (agua tamponante); AR (&gua
remanescente); pH (potencial hidrogenidnico, determinado em &agua na diluicdo 1:5
(V:V)); MgT (magnésio total no substrato); MgD (magnésio disponivel no substrato).

A 4gua tamponante fica adsorvida no substrato a pressdes entre 50 e 100 hPa
(Schafer et al. 2015), ou seja, para gue esse recurso possa ser aproveitado pela planta é
necessario que a raiz apresente reducao no seu potencial hidrico. Os substratos com maior
percentual de agua tamponante favoreceram a esporulacdo e a colonizacdo radicular
mostrando que essa caracteristica fisica dos substratos é relevante para a simbiose com
FMAs (Tabela 4). As hifas dos FMAs, devido ao seu pequeno diametro, conseguem
explorar os microporos do substrato em busca da dgua que esta retida a maiores pressdes
com mais eficiéncia do que o sistema radicular (Cabral et al., 2010) e o acréscimo do
percentual de agua retida a pressdes elevadas (dgua tamponante) pode ter induzido a
planta a formar a simbiose.

A agua remanescente fica adsorvida no substrato a pressdes elevadas (>100 hPa)
e mesmo que ndo esteja acessivel para a maioria das plantas (Schafer et al., 2015), ela
exerce importante fungdo no equilibrio da condutividade elétrica dos substratos
impedindo que a salinidade dentro do recipiente de cultivo se eleve em condic¢Ges de

restricdo hidrica. Considerando que este experimento foi conduzido com baixa lamina
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d’agua, a influéncia dos maiores percentuais de dgua remanescente em alguns substratos
foi relevante para o acréscimo de biomassa das mudas (Tabela 4).

O teor de Mg disponivel foi o fator nutricional que mais influenciou o crescimento
de biomassa nas mudas (Tabela 4) corroborando assim com os resultados obtidos por
Fonseca et al. (2011) para mudas de Peltophorum dubium. O Mg é o elemento central da
molécula de clorofila e por essa razdo mudas com mais Mg apresentam maior
desempenho fotossintético (Tatagiba et al. 2017). E valido mencionar que as mudas
produzidas no substrato Fibra 1 apresentaram clorose internerval nas folhas antigas
(sintoma caracteristico de deficiéncia de Mg) e que na analise nutricional dos substratos
(Tabela 2) é mostrado que o Fibra 1 teve o menor teor de Mg disponivel e total. A baixa
quantidade de Mg nesse substrato pode ter contribuido para que as mudas produzidas no
mesmo tenham tido o menor crescimento entre os substratos comerciais.

O teor de Mg disponivel e total também influenciou no aumento da nodulacgéo de
forma que as mudas produzidas nos substratos com mais Mg favoresceram a simbiose
BFN. Isso ocorre porque o Mg é um elemento essencial para a nutricdo do rizébio
(Ruschel et al., 1966) e aumenta o desempenho fotossintético da planta (Tatagiba et al.,
2017) possibilitando maior disponibilidade de fotoassimilados para a manutencdo da

simbiose.

6,6 CONCLUSOES

As mudas produzidas nos substratos comerciais e a base de turfa (Turfale 2) e
casca de pinus (Pinus 1 e 2) promoveram maior crescimento morfolégico sendo que a
porosidade total, espaco de aeracdo, teor de magnésio e pH foram as caracteristicas
quimicas, fisicas e nutricionais que se correlacionaram positivamente com esse
crescimento.

A nodulagdo foi maior nas mudas produzidas no substrato Turfa 1 e correlacionou-
se positivamente com o teor de magnésio nos substratos.

Os substratos que mais favoreceram o estabelecimento da simbiose com 0s FMAS
foram Barro 9:1 e Lodo e a variavel que se correlacionou positivamente com o percentual
de colonizag&o e a densidade de esporos no substrato foi o percentual de agua tamponante.

Os substratos selecionados foram a Turfa 1, conduscente a simbiose com bactérias
fixadoras de nitrogénio e o Lodo, conduscente a simbiose com fungos micorrizicos
arbusculares, e que promovem mudas com crescimento aceitavel para comercializag&o.
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CAPITULO II

MUDAS DE Samanea saman (Jacg.) Merr. EM SUBSTRATOS QUE FAVORESCEM
AS SIMBIOSES COM BACTERIAS FIXADORAS DE NITROGENIO E FUNGOS

MICORRIZICOS ARBUSCULARES
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RESUMO

Substratos orgénicos para producdo de mudas florestais podem ser selecionados para
favorescer o estabelecimento de simbioses das mudas com bactérias fixadoras de
nitrogénio (BFN) e fungos micorrizicos arbusculares (FMAs). Dessa forma, esse trabalho
analisou a formagdo de mudas de Samanea saman em substratos previamente
selecionados como favoraveis as simbioses com bactérias fixadoras de nitrogénio e fungo
micorrizicos arbusculares. Foram testados trés substratos (terra de subsolo argiloso
acrescida de 33% de esterco bovino, Carolina Soil Padrdo 0,7 e Lodo de esgoto) e trés
tratamentos com e sem microrganismos e adubacdo (testemunha absoluta, Controle
positivo (adubado) e BFN+FMASs). Aos 113 dias avaliou-se a altura, o didmetro, a area
foliar, a colonizacdo radicular, a densidade de esporos e a massa seca da parte radicular,
aérea, total e dos nodulos. O substrato Lodo favoresceu a simbiose com FMAS pois
aumentou a densidade de esporos e o substrato Carolina Soil € favoravel a simbiose com
BFN pois aumentou a nodulagéo nas mudas. O substrato Lodo foi 0 mais indicado para a
producdo de mudas de S. saman pois aumentou todas as caracteristicas de crescimento da
muda. Nesse substrato, o tratamento adubado aumentou a area foliar e a inoculacdo com
BFN e FMAs aumentou a parte aérea e reduziu o enraizamento e o didmetro de colo. O
maior efeito da inoculacdo com BFN e FMAs ocorreu no substrato Terra de subsolo
argiloso acrescida de 33% de esterco bovino, no qual as simbioses aumentaram a
biomassa da parte aérea e total, area foliar e diametro de colo. Porém, neste substrato

foram produzidas as menores mudas.

Palavras chave: Biossélido, lodo de esgoto, producdo de mudas e viveiro florestal.
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ABSTRACT

Organic substrates for the forest seedlings production can be selected to favor the
establishment of seedlings with the symbioses of nitrogen-fixing bacteria (NFB) and
arbuscular mycorrhizal fungi (AMF). Thus, this work analyzed the formation of Samanea
saman seedlings on substrates previously selected as favorable in the symbioses with
nitrogen-fixing bacteria and mycorrhizal fungi. Three substrates (clayey subsoil with the
addition of 33% bovine manure, Carolina Soil 0.7 and sewage sludge) and three
treatments with and without microorganisms and fertilization (absolute control, positive
control (fertilizer) and NFB + AMF ). After 113 days the height, diameter, leaf area, root
colonization, spore density and the dry matter of root, shoot, total and nodule were
evaluated. The sewage sludge substrate favors symbiosis with AMF because it increased
the spore density and the substrate Carolina Soil is favorable to NFB symbiosis because
it increased the nodulation in the seedlings. The substrate sewage sludge was the most
suitable for the production of S. saman seedlings because it increased all the growth
characteristics of the seedlings. In this substrate, the fertilized treatment increased the leaf
area and the inoculation with NFB and AMF increased the shoot and reduced the rooting
and the lap diameter. The NFB and FMAs inoculation greatest effect occurred in the
substrate of clayey subsoil plus 33% of bovine manure, which the symbioses increased
the shoot and total biomass, leaf area and lap diameter. However, in this substrate the

smallest seedlings were produced.

Keywords: Biosolids, sewage sludge, seedlings production and forest nursery.
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7.3 INTRODUCAO

Mudas de espécies florestais sdo produzidas para atender & demanda de projetos
de reflorestamento, seja para recuperacdo de areas degradadas, producdo madeireira,
barreira vegetal, paisagismo ou restauracdo da cobertura florestal (DELARMELINA et
al., 2014). O sucesso desses projetos depende da qualidade das mudas produzidas
(OLIVEIRA et al., 2018), pois interfere diretamente no estabelecimento, crescimento e
sobrevivéncia das mudas em campo (GONCALVES et al., 2014).

Um fator de grande influéncia sobre a qualidade das mudas é o substrato utilizado,
existindo atualmente uma ampla variedade de substratos comerciais, e a base de residuos
agricolas, florestais e urbanos reaproveitados. Os substratos devem ser avaliados quanto
ao favorescimento as simbioses benéficas aos vegetais como a simbiose com bactérias
fixadoras de nitrogénio (BFN) e com fungos micorrizicos arbusculares (FMAS). No
capitulo 1, nove substratos foram avaliados quanto a sua camacidade de favorecer estas
simbioses, e 0s substratos que se destacaram foram a base de turfa de sphagno, a qual é
importada (GABIRA, 2018) e foi conducente as BFN e o Lodo de esgoto, proveniente de
estacOes de tratamento de esgoto (ABREU et al., 2017), que foi conducente aos FMAs.

Entretanto existem poucas informacdes para indicar que esses substratos sejam
conducentes as simbioses e sobre a influéncia que os mesmos exercem sobre elas. Posto
isso, 0 objetivo desse trabalho foi analisar a formagdo de mudas de Samanea saman
utilizando substratos previamente selecionados como favoraveis as simbioses com BFN
e FMA:s.

7.4 MATERIAL E METODOS:

O experimento foi conduzido, entre dezembro de 2017 e abril de 2018 (por 130
dias), dentro da casa de vegetacdo da Embrapa Agrobiologia, Seropédica / RJ
(22°45°33,29”S ; 43°40°48,90”W), sendo o clima da regido do tipo Aw segundo a
classificacdo de Kdppen. A temperatura maxima na casa de vegetacdo foi mantida em
35°C através do acionamento de painel de umedecimento e ventilacdo de exaustdo. Cada
muda foi irrigada com 7,5 ml/dia de &gua destilada (3,8mm de l&mina d’agua) em
aplicacdo Unica com uso de pulverizador costal.

Os tratamentos de inoculagdo foram: a) dupla inoculagdo com BFN+FMA,; b)
mudas produzidas sem inoculantes e adubadas com 111mg de N, 16mg de P20s e 51mg
de K20 por muda, parcelado em 10 fertirrigacGes semanais entre 31° e 0 93° dias ap0s a
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semeadura (Controle positivo) e ¢) testemunha ndo inoculada nem adubada (Testemunha
absoluta). As BFN utilizadas foram Bradyrhyzobium elkanii estirpes BR 6205 e BR 6212,
recomendadas pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (BRASIL,
2011). O inoculante turfoso contendo as BFN foi misturado as sementes no ato do plantio.
A inoculacdo com FMAs, foi feita através da aplicacdo de inoculante contendo
aproximadamente cinco esporos de cada uma das nove espécies descritas a seguir:
Acaulospora colombiana, Acaulospora morrowiae, Acaulospora scrobiculata,
Dentiscutata heterogama, Gigaspora candida, Glomus formosanum, Rhizophagus
clarus, Scutellospora calospora, Scutellospora gilmorei.

Os substratos utilizados foram: a) Padrdo: terra de subsolo argiloso acrescida de
33% de esterco bovino (V:V) representando a mistura mais utilizada em viveiros
florestais de pequeno porte; b) Comercial: Carolina Soil Padrdo 0,7, composto por turfa
de sphagno acrescida de vermiculita e casca de arroz carbonizada, representando um dos
substratos mais utilizados nos viveiros florestais de grande porte e que no capitulo |
mostrou-se conducente a simbiose com BFN e c¢) Lodo: Lodo de esgoto fornecido pela
Companhia Estadual de Aguas e Esgoto do Rio de Janeiro (CEDAE), que no capitulo |
mostrou-se conducente a simbiose com FMAs.

Como recipiente de produgdo das mudas foram utilizados tubetes de 280 cm3
(modelo Mecprec T54P). Os tubetes foram apoiados em bandejas de 54 células das quais
foram utilizados 33% das células disponiveis (18 tubetes por bandeja). Antes da
semeadura, as sementes de Samanea saman foram submetidas a escarificacdo quimica
com 4cido sulfurico durante 10 minutos para quebra de dorméncia (Nascimento e
Oliveira, 1999). Trés sementes foram inoculadas e semeadas em cada tubete e ap6s duas
semanas foi realizado o desbaste deixando apenas a plantula de maior vigor.

Os substratos utilizados foram autoclavados, os materiais utilizados no
experimento foram esterilizados e utilizou-se agua destilada na irrigacdo do experimento
para evitar a contaminacdo de microorganismos nos tratamentos em que néo foi feita a
inoculacdo de BFN+FMA:s.

O delineamento estatistico aplicado foi de blocos casualizados em esquema
fatorial (3 x 3), correspondendo a trés tipos de substratos e trés tratamentos de inoculacéo,
com seis repeticdes (blocos). A unidade experimental (parcela) foi composta de nove

mudas de cada tratamento.
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A altura das mudas foi mensurada aos 31, 61 e 113 dias apds o inicio do
experimento, sendo que nesta Ultima ocasido também foi mensurado o didmetro a altura
ao nivel do colo. O incremento em altura foi calculado sustraindo o valor atual pelo valor
da medicdo anterior. Ao término do experimento, a parte aérea foi separada da parte
radicular e os nodulos foram retirados das raizes. Essas trés fracdes foram secas em estufa
de circulacdo forcada (65-70 °C) até alcancar a estabilidade de sua massa. Os dados de
massa da raiz seca, massa da parte aérea seca e massa dos nddulos secos foram obtidos
através de pesagem em balancga de precisdo com quatro casas decimais. A massa total
seca foi obtida atraves da soma da massa aérea seca com a massa raiz seca. A area foliar
das mudas foi mensurada utilizando o medidor de &rea foliar LICOR LI-3100C.

O percentual de colonizagdo radicular com FMAs foi avaliado apds a clarificagcdo
das raizes (KOSKE e GEMMA, 1989) e de sua coloracdo (GRACE e STRIBLEY, 1991).
O percentual de colonizacéo foi obtido através da metodologia proposta por McGonigle
(1990). A densidade de esporos no substrato, foi quantificada apds sua extracdo do
substrato por meio de peneiramento Umido (GERDEMANN e NICOLSON, 1963) e
centrifugacdo em agua e solucdo de sacarose (JENKINS, 1964). Os esporos foram
contados em microscépio estereoscopico. O percentual de colonizacéo e a densidade de
esporos no substrato foram avaliados em trés das nove mudas que compunham cada
unidade experimental.

As analises de nutrientes dos substratos foram realizadas no Laboratdrio de
Quimica Agricola da Embrapa Agrobiologia aonde foram quantificados os teores de N,
P, K, Ca e Mg totais submetendo os substratos as metodologias de analise de tecido de
plantas, extraindo os nutrientes por digestdo nitrico-perclérica e determinando por
espectrofotometria de absorcio atdmica (Tabela 5). A acidez potencial (H* + Al*®) e os
teores de N potencialmente disponivel (nitrato + amonio + nitrito + formas organicas
labeis) e de P, K, Ca, Mg e Al*® disponiveis, foram determinadas nos substratos seguindo
a metodologia de anélise da fertilidade do solo, de acordo com os procedimentos descritos
por Nogueira e Souza (2005).
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Tabela 5: Teores de nutrientes nos substratos atraves da metodologia de anélise de fertilidade do solo (nutrientes disponiveis) e analise de tecidos
de plantas (nutrientes totais) de acordo com os procedimentos descritos por Nogueira e Souza, (2005)

- Nutrientes Disponiveis ----- - Nutrientes Totais —----mmmemmmmm

Substrato pH Npot. P K H+Al Al Ca Mg N P K Ca Mg
———————————— mg L! cmol, dm™ -g kg'1 =

Padrio 7.4 08 81* 729% 1.3% 0* 32 1.8 1.5 031 391 0.74 2.12
Comercial 5.4 141 193 313 5.5 0,33 3.5 15,0 43 0.86 3.38 5.96 62.07

Lodo 5.1 409 388 189 10,2 0,10 3.6 1.3 142 4.40 1,30 12,85 2.13

Metodologia de extragdo utilizada nas analises de fertilidade do solo: Npot. (extracdo em KCI do substrato seguida pela digestdo acida - Kjeldahl);
P (método colorimétrico - extrator Mehlich 1); K (fotometria de chama - extrator Mehlich 1); H+Al e Al (titulacdo — Extrator KCI 1M); Ca e Mg
(espectrometria de absorcéo atdmica). Npot. = nitrogénio potencialmente disponivel para as plantas (nitrato + aménio + nitrito + formas orgéanicas
labeis). Metodologia de extracdo utilizada nas analise de tecido de plantas: Digestao nitrico-perclérica e determinacdo por espectrofotometria de
absorcéo atdmica. * Elevado pH resulta na ndo deteccdo de Al*3, H" e H* + Al*3, tornando inadequada a metodologia do extrator &cido de Mehlich
l.
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Os dados foram submetidos aos testes de normalidade (Shapiro-Wilk) e
homogeneidade de variancia (Bartlett) com o auxilio do software R e em seguida foi
utilizado o software SISVAR 5.6 para fazer a andlise de variancia. Nos casos em que
houve diferenca estatistica pelo teste F foi aplicado o teste de médias de Scott-Knott, a

5% de probabilidade para separar as médias.

7.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

No grafico de incrementeo em altura das mudas (Figura 2) € mostrado que até os
61 o substrato Lodo promoveu maior crescimento nas muda e que as mudas do substrato
Comercial tiveram crescimento igual as do substrato Padrédo até os 31 dias mas no periodo
seguinte, de 31 a 61 dias, tiveram crescimento superior. No Gltimo periodo avaliado (de
61 até 113 dias) o substrato ndo influenciou no crescimento das mudas em altura. Nos
tratamentos em que as mudas receberam inoculacdo com BFN e FMASs o crescimento em
altura foi menor até os 31 dias e maior entre 31 e 61 dias. A adubacédo ndo influenciou o
crescimento das mudas até os 61 dias mas entre 61 e 113 promoveu aumento no
crescimento em altura. As mudas tiveram maior crescimento no periodo entre a
semeadura e os 31 dias de producao.

A analise de variancia identificou interacdo nao significativa entre as fontes de
variacdo (inoculantes x substratos) para a varidvel incremento em altura aos 31 e 61 dias

apos a semeadura. Todas as demais variaveis apresentaram interacao significativa.
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Figura 2: Incremento em altura de mudas de Samanea saman aos 31, 61 e 113 dias ap0s
a semeadura produzidas em trés substratos: Padrdo (terra de subsolo argiloso acrescida
de 33% de esterco bovino (V:V)); Comercial (Carolina Soil Padréo 0,7) e Lodo (Lodo de
esgoto fornecido pela Companhia Estadual de Aguas e Esgoto do Rio de Janeiro
(CEDAE)) e em trés tratamentos de inoculagdo a) BFN+FMA: Inoculadas com bactérias
fixadoras de nitrogénio e fungos micorrizicos arbusculares; b) Testemunha absoluta e c)
Controle positivo: sem inoculantes e adubadas com 111mg de N, 16mg de P>Os e 51mg
de K20 por muda. Letras iguais (maiusculas para os tratamentos de substrato, minusculas
para os tratamentos de inoculacdo) ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade. CV (Coeficiente de variacao).

O maior crescimento em altura para todos os tratameantos de zero até 31 dias se
deve ao fato das plantulas receberem grande parte dos nutrientes necessarios para o seu
crescimento inicial de seus cotilédones (CARVALHO; NAKAGAWA, 2000).

O substrato Lodo tem pH levemente acido e maior teor de N e P (Tabela 5)
suprindo as necessidades nutricionais das mudas (GOMES et al., 2007) possibilitando
maior crescimento em altura até os 61 dias de cultivo. Ao contrario do Lodo, o substrato
Padrao teve pH alcalino e menor disponibilidade de N e P, o que reduziu a velocidade de
crescimento das mudas entre 31 e 61 dias.

As mudas produzidas no tratamento inoculado tiveram o menor crescimento até o
31° dia, provavelmente, porque a planta gastou energia para formacdo da simbiose
(FAGAN et al., 2007), e aumentou entre 0 31° e 61° dias, provavelmente, devido a maior

eficiéncia das hifas dos FMAs em explorar o substrato absorvendo agua e nutrientes
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(DINI1Z, 2007) e pela fixacdo bioldgica de nitrogénio realizada pelas BFN (REIS et al.,
2006).

As mudas do Controle positivo ndo cresceram mais que as mudas da Testemunha
absoluta até o 61° dia porque até esse momento apenas metade da adubacédo havia sido
realizada ou talvez porque a quantidade de nutrientes disponiveis nos substratos tenha
sido suficiente para suprir a demanda das mudas até esse momento. Com o acréscimo da
outra metade da adubacéo, e com a reducdo dos nutrientes disponiveis ddevido ao
consumo das mudas, os tratamentos com adubagao proporcionaram maior crescimento
em altura no ultimo periodo de avaliacdo, superando inclusive as mudas inoculadas. E
importante mencionar que houve presenca de nddulos (contaminacdo de BFN) em todos
0s tratamentos e que na fase final da producdo das mudas essa contaminagéo pode ter
prejudicado a diferenciacdo do efeito Lda inoculacdo nas mudas.

Os resultados do experimento referente as variaveis altura, didmetro do colo, area
foliar, massa seca radicular, aérea, total e dos nodulos, percentual de colonizacéo
radicular e densidade de esporos aos 113 dias ap6s semeadura estdo nas tabela 6.

Diferentemente do resultado encontrado no capitulo I, o substrato Lodo nédo
favoreceu a colonizacéo radicular nas mudas mais que os outros tratamentos, ndo havendo
portanto diferencas entre os substratos. Por outro lado, no Lodo foi verificada a maior
densidade de esporos, comprovando que esse substrato favoresce a simbiose com FMAs.
O substrato Comercial foi novamente conducente a simbiose com BFN, promovendo
maior nodulacdo que os demais e corroborando com os resultados obtidos no capitulo I.

Verificou-se nodulacdo nas mudas dos tratamentos ndo inoculados (Testemunha
absoluta e controle positivo), evidenciando a contamina¢do com BFN. Para os substratos
Lodo e Padrdo, a nodulacdo foi maior nos tratamentos inoculados. Para o substrato
Comercial, as mudas que ndo receberam adubacdo nem inoculagdo (Testemunha
absoluta) tiveram nodulacdo equivalente as das mudas que foram inoculadas. Em todos
0s substratos, a presenca de adubacdo reduziu a nodulacéo.

As mudas produzidas no substrato Padrdo tiveram resultado de crescimento
inferior as produzidas nos demais substratos. Nele, a adubagdo aumentou a biomassa e a
area foliar das mudas e a inoculagcdo aumentou o didmetro de colo, a area foliar, a altura
e a biomassa aérea e total, tendo superado o efeito da adubacgdo para as trés Ultimas
variaveis.

As mudas de maior biomassa foram produzidas no substrato Lodo, no qual a

producgdo em conjunto com os inoculantes aumentou a massa da parte aérea e a area foliar
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mas reduziu o enraizamento, o didmetro do colo e a altura das mudas. Nesse substrato a
adubacdo aumentou a altura e a area foliar.

O substrato comercial possibilitou a formagdo de mudas com biomassas maiores
que as do Padréo, porém menores que as do Lodo, com excecdo da area foliar para a qual
os resultados foram equivalentes. Este resultado € o inverso do obtido no capitulo | onde
no substrato Comercial (Turfa 1) foram produzidas mudas maiores que no Lodo (Tabela
3). No substrato comercial, os microorganismos simbiontes promoveram aumento na
altura e no didmetro de colo das mudas enquanto a adubacéo aumentou o enraizamento e
reduziu a altura nas mudas.

N&o houve efeito negativo da adubacdo no crescimento das mudas quando
comparado com a Testemunha absoluta (sem inoculagdo, nem adubacgdo). Por outro lado,
combinado com o substrato Lodo a inoculacdo reduziu a massa de raizes, o diametro de

caule e a altura das mudas.
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Tabela 6: Simbioses e crescimento de mudas de Samanea saman produzidas em diferentes tratamentos de substrato e inoculagdo aos 113 dias apds
a semeadura

Tratamento de inoculagao

(}—elitsll)lsl::tz Testemunha Con'tr.ole BFN+FMA Testemunha Con.tr.ole BFN+EMA Testemunha Conjrr'ole BFN+FMA
absoluta positivo absoluta positivo absoluta positivo
Massa dos noddulos secos (mg) CV(%) =219 Altura (cm) CV(%) =4.,0 Massa radicular seca (g) CV(%) = 10,2

Padrao 170 B b 64 B ¢ 380 B a 234 C b 248 C b 282 B a 0,63 C b 0,89 C a 0,70 C b

Comercial 584 A a 243 A b 656 A a 338B a 323 B a 342 A a 1,40 B b 1,73 B a 141 B b

Lodo 150 B b 25 B ¢ 372 B a 374 A b 39.1 A a 352 A ¢ 198 A a 195 A a 1,65 A b
Colonizag¢ao radicular (%) CV(%) = 130.0 Diametro de colo (mm) CV(%) = 3.8 Massa aérea seca (g) CV(%)=7.2

Padrao 0AD 0AD 13 A a 37C b 37C b 4,1 B a 1,68 C ¢ 204 C b 283 C a

Comercial 0A D 0AD 13 A a 49 B a 51 B a 5.0 A a 470 B a 484 B a 5.05 B a

Lodo 0AD 0AD 10 A a 5,7 A a 55 A a 51A D 526 A b 531A b 5,73 A a
Densidade de esporos CV(%) = 142.0 Area foliar (cm?) CV(%) = 14,2 Massa total seca (g) CV(%) =7.1

Padrao 0AD 0AD 33 B a 129 B b 192 B a 252 B a 230 C ¢ 293G b 353 C a

Comercial 0AD 0AD 22 B a 417 A a 438 A a 444 A a 6,10 B a 6,57 B a 6,47 B a

Lodo 0AD 0AD 411 A a 375 A b 452 A a 503 A a 724 A a 725 A a 738 A a

Padrdo: substrato composto por terra de subsolo argiloso acrescida de 33% de esterco bovino (V:V); Comercial: substrato Carolina Soil Padrédo
0,7; Lodo: Lodo de esgoto fornecido pela Companhia Estadual de Aguas e Esgoto do Rio de Janeiro (CEDAE); Controle positivo: mudas produzidas
sem inoculantes e adubadas com 111mg de N, 16mg de P20s e 51mg de K20 por muda, parcelado em 10 fertirrigagdes semanais entre 0 31 e 0 93
dias ap0ds a semeadura; BFN+FMA: Mudas inoculadas com bactérias fixadoras de nitrogénio e fungos micorrizicos arbusculares; CV; Coeficiente
de variacdo. A densidade de esporos foi medida em 50ml de substrato. Letras iguais (maiusculas na coluna e minusculas na linha) ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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No experimento do capitulo I, a correlacdo entre o percentual de colonizacéo e a
agua tamponante (retida no substrato a press@es entre 50 e 100 hPa) talvez tenha ocorrido
porque o experimento foi irrigado com baixa lamina d’agua (3,6 mL / muda / dia) e isso
tenha favorescido a simbiose devido a maior eficiéncia das hifas em explorar o solo e
absorver agua em condicdo mais restritiva (CABRAL et al. 2010, DINIZ, 2007). Nesse
experimento a irrigagéo foi quase duas vezes maior (7,5 mL / muda / dia) ndo causando
limitacéo hidrica a ponto de aumentar o percentual de colonizacdo (MEHROTRA, 2005)
nos tratamentos em que o Lodo foi utilizado.

Segundo a classificacdo de colonizagéo radicular para espécies arbdreas proposto
por Carneiro et al, (1998), em todos os tratamentos houve baixa colonizagéo (< 20%). Por
outro lado, o maior crescimento radicular (sitio de colonizacdo) e biomassa aérea
(producéo de fotoassimilados) fizeram com que as mudas produzidas no substrato Lodo
tivessem maior esporulacdo (DANIELS-HETRICK; BLOOM, 1986) indicando que
mesmo sem aumentar a colonizacéo radicular, o substrato Lodo foi favoravel a simbiose
com FMA:s.

A adubacéo reduziu a nodulacdo nas mudas em todos os substratos (Tabela 6) por
que o acréscimo de N inibe a simbiose com BFN (GONCALVES et al.,, 1999,
NOGUEIRA et al., 2010). Nos substratos Lodo e Padrdo (menos favoraveis a simbiose
com BFN), a menor nodulagdo nas mudas da Testemunha absoluta em comparacdo com
as mudas que foram inoculadas no inicio do experimento, sugere que a contaminacao do
experimento com BFN tenha ocorrido com estirpes menos eficientes do que as inoculadas
na promocao da nodulagéo.

O substrato Comercial foi o Unico que promoveu a nodulacdo nas mudas do
tratamento Testemunha absoluta de forma equivalente as mudas que foram inoculadas,
comprovando a conducéncia desse substrato a formacdo da simbiose com BFN,
possivelmente devido ao alto teor de Mg (conforme discutido no capitulo 1), nutriente
esse essencial para a nutricdo do rizobio (RUSCHEL et al., 1966) e para aumento do
desempenho fotossintético da planta (TATAGIBA et al., 2017).

No substrato Padréo, o menor teor de N e P em relacdo aos demais substratos
(Tabela 5) pode ter ocasionado mudas com menor biomassa (GUTIERREZ-BOEM:;
THOMAS, 1998, RODRIGUEZ et al., 1998). Além disso, intensificando a situacédo
restritiva deste substrato, a alcalinidade dele pode ter encoberto a real disponibilidade de
P (KAMPF, 2005) e de micronutrientes (BAILEY et al., 2000), os quais precipitam na
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forma de sais de Ca e Mg e hidréxidos em pH maior que 7, ficando indisponiveis para
absorcdo pelas plantas e FMAs, mas sendo eles solubilizados utilizando o extrator acido
(Mehlich 1) utilizado na andlise dos teores de nutrientes dos substratos (Tabela 5).
Adicionalmente, o barro, principal componente do substrato Padrdo (66%), € um solo
mineral argiloso que reduz a porosidade, dificulta as trocas gasosas no substrato
(KAMPF, 2005) prejudicando a respiracdo e gerando distdrbios bioquimicos e
fisiologicos nas mudas (DE OLIVEIRA et al., 2017).

O substrato padrdo ndo foi favoravel as simbioses, pois as mudas produzidas
tiveram pouca esporulagdo, pouca nodulacéo e baixa colonizagdo micorrizica, tal como
ocorreu com o substrato equivalente utilizado no capitulo | (Barro 2:1), indicando que
independentemente da fonte de matéria organica (cama de frango ou esterco de curral) os
substratos compostos a partir de mistura de solo argiloso e matéria organica em ambos 0s
experimentos apresentaram-se alcalinos e de muito baixo desempenho para o crescimento
das mudas de S. saman.

Mesmo ndo sendo favoravel as simbioses, o efeito da inoculagdo no substrato
Padrao foi maior do que nos outros (Tabela 6). Nele, o crescimento em altura e biomassa
aérea e total das mudas inoculadas superou o crescimento obtido com a adubacao,
indicando claramente que, mesmo com baixos niveis de colonizacdo, esporulacdo e
nodulacdo, em condicOes de baixa fertilidade, as simbioses trazem beneficios a planta
hospedeira de forma mais evidente (NOGUEIRA et al., 2010, BRECHELT, 1987).

O substrato Lodo aumentou o crescimento das mudas em todas as variaveis
mensuradas pois 0 maior teor de N e P nesse substrato (Tabela 5) supre a demanda do
vegetal (GOMES et al., 2007). Delarmelina et al. (2014) estudando Ateleia glazioviana e
Gongcalves et al. (2014) estudando Sesbania virgata concluiram que o acumulo de
biomassa nas mudas era maior conforme o lodo de esgoto era acrescentado ao substrato.
Esses estudos mostram que o lodo de esgoto é um substrato indicado para a producdo de
mudas de leguminosas arboreas.

No Lodo, a inocula¢do promoveu o crescimento da biomassa aérea e da area foliar
e a reducdo no enraizamento, na altura e no didmetro de colo (Tabela 6). Isto pode ter
ocorrido devido ao favorescimento da simbiose micorrizica neste substrato. Na situacéo
onde a simbiose micorrizica funciona eficientemente, ha um aumento na absor¢éo de agua
e nutrientes (HOFFMANN; LUCENA, 2006, PELEGRIN et al., 2009). Dessa forma as

mudas podem ter investido em crescimento de parte aérea e foliar (aumentando o
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desempenho fotossintético e a disponibilidade de fotoassimilados para a manutencao das
simbioses) sem precisar gastar energia em enraizamento. Por outro lado, o efeito de
reducdo no diametro do colo causado pela inoculagdo nas mudas produzidas no substrato
Lodo reduz a qualidade das mesmas, pois essa caracteristica morfologica tem sido
relacionada a sobrevivéncia das mudas apos o plantio (DANIEL et al., 1997).

O substrato Lodo tem menor teor de K (Tabela 5) devido a solubilidade desse
elemento em &gua fazendo com que ele seja perdida no processo de tratamento do esgoto
(TSUTIYA, 2000) por essa razéo, esse material deve receber adubacdo com K em seu
uso como substrato para plantas (PEREIRA et al., 2014, GOMES et al., 2013). A
adubacdo realizada (Controle positivo) acrescentou 51mg de K>O/muda ao longo do
experimento, corrigindo o baixo teor desse elemento no substrato Lodo e fazendo com
que as mudas tivessem maior altura e a area foliar.

A contaminacdo das mudas ndo inoculadas com BFN prejudicou a mensuragéo
dos efeitos da inoculacdo sobre as mudas produzidas no substrato Comercial (favoravel a
simbiose com BFN). Porém, no substrato Comercial a inoculacdo fez com que as mudas
tivessem altura, didmetro de colo e area foliar equivalentes aos das mudas produzidas no
Lodo acrescido de adubacdo, mesmo tendo menor teor de N e P (Tabela 5). Isso pode ter
ocorrido devido ao aumento na fixagdo do nitrogénio atmosférico (PELEGRIN et al.,
2009).

E importante mencionar que o didmetro de colo e a altura, sdo indicadores da
sobrevivéncia das mudas apos o plantio (DANIEL et al., 1997). No substrato Comercial,
a adubacdo aumentou levemente a massa das raizes sugerindo que esse substrato tem

fertilidade suficiente para bom crescimento das mudas sem a necessidade de adubag&o.

7.6 CONCLUSOES

O substrato Lodo é favoravel a simbiose com FMAs pois aumentou a densidade
de esporos e o substrato Comercial é favoravel a simbiose com BFN pois aumentou a
nodulagédo nas mudas de S. saman.

O substrato Lodo é o mais indicado para a produgdo de mudas de S. saman
promovendo maior crescimento em condi¢Ges de maior irrigagdo (3,8mm de lamina
d’agua). Nesse substrato a adubacdo aumentou a altura e a area foliar e a inoculagdo com
BFN e FMAs aumenta a area foliar e a massa da parte aérea mas reduz o enraizamento e

o didmetro de colo.
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O maior efeito da inoculacdo das mudas de S. saman com BFN e FMASs ocorreu
no substrato Padréo, no qual as menores mudas foram produzidas e no qual a inoculagéo
aumentou consistentemente o crescimento das mudas mesmo néo apresentando elevada

nodulacgéo, esporulacdo ou colonizacgéo radicular.
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CAPITULO Il

MUDAS DE Samanea saman (Jacq.) Merr. ASSOCIADAS AS BACTERIAS
FIXADORAS DE NITROGENIO E FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES

TOLERAM MAIS O ESTRESSE HIDRICO POS-PLANTIO?
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RESUMO

Existem relatos na literatura que a simbiose do vegetal com bactérias fixadoras de
nitrogénio (BFN) e fungos micorrizicos arbusculares (FMAS) aumentam a tolerancia ao
estresse hidrico. Em mudas florestais, essa tolerancia tem grande relevancia em casos de
veranico apo6s o plantio em campo. Assim, o presente estudo avaliou se mudas de
Samanea saman associadas as bactérias fixadoras de nitrogénio e fungos micorrizicos
arbusculares produzidas em substratos favoraveis as simbioses, apresentam aumento na
tolerancia ao estresse hidrico apos o plantio. Utilizou-se o delineamento experimental em
blocos ao acaso, em esquema fatorial 3 x3, testando mudas produzidas em trés substratos
(terra de subsolo argiloso acrescida de 33% de esterco bovino — “Padrao”, Carolina Soil
Padrdo 0,7 e Lodo de esgoto) e trés inoculagdes (Testemunha abdoluta, Controle positivo
(adubada) e BFN+FMA). As mudas foram plantadas em vasos dentro de casa de
vegetacdo e no momento do plantio foi realizada uma irrigacdo até que o solo alcangasse
a capacidade de campo. Em seguida as mudas ficaram sem irrigacéo por 36 dias quando
iniciou-se o ciclo de reidratacdo com irrigacdo semanal. Ao longo do experimento a altura
e o potencial hidrico foliar (Wf) foram mensurados. Aos 66 dias foram avaliados 0s
parametros de massa seca aérea e radicular. A utilizacdo BFN+FMAs combinada com o
substrato Padrdo, aumentou o crescimento em altura e em biomassa ap6s o plantio. Para
o0 substrato Lodo, as maiores alturas e biomassas ocorreram quando ndo foram utilizados
inoculantes nem adubacdo na producdo das mudas, sendo que para esse substrato a
adubacdo reduziu a biomassa radicular e os microorganismos reduziram a biomassa
radicular e aérea das plantas. N&o ¢ indicado o plantio de mudas de Samanea saman

produzidas no substrato Comercial em condi¢des de estresse hidrico.

Palavras chave: Potencial hidrico foliar, rizébio, biossolido, recuperacéo de area
degradada.
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ABSTRACT

It has been reported in the literature that plant symbiosis with nitrogen-fixing bacteria
(NFB) and arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) increase water stress tolerance. In forest
seedlings, this tolerance has great relevance in summer cases after field planting. Thus,
the present study evaluated whether Samanea saman seedlings associated with nitrogen-
fixing bacteria and arbuscular mycorrhizal fungi produced on symbiosis-favored
substrates present an increased water stress tolerance after planting. A randomized
complete block design was used in a 3 x 3 factorial scheme, testing seedlings produced
in three substrates (clayey subsoil with the addition of 33% bovine manure - "Standard",
Carolina Soil 0.7 and Sewage sludge ) and three inoculations (Absolute Control, Positive
control (fertilized) and NFB + AMF). The seedlings were planted in pots within a
greenhouse and at the time of planting irrigation was performed until the soil reached the
field capacity. Then the seedlings were left without irrigation for 36 days when the weekly
irrigation rehydration cycle was started. Throughout the experiment height and leaf water
potential (¥f) were measured. At 66 days the shoot and root dry matter parameters were
evaluated. The use of NFB + AMF combined with the Standard substrate increased the
growth in height and biomass after planting. For the substrate Sewage Sludge, the highest
heights and biomasses occurred when no inoculants were used nor fertilization in the
seedlings production and for this substrate the fertilization reduced the root biomass and
the microorganisms reduced the root and shoot biomass of the plants. The planting of
Samanea saman seedlings produced in the commercial substrate under water stress

conditions is not indicated.

Keywords: Foliar water potential, rhizobium, biosolid, the recovery of degraded area.
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8.3 INTRODUCAO

O reaproveitamento de residuos agricolas, florestais e urbanos como substrato
para producdo de mudas tem aumentado, trazendo beneficios ambientais e econdmicos
(BANDEIRA et al., 2018, CORDEIRO et al., 2018). Dentre diversos substratos
provenientes de residuo testados no capitulo I, dois foram selecionados, sendo um
conducente a simbiose com bactérias fxadoras de nitrogénio (BFN) e outro a simbiose
com fungos micorrizicos arbusculares (FMASs). E possivel que os beneficios das
simbioses sejam potencializados nas mudas produzidas nesses substratos e que 0s
beneficios da simbiose auxiliem no crescimento das mudas apds o plantio em situacéo de
estresse hidrico pois os FMAs aumentam a eficiéncia na absor¢do de dgua do solo devido
ao pequeno diametro das hifas (SHARMA et al., 2015, DINIZ, 2007) as BFN aumentam
o crescimento vegetal (BRITO, 2016). Mesmo na época chuvosa, as mudas estdo sujeitas
ao estresse hidrico apds o plantio devido a ocorréncia de veranicos (CRUZ, et al., 2004).
Nessas situacdes as mudas sdo plantadas com solo Umido e tem que resistir o periodo de
restricdo hidrica até a ocorréncia de precipitacdo ou 0 manejo de irrigacdo. Posto isso, 0
objetivo deste trabalho foi avaliar se mudas de Samanea saman associadas as BFN e FMA
produzidas em substratos conducentes as simbioses, apresentam aumento na tolerancia

ao estresse hidrico apos o plantio.

8.4 MATERIAL E METODO:

O experimento foi conduzido entre abril e junho de 2018 (por 66 dias), na casa de
vegetacao da Embrapa Agrobiologia, Seropédica / RJ (22°45°35,83”’S ; 43°40°47,92”0),
em temperatura maxima de 35°C, mantida através do acionamento automético de um
painel de umedecimento e ventilacdo de exaustdo. A temperatura e a umidade relativa da
estufa durante a conducéo do experimento foram aferidas a cada 30 minutos com auxilio
de um termohidrografo da marca Datalogger SK-L200TH, sendo que as médias da
temperatura maxima e minima foram de 34,7 e 20,6°C respectivamente, ficando a
temperatura média geral em 25,9°C. Em relagdo a umidade relativa, a média maxima e
minima foram de 25,9 e 21,7%, respectivamente, ficando a média geral em 22,7%. O
clima da regido, segundo a classificacdo de Kdppen é do tipo Aw.

O experimento foi montado com mudas de S. saman com 113 dias de idade,
produzidas em tubetes de 280cm3, sob o delineamento de blocos casualizados em
esquema fatorial (3 x 3), correspondendo a trés substratos e trés tipos de inoculacéo,
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totalizando nove tratamentos, com quatro repeti¢des (blocos). Os tratamentos utilizados
foram os mesmos do capitulo II.

As mudas utilizadas no plantio foram produzidas com os seguintes tratamentos de
inoculacdo: a) inoculagdo com ambos microorganismos simbiontes (BFN+FMA); b)
mudas produzidas sem inoculantes e adubadas com 111mg de N, 16mg de P20s e 51mg
de K20 por muda, parcelados em 10 fertirrigagdes semanais entre 31° e 0 93° dias ap6s a
semeadura (Controle positivo) e ¢) testemunha ndo inoculada nem adubada (Testemunha
absoluta). As BFN utilizadas foram Bradyrhyzobium elkanii estirpes BR 6205 e BR 6212,
recomendadas pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (BRASIL,
2011). O inoculante turfoso contendo as BFN foi misturado as sementes no ato do plantio.
A inoculacdo com FMAs foi feita através da aplicacdo de inoculante contendo
aproximadamente cinco esporos de cada uma das nove espécies descritas a seguir:
Acaulospora colombiana, Acaulospora morrowiae, Acaulospora scrobiculata,
Dentiscutata heterogama, Gigaspora candida, Glomus formosanum, Rhizophagus
clarus, Scutellospora calospora, Scutellospora gilmorei.

Os tratamentos de substratos foram: a) Padréo: terra de subsolo argiloso acrescida
de 33% de esterco bovino (V:V) representando a mistura mais utilizada em viveiros
florestais de pequeno porte; b) Comercial: Carolina Soil Padréo 0,7, composto por turfa
de sphagno acrescida de vermiculita e casca de arroz carbonizada, representando um dos
substratos mais utilizados nos viveiros florestais de grande porte e que no capitulo |
mostrou-se conducente a simbiose com BFN e ¢) Lodo: Lodo de esgoto fornecido pela
Companhia Estadual de Aguas e Esgoto do Rio de Janeiro (CEDAE), que no capitulo |
mostrou-se conducente a simbiose com FMAs.

Na Tabela 5 (capitulo I1) sdo mostrados os resultados das andlises de fertilidade
dos substratos (nutrientes disponiveis) e da analise de tecidos de plantas (nutrientes totais)
das amostras dos substratos de acordo com os procedimentos descritos por Nogueira e
Souza (2005).

As informagGes morfoldgicas (altura, diametro de colo, rea foliar, percentual de
colonizacdo radicular, densidade de esporos em 50mL de substrato e biomassa seca da
parte radicular, aérea, total e de nddulos) das mudas de cada tratamento utilizadas nesse
experimento estéo na tabela 6 (capitulo I1).

Para simular o plantio em campo, as mudas foram plantadas em vasos de 12 litros
(25 cm de diametro e de altura), contendo argissolo amarelo de textura argilosa, extraido
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de uma éarea de pasto degradado. Antes de ser colocado nos vasos o solo foi peneirado
com peneira de malha de 1cm2. O resultado das andlises de fertilidade desse solo
encontra-se na Tabela 7.

Ap0s o plantio das mudas foi realizada uma irrigacao até que o solo alcancasse a
capacidade de campo simulando a situacdo ideal de plantio e em seguida passaram 35
dias sem receber &gua simulando um periodo de veranico posterior ao plantio. No 36° dia
iniciou-se o periodo de reidratagdo, no qual as mudas foram irrigadas semanalmente de
forma que o solo estivesse sempre na capacidade de campo.

A altura das plantas foi mensurada aos 3, 10, 20, 24, 31, 43, 52, 59 e 66 dias apds
o plantio. O célculo de incremento médio diario em altura (IMDA) foi realizado através
da subtracdo do valor da altura de cada planta pelo valor medido na ocasiéo anterior e

dividido pelos dias de intervalo entre as medicdes

Tabela 7: Teores de nutrientes do argissolo amarelo (solo de plantio das mudas) através
da metodologia de analise de fertilidade do solo (nutrientes disponiveis) e analise de
tecidos de plantas (nutrientes totais) de acordo com os procedimentos descritos por

Nogueira e Souza, (2005)

-------------- Nutrientes disponiveis -- Nutrientes totais --------
pH Ny P K H+Al Al Ca Mg N P K Ca Mg

------ mg L™ —meeeee ememeeee- cmi0l, dm? et % e g Kg ™ mmmmmmmmeee

52 69 13,1 64,1 38 004 1,6 08 0,09 046 026 034 036

Metodologia de extracdo utilizada nas andlises de fertilidade do solo: Npot. (extracdo em
KCI do substrato seguida pela digestdo acida - Kjeldahl); P (método colorimétrico -
extrator Mehlich 1); K (fotometria de chama - extrator Mehlich I); H+Al e Al (titulagdo —
Extrator KCI 1M); Ca e Mg (espectrometria de absor¢do atdmica). Npot. = nitrogénio
potencialmente disponivel para as plantas (nitrato + aménio + nitrito + formas organicas
labeis). Metodologia de extracdo utilizada nas anélise de tecido de plantas: Digestao
nitrico-perclorica e determinacao por espectrofotometria de absorcéo atémica. * Elevado
pH resulta na ndo deteccédo de Al+3, H+ e H+ + Al+3, tornando inadequada a metodologia
do extrator &cido de Mehlich 1.

No final do experimento, aos 66 dias, a parte aérea foi separada da parte radicular
e esses materiais foram secos em estufa de circulagdo forcada (65-70 °C) até alcancar a
estabilidade de sua massa. Os dados de massa da parte radicular seca e massa da parte
aérea seca foram obtidos através de pesagem em balanca de precisdo com duas casas

decimais. A massa total seca foi obtida através da soma da massa radicular e aérea. O
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calculo de incremento em massa seca de raiz, parte aerea e total foi realizado através da
subtracdo do valor obtido aos 66 dias ap6s o plantio pelo valor médio das mudas de cada
tratamento na ocasido do plantio.

O potencial hidrico foliar foi medido nos dias 0, 7, 16, 22, 28 e 37 apds o plantio,
sendo as cinco primeiras medicOes realizadas no periodo de desidratacdo e a Ultima
realizada um dia apds o inicio da fase de reidratacdo. O potencial hidrico foliar foi aferido
entre 04:30h e 05:30h da manha (antes do amanhecer) com o auxilio da Camara de
Scholander.

O dados obtidos foram submetidos aos testes de normalidade (Shapiro-Wilk) e
homogeneidade de variancia (Bartlett) com o auxilio do software R. Em seguida foi
utilizado o software SISVAR 5.6 para fazer a anlise de variancia e nos casos em que
houve diferenca estatistica pelo teste F foi aplicado o teste de médias de Scott-Knott, a
5% de probabilidade para separar as médias. A unidade experimental foi composta por
cinco plantas para todas as variaveis, com excecdo do potencial hidrico foliar, que teve
unidade experimental de apenas uma planta.

Por fim, utilizou-se o software Microsoft Excel 2010 para calcular o coeficiente
de correlagao linear de Pearson (p de Pearson) entre as caracteristicas das mudas plantadas
(Figura 2 e tabela 6 do capitulo Il) e as variaveis mensuradas apos o plantio. A
significancia das correlagdes foram verificadas através do software R utilizando-se o teste

t de Student ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

8.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 3 tem-se o crescimento em altura das plantas de Samanea saman ap0s
o plantio e os momentos em que os vasos foram irrigados. Percebe-se que as plantas
cresceram, aproximadamente até o 20° dia apds o plantio e que entre 0 20° e 0 31° dia, a
restricdo hidrica comprometeu a continuidade do crescimento. Percebe-se também que

entre a segunda e a terceira irrigacao as plantas retomaram seu crescimento em altura.
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Figura 3: Linha do tempo mostrando o crescimento em altura (cm) no pos-plantio de
Samanea saman produzidas em trés substratos: Padrdo (terra de subsolo argiloso
acrescida de 33% de esterco bovino (V:V)); Comercial (Carolina Soil Padréo 0,7) e Lodo
(Lodo de esgoto fornecido pela Companhia Estadual de Aguas e Esgoto do Rio de Janeiro
(CEDAE)) e sob o efeito de trés tratamentos de inoculacdo a) BFN+FMA: Inoculadas
com bactérias fixadoras de nitrogénio e fungos micorrizicos arbusculares; b) TA:
Testemunha absoluta e ¢) CP: Controle positivo sem inoculantes e adubadas com 111mg
de N, 16mg de P20s e 51mg de K>O por muda. Setas indicam 0s momentos em que as
plantas receberam irrigacao.

Considerando que o estresse hidrico influencia mais na altura do que no diametro
em espécies florestais (DUARTE et al., 2016, 2017), e que em condigdes de falta d’agua,
a planta reduz a turgescéncia celular e consequentemente inibe o alongamento e a
expansdo da célula, reduzindo o crescimento em altura (TAIZ; ZEIGER, 2013), a altura
pode ser uma variavel morfolégica, ndo destrutiva, de facil medicdo e indicadora do
estresse hidrico.

Na Tabela 8 s&o mostrados os dados de altura e de incremento médio diario em
altura nas seguintes fases do experimento: a) logo apds o plantio e irrigacdo (0-3 dias); b)
no periodo em que o estresse hidrico se instala, diminuindo o crescimento das plantas (3-
20 dias); c) no periodo de intenso estresse hidrico com restricdo do crescimento em altura
(20-31 dias); d) no periodo final da seca, reidratacéo e retomada do crescimento apés a
reidratacdo (31-52 dias); e e) no periodo de crescimento final hidratado (52-66 dias). Na

Tabela 9 sdo mostrados os coeficientes de correlacdo de Pearson entre as caracteristica
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das mudas utilizadas no momento do plantio (Tabela 6 — Capitulo 1) e as variaveis de
altura, biomassa e Wf aferidos nesse experimento

Logo apo6s o plantio (0-3 dias), o solo estava bem Umido possibilitando que as
plantas tiverem maior incremento em altura. As plantas dos tratamentos Lodo e
Comercial, que foram plantadas com mudas de maior area foliar (Tabela 6 — Capitulo 1)
e estavam em substratos com maior teor de nutrientes (Tabela 5 — Capitulo 1) tiveram
maior crescimento que as plantas do substrato Padrdo. Nessa fase do experimento ocorreu
correlacdo positiva entre a area foliar das mudas com o crescimento em altura das plantas
(Tabela 9). Os tratamentos de inoculacéo néo tiveram influéncia.

No inicio do ciclo de estresse hidrico (3-20 dias) o incremento em altura reduziu
em todos os tratamentos para menos de 1/3 do crescimento aferido no periodo anterior,
evidenciando a influéncia do estresse hidrico na reducdo do crescimento das plantas.
Nessa etapa do experimento, o incremento em altura teve forte correlacdo positiva com a
massa dos nddulos secos das mudas (Tabela 9). As plantas do substrato Comercial
(favoravel a nodulagdo) tiveram o maior incremento em altura em relacdo aos demais
substratos, porém, nesse substrato ndo houve efeito da inoculacdo e nem da adubacdo. As
plantas cujas mudas foram formadas no substrato Lodo apresentaram incremento em
altura praticamente igual as mudas do substrato Padrdo, exceto quando o Padrdo foi
inoculado e apresentou incremento maior que o Lodo. O substrato Lodo, tal qual o
Comercial, também ndo promoveu efeito da adubacao e da inoculacdo no incremento em
altura na fase 3-20 dias. Para as plantas do substrato Padrdo, a inoculacdo aumentou o
incremento em altura, superando o crescimento das mudas que foram adubadas,
mostrando que mesmo ndo sendo um substrato conducente as simbioses (capitulo 11) o
efeito benéfico da inoculacdo continua perceptivel apds o plantio.

No final do ciclo de estresse hidrico, (20-31 dias) os efeitos da restricdo hidrica
foram muito drasticos sobre o incremento em altura, de forma que sete dos nove
tratamentos tiveram valores negativos para essa variavel devido ao murchamento ou, em
alguns casos, morte apical. Nessa fase, o incremento em altura se correlacionou
negativamente com a area foliar e com a massa seca da parte aérea das mudas utilizadas
no plantio (Tabela 9), indicando que mudas maiores sentiram mais os efeitos de um
veranico pos-plantio em campo. Assim, as plantas ndo inoculadas do substrato Padré&o,
que possuiam menor crescimento (Capitulo I, Tabela 6) foram os Unicos tratamentos com

incremento em altura positivo neste periodo. Inclusive a presenca da inoculacdo que
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favoreceu o crescimento das mudas no substrato Padrdo e Lodo (Tabela 6 — Capitulo 1),
causou a reducdo do crescimento das plantas quando o estresse hidrico chegou a limites
extremos proximos ao ponto de murcha permanente.

No periodo de reidratacdo (31-52 dias), as plantas voltaram a crescer em altura
evidenciando a recuperacdo apos a irrigacdo, porém com incrementos baixos e sem
evidéncias do efeito dos tratamentos de substrato, adubacéo e inoculacdo. Na fase final
de crescimento hidratado (52-66 dias) o incremento em altura das plantas alcangou
valores proximos aos encontrados no periodo de inicio do estresse hidrico (entre 0 3°e 0
20° dia). Nessa fase, as plantas dos substratos Lodo e Padrao tiveram maior incremento
em altura que as plantas do substrato comercial, sugerindo que as mudas formadas no
substrato Comercial sentiram mais a simulagéo de veranico e ndo conseguiram recuperar
0 pleno crescimento apds o restabelecimento da hidratacdo normal. Nesta fase de
crescimento (52-66 dias) os tratamentos de inoculacéo e adubacdo nao tiveram influéncia
no incremento em altura das plantas.

Por fim, é vélido destacar que aos 66 dias apds o plantio as plantas do substrato
Lodo que promoveu as maiores mudas (Capitulo 11, Tabela 6) e as plantas do substrato
Padrdo que promoveu as menores mudas (Capitulo Il, Tabela 6) apresentavam
crescimento médio diario equivalente apds um periodo de veranico simulado, sugerindo
que muitas vezes 0s parametro de crescimento utilizados para indicar a boa qualidade das
mudas, podem ndo refletir claramente a capacidade de tolerancia destas aos estresse que

tem de enfrentar em campo, entre eles o estresse hidrico.
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Tabela 8: Altura, e incremento médio diario em altura, aos 3, 20, 31, 52 e 66 dias ap6s o plantio de mudas de Samanea saman produzidas com
diferentes tratamentos de inoculacao e substratos sob efeito de estresse hidrico simulando um veranico (até o 36° dia) e reidratacdo (ap6s o 36° dia)
Tratamentos de inoculagdo

Trataemntos Altura (cm) Incremento médio diario em altura (mm)
de substrato Testemunha C ont.rgle BEN+FMA Testemunha C ont‘rgle BEN+EMA
absoluta Ppositivo absoluta positivo
3 dias apos o plantio. CV(%) = 4,84 entre 0 e 3 dias apos o plantio. CV(%) = 36,88
Padrio 26,6 B b 280 C b 316 B 10,7 B a 10,6 B a 114 B a
Comercial 395 A a 374 B a 40.0 A 189 A a 169 A a 192 A a
Lodo 419 A a 4477 A a 425 A 15,1 A a 185 A a 242 A a
20 dias apds o plantio. CV(%) = 4,06 entre 3 e 20 dias ap0s o plantio. CV(%) = 17,53
Padrio 306 B ¢ 345C b 424 B 23 B ¢ 3B b 63 A a
Comercial 490 A a 43,6 B a 51,1 A 56 A a 66 A a 6.6 A a
Lodo 476 A b 516 A a 50,3 A 33B a 41B a 46 B a
31 dias apos o plantio. CV(%) = 4.93 entre 20 e 31 dias apds o plantio. CV(%) =-52.19
Padrao 319 B: ¢ 35.,1'C b 41,1 B 1.2 A a 06 A a -ILLAD
Comercial 450 A a 436 B a 46,0 A a 36 C a 45 C a -47 B a
Lodo 471 A b 50,1 A a 457 A b -04 B a -14 B a 42 Bb
52 dias apos o plantio. CV(%) = 5,44 entre 31 e 52 dias apds o plantio. CV(%) = 51,85
Padrdo 354 C b 37:51C b 46,2 B 1.7 A a 1.1 A a 24 A a
Comercial 46,8 B a 46,8 B a 47,5 B 08 A a 15 A a 0.7 A a
Lodo 514 A a 545 A a 522 A 21 A a 21 A a 31 Aa
66 dias apos o plantio. CV(%) = 6,62 entre 52 e 66 dias apo6s o plantio. CV(%) = 21,27
Padrao 448 C b 459 B b 564 B a 6,7 A a 6,1 A a 73 A a
Comercial 504 B a 50,7 B a 52.3'B & 26 B a 28 B a 34B a
Lodo 646 A a 647 A a 614 A a 94 A a 73 A a 6,6 A a

Padrdo: substrato composto por terra de subsolo argiloso acrescida de 33% de esterco bovino (V:V); Comercial: substrato Carolina Soil Padréo
0,7; Lodo: Lodo de esgoto fornecido pela Companhia Estadual de Aguas e Esgoto do Rio de Janeiro (CEDAE); Testemunha absoluta: mudas
produzidas sem adubo e sem inoculantes; Controle positivo: mudas produzidas sem inoculantes e adubadas com 111mg de N, 16mg de P20s e
51mg de K20 por muda, parcelado em 10 fertirrigagdes semanais entre 0 31 e 0 93 dias ap6s a semeadura; BFN+FMA: Mudas inoculadas com
bactérias fixadoras de nitrogénio e fungos micorrizicos arbusculares; CV; Coeficiente de variagao. Letras iguais (maiusculas na coluna e minusculas
na linha) ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Tabela 9: Coeficientes de correlagdo linear de Pearson entre as caracteristicas morfologicas das mudas de Samanea saman produzidas com
diferentes tratamentos de substratos e de inoculantes (Tabela 6 — capitulo I1) e as caracteristicas das plantas em estresse hidrico

Caracteristicas das plantas em estresse hidrico

C;g:;:mn;;i;zas Altura - s Incremento em altura -----  ——-——————- Massa seca vt

3 dias 20dias  3ldias 52dias  66dias  0-3dias  3-20 dias 20-31 dias  Raiz Aérea Total 16 dias 22 dias

Altura 0,99 0,92 0,98 0,95 0,82 0,76 0,93 0,92 0,95 -0,84 -0,69

DC 0,96 0,89 0,93 0,90 0,77 0,71 0,95 0,38 0,92 -0,75 -0,72

AF 0,93 0,97 0,90 0,87 0,93 -0,84 0,72 0,79 0,78 -0,80 -0,79

MAS 0,98 0,96 0,94 0,91 0,71 0,88 -0,73 0,85 0,87 0,88 -0,79 -0,74

MTS 0,98 0,94 0,93 0,91 0,72 0,85 0,87 0,87 0,89 -0,79 -0,76

MRS 0,79 -0,77
MNS 0,7

Correlacg6es significativas pelo teste t de Student a 5% de probabilidade de erro. DC (diametro ao nivel do colo); MRS (massa das raizes secas);
MAS (massa da parte aérea seca); MTS (massa total seco); MNS (massa dos nddulos secos); Wf (potencial hidrico foliar).
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Logo apos o plantio (3 dias) ainda se mantinham as caracteristicas medidas na
fase de mudas (capitulo Il, Tabela 6), com o Lodo apresentando a maior altura e o
substrato Padrédo a menor, mas o substrato Comercial se igualava ao Lodo no tratamento
inoculado e na testemunha absoluta. Foi observado efeito benéfico da inoculagdo somente
no substrato Padrdo. Praticamente a mesma situacdo de resposta foi verificada durante o
inicio do ciclo de estresse hidrico (20 dias), final do ciclo de estresse hidrico (31 dias) e
no periodo de reidratagdo (52 dias), pois o crescimento em altura foi diminuido,
conservando as diferencas existentes no inicio do experimento.

No entanto, na fase final de crescimento hidratado (66 dias) a altura das plantas
cujas mudas foram formadas no substrato Padrdo ja era a mesma que as formadas no
substrato Comercial acrescido de adubacgéo ou inoculagdo. Como as mudas do substrato
Padrdo apresentavam incremento em altura superior ao do substrato Comercial, é
provavel que em curto espaco de tempo ultrapassassem as plantas desse tratamento,
chegando préximo a altura das plantas do Lodo.

Até os 52 dias ap6s o plantio, a altura apresentou forte correlacdo com as medidas
morfoldgicas das mudas utilizadas antes do plantio (Tabela 9). Isso mostrou que as
caracteristicas morfoldgicas da muda foram mantidas durante a simulacdo do veranico e
periodo inicial de reidratacdo, devido ao baixo crescimento das plantas em situacdo de
estresse hidrico. Porém, essa correlacdo reduziu com o tempo apos a reidratacédo e aos 66
dias havia apenas uma correlacdo positiva fraca (r< 0,8) (Tabela 9) mostrando que as
caracteristicas morfolégicas das mudas ndo determinaram o crescimento em altura da
planta apds o plantio (MELO et al., 2018).

O crescimento em altura apds o plantio é importante pois permite que a planta
tenha maior competitividade contra plantas invasoras infestantes de rapido crescimento,
no que se refere a obtencédo de luz solar (ROSSA et al., 2015). Por essa razdo, atualmente,
a altura dos individuos arb6reos no campo é um dos indicadores de sucesso dos projetos
de restauracéo florestal (RIO DE JANEIRO, 2017).

Nesse experimento as mudas plantadas com menor e maior altura (produzidas nos
substratos Padréo e Lodo respectivamente) tiveram o mesmo incremento total em altura
ao longo do experimento (pouco mais de 20 cm) enquanto as mudas produzidas no
substrato comercial, cresceram pouco mais que 12 cm. Melo et al., (2018) também
verificaram que mudas de menor altura (produzidas em recipientes menores) de Mimosa
caesalpiinifolia tiveram maior crescimento apds o plantio e, com 120 dias contados a
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partir da data da implantacdo do experimento no campo, ndo existia mais diferenca de
altura entre os tratamentos.

O torrdo das mudas dos substratos Lodo e Comercial tinham maior teor de
nutrientes (Tabela 5 — capitulo 1) e isso ajudou a nutrir as plantas apds o plantio enquanto
ainda ndo havia estresse hidrico. As plantas dos substratos Lodo e Comercial tiveram
maior crescimento nas fases iniciais do experimento, respondendo & maior
disponibilidade de nutrientes e a maior &rea foliar das mudas desses tratamentos,
possivelmente, devido ao aumento da assimilacdo de CO, (RODRIGUES et al., 2017),
melhor aproveitamento da energia solar para fotossintese (NAVROSKI et al., 2016),
maior producdo de fotoassimilados e maior fluxo transpiracional possibilitando maior
assimilacdo de &gua com nutrientes (MARCHI et al., 2000).

Entre o0 3° e 0 20° dia as plantas do substrato Comercial, tiveram crescimento em
altura maior do que o do substrato Lodo. Um maior crescimento das plantas noduladas
frente a condicdes de estresse hidrico inicial também foi verificado no trabalho de Brito
(2016), no qual a quantidade de nodulos em plantas de amendoim favoreceram o
crescimento da mesma em situacdo de estresse hidrico. Entretanto, Pimentel e Perez
(2000) discutindo a influéncia da restricdo hidrica em diferentes gendétipos de feijoeiro
verificaram que a massa seca dos nddulos ndo reduziu o estresse hidrico das plantas.

O maior incremento em altura das plantas produzidas no substrato Padréo
combinado com a inoculacdo no periodo de restri¢do hidrica (3-20 dias), possivelmente
se deve ao papel benéfico das BFN e FMAs, pois além da nodulacdo aumentar o
crescimento vegetal mediante situacdo de estresse hidrico, os FMAs, por inimeros
relatos, reduzem o efeito do estresse hidrico pela eficiéncia das hifas em absorver agua
de microporos do solo (DINIZ, 2007, CAVALCANTE et al, 2001, MORATELLLI et al,
2007).

Quando a restri¢do hidrica no solo aumenta ao extremo (20-31 dias) os danos ao
crescimento das plantas também aumentam. Rodrigues et al. (2017) discutem que plantas
de cupuagu (Theobroma grandiflorum) submetidas ao estresse hidrico ap6s o plantio,
apresentam reducdo de 86% no seu incremento em altura quando comparados ao
tratamento sem restricdo hidrica e que em algumas progénies o crescimento em altura
teve valores negativos devido a seca dos ponteiros ou murcha. Martins (2008) estudando
nim indiano (Azadirachta indica) apds o plantio, também verificou que o estresse hidrico
intenso reduziu o incremento em altura das plantas. Portanto, nas condigfes do presente
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experimento, quando a restri¢do hidrica foi intensa (20-31 dias), a area foliar e a biomassa
aérea das mudas apresentaram correlacdo negativa com o incremento em altura das
plantas (Tabela 9), indicando que as plantas que investiram em maior &rea foliar, ndo
estavam preparadas para o estresse hidrico, pois a reducdo da area foliar € uma resposta
morfologica das plantas para se adaptar a restricdo hidrica (PEREIRA et al., 2008) assim
como a reducio da massa seca da parte aérea (FIGUEIROA et al., 2004).

O substrato Comercial, tem comportamento higrofébico (dificil reidratacdo)
quando atinge baixa umidade (SCHINDLER et al., 2017). Essa caracteristica fisica
conhecida em substratos a base de turfa de sphagnum prejudicou a absor¢édo de agua pelas
raizes e intensificando os danos do estresse hidrico nos individuos plantados com esse
substrato.

Espécies florestais sdo rapidas para retomar seu crescimento quando ap6s um
periodo de estresse hidrico sdo submetidas a reidratacdo. Albuquerque et al., (2013)
discutem que plantas de mogno (Khaya ivorensis) conseguem recuperar seu crescimento
ap6s um periodo de estresse hidrico em apenas 3 dias apds a retomada da irrigacao.
Resultados semelhantes foram verificados para cupuacuzeiro (Theobroma grandiflorum)
(OLIVEIRA-NETO et al., 2005).

Na Figura 4 s&o mostrados os dados da massa seca da parte radicular (MRS) e
aérea (MAS) das mudas no momento do plantio (barras pretas) e do incremento da massa
seca da parte radicular e aérea (barras brancas) das plantas ao final dos 66 dias do
experimento. O substrato Padrdo foi o Unico que manteve o efeito benéfico da inoculagéo
sobre a producdo de biomassa aérea e de raizes, antes e apds o estresse hidrico. O menor
crescimento em biomassa aérea durante o experimento ocorreu nas plantas do substrato
Comercial, porém, quando inoculadas, as mudas desse substrato tiveram maior
crescimento radicular. A inoculagcdo aumentou o enraizamento nas plantas dos substratos
Padrdo e Comercial e reduziu quando combinada com o substrato Lodo.

Houve forte correlagdo positiva dos dados de biomassa, altura, diametro e area
foliar das mudas utilizadas no experimento com a biomassa total das plantas ap6s os 66
dias do experimento (Tabela 9), mas ndo houve nenhuma correlagdo com o incremento
de biomassa durante os 66 dias do experimento, reforcando a discussdo de que as
caracteristicas morfoldgicas das mudas ndo sdo determinantes para o crescimento das
plantas em campo (MELO et al., 2018).
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Figura 4: Massa da parte aérea seca (MAS), massa da raiz seca (MRS), em plantas de
Samanea saman produzidas com diferentes tratamentos de inoculantes e de substratos.
Padrdo: substrato composto por terra de subsolo argiloso acrescida de 33% de esterco
bovino (V:V); Comercial: substrato Carolina Soil Padréo 0,7; Lodo: Lodo de esgoto
fornecido pela Companhia Estadual de Aguas e Esgoto do Rio de Janeiro (CEDAE);
Testemunha absoluta (TA): Mudas produzidas sem adubacdo e sem inoculantes; Controle
positivo (CP): mudas produzidas sem inoculantes e adubadas com 111mg de N, 16mg de
P>Os e 51mg de K20 por muda; BFN+FMA: Mudas inoculadas com bactérias fixadoras
de nitrogénio e fungos micorrizicos arbusculares. Letras iguais (maiusculas para substrato
e minusculas para inoculante) ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade. Teste de médias apresentado fora das barras se refere a
massa seca e dentro das barras ao incremento em massa seca ao longo de 66 dias.
Coeficiente de variacdo (%) MRS = 9,1; MAS = 12,1; incremento na massa de raiz seca
= 17,2 e incremento na massa aérea seca = 44,1.
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O substrato Lodo tinha maior teor de N e P do que os demais (Tabela 5 — capitulo
I1) contribuindo na nutricdo das plantas ao longo do experimento e aumentando o
crescimento em biomassa. Estudos mostram que a aplicacdo de Lodo de esgoto no solo
pode substituir a adubacdo quimica em sistemas de producdo agricola devido ao seu alto
teor de nutrientes (PEREIRA et al., 2014; TSUTIYA et al., 2002). Aliado a isso, 0 maior
enraizamento nas plantas nesse substrato aumentou a absor¢do de agua do solo reduzindo
0s danos causados pela restricdo hidrica (SCALON et al., 2011). Nesse substrato, o maior
teor de P e N restringiram os beneficios da simbiose com BFN e FMAs durante o
experimento (GRANT et al.,, 2005) reduzindo a biomassa das plantas pois 0s
microorganismos se comportaram apenas como um dreno de fotoassimilados (SMITH et
al., 2003) quando as condigdes nutricionais sdo 6timas.

As mudas do substrato Padrdo tinham menor area foliar e com isso houve menor
evaporacdo (CALDEIRA et al., 2012) mantendo a &gua da primeira irrigacdo no solo por
mais tempo, reduzindo o efeito do déficit hidrico (MENDONCA et al., 2006) e
possibilitando o maior crescimento em biomassa aérea. A maior biomassa de raizes nas
plantas do substrato Padrdo, combinado com inoculacdo, contribuiu para a maior
retomada apos a reidratacdo de crescimento da parte aérea neste substrato. Além disso, a
presenca de hifas dos FMAs promoveram maior eficiéncia na absorcéo da dgua do solo
(DINIZ, 2007) e a apresenca do fungo potencializou o efeito das BFN (JESUS et al.,
2005) na fixacéo bioldgica do ntrogénio. No estudo de Mendes et al. (2013) a biomassa
de sabia (Mimosa caesalpiniaefolia Benth.) plantadas em campo, foi superior quando as
mudas utilizadas estavam inoculadas com BFN e FMAs, em conjunto.

Carneiro et al. (2004) discutem que em substratos com pouco P, o efeito dos FMAs
no crescimento e na sobrevivéncia das mudas em campo é maior, sendo esse resultado
observado para as plantas do substrato Padrdo combinadas com inoculacdo de BFN e
FMAs. As mudas formadas nesse tratamento ndo possuiam as maiores caracteristicas
morfolégicas (Tabela 6 — Capitulo 1), mas ap6s o plantio apresentaram maior
crescimento, mesmo em condigdes adversas de estresse hidrico, e por essa razdo devem
ser consideradas mudas de boa qualidade (JOHNSON, J. D.; CLINE, M. L., 1991).

As plantas do substrato Comercial investiram mais em biomassa radicular do que
em biomassa aerea na tentativa de aumentar a eficiéncia na absor¢do de agua
(SUASSUMA et al., 2012). Figueiroa et al. (2004) discutem que em condicdes de estresse
hidrico as mudas alocam os fotoassimilados no sistema radicular ao invés da parte aérea
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para aumentar a expansao radicular no intuito de potencializar a absor¢éo de agua no solo.
O comportamento higrofdébico do substrato Comercial nas condi¢des de baixa umidade
(SCHINDLE et al., 2017), prejudicou a absorcdo de &gua pelas raizes e intensificou 0s
danos do estresse hidrico nos individuos (PIMENTEL, 2004) reduzindo o crecimento da
biomassa. Porém, quando combinado com inoculagéo as plantas produzidas no Comercial
tiveram o maior crescimento da biomassa radicular (Figura 5), mostrando que, assim
como para o substrato Padrdo, a presenca dos microorganismos simbiontes aumentou o
enraizamento das plantas em situacao de estrese hidrico.

Na Figura 5 é mostrado que o potencial hidrico foliar (Wf) das plantas de S. saman
aos 0, 7, 16, 22, 28 e 37 dias apds o plantio em condicédo de estresse hidrico. Nessa figura,
pode-se observar que até o 7° dia, o Wf ndo sofreu alteracdes mantendo-se entre -2 e -4
bar para todos os tratamentos. No 16° dia o Wf comega a reduzir e no 22° dia essa redu¢édo
se acentua drasticamente alcancando valores entre -30 e -40 bar no 28° dia. No 37° dia,
menos de 12 horas apds o retorno da irrigacdo, o Wf aumenta atingindo valores entre -20

e -30 bar.
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Figura 5: Linha do tempo mostrando o potencial hidrico foliar (bar), ap6s o plantio, de
Samanea saman produzidas em de trés substratos: Padréo (terra de subsolo argiloso
acrescida de 33% de esterco bovino (V:V)); Comercial (Carolina Soil Padréo 0,7) e Lodo
(Lodo de esgoto fornecido pela Companhia Estadual de Aguas e Esgoto do Rio de Janeiro
(CEDAE)) e sob o efeito de trés tratamentos de inoculacdo a) BFN+FMA: Inoculadas
com bactérias fixadoras de nitrogénio e fungos micorrizicos arbusculares; b) Testemunha
absoluta (TA) e ¢) Controle positivo (CP): sem inoculantes e adubadas com 111mg de N,
16mg de P.Os e 51mg de K>O por muda. Setas azuis indicam 0S momentos em que as
foram feitas irrigacdes.

As respostas das plantas as condicOes de estresse hidrico variam de acordo com a
espécie, cultivar, tempo de exposicao e fatores edaficos, entre outros (NASCIMENTO et
al., 2011). O potencial hidrico foliar se correlaciona com a condutancia estomatica, trocas
gasosas, transpiracdo e disponibilidade de dgua no solo (TONELLO; TEIXEIRA FILHO,
2012), tornando essa uma importante variavel no estudo de estresse hidrico. Pimentel
(2004) menciona que quando o solo atinge potencial hidrico inferior a -15 bar, as plantas
atingem o ponto de murcha permanente por ndo conseguirem mais absorver agua. Porém,
esse mesmo autor menciona que algumas espécies conseguem sobreviver em solos com
-60 bar de potencial hidrico. Nesse experimento, S. saman conseguiu absorver agua do
solo retida a pressdes menores que -15 bar em todos o0s tratamentos sem atingir o ponto

de murcha permanente mostrando que essa especie é resistente ao estresse hidrico.
78



Na tabela 10 ¢é apresentado o resultado do teste de médias dos dados de potencial
hidrico foliar aferidos aos 0, 7, 16, 22, 28 e 37 dias ap0s o plantio. Observa-se que para a
maior parte do conjunto de dados de Wf ndo houve diferenga entre os tratamentos de
inoculacdo e substratos. Por outro lado, verificou-se alta correlacdo negativa entre 0s
dados de Wfaos 16 e 22 dias apos o plantio e os dados de altura, didmetro de caule, area

foliar e massa seca da parte aérea e radicular das mudas utilizadas no plantio (Tabela 9).
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Tabela 10: Potencial hidrico foliar (bar) aos 0, 7, 16, 22, 28 e 37 dias ap0s o plantio de Samanea saman produzidas com diferentes tratamentos de
substratos e de inoculagdes em condicdo de estresse hidrico

Tratamentos de inoculagdo

Tratmaentos
T — Testemunha C ont'rf)le BEN-FMA Testemunha B ont.rf)le BEN-FMA
aboluta positivo aboluta positivo
Wt (bar) aos 0 dias. CV(%) = 28.36 Wt (bar) aos 22 dias. CV(%) = 56.78
Padrdo 25 A a 24 A a 45Ab -11.0 A a -140 A a -145 A a
Comercial 29 A a 29 A a -38 A a -133 A a -175 A a -120 A a
Lodo 24 A a 20 A a -30A a -166 A a -139 A a -146 A a
W1 (bar) aos 7 dias. CV(%) = 22.81 Yt (bar) aos 28 dias. CV(%) = 16,66
Padrao 34 A a 44 A Db -30A a 348 A a -36,6 A a 356 A a
Comercial 40 A a -39 A a 3,1 A a -38,1 A a -340 A a -29.0 A a
Lodo 34 A a 3,1 A a 28 A a 306 A a 345 A a -38,5 A a
W1 (bar) aos 16 dias. CV(%) = 25.49 W1 (bar) aos 37 dias. CV(%) = 38,37
Padrdo -6,1 A a -69 A a -5,6 A a -198 A a 298 A a 236 A a
Comercial 54 A a -75 A a -7,1 A a 278 A a 21,1 A a 275 A a
Lodo -70 A a -6,3 A a -7.8 A a 204 A a 259 A a 206 A a

Padrdo: substrato composto por terra de subsolo argiloso acrescida de 33% de esterco bovino (V:V); Comercial: substrato Carolina Soil Padréo
0,7; Lodo: Lodo de esgoto fornecido pela Companhia Estadual de Aguas e Esgoto do Rio de Janeiro (CEDAE); Testemunha absoluta: mudas
produzidas sem adubo e sem inoculantes; Controle positivo: mudas produzidas sem inoculantes e adubadas com 111mg de N, 16mg de P2Os e
51mg de K20 por muda; BFN+FMA: Mudas inoculadas com bactérias fixadoras de nitrogénio e fungos micorrizicos arbusculares; CV; Coeficiente
de variacdo. Letras iguais (maiusculas na coluna e mindsculas na linha) ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade. CV: Coeficiente de variagao.
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A correlacdo negativa entre as caracteristicas morfoldgicas das mudas e os dados
de Wf aos 16 e¢ 22 dias ap6s o plantio ocorreu pelo fato da area foliar aumentar a
transpiracéo e o consumo da agua do solo (MARTINS et al., 2008), confirmando que as
maiores mudas sofreram mais com o estresse hidrico pds-plantio, colocando em
questionamento a utilizacdo do tamanho das mudas como indicativo de qualidade.

A aumento do Wf em menos de 12 horas apos o retorno da irrigagdo corrobora
com o estudo de Queiroz (2018) com plantas de Pajed (Triplaris gardneriana) em
diferentes tratamentos de estresse hidrico. Nesse estudo, em aproximadamente 7 dias apds
a reidratacdo as plantas apresentavam o mesmo Wf que as plantas do tratamento sem
estresse hidrico. A recuperacdo do Wf apds o retorno da irrigagdao, mostra que 0s danos
causados durante o estresse hidrico ndo impediram as funcoes fisiologicas de absor¢édo de
agua e de transporte para a parte aérea (ALBUQUERQUE et al., 2013), confirmando a
tolerancia da Samanea saman ao estresse hidrico intenso.

Considerando que até os 20° dias as plantas ainda ndo haviam parado de crescer
em altura (tabela 8), pode-se afirmar que o Wf alcangado antes desse periodo esta dentro
de uma faixa que permite o crescimento de S. saman, ou seja, nesse experimento o
intervalo de Wfentre -2 e -7,8 bar ndo impediu o crescimento em altura de S. saman.

Mesmo medindo o Wf em quantidade de repeticdes (quatro) maior ou igual a
praticada em outros trabalhos para a medicdo da mesma variavel com a camara de
Scholander (NASCIMENTO el al., 2001, MAGALHAES et al., 2016, VELLINI et al.,
2008, MORAIS et al., 2015), no presente estudo os coeficientes de variacdo foram
maiores. E valido destacar que Samanea saman é uma espécie selvagem que nio passou
por nenhum processo seletivo de domesticacdo da cultura e por isso a heterogeneidade
genética das plantas aumenta a diferenca nos resultados gerando maior coeficiente de
variacdo. Na literatura, encontra-se estudos que usam o Wf medido com a camara de
Scholander sem a realizacdo de analise estatistica dos dados, utilizando os valores obtidos
apenas como referéncia para discutir outras variaveis mensuradas (TONELLO;
TEIXEIRA FILHO, 2012; ROQUIM et al., 2013).

8.6 CONCLUSOES

O substrato padrdo, mesmo nédo sendo considerado o mais favoravel as simbioses
com BFN e FMAs, foi o que apresentou melhor resposta a inoculagdo desses
microrganismos mantendo o crescimento das mudas ap6s um periodo de estresse hidrico.
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Mudas produzidas no substrato Lodo eram maiores e mantiveram a maior altura e
biomassa ap06s plantio em situacdo de estresse hidrico particularmente quando a muda
ndo foi produzida com adubacgdo nem inoculagdo com BFN + FMA, indicando que em
substrato fertil, a utilizacdo de insumos que promovam aumento no crescimento séo
desfavoraveis para que a planta tolere o estresse hidrico ap6s o plantio.

Mudas produzidas no substrato comercial ndo séo indicadas para o plantio em

situacdes que haja risco de veranico pés-plantio.
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